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열대와 아열대 지방에서 유행하고 있으며, 전 세계적으로 매년 

3.5-5억 명의 환자가 발생하며, 백만 명 정도가 사망하고 있다[2]. 국

내에서도 말라리아 확산 방지 및 근절 방안에도 불구하고 비무장

지대 인접 지역과 인천, 강화, 경기북부 지역을 중심으로 삼일열 말

라리아(Plasmodium vivax)가 유행하고 있다. 뿐만 아니라 아프리

카와 동남아시아 등의 말라리아 유행지역으로의 해외여행의 증가

로 인하여 열대열원충(Plasmodium falciparum)에 의한 감염도 

보고되고 있다[3]. 국내의 삼일열 말라리아 토착화와 함께 수입성 

말라리아의 증가로 수혈 전파성 감염의 위험도 함께 증가하고 있

는데 우리나라에서도 1997년에 수혈로 인한 말라리아 감염 환자

의 발생이 보고되었다[4]. 말라리아는 원충의 종류에 따라 치료방

법이 달라 조기 진단이 질병의 진행 경과를 단축시킬 수 있기 때문

에 빠르고 정확한 진단이 매우 중요하다[5]. 현재까지 말라리아 진

단은 김자염색(Giemsa stain)을 통한 박층도말표본과 후층도말표

본을 현미경으로 판독하는 것이 표준 검사법으로 되어 있다. 이 방

서  론

말라리아는 Plasmodium 속 원충이 적혈구와 간 세포 내에 기

생함으로써 발병하는 급성 열성 감염증이다[1]. 말라리아 감염은 
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Background: Malaria is a problematic disease in Korea, and microscopic examination of Giemsa-stained blood smear has been used as the gold 
standard for its diagnosis. However, this technique is time-consuming and has low sensitivity in samples with low numbers of malarial parasites 
(<20 parasites/µL). Here, we evaluated the performance characteristics of the LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR (LG life sciences, 
Korea).
Methods: Blood samples from 173 persons who visited Korea University Ansan Hospital were evaluated. QPCR was performed in 73 malaria pa-
tients and 100 healthy subjects by using the LG Advansure Malaria P.f./P.v. real-time QPCR kit, and the results were compared with those of micros-
copy. The detection limit of this kit was determined by serial dilution of Plasmodium-infected blood with normal blood (blood not infected with Plas-
modium).
Results: Among the 73 patients that were microscopically confirmed to have malaria (Plasmodium vivax infection, N=70, P. falciparum infection, 
N=3), 69 patients were diagnosed with P. vivax infection and 3 were diagnosed with P. falciparum infection by LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-
time QPCR. Both the tests indicated absence of infection in the 100 healthy subjects. The detection limit of LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-time 
QPCR was 0.1 parasite/μL.
Conclusions: LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR is a very sensitive and specific technique and can be used as a confirmatory test 
for malaria.
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법은 경제적이고 신속하며 비교적 민감하여 원충의 종간의 구별

이 가능하다는 장점이 있으나, 결과 해석이 주관적이고 숙련된 기

술을 필요로 한다. 특히 혈중 원충 농도가 낮을 경우에는 위음성

으로 해석될 가능성이 있고 혼합감염의 경우 정확한 진단이 어려

운 단점이 있다[6]. 최근에는 DNA 증폭을 이용한 분자진단법이 말

라리아 진단에 유용하게 이용되고 있다. 고식적인 중합효소연쇄반

응법과 이중 중합효소연쇄반응법(nested PCR) 등의 여러 가지 중

합효소연쇄반응법이 말라리아 진단에 사용되고 있으며, 이 방법

은 1 μL당 5개 이하의 원충 감염도 진단할 만큼 민감도가 높고 혼

합감염의 감별에도 특이도가 높다고 알려져 있다[7-9]. 그러나 복

잡하고 노동집약적이며 검사 소요시간이 길어 임상검사실에서 통

상검사로 사용하기에 부적절하며 증폭 후 산물의 오염이 흔하게 

발생하여 위양성 결과를 초래할 수 있다[7,10]. 실시간 중합효소연

쇄반응은 유전자 증폭 확인이 객관화되고 실시간으로 할 수 있으

며 사용법이 간단하고 상대적으로 검사소요 시간이 짧으며 실험

실 오염을 줄일 수 있는 정량 검사법이다[8].

