
서 론

결핵환자의관리에가장중요한요소가환자의조기발견이다.

환자를 조기에 발견하기 위한 방법으로 호흡기 검체로부터 직접

결핵균(Mycobacterium tuberculosis, TB)을검출할수있는분자생

물학적인방법이도입되면서미국식품의약품안전청의승인을받
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호흡기 검체를 이용한 AdvanSure TB/NTM Real Time PCR Kit의 항산균

진단 능력평가

Evaluation of the Performances of AdvanSure TB/NTM Real Time PCR Kit for Detection of
Mycobacteria in Respiratory Specimens
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Background : PCR is a widely used method for rapid and accurate diagnosis of mycobacteriosis.
The sensitivity and specificity of a real time PCR kit newly developed in Korea were evaluated for
detecting mycobacteria in respiratory specimens.

Methods : One hundred twenty nine Mycobacterium tuberculosis (TB) culture positive respiratory
specimens (82 AFB stain positive and 47 stain negative specimens) were used for evaluation of the
sensitivity. Nine non-tuberculous mycobacteria (NTM) culture positive specimens were also includ-
ed. For evaluation of the specificity, 48 AFB stain and culture negative respiratory specimens from
patients who were initially not fully excluded from mycobacterial diseases (specificity group 1) were
used. Other 51 respiratory specimens from patients who were not suspected of mycobacterial dis-
eases were also included (specificity group 2). Real time PCR was performed by using AdvanSure
TB/NTM real time PCR Kit (LG Lifescience, Korea) and SLAN real time PCR detection system (LG
Lifescience). The target genes of TB and NTM were IS6110 and rpoB, respectively.

Results : Among 129 TB culture positive specimens, 82 of 82 AFB stain positive specimens (100%)
and 35 of 47 (74.5%) stain negative specimens revealed real time PCR positivity for TB, resulting in
sensitivity of 90.7%. Five of nine NTM culture positive specimens resulted in real time PCR positivity
for NTM (55.6%). Forty seven of 48 specimens (97.9%) and all 51 specimens (100%) of the speci-
ficity group 1 and 2, respectively, were real time PCR negative for TB and NTM. 

Conclusions : AdvanSure TB/NTM real time PCR Kit should be useful for detecting TB in respira-
tory specimens with high sensitivity and specificity. (Korean J Lab Med 2008;28:34-8)

Key Words : Mycobacterium tuberculosis; Non-tuberculous mycobacteria; Real time PCR, Res-
piratory specimens
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은제품을포함한많은검사키트들이호흡기결핵의진단에이용

되고있다[1, 2]. 그중대표적인두가지상품화된키트는Enhanc-

ed Mycobacterium tuberculosis Direct Test (E-MTD, Gen-Probe,

San Diego, CA, USA)와 Amplicor Mycobacterium tuberculosis

Test (Amplicor, Roche Diagnostic Systems, Inc., Branch-

burg, NJ, USA)로, 문헌에보고된이들의민감도와특이도는호

흡기검체를대상으로검사했을때각각 90-95%, 99-100%에

이를정도로매우우수한성적을보여준다고한다[2]. 하지만실

제동일한키트를이용하여국내에서시행한연구를보면임상검

체, 특히 호흡기 검체를 이용하여 검사하였을 때의 민감도 62-

88%, 특이도 86-100% 정도로외국의보고보다낮은성적을보

일뿐아니라편차가큰결과를보여주고있다[3-5]. 또한이키트

들의주요한단점은결핵여부를확인할수있는데그치고, 결핵

이외의항산균의존재에대해서는아무정보도얻을수없다는점

이다. 이는후천성면역결핍환자의증가와면역억제요법의일반

화에따라비결핵마이코박테리아(non-tuberculous mycobacte-

ria, NTM)에의한감염이전세계적으로증가추세를보이고있

고[6, 7], 최근우리나라에서도결핵과더불어NTM 감염증이증

가하고있는현실에비추어볼때중요한단점이아닐수없다[8].

특히, NTM 감염증은대부분항결핵치료에저항성을가지므로결

핵균과NTM을조기에구별할수있는진단법과이를통한구별

된치료적용의필요성이증가하고있다.

본연구에서는국내에서 real time PCR 방법을기반으로하여

검체에서직접결핵균혹은NTM을검출할수있는키트가새롭

게개발되었기에, 호흡기검체를이용하여이키트의민감도와특

이도를평가해보았다. 

