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객담 전처리 방법에 따른 객담 항산균 도말 및 배양 양성률 비교연구
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Comparison of Smear and Culture Positivity using NaOH Method 
and NALC-NaOH Method for Sputum Treatment
Hyungseok Kang, M.D.1, Nackmoon Sung, Ph.D.1, Sunsook Lee1, Dohyung Kim, M.D.1, Doosoo Jeon, M.D.1,2, 
Soohee Hwang, M.D.1, Jinhong Min, M.D.1, Jinhee Kim, M.D.1, Youngsub Won, M.D.1, Seungkyu Park, M.D.1,2

1National Masan Tuberculosis Hospital, 2International Tuberculosis Research Center, Masan, Korea

Background: Sputum decontamination with NALC-NaOH (N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide) is known to better 
detect Mycobacterium tuberculosis (M. tb) by culture than that with using NaOH, which is widely used in Korean 
hospitals. In this report, sputum samples collected from pulmonary tuberculosis (TB) patients were treated with 
either NaOH or NALC-NaOH, and we compared the results of smear and culture positivity to determine whether 
the NALC-NaOH treatment method improves culture positivity in the sputum samples, and especially for those 
sputum samples that are smear negative and scanty.
Methods: For each decontamination method, 436 sputum samples from pulmonary TB patients in the National 
Masan Tuberculosis Hospital were collected for this study. Sputum from a patient was collected two times for 
the first and second day of sampling time, and these samples were employed for the decontamination process 
by performing the 4% NaOH and NALC-2% NaOH treatment methods, respectively, for detecting M. tb by an AFB 
(Acid Fast Bacilli) smear and also by culture in solid Ogawa medium.
Results: The NaOH and NALC-NaOH treatment methods did not significantly affect the AFB smear positivity of 
the sputum samples (33.0% vs 39.0%, respectively, p=0.078). However, the culture positive percents of M. tb in 
the Ogawa medium treated with NALC-NaOH and NaOH were 39.7% and 28.0%, respectively, which was a 
significantly different (p=0.0003). This difference in culture was more prominent in the sputum samples that were 
smear negative (the positive percents with NALC-NaOH and NaOH were 15.8% and 7.2%, respectively, p=0.0017) 
and scanty (NALC-NaOH and NaOH were 60.8% and 42.9%, respectively, p=0.036), but not for a smear that was 
1+ or higher (p＞0.05).
Conclusion: NALC-NaOH treatment is better than NaOH treatment for the detection of M. tb by culture, but not 
by smear, and especially when the AFB smear is negative and scanty.  (Tuberc Respir Dis 2008;65:379-384)
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서   론

  객담 항산균 도말 및 배양검사는 폐결핵의 진단과 치료

경과의 관찰에 있어 필수적인 검사로 배양 양성을 보일 

경우 확진이 가능하며 추후 약제내성 검사를 시행하여 내

성여부에 따른 효과적인 치료약제를 결정하는 데에 매우 

중요하다. 실제 임상에서 폐결핵이 의심되는 환자에서 객

담 항산균 도말, 배양 혹은 모두에서 음성을 보일 경우 

폐결핵의 진단이 용이하지 않아 항결핵제 치료시기가 지

연되거나 불필요하게 항결핵제를 복용할 수 있다. 폐결핵

으로 진단된 환자에 있어 객담 도말 혹은 배양 결과가 음

성을 보이는 경우, 병변의 위치나 범위에 따라 객담의 양

이 충분치 않거나 객담 내에 포함된 결핵균의 수가 적은 

경우 혹은 환자가 적절한 객담 검체를 배출하지 못하는 

경우와 같이 환자측의 원인들도 가능하나 검사실내의 인

적, 검사기법적, 검사실 환경적 요소 등의 다양한 요인들

이 검사결과에 영향을 미칠 수 있다. 

  결핵균 도말 및 배양을 위한 객담 전처리는 결핵의 세
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균학적 진단을 위한 첫 단계이며 그 중 용해-오염제거

(digestion-decontamination) 과정은 선택된 방법에 따라 

검사 결과에 직접 영향을 미칠 수 있는 중요한 과정이다. 

Sodium hydroxide (NaOH) 기법과 N-acetyl-L-cysteine- 

sodium hydroxide (NALC-NaOH) 기법은 가장 많이 사용

되는 용해-오염제거 기법으로 NALC-NaOH 기법이 보다 

나은 배양 양성률을 보이는 것으로 알려져 있으나
1
, 

Chang 등2의 조사에 의하면 국내에서는 79%의 임상 미생

물 검사실이 NaOH 기법을 사용하는 것으로 알려져 있다. 