 본 연구는 삼일열 말라리아와 열대열 말라리아 감염의 진단에 

있어 실시간 중합효소연쇄반응 검사법인 LG AdvansureTM Malaria 

P.f./P.v. real-time QPCR (LG 생명과학, 서울, 대한민국)의 유용성을 

평가하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상

2000년 4월부터 2009년 12월까지 말라리아 감염이 의심되어 고

려대학교 안산병원에 내원하여 박층 및 후층 혈액도말표본을 통

한 고전적인 검경법으로 원충이 발견되었던 73명의 환자를 대상으

로 시행되었다. 대조군으로는 100명의 증상이 없는 건강한 성인을 

대상으로 하였다. 환자군의 나이는 24세에서 60세 사이였으며 이

들은 내원 당시 발열이 있거나 최근에 발열증상의 병력이 있었다. 

환자군과 대조군 모두에게 연구의 목적과 방법을 설명하고 동의

를 얻었으며 고려대학교 안산병원 윤리위원회의 심의를 거쳤다 

(IRB Number: AS0844-002).

2. 방법

1) 검경법

말라리아가 의심되는 환자는 박층도말과 후층도말을 시행하고 

Wright Giemsa 염색을 하여 숙련된 판독자가 원충의 종과 농도를 

광학현미경으로 판독하였다. 원충의 농도는 1,000 배율에서 백혈

구 200개당 나타나는 원충의 수를 계수한 후에 자동 혈구 계산기

(Cell-dyn 4000, Abbott diagnostics, Santa Clara, CA, USA)에서 측정

된 백혈구 수로부터 μL당 원충의 수([원충 수/200 WBC]) × WBC/ 

μL)를 간접적으로 계산하였다.

2) 검출한계 설정

말라리아의 검출 민감도를 결정하기 위해서 열대열 말라리아 양

성 검체를 감염되지 않은 혈액으로 10배 희석하여 검사를 실시하

였다. μL당 10,000개의 원충 농도를 보였던 말라리아 감염 혈액을 

정상 혈액으로 희석하여 혈중 원충 농도를 μL당 10,000개에서 

0.001개까지 10배로 배수 희석하였다[2]. 각각의 희석된 검체로부

터 DNA를 키트설명서에 따라 분리하고 실시간 중합효소연쇄반응

을 시행하였다. 또한 각각의 희석된 검체에 대하여 박층 및 후층 혈

액도말표본을 만들어 현미경으로 양성 여부를 판독하였다. 결과 

판독은 현미경 검경법과 중합효소연쇄반응법 모두 한 번씩만 시행

하였고 음성결과에 대하여 중합효소연쇄반응 재검은 하지 않았다.