대상 및 방법

1. 대상

2007년 4월부터 5월까지부산대학교병원미생물검사실에항

산균 염색 및 배양 또는 일반세균 배양이 의뢰된 호흡기 검체를

대상으로하였다. 임상검체에서의검출능력을보기위하여마이

코박테리아가배양된총 44명환자의객담또는기관지폐포세척

액 138검체를이용하였다. 이중항산균염색에서미국질병예방

통제국의검사보고기준[9, 10]으로±이상의결과를보인검체는

85건이었고나머지 53건은음성이었다. 특이도평가를위한검체

로는두종류를선택하였다. 한종류는결핵또는NTM 감염증을

의심하거나배제하기위하여항산균염색과배양이의뢰된호흡기

검체중에서두검사모두음성이며, 기타다른소견에서항산균

감염증이 배제된 것으로 47명 환자의 48검체였고(특이도 1군),

나머지한종류는결핵또는NTM 감염증이의심되지않는환자

로원내폐렴등일반세균에의한호흡기감염증이의심되어그람

염색과 일반세균 배양만 의뢰된 호흡기 검체 25명 환자의 51검

체를이용하였다(특이도 2군) (Table 1). 

2. 항산균 염색, 배양 및 동정

미생물검사실에항산균염색과배양이의뢰된검체는둘로나

누어일부는 4% NaOH로탈오염과액화처리를실시한후항산

균 자동염색기 AT-2000F (Dagatron, 고양, 한국)를 이용한 항

산균형광염색과 3% 오가와배지를이용한배양검사를실시하였

다. 나머지일부는 real time PCR 검사실시전까지 -70℃에보

관하였다. Real time PCR을실시할때에는상기의기준에맞는

검체만을차례로선택하였다. 항산균배양이아닌일반세균배양

이의뢰된경우에도검체의일부를 real time PCR 검사실시전

까지 -70℃에 보관하였다. 항산균 배양 양성인 경우에는 PCR-

hybridization 방법에 의하여 결핵균과 NTM의 균종을 동정하

였다[11].

3. Real time PCR에 의한 TB와 NTM의 검출

1) 검체 전처리

검사키트는 AdvanSure TB/NTM real time PCR Kit (LG

생명과학, 서울, 한국)를이용하였으며, 검사과정은제조사의설명

서에따라시행하였다. 객담이나기관지세척액 3 mL에검체전

처리액 I 3 mL를첨가한후 1분간격으로 30초간 2회 vortex를

하고 3,000 rpm으로 20분동안원심분리한뒤상청액을제거하

였다. 여기에검체전처리액 I 1 mL를첨가한후피펫을이용하

Abbreviation: AFB, acid-fast bacilli.

Specimens N of specimens

Mycobacteria culture positive 138
M. tuberculosis, isolated 129

AFB stain positive 82
AFB stain negative 47

Nontuberculous mycobacteria, isolated 9
AFB stain positive 3
AFB stain negative 6

Specificity group 1 (AFB stain/culture negative) 48
Specificity group 2 (non-suspicious for 51

mycobacterial infections)
Total 237

Table 1. Specimens used in this study 
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여 침전물을 섞은 후 1.5 mL microtube로 옮겨 1분 간격으로

30초간 5회 vortex하고상청액을제거하였다. 이과정을검체의

점성이사라질때까지3-5회반복하였다. 남아있는침전물은DNA

추출에이용하였다. 

2) DNA 추출

상기의침전물을 1.5 mL microtube에옮기고검체전처리액

II 1 mL를첨가하여 vortex하고, 13,000 rpm에서 3분동안원

심분리한뒤상청액을제거하였다. 이과정을 2회반복한뒤추출

완충액 50 L를첨가하고 100℃에서 20분간가열하였다. 이후

13,000 rpm에서 1분 동안 원심분리하고, 10초 동안 vortex한

뒤다시 13,000 rpm에서 3분동안원심분리하여분리된상층액

5 L를PCR에사용하였다.

3) 5’-exonuclease probe와 시발체

결핵균의 IS6110, 항산균의 rpoB유전자에특이적인시발체를

이용하였다. 반응산물이형성됨과동시에각유전자에특이적인

Taqman probe가분해됨으로써형광이형성되는데형성된형광

을 SLAN real time PCR detection system (LG 생명과학)으로

측정하였다.

