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Clinical Usefulness of rpoB Gene Sequence Analysis in 
Lymph Node Tuberculosis

Background: Lymph node tuberculosis (LN-TB), the most common extra-pulmonary 

tuberculosis, frequently shows a paradoxical response (PR) during treatment. 

Differential diagnosis between PR and treatment failure in LN-TB is a challenging 

task because drug susceptibility test (DST) is rarely performed and can be delayed 

due to low culture yield and a long process. The rpoB gene mutation analysis is a 

rapid method for detection of rifampin resistance, however, its clinical usefulness has 

not yet been evaluated in LN-TB. 

Materials and Methods: DNA extracts from LN with Mycobacterium tuberculosis 

polymerase chain reaction (MTB-PCR) positive were gathered and direct sequencing 

of rpoB gene was performed. A retrospective review of clinical and microbiologic 

data was performed. To evaluate the clinical usefulness of rpoB gene analysis in 

LN-TB, the change to a second line anti-tuberculosis regimen was used due to 

insufficient rifampin DST data. 

Results: A total of 21 DNA extracts from 25 LN-TB patients were enrolled. Three 

rpoB mutations (Asp516Tyr, Ser522Leu, and Ser522Ala) were observed; the 

Asp516Tyr mutation showed rifampin resistance, however, the DST data were not 

available for the other two mutations. Compared with the change to the second line 

regimen, the sensitivity and specificity of rpoB gene mutation anaysis were 50% and 

94.4%, respectively, in 20 available cases. Compared with the change to the second 

line regimen, the sensitivity and specificity of the rpoB gene mutation anaysis were 

100% and 100%, respectively, in nine available cases with PR. 

Conclusions: Despite development of PR, keeping the first line regimen in LN-

TB cases without rpoB gene mutations may be recommended. Conduct of a 

prospective, well designed, further study with a larger scale is warranted.
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서론

림프절 결핵은 폐외 결핵 중에서 가장 흔하며, 경부에 가장 호발하고, 림프절 생검

에 의한 병리조직 검사와 미생물학적인 검사로 진단한다[1, 2]. 조직 검사에서 건락성 

괴사를 동반한 만성 육아종과 같은 병리소견은 50-80%에서 관찰되고 항산균 도말 
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양성률은 30-60%미만이며, 결핵균 핵산증폭 (PCR) 검사 양성률은 

70-80%, 결핵균 배양 양성률은 20-80%이다[2].

림프절 결핵 진단에 배양검사는 아주 중요한 검사이며, 결핵균이 배

양되면 약제 감수성 검사를 시행해야 한다. 림프절 결핵은 폐결핵과 달

리 역설적 반응(paradoxical reaction)이 약 20-30% 정도에서 발생

할 수 있고, 이 때 약제감수성검사는 역설적 반응과 내성 결핵에 의한 

치료 실패를 감별하는데 중요하기 때문이다[3, 4]. 림프절 결핵은 배양 

양성률이 낮고, 결핵균이 동정된다 하더라도 결핵 환자의 치료 시작부

터 약제 감수성 결과를 확인하는데 까지 평균 2-3개월이 걸리므로[5], 

역설적 반응이 발생할 경우에 결핵균이 배양되지 않았거나, 아직 약제

감수성 결과가 나오지 않았다면 내성 결핵에 의한 치료 실패를 감별할 

수 없어 치료에 어려움이 있다. 이 경우 결핵균 PCR 검사가 양성이라면, 

이 때 추출된 DNA의 염기서열을 분석하여 rpoB 유전자의 변이 여부

를 관찰하면 신속하게 rifampin 내성을 확인할 수 있다[6]. 그러나 지

금까지 림프절 결핵에서 rpoB 유전자 변이에 관한 연구는 거의 없어 임

상적 유용성을 알기가 어렵다. 이에 저자들은 림프절 결핵에서 rpoB 

유전자 분석의 임상적 유용성을 알아보고자 이 연구를 시행하였다. 