이에 저자들은 NaOH와 NALC-NaOH 전처리 방법을 이용

하여 객담의 도말 및 배양 양성률 그리고 배지 오염률을 

비교하고자 하였으며, 특히 객담 도말 검사 상 음성과 

scanty 혹은 관찰된 항산균의 실 개체수(exact figure)로 

판독된, 결핵균의 수가 적을 것으로 예상되는 객담에서 

배양 결과의 차이를 보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상 객담 검체

  2007년 6월부터 2008년 6월까지 국립마산병원에서 통

상적인 진료 과정의 한 부분으로, 폐결핵의 진단이나 치료 

경과 관찰을 위하여 채집된 객담을 이용하여 전향적으로 

연구하였다. 환자에게 객담배출 요령을 충분히 교육한 후 

두 개의 객담 검체를 2일간 매일 1회씩 2회 채취하였으며 

객담의 양이 3 ml 미만이거나 비결핵성 항산균 폐질환 환

자 그리고 비결핵성 항산균이 배양된 객담은 제외하였다. 

이 연구에서는 각각의 전처리 방법에 436개의 객담 검체

가 이용되었다(n=436).

2. 객담 전처리

  한명의 환자에게서 채취된 2개의 객담 검체 가운데 하

나는 통상적으로 본원에서 시행되었던 NaOH 기법으로, 

다른 하나는 NALC-NaOH 기법을 적용하여 용해-오염제

거 과정을 거친 후 도말과 배양 검사를 진행하였다. 각각

의 전처리 방법은 아래와 같다1.

3. NaOH 기법

  객담과 동일한 양의 4% NaOH를 혼합하고 충분히 흔든 

뒤 상온에 15분간 거치 후 15분간 3,000 x g로 원심 분리

한다. 원심분리액의 침전물에 인산완충용액(Phosphate 

Buffer Solution, PBS; pH 7.0) 1 ml을 혼합하여 중화시킨 

후 도말 및 배양 접종한다.

4. NALC-NaOH 기법

객담과 동일한 양의 NALC-NaOH 용액(0.5% NALC, 2% 

NaOH, 1.45% sodium citrate)과 혼합하고 충분히 용해될 

때까지 기다린 뒤 상온에 15분간 거치시키고 15분간 

3,000 x g로 다시 원심 분리한다. 원심분리액의 침전물을 

1 ml의 PBS와 혼합한 후 도말 및 배양 접종한다.

5. 판독과 결과보고

  객담 도말 검사는 Ziehl-Neelson 염색법으로, 배양은 

Ogawa 고체배지에 시행하였으며 배양 양성 균주는 PCR 

기법(Bioseum
®
, Seoul, Korea)으로 결핵균임을 확인하였

다. 모든 검사는 한 명의 검사자에 의해 수행되었고 국제

보건기구(WHO)에서 권고한 방법3,4에 따라 도말의 판독

은 1,000배 광학현미경 검경하에 100시야 검사상 항산균

이 관찰되지 않을 경우 음성, 1∼9 개체가 관찰될 경우 

scanty, 10∼99 개체가 관찰될 경우 1+, 1 시야 당 1∼10 

개체가 관찰될 경우 2+, 1 시야 당 10 개체를 초과 할 경우 

3+로 결과 보고하였다. 배양의 판독은 scanty (1∼19 집

락군이 관찰된 경우 관찰된 집락군 수를 기재), 1+ (20∼

100 집락군이 관찰된 경우), 2+ (100∼200 집락군이 관찰

된 경우), 3+ (200∼500 집락군이 관찰된 경우), 4+ (500 

집락군을 초과하여 관찰된 경우), 오염 등으로 보고하였

다. 도말과 배양 검사에서 scanty의 기준에 해당하는 경우 

WHO 권고는 관찰된 실제 개체수나 실제 집락군 수를 보

고하도록 되어 있으나 편의상 scanty로 보고하였고, 배양 

상 3+와 4+는 3+로 통합하여 처리하였다.