3) 중합효소연쇄반응

EDTA 시험관에 채혈한 뒤 -80℃ 냉동고에 보관하였고, QiAamp 

DNA mini kit (Quiagen, Chatsworth, CA, USA)를 사용하여 전혈 

200 μL로부터 DNA를 키트 설명서에 따라 분리하였다. 분리된 

DNA 5 μL를 실시간 중합효소연쇄반응에 사용하였다. LG Advans-

ureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR은 인체의 감염을 일으키는 

삼일열 원충과 열대열 원충의 18S rRNA 유전자 영역을 증폭시키도

록 고안되었다. 중합효소연쇄반응 검사와 분석은 SLAN 실시간 

PCR system (LG 생명과학)을 사용하였다. EDTA 시험관에 채혈하

여 추출한 말라리아 DNA, 중합효소연쇄반응 혼합액, 시발체/탐색

자 혼합액, 정량표준물질과 양성 대조액, 음성 대조액을 첨가한 후 

실시간 중합효소연쇄반응 기기에서 반응을 진행하였고 음성 대조

액으로는 salmon sperm DNA, 양성 대조액으로는 P.f./P.v. 양성클

론을 사용하였다. 중합효소연쇄반응 조건은 먼저 95℃에서 10분

간 Taq 중합효소(Taq polymerase)를 활성화시킨 후, 95℃에서 15

초, 57℃에서 45초, 72℃에서 20초간 40회 반복했다. 중합효소연쇄

반응 결과는 실시간 중합효소연쇄반응 기기에 의해 실시간으로 측

정되어 Cycle threshold (Ct) 값으로 나타난다. 각각의 양성 판정 기

준 Ct 값은 삼일열원충과 열대열원충 모두 40 이하로 정의하였다.

결  과

총 73명의 환자 중 70명이 고전적인 혈액도말 검사상 삼일열 말

라리아 감염으로 진단되었고 3명은 열대열 말라리아로 진단되었다. 

삼일열 말라리아로 진단받은 70명 중 69명(98.6%)이 LG Advans-

ureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR 검사에서 양성을 보였고 1명

(1.4%)은 음성이었다. 혈액도말검사의 검경법으로 열대열 말라리아

로 진단받은 3명의 경우 중합효소연쇄반응검사법에서 100% 양성 
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결과이었다. 또한 혈액도말검사의 검경법에서 말라리아가 검출되

지 않았던 건강한 성인 100명의 경우 실시간 중합효소연쇄반응검

사에서 삼일열 말라리아와 열대열 말라리아 모두 음성 결과를 보

였다(Table 1). 본 실시간 중합효소연쇄반응 검사는 μL당 0.1개의 

원충이 있는 희석검체까지 양성으로 검출할 수 있었다(Table 2). 