재료 및 방법

1. 재료

2006년부터 2008년까지 경북대학교병원에서 시행한 림프절 세침

흡인 생검에서 육아종의 소견이 있으면서 결핵균 PCR 양성인 DNA검

체와 2009년 2월과 8월 사이에 대구 파티마병원에서 결핵균 PCR 양성

으로 확인된 림프절의 DNA 검체를 대상으로 연구를 시행하였다. 임상

적, 조직학적, 미생물학적 정보는 의무기록 조사를 통해 후향적으로 분

석하였다.

2. 방법

1) 결핵균 DNA 추출 및 동정

경북대학교병원에서는 QiaAmp mini DNA Kit (QIAGEN GmbH, 

Hilden, Germany) 를 사용하여 DNA를 추출하였고, Biosewoom 

MTB kit (Biosewoom, Seoul, Korea) 를 사용하여 결핵균 PCR

을 시행하였다. 대구파티마병원에서는 ExiPrep Genomic DNA 

Kit (Bioneer, Daejeon, Korea) 를 사용하여 DNA를 추출하였고, 

AccuPower MTB Real-Time PCR Kit (Bioneer, Daejeon, Korea)를 

사용하여 결핵균 PCR을 시행하였다.

2) 직접 염기서열 분석법(direct sequencing)을 통한 rpoB 유전자 

변이 확인

PCR 산물은 2% agarose gel을 이용하여 확인한 다음 QIAquick 

PCR Purification Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) 를 사용

하여 정제하였다. 염기서열 분석은 forward와 reverse primer  를 이

용하였고, ABI Prism 3130XL (Applied Biosystems, CA, USA)과 

BigDye Terminator Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems, 

CA, USA)로 수행하여 81-bp hot-spot 구역을 포함하는 193개의 

염기쌍을 얻었다(Table 1). 염기서열 분석 결과는 Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv (GenBank accession No. L05910)를 기준으로 

변이를 분석하였다.

3) 림프절 결핵에서 rpoB 유전자 염기서열 분석의 임상적 유용성 분

석

림프절 결핵에서는 rifampin 내성 여부를 알 수 없는 경우가 많았기 

때문에 rpoB 유전자 변이와 rifampin 내성을 비교 분석할 수는 없었

다. 대신에 rpoB 유전자 변이 여부가 치료경과에 미치는 영향을 알아

보았고, 이를 위하여 2차 항결핵제로 변경한 경우에 대한 rpoB유전자 

변이의 민감도, 특이도를 구했으며, 역설적 반응이 발생한 경우에도 2

차 항결핵제로 변경한 경우에 대한 rpoB 유전자 변이의 민감도, 특이

도를 구해보았다. Rifampin 내성이 확인되지 않은 림프절 결핵 환자에

서 적어도 항결핵제를 10일 이상 투여한 이후에 기존의 결핵성 병변이 

악화되거나 새로운 병변이 발생하는 경우를 역설적 반응이라고 정의

하였다. 

결과

총 25명의 림프절 결핵환자들에서 총 21개(84%)의 rpoB 유전자 염

기서열을 얻었을 수 있었다. 나이의 중앙값은 32세(18-73)이었으며, 남

녀의 비율은 7:18이었다(Table 2). 림프절의 크기와 개수의 평균 값은 

각각 2.85±1.48 cm와 2.93±2.05개이었다(Table 2). 항산성염색은 22

명(88%)에서 시행되었고, 양성인 경우는 2명(9.1%)이었다. 결핵균 배

양 검사는 9명(36%)에서 시행되었으며, 6명 (66.6%)에서 균이 동정되

었고, 1명(16.7%)에서 rifampin내성이었다.

총 21개의 염기서열 중에서3명(14.3%)의 환자에게서 rpoB 유전자 

변이를 발견하였는데, 각각 Asp516Tyr, Ser522Leu, Ser522Ala 이었다. 