6. 통계분석

  수집된 자료는 GraphPad InStat® version 3.0 

(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 이용하

여 통계처리 하였고 처리방법에 따른 객담 도말 및 배양의 

양성률의 비교는 Chi-square test로 통계적 유의성을 검정

하였으며 p값이 0.05 미만인 경우 통계적 유의성이 있다

고 판정하였다(p＜0.05).

결   과

  항산균 도말 검사에서는 NaOH 기법에 비하여 NALC- 

NaOH 기법이 다소 높은 양성률(33.0% vs. 39.0%)을 보

였으나 통계적인 유의성은 없었다(p=0.078, Figure 1). 결

핵균 배양 검사에서는 평균 배양 양성 판정일은 NaOH 
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Culture (n=436)

Total
Negative

Positive
Contamination

Total Scanty + ++ +++

Smear
(n=436)

Negative 
(n=292)

262 
(89.7%)

21 
(7.2%)

9 
(3.1%)

10 
(3.4%)

2 
(0.7%)

-
9 

(3.1%)
292 

(100%)
Scanty 
(n=56)

30 
(53.5%)

24 
(42.9%)

5 
(8.9%)

16 
(28.5%)

2 
(3.6%)

1 
(1.8%)

2 
(3.6%)

56 
(100%) 

+ 
(n=75)

8 
(10.6%)

65 
(86.7%)

7 
(9.3%)

22 
(29.3%)

22 
(29.3%)

14 
(18.7%)

2 
(2.7%)

75 
(100%)

++ 
(n=11)

-
10 

(90.9%)
-

1 
(9.1%)

2 
(18.1%)

7 
(63.6%)

1 
(9.1%)

11 
(100%)

+++ 
(n=2)

-
2 

(100%)
-

1 
(50%)

-
1 

(50%)
-

2 
(100%)

Total
300 

(68.8%)
122 

(28.0%)
21 50 28 23

14 
(3.2%)

436 
(100%)

NaOH: sodium hydroxide.

Table 1. 4% NaOH method-comparison between smear and Ogawa media culture

Figure 1. Smear and culture positivity of sputum samples
treated with NaOH and NALC-NaOH method. NaOH: so-
dium hydroxide; NALC-NaOH: N-acetyl-L-cysteine-sodium
hydroxide. *p=0.078, †p=0.0003.

기법과 NALC-NaOH 기법에서 각각 35.6일과 37.5일, 배

지 오염률(culture contamination)은 각각 3.2%와 3.0%로 

유의한 차이를 보이지 않았다. 배양 양성률은 NALC- 

NaOH 기법이 통계적으로 유의하게 높은 배양 양성률

(39.7% vs. 28.0%, p=0.0003)을 보였으며(Figure 1), 배양 

결과를 도말 검사 결과와 연관 지어 분석하였을 때 도말 

1+ 이상의 결과를 보여준 객담에서는 서로 유사한 객담 

배양 양성률을 보인 반면 도말 검사상 음성인 경우 NaOH 

기법과 NALC-NaOH 기법은 각각 7.2%와 15.8% (p= 

0.0017), scanty를 보인 객담의 경우 각각 42.9%와 60.8% 

(p=0.036)의 배양 양성률을 보여 통계적으로 의미 있는 

차이를 보였다(Table 1, 2, Figure 2). 

고   찰

  본 연구에서 객담의 전처리 과정에 사용된 NALC- 

NaOH 기법이 NaOH 기법에 비하여 높은 배양 양성률을 

보였으며 이는 도말 검사 상 음성이나 scanty를 보여 상대

적으로 결핵균의 수가 적을 것으로 생각되는 객담 검체에

서 배양 양성률의 차이가 두드러짐을 알 수 있었다.

  결핵균은 다른 병원균들과 달리 강한 응집성, 코드

(cord) 형성, 부유성, 두꺼운 세포벽으로 인한 표면장력, 

그리고 상대적으로 느린 성장 속도 등과 함께 진단용 검체

에 비교적 적은 개체수가 포함되어있다는 특징이 있으므

로 폐결핵 환자의 진단을 위해 객담 검체가 채취된 다음 

도말이나 배양 검사를 위한 배지 접종 전에 원심분리를 

이용한 농축과정과 결핵균에 비해 상대적으로 성장속도

가 빠른 호흡기내의 상재균 및 타 병원균을 제거하기 위한 

용해-오염제거 전처리 과정을 거치게 된다
5
. 이러한 전처

리 과정은 보다 효율적으로 결핵균을 분리하고자 하는 목

적으로 시행되지만 오히려 결핵균을 사멸시키게 되는 역

효과도 피할 수 없다
6,7

. 이 가운데 용해-오염제거를 위한 
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Culture (n=436)