4) PCR

2× PCR mixture가 10 L씩분주되어있는 200 L PCR

tube에 TB/NTM primer/probe 혼합물 5 L와 추출한 검체

DNA 5 L를첨가하고 SLAN real time PCR detection sys-

tem을이용하여 50℃ 2분, 95℃ 10분간의변성단계후 95℃

10초, 62℃ 40초의 PCR 주기로 35회시행하였다. PCR반응의

검출에는총 3개의 channel (M. tuberculosis complex, mycobac-

teria, internal control)을이용하였고각각의 channel에서 FAM,

HEX, Cy5 파장의 signal 형성을 확인하여 CT 값이 35 미만일

때를양성으로하였다. 제조사의지침서대로각 signal 중 rpoB의

CT값이 IS6110의CT값보다 4 이상클경우결핵으로판정하고,

4 이하일경우 IS6110 copy 수가적은M. tuberculosis complex

또는 NTM의 coinfection의 가능성이 있는 것으로 해석하였다.

rpoB의CT값만이35 이하로나오는경우NTM으로해석하였다.

결 과

1. 결핵균 배양 양성 검체

129개검체중 117개가 real time PCR에서결핵균양성결과

를보였다(민감도 90.7%). 염색양성검체 82건중 82건이 real

time PCR에서결핵균양성이었다(민감도 100%). 염색음성검

체 47건중에서는 35건이 real time PCR에서결핵균양성이었

다(민감도 74.5%) (Table 2).

2. NTM 배양 양성 검체

9건의검체 (M. intracellulare 3건, M. avium 2건, 그외NTM

4건; 항산균염색양성 3건, 음성 6건) 중 5건이 real time PCR

에서NTM 양성결과를보였다(민감도 55.6%). 1건은TB 양성

결과를보였다. 이검체의경우 IS6110의 CT 값은 33.79로 cut-

off에가까운결과를보였고, rpoB의CT값은‘Undetermined’로

제조사의기준에의하여TB로판정되었다.

3. 특이도 평가

특이도 1군의 평가에서는 총 48검체 중 47개의 검체가 real

time PCR에서TB 또는NTM 음성반응을보였다(특이도 97.9

%). TB 양성결과를보인 1건의의무기록을검토한결과, 세균성

폐렴에대한치료를받고회복된환자의검체였다. 특이도 2군의

평가에서는 51검체모두에서TB 또는NTM real time PCR 음

성이었다(특이도 100%).

고 찰

PCR을이용하여임상검체에서직접마이코박테리아감염증을

Culture result Total
PCR 

negative (%)

PCR positive for

TB (%) NTM

M. tuberculosis
AFB stain-positive 82 82 (100) 0 0 (0)
AFB stain-negative 47 35 (74.5) 0 12 (25.5)
Total 129 117 (90.7) 0 12 (9.3)

M. intracellulare
AFB stain-positive 2 0 1 1
AFB stain-negative 1 0 0 1

M. avium
AFB stain-negative 2 1* 0 1

NTM, unidentifiable
AFB stain-positive 1 0 1 0
AFB stain-negative 3 0 3 0

Table 2. Real time PCR results of mycobacterial culture positive
respiratory specimens

*False-positive for non-tuberculous mycobacteria.
Abbreviations: AFB, acid-fast bacilli; TB, M. tuberculosis; NTM, non-
tuberculous mycobacteria.
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진단하는방법은신속한결과를얻을수있다는점에서임상검사

실에서유용하게쓰여왔다. 그러나상품화된키트를임상검사실

에서 사용하였을때 성적은 제품출시 초기 발표된 문헌에서 제시

한만큼의성적에는미치지못하였다. E-MTD와Amplicor의 2

가지키트를비교한연구에서는민감도가 74-77%로국내연구

결과인 민감도 69-88%와 유사한 성적을 보여주었다[4, 5, 12,

13]. 그래서본연구에서는새로소개되는키트가최적의연구조

건이아닌실제검사실의환경과같은조건에서어떤성적을보이

는지를알아보는데중점을두고실험을실시하였다. 본연구결과,

AdvanSure TB/NTM real time PCR은전체적으로민감도 88

%, 특이도 98%의우수한결과를보였다. 조기진단과치료를위

하여 PCR 검사를 시행하는 경우에는 특히 항산균 염색 음성인

검체에서 높은 민감도를 보일 때 더욱 유용하다. Kim 등[4]은

BDProbeTec ET system과 Amplicor를비교한연구에서항산

균염색음성인검체에대한민감도를각각 57%, 43%로보고한

데반해, 본연구에서는항산균염색음성이나배양결과와임상

진단으로결핵으로진단받은환자의검체를대상으로 75%의민

감도를보여기존의검사법보다우수한성적을보여주었다. Ad-

vanSure TB/NTM real time PCR Kit가가진또다른장점으

로는 NTM의 검출이 가능하다는 것이다. 해당 검체수가 적어

NTM 검출능력에대한정확한평가가본연구에서는어려우나

NTM 감염이증가하고있는상황에서본키트가가진NTM의

검출능력은임상진료에유용하게쓰일수있을것으로판단된다.