Asp516Tyr에서 변이가 발견된 다제내성 결핵 환자는 1차 약제로 치료

가 완료되었으며, 재발 소견도 없었다. 반면Ser522Ala 에서 변이를 보

인 환자는 역설적 반응이 나타났으며, 1차 약제로 치료가 실패하여 2

차 약제로 변경하였다. Ser522Leu 에서 변이를 보인 환자는 임상경과

를 알 수 없었다.

임상경과를 알 수 있었던 22명의 환자 중에서, 1차 약제로 치료를 완

료한 경우는 21명(90.9%)이었고, 2차 약제로 변경한 경우는 2명(9.1%)

Table 1. Oligonucloetide Primers Used in This Study
Nucleotide sequence

Forward cgtggaggcgatcacaccgcagacgttg

Reverse gacctccagcccggcacgctcac

Product size
(193bp)

Cgtggaggcgatcacaccgcagacgttgatcaacatccggccggtggtcgccgcgatcaaggagttct
tcggcaccagccagctgagccaattcatggaccagaacaacccgctgtcggggttgacccacaagcg
ccgactgtcggcgctggggcccggcggtctgtcacgtgagcgtgccgggctggaggtc

The underlined codons show frequently mutated codons (513, 516, 526, and 531) in the 
81-bp hot-spot region of the rpoB gene.
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이었으며, 치료 기간의 중앙값은 9개월(6-29)이었고 모든 환자에서 완

치되었다(Table 2). 총 20명의 환자에서 rpoB 유전자 분석 결과와 임

상경과에 대한 자료를 모두 확보할 수 있었으며, 2차 약제로 변경한 2

명 중에서 rpoB 유전자 변이가 1명(50%)에서 관찰되었고, 1차 약제

로 치료를 완료한 18명 중에서 rpoB 유전자 변이가 없는 경우가17명

(94.4%)이었으므로, 2차 약제로 변경한 경우에 대한 rpoB 유전자 변

이의 민감도와 특이도는 각각 50%와 94.4%이었다(Table 3).

총 11명에서 역설적 반응이 나타났으며, 크기가 증가된 경우가 7명

(63.6%), 새로운 병변이 발생된 경우는 4명(36.3%)이었다(Table 2). 결

핵균 배양 검사가 시행된 4명에서 Rifampin 내성은 관찰되지 않았고, 

rpoB 유전자 변이는 1예(Ser522Ala)에서 관찰되었다. 1차 약제로 치

료를 완료한 경우, 2차 약제로 변경한 경우, steroid를 투여한 경우, 수

술적 치료를 시행한 경우가 각각 10명(90.9%), 1명(9.1%), 5명(45.5%), 

4명(36.3%)이었다(Table 2). 유전자 염기서열과 임상경과에 대한 자료

를 모두 확보할 수 있었던 경우는 9명이었는데, 2차 약제로 변경한 1명

에서 rpoB 유전자 변이가 관찰되었고, 1차 약제로 치료를 완료한 8명 

중에서 rpoB 유전자 변이가 없는 경우가 8명(100%)이었으므로, 역설

적 반응이 나타난 환자에서 2차 약제로 변경한 경우에 대한 rpoB 유전

자 변이의 민감도와 특이도는 각각 100%와 100%이었다(Table 3). 

고찰

Rifampin 내성은 rpoB 유전자의 81개 염기쌍의 hot-spot 부

위(Table 1)의 유전자변이에 의해서 대부분 발생하며, 이러한 변이

의 유형과 빈도는 나라마다 다양하게 나타난다[7-9]. 우리나라에

서는 Ser531Leu이 가장 흔한 변이이고, His526Tyr, His526Asn, 

Gln513Leu, Gln513Pro, Asp516Tyr, Leu533Pro 등의 순으로 흔하게 

나타난다[10]. 본 연구에서는 Asp516Tyr, Ser522Leu, Ser522Ala의 3

가지 변이가 결핵성 림프절염 환자에서 관찰되었다. 모두 hot spot 구

역에 포함되어 있기는 하였으나, Asp516Tyr을 제외한 2가지 경우는 흔

하게 관찰되는 변이는 아니었다.