Total
Negative

Positive
Contamination

Total Scanty + ++ +++

Smear
(n=436)

Negative 
(n=266)

220 
(82.7%)

42 
(15.8%)

8 
(3.0%)

33 
(12.4%)

-
1 

(0.4%)
4 

(1.5%)
266 

(100%)
Scanty 
(n=69)

24 
(34.9%)

42 
(60.8%)

12 
(17.4%)

23 
(33.3%)

7 
(10.1%)

-
3 

(4.3%)
69 

(100%)
+ 

(n=88)
6 

(6.8%)
77 

(87.5%)
10 

(11.4%)
32 

(36.4%)
23 

(26.1%)
12 

(13.6%)
5 

(5.7%)
88 

(100%)
++ 

(n=12)
-

11 
(91.7%)

- -
1 

(8.3%)
10 

(83.3%)
1 

(8.3%)
12 

(100%)
+++ 
(n=1)

-
1 

(100%)
- - -

1 
(100%)

-
1 

(100%)

Total
250

(57.3%)
173

(39.7%)
30 88 31 24

13
(3.0%)

436
(100%)

NALC-NaOH: N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide.

Table 2. NALC-NaOH method-comparison between smear and Ogawa media culture

Figure 2. Comparison of culture positivity between two 
methods in each smear grade. NaOH: sodium hydroxide;
NALC-NaOH: N-acetyl-L-cysteine-sodium hydroxide. *p=
0.0017, †p=0.036.

기법으로 본 연구에서 시행된 NaOH 기법과 NALC-NaOH 

기법 이외에도 Zephiran-Trisodium Phosphate (Z-TSP) 

기법, Oxalic acid 기법 그리고 Sulphuric acid 기법 등이 

있으며 오염제거 과정에 첨가되었던 NaOH를 중화시키기 

위해 생리 식염수나 PBS를 혼합하는 중화과정이 오염제

거 과정에 포함된다. Z-TSP 기법은 benzal konium chlor-

ide (zephiran)과 trisodium phospahte을 오염제거에 사

용하며 약 30%의 결핵균 사멸률이 예측되고 NaOH 기법

보다도 각 단계별 처리시간을 엄격하게 지키지 않아도 되

는 장점에 반해 객담 처리 시간이 긴 단점을 가지고 있다. 

Oxalic acid 기법은 녹농균에 의한 오염이 심한 경우에 사

용되며 알칼리 전처리 후 반복적인 오염을 보이는 소변과 

같은 검체의 경우 Sulphuric acid 기법을 이용하게 된다. 

장기간의 객담 보관이나 운송이 예상될 경우 Cetylpyridi-

nium chloride 처리 기법8이 사용되는 등 각각의 전처리 

방법은 결핵균의 사멸정도, 소요시간, 소요비용, 대상 검

체, 주된 오염균 그리고 개별 실험실의 설비와 숙련도 등

에 따라 선택적으로 사용될 수 있다. 오염제거 과정에서 

주된 문제점은 NaOH에 의해 오염균뿐만 아니라 결핵균

도 일부분 사멸되므로 오염제거에 치중할 경우 도말 및 

배양 검사의 감수성에 영향을 미칠 수 있다는 것이다. 개

별 전처리 방법에 따른 장단점과 차이에 대한 연구는 주로 

1960∼70년대에 이루어졌으며, 특히 객담전처리 방법에 

있어 NaOH의 농도, 원심분리, 원심분리의 효율에 따른 

객담 내 결핵균의 사멸률을 살펴 본 과거의 연구
9,10

에 의

하면 4% NaOH를 사용할 경우 객담 전처리 과정에서 60

∼70%의 결핵균이 사멸되며 이에 비해 NALC-NaOH 기

법은 acetyl cystein을 추가함으로써 객담의 용해를 돕고 

상대적으로 NaOH의 농도가 낮아짐에 따라 결핵균 사멸

률을 30%로 감소시킬 수 있어 배양 양성률을 높일 수 있

는 방법으로 여겨져 왔다
1
. 또한 첨가된 acetyl cystein은 

함께 첨가된 sodium citrate에 의해 쉽게 중화되고 액화된 
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객담에서는 쉽게 불활성화되어 객담 검사에 큰 영향을 미

치지 않는 것으로 알려져 있다. 하지만 acetyl cystein이라

는 첨가물이 추가되어야 하고(경우에 따라 0.2%의 bovine 

albumin이 전처리 과정에 이용되기도 한다) NaOH 기법

에 비해 각 단계별 처리시간을 엄격히 지켜야 하며 배양을 

위한 접종 시 희석과정이 추가되어야 하는 등의 단점을 

가지고 있다
1,4,11

.