PCR 법이가지고있는문제중증폭산물의교차오염에의한

위양성의가능성과증폭억제물질의존재에의한위음성은반드

시해결되어야할문제점이다. 본연구에이용된키트는 real time

PCR 법을이용하기때문에증폭후증폭산물을조작하는과정이

없어서위양성의가능성은원천적으로매우낮다. PCR에서위음

성을보이는주요원인인검체내핵산증폭과정저해물질의존재

는배양된균을이용하는것과달리임상검체를이용한검사에서

그가능성이훨씬높다. 그래서 Amplicor는 internal control을

이용하여 위음성의 가능성을 확인하는데, 호흡기 검체와 비호흡

기검체를이용한연구결과저해율은보고자에따라 0-10% 정도

로 보고되고 있다[14-16]. 본 연구에서 사용된 키트도 internal

control용시발체를함유하고있는데, 실험에이용한전검체에서

핵산증폭과정의저해는발견되지않아서, 이에의한위음성의가

능성은거의없을것으로생각된다. 

본연구에이용된검체중한건에서최종동정결과와 real time

PCR 키트 사이의 불일치가 관찰되었다. 배양된 균의 동정 결과

는M. avium이었으나임상검체의 PCR 검사에서는 TB 양성의

결과를보인것이다. 의무기록검토결과환자는배양결과에따라

M. avium에대한약물치료를받고폐병변이회복되었다. 그런데

이환자검체의 CT 값이 33.79로 cutoff 값인 35 가까이에있었

고, rpoB의증폭이관찰되지않았으며, 특별히 TB에대해위양성

을보일만한사유를발견할수없었다. 따라서이와같이비전형

적인반응이나오거나, 혹은 CT 값이 cutoff 가까운값으로확인

될때는위양성의가능성을고려하여결과를신중히해석해야할

것으로판단된다.

이상의연구결과AdvanSure TB/NTM real time PCR Kit

는우수한민감도와특이도로호흡기검체를이용한결핵및비결

핵마이코박테리아감염증의진단에유용하게사용될수있을것

으로판단된다.

요 약

배경 : PCR법은마이코박테리아감염증을신속하고정확하게

진단하기위해널리쓰이는방법이다. 본연구에서는국내에서개

발된 real time PCR 방법을기반으로한결핵균과비결핵항산균

검출키트의민감도와특이도를평가해보았다. 

방법 : 민감도 평가는 결핵균이 배양된 호흡기 검체 129검체

(항산균염색양성 82검체, 음성 47검체) 및비결핵항산균이배

양된 9개의 검체를 대상으로 실시하였다. 특이도 평가는 처음에

항산균감염증을완전히배제되지않았으나, 추후항산균염색및

배양음성이며항산균감염증이배제된환자의호흡기검체 48검

체(특이도 1군)와, 처음부터항산균감염증을의심하지아니하는

환자의호흡기검체 51검체(특이도 2군)를대상으로하였다. 검사

는 AdvanSure TB/NTM real time PCR Kit (LG 생명과학,

한국)와 SLAN real time PCR detection system (LG 생명과

학)으로 실시하였다. 결핵균은 IS6110, 마이코박테리아는 rpoB

유전자를각각증폭시켜검출하였다.

결과 :결핵균이배양된 129개검체중염색양성검체 82/82

(100%), 염색음성검체35/47 (74.5%)로, 총117개가 real time

PCR에서결핵균양성결과를보였다(민감도 90.7%). NTM 배

양양성검체 9건의검체중 5건(55.6%)이 real time PCR에서

NTM 양성 결과를 보였다. 특이도 1군에서는 48검체 중 47건

(97.9%), 특이도 2군에서는 51검체 모두(100%) 결핵 또는 마

이코박테리아PCR 음성이었다. 

결론 : AdvanSure TB/NTM real time PCR은우수한민감

도와특이도로호흡기검체를이용한결핵의진단에유용하게사

용될수있을것으로판단된다.
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