Rifampin 내성 결핵을 신속하게 확인하는 분자생물학적인 방

법은 reverse membrane hybridization, line probe assay, DNA 

microarrays, PCR-single nucleotide conformation polymor

phism (SSCP) 등의 여러 가지가 있으나, 유전자 변이를 확진하는 가장 

정확한 방법은 직접 염기서열을 분석하여 확인하는 것이다[7, 11-14]. 

국내에서 결핵균과 호흡기검체에서 직접 유전자 염기서열 분석법을 고

전적인 약제내성 검사법과 비교할 때 높은 민감도와 특이도를 나타내

어 항결핵제 내성을 예측하는데 정확한 방법임이 입증되었으나, 아직

까지 임상적으로 분자생물학적인 방법이 고전적인 약제내성 검사법을 

대체할 수는 없다[10]. 본 연구에서는 비록 검사방법이 복잡하여 일상

적으로 사용하기에는 어려움이 있으나, 정확한 결과를 얻기 위하여 직

접 염기서열을 분석하는 방법을 사용하였다. 또한, 결핵성 림프절염과 

같은 폐외결핵에서는 균주 배양률이 낮기 때문에 균주를 이용한 분자

생물학적인 방법은 현실성이 떨어져, 결핵균 PCR양성 림프절 검체에

서 추출된 결핵균의 DNA를 이용하였다. PCR-SSCP를 이용하여 결핵

성 림프절염에서 rpoB유전자 변이를 살펴본 2002년에 시행된 연구에 

따르면 rpoB 유전자 변이가 31.8%로 있다고 하였으나, 일반적으로 알

려져 있는 2-3% 정도의 rifampin 내성율보다 너무 높게 관찰되었고, 

약제내성 검사의 rifampin내성율과 비교되지 않았으며, 역설적 반응, 

내성에 의한 치료실패 등 임상 양상에 대한 분석은 시행되지 않았다

[6].

본 연구에서 총 25명의 림프절 결핵 환자에게서 21개(84%)의 분석 

가능한 rpoB 유전자 염기 서열을 얻을 수 있었다. DNA를 추출 후 보관

하고 이송하는 과정에서 DNA가 손상되거나 오염되었기 때문에 84%

만 염기서열을 얻을 수 있었을 것으로 추정된다. 또한 항산성 양성 검체

가 9.1% 밖에 되지 않아 민감도가 낮을 수 있으며, 이는 호흡기 검체를 

이용한 연구에서도 나타나는 현상이다[15]. 동정된 균주가 아닌 임상 

검체에서 결핵균 PCR 양성 DNA 추출물을 이용하여 검사하는 경우에

는 장기간 보관하거나 다른 기관으로 이송하기 보다는 추출된 DNA를 

가지고 즉시 rpoB유전자 염기서열을 분석하는 것이 좋겠다.

림프절 결핵에서 결핵균 배양은 매우 중요한 것으로 추천되지만, 본 

연구에서 나타나듯이 림프절 조직 배양이 시행되는 경우는 36%로 매

우 낮았으며, 여기에서 다시 2/3만이 결핵균이 동정되었다[2]. 림프절 

결핵에서 조직검사를 시행할 때 반드시 결핵균 배양을 의뢰하도록 독

려하여야 하겠다. 본 연구에서는 rpoB 유전자 변이의 임상적 유용성

Table 2. Characteristics of 25 Patients with Lymph Node Tuberculosis
Variables Values

Median age (range)         32 (18-73) 

No. of Male:Female      7:18 

LN size (cm, Mean±SD) 2.85±1.48 

LN Number (Mean±SD) 2.93±2.05 

Clinical course

Completion with 1st line regimen (%)  20/22 (90.9) 

Change to the 2nd line regimen (%)    2/22 (9.1)

Total treatment Duration (Months, Median, Range)         9 (6-29) 