고  찰

말라리아 감염 후 질병의 경과는 감염된 원충의 종류와 조기 진

단 여부에 달려 있어 신속하고 정확한 진단이 중요하다. 특히, 열대

열 원충에 감염될 경우 병의 경과가 매우 빠르고 예후가 치명적이

므로 민감한 검사법이 더욱 필요하다. 현재까지 말라리아 진단에

는 혈액도말표본의 현미경 검사법, 급속 항원 검출법, 그리고 분자

진단에서는 전통적 중합효소연쇄반응법, 이 중 중합효소연쇄반응

법, 다중 중합효소연쇄반응(multiplex PCR)법 등이 소개되어 있다

[11-14]. 그러나 혈액도말표본의 염색을 통한 검경법은 숙련도에 따

라 결과의 차이를 보이고 종간의 판별력이 주관적이며 검사결과의 

표준화가 이루어지기 어렵다. 또한 판독에 많은 시간이 소모되며 

혈중 말라리아 원충의 농도가 낮을 경우에 진단의 예민도가 떨어

지는 단점이 있다. Mathieu 등[9]의 보고에 따르면 2002년 영국의 

262개의 기관에서 검경법으로 평가했을 때 정확한 말라리아 종의 

진단율이 63.7%에서 95%까지 다양했다[9]. 면역크로마토그래피 

시약지(immunochromatographic strip)와 단클론항체(monoclo-

nal antibody)를 이용한 신속 항원, 항체 검출법의 경우에 도말검

사법과 비교하였을 때 민감도와 특이도가 떨어진다는 보고가 있

고[9,12] 현재 감염과 과거 감염을 구분할 수 없어 추적 검사로는 

적합하지 않다[15]. 1980년대 후반부터 중합효소연쇄반응과 같은 

핵산 증폭 검사법이 말라리아의 진단에 사용되고 있으나 중합효

소연쇄반응법의 종류에 따라 민감도와 특이도가 매우 광범위하게 

보고되고 있다[16]. 이 중 중합효소연쇄반응법의 경우 혈액도말검

사법보다 민감도가 높다고 알려져 있지만 상대적으로 검사 소요

시간이 길고 결과의 정량화가 어렵다는 단점이 있다[13]. 혈액도말

검사에서 음성이나 임상적으로 말라리아 감염이 의심이 되는 경

우, 혼합감염이 의심될 때, 그리고 혈액도말검사의 시행이 불가능

한 상황에서 신속 진단이 필요한 경우, 이러한 검사법의 단점을 보

완한 검사가 요구되고 있다.

이 연구의 목적은 말라리아 감염 진단을 위한 LG AdvansureTM 

Malaria P.f./P.v. real-time QPCR 제품을 평가하기 위한 것으로 본 

연구 결과 분석시간이 신속하고 민감도(98.6%)와 특이도(100%)가 

모두 높게 나타났다. 현미경 검경법에서 삼일열 원충 감염을 확인

하였으나 중합효소연쇄반응 검사에서 음성이 나온 1 예의 경우, 

중합효소연쇄반응검사의 재검을 하지는 않았으나, 그 원인으로 핵

산 추출 과정에서 DNA가 변성되었거나 핵산추출이 불완전한 경

우, 증폭 저해물질의 존재 또는 중합효소연쇄반응 과정의 오염, 증

폭 과정 중에 민감도의 저하 등을 생각해 볼 수 있다. 검출한계는 

μL당 0.1개의 원충까지 검출할 수 있어서 혈액도말표본의 현미경 

검사법보다 10배 예민하여, 현미경 검경법에서 위음성 결과를 보

이는 경우라도 중합효소연쇄반응법으로 말라리아 감염을 진단할 

수 있다. 이는 실시간 중합효소연쇄반응법을 이용한 말라리아 검

출의 기존 보고와 유사한 결과였다[2]. 원충 농도의 정량화는 말라

리아 치료 시 약제 내성을 미리 예측할 수 있으므로 말라리아 치

료 효과 추적에 매우 중요하다. 이 연구에 사용된 실시간 중합효소

연쇄반응 키트는 농도를 알고 있는 정량표준물질을 이용하여 표

준곡선을 얻고 이를 바탕으로 원충의 농도를 정량화할 수 있다. 실

시간 중합효소연쇄반응의 경우 증폭과정과 증폭산물의 감시가 밀

폐된 공간에서 일어나 검체의 불필요한 조작 과정을 줄이며 증폭

산물 검출을 위해 필요한 중합효소연쇄반응 후 증폭산물의 조작

과정을 생략할 수 있어 오염을 최소화할 수 있다. 또한 조작과정이 

단순하며 중합효소연쇄반응 과정과 DNA 증폭과정을 동시에 감시

할 수 있으며 검사 소요시간을 단축시킬 수 있다. 또한 DNA 기반 

검사이므로 약물치료로 인하여 말라리아의 형태가 변하거나 현미

경으로 관찰했을 때 삼일열 원충이나 열대열 원충의 전형적인 형

태를 보이지 않아 말라리아의 종을 판별하기 모호한 경우에도 유

용하게 사용될 수 있다. 18S rRNA 유전자가 비말라리아 종의 DNA

와 교차반응을 일으킨다는 보고도 있으나 본 연구에서는 교차반

응으로 인한 위양성 결과는 관찰되지 않았다[7]. 

아직까지 말라리아 감염의 진단에 있어 실시간 중합효소연쇄반

응법에 대한 평가 연구는 드물다. 실제로 검사결과가 나오기까지 

한 시간 이상이 소요되는 경우 응급상황에서 신속검사로 분류되

Table 1. Comparison of the results of real time quantitative PCR and 
microscopic examination of Giemsa-stained blood film

Microscopy
Advansure Malaria P.f/P.v real time quantitative PCR

P. v* P. f† Negative

P. v* (N=70) 69 (98.6%) 0 (0%) 1 (1.4%)

P. f† (N=3) 0 (0%) 3 (100%) 0 (0%)

Negative (N=100) 0 (0%) 0 (0%) 100 (100%)

*Plasmodium vivax; †Plasmodium falciparum.