Cure rate (%) 22/22 (100) 

Paradoxical response (%) 11/22 (50) 

Size increase (%)   7/11 (63.6)

Development of new lesions (%)   4/11 (36.3)

Clinical course

Completion with 1st line regimen (%) 10/11 (90.9)

Change to the 2nd line regimen (%)   1/11 (9.1)

Steroid treatment (%)   5/11 (45.5)

Surgical treatment (%)   4/11 (36.3)

Values indicate number/available cases (%).
LN, lymph node

Table 3. Sensitivity and Specificity of rpoB Gene Mutation Analysis for Change to 
Second Line Regimen

Number of positive results / Number of specimens tested

Change to 2nd line regimen

Lymph node tuberculosis Cases with paradoxical response

Sensitivity (%) Specificity (%) Sensivity (%) Specificity (%)

rpoB mutation 1/2 (50%) 17/18 (94.4%) 1/1 (100%) 8/8 (100%)
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을 분석하기 위해 결핵균 감수성 결과 대신에 2차 약제로의 변경여부

를 비교 변수로 이용하여 민감도와 특이도를 구하였다. 2차 약제 변경

여부를 사용하여 분석하면 rpoB 유전자 변이의 진단적 가치는 평가

할 수 없으나 임상적 유용성은 평가할 수 있다. 전체 림프절 결핵에 대

해서는 민감도와 특이도는 각각 50%, 94.4%이었고, 역설적 반응이 

나타난 경우에는 민감도와 특이도는 모두 100%이었다. 우리나라에

서 rifampin단독 내성은 매우 드물며, rifampin내성이 있는 경우 상당

부분 다제내성이거나 다른 일차 약제에 동시내성을 가지고 있는 경우

가 많기 때문에 rifampin내성을 나타내는 rpoB 유전자 변이가 있으

면, 1차 약제 치료 실패를 의미하는 2차 약제로 변경한 경우가 많을 것

으로 추정하였다[16, 17]. 그러나, 국내에는 Rifampin 내성의 유병율

이 낮고, 항상성 양성 검체가 적어 민감도가 낮았으며, 민감도의 계산

에 이용된 검체의 수도 2개 이하로 너무 적어 민감도에는 의미를 부여

하기 어려웠다. 하지만 특이도는 매우 높았으며, rpoB 유전자 변이가 

없다면, 일차약제의 치료에 성공할 확률이 높다는 것을 의미한다. 역설

적 반응은 결핵을 치료하는 동안 일시적인 증상악화를 보이는 것으로 

ripampin내성에 의한 치료 실패와 임상적 양상은 유사하여 구분하기

가 쉽지 않다.  본 연구에 의하면 역설적 반응이 나타난 림프절 결핵 환

자에서 결핵균 PCR이 양성이고 이 검체에서 DNA를 추출하여 rpoB 

유전자 변이가 없다는 것이 확인되면 1차 약제를 지속하는 것을 추천

할 수 있겠다.

본 연구의 제한점은 검체와 증례의 수가 적고, 임상적, 미생물학적, 

조직학적 데이터는 후향적으로 분석한 점이다. 자료의 결측치가 많아 

지표들이 심하게 편향되었다. 또한, 결핵균 PCR양성의 경우만을 대상

으로 함으로써 증상이 심한 경우가 선택적으로 포함될 수 있어 선택 편

견이 적용된다고 할 수 있다.

결론적으로, 위와 같은 제한점에도 불구하고 본 연구는 결핵성 림

프절염에서 배양된 균주가 아니라 결핵균 PCR 양성 검체에서 추출된 

DNA로 rpoB 유전자 분석을 시행하여, 결핵균이 배양되지 않았을 경

우에도 rpoB 유전자 변이 여부가 없다는 것이 확인되면, 1차 약제를 지

속할 수 있다는 것을 보여준 최초의 연구이다. 이 연구는 향후 충분한 

사례를 포함하는 잘 고안된 전향적인 연구에 바탕이 된다. 
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