Table 2. Detection limit of Plasmodium falciparum parasitemia by real 
time quantitative PCR

Parasitemia level (parasites/μL)

10,000 1,000 100 10 1 0.1 0.01 0.001 0.0001

Microscopy P P P P P N N N N

PCR P P P P P P N N N

Abbreviations: P, positive; N, negative.
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지는 않는다. 본 검사실에서도 중합효소연쇄반응검사법은 말라리

아 감염의 초기 진단이 아닌 현미경 검사로는 음성이나 임상증상

으로 말라리아가 강력히 의심되는 경우, 또는 현미경 검사상 정확

한 종간 판별이 어려운 경우에 이차적으로 사용하고 있다. 이러한 

점으로 미루어 볼 때 말라리아 감염의 초기 진단이 아닌 헌혈 혈

액 중 말라리아 감염 혈액의 선별검사로서 실시간 중합효소연쇄반

응 검사의 적용 가능성을 고려해 볼 수 있을 것이다. Hang 등[17]은 

헌혈 혈액 내에는 원충의 농도가 매우 낮으므로 토착지역에서 혈

액 선별검사에 중합효소연쇄반응법이 필요하다고 주장한 바 있다.

결론적으로 LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR은 

높은 민감도와 특이도를 보여 말라리아의 정확한 진단과 진단 후 

환자의 치료 평가와 추적 관찰에 적합하다. 또한 이 검사법은 방법

이 간단하고 소요 시간이 짧아 대규모 검사로도 이점이 있다. 최근 

증가하고 있는 여행자 클리닉이나 말라리아 감염의 역학조사와 같

이 검체의 수가 많은 경우, 실시간 중합효소연쇄반응 검사가 효율

적으로 사용될 수 있다. 뿐만 아니라 높은 민감도를 필요로 하는 

헌혈 혈액 검사에도 적용할 수 있을 것이다. 

 

요  약

배경: 말라리아는 국내에서 여전히 유행하고 있는 감염질환이다. 

현재까지 말라리아의 진단에는 혈액도말검사의 검경법이 표준방

법으로 되어 있으나 혈중 원충 농도가 낮을 경우에 예민도가 떨어

지고 판독하기까지 많은 시간이 소요된다. 본 연구자들은 최근 개

발된 LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR (LG 생명과

학)의 수행능력을 평가하고자 한다.

방법: 고려대학교 안산병원에 내원한 173명의 검체를 사용하였다. 

고전적인 검경법으로 말라리아로 진단받았던 73명의 환자와 100

명의 건강인을 대상으로 하여 LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. 

real-time QPCR를 시행하였고 그 결과를 비교하였다. 또한 말라리

아 양성 혈액을 정상 혈액으로 10배로 배수 희석하여 검출 한계를 

설정하였다.

결과: 총 73명의 환자 중 혈액도말 검사상 70명이 삼일열 말라리아

로 진단받았으며 중합효소연쇄반응검사상 69명(98.6%)이 양성률

을 보였다. 또한 혈액도말 검사상 열대열 원충이 발견되었던 3명

(100%)의 경우 중합효소연쇄반응 검사상 모두 양성 결과였다. 본 

중합효소연쇄반응 키트의 경우 µL당 0.1개의 원충까지 검출할 수 

있는 높은 예민도를 보였다.

결론: LG AdvansureTM Malaria P.f./P.v. real-time QPCR 검사는 민

감도와 특이도가 높았으며 원충의 농도가 매우 낮을 경우에도 검

출할 수 있어 말라리아 감염의 진단에 유용할 것으로 생각한다.
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