  결핵은 그 질환의 특성상 국가 결핵 관리 프로그램의 

한 부분으로서 진단 및 치료 지침의 표준화와 함께 검사기

법에 있어서 보급의 용이성이 담보되어야 하므로 국제보

건기구 등에서 주된 결핵관리의 대상이 되는 저개발국가

에서는 NaOH 기법이 주로 권장되고 이용된다. 대한 임상 

미생물학회에서 국내 임상 검사 기관을 대상으로 실시한 

2001년 조사에 의하면 설문응답을 한 64개 기관 중에서 

13개 기관만이 NALC-NaOH 기법을 사용하고 있는 것으

로 나타나
2
 임상적인 목적으로 객담 항산균 도말 및 배양

검사가 시행되는 많은 수의 실험실에서 객담 전처리 과정

은 과거에 NaOH 기법이 도입된 후 큰 변화 없이 현재까

지 사용되고 있는 것으로 보인다. 객담 전처리에 대한 비

교적 최근 국내외 연구 결과들을 살펴보았을 때 종래의 

NALC-NaOH 기법과 비슷한 수준의 도말 혹은 배양 양성

률을 보이되 물적, 인적자원이 제한된 곳에서도 보다 간단

하고 경제적인 기법을 고안하고자 하는 시도와 보다 높은 

민감도와 특이도를 보이면서 이미 임상적인 진단과 치료

경과 모니터링에 널리 이용되고 있는 액체 배양 및 분자생

물학적 진단 기법 그리고 임상적인 중요성이 대두되고 있

는 비결핵성 항산균의 배양과 동정에도 효율적으로 적용

될 수 있는 기법을 고안하고자 하는 시도로 크게 구분되어 

질 수 있다. 국내에서는 Jeong 등12이 객담 전처리 시 중화

와 원심분리 침전 과정의 추가가 도말 결과에 영향을 주지 

않으면서 배양 양성률을 높일 수 있음을 보인 바 있으나 

객담 전처리와 관련된 연구는 그리 많지 않다. Ganoza 

등
13

은 고장성 생리식염수를 이용하는 hypertonic sal-

ine-sodium hydroxide (HS-SH) 기법이 간단하고 낮은 비

용으로 NALC-NaOH 기법에 준하는 도말 및 배양 양성 결

과를 보여 국가결핵관리에 이용될 수 있음을 제안하였다. 

이에 비하여 Chakravorty 등
14

은 4 to 6 M guanidinium 

hydrochloride, 50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 25 mM EDTA, 

0.5% Sarkosyl 그리고 0.1 to 0.2 M-mercaptoethanol의 

성분을 포함하는 용액으로 전처리(universal sample proc-

essing, USP) 했을 경우 도말, 배양, PCR 기법에서 보다 

우수한 민감도와 특이도를 보인다고 보고하였고, C18- 

Carboxypropylbetaine을 객담 전처리에 이용한 Thornton 

등15,16의 연구에서는 도말과 고체배지를 이용한 배양에서 

종전의 NALC-NaOH 기법과 비교하여 우수한 결과를 보

여준 바 있다.

  본 연구는 본원의 결핵 진단기법 개선 및 개발과정의 

일환으로 시행되었으며 NALC-NAOH를 이용한 객담 전처

리 과정의 양성률 개선을 확인하여 본원에 적용코자 시작

되었다. 보여진 바와 같이 NaOH 기법과 NALC-NaOH 기

법이 객담과 혼합 후 최종 NaOH의 농도가 약 2%와 1%로 

차이를 보임에도 불구하고 배지 오염률은 유사하게 나타

났으며, 도말 검사에서 음성이나 scanty를 보여 상대적으

로 결핵균의 수가 적은 객담의 경우 NALC-NaOH를 이용

함으로써 배양 양성률을 개선 시킬 수 있음을 보여주었다. 

이는 임상적으로 폐결핵의 진단이나 결핵 환자의 치료경

과 관찰에 직접적인 도움이 될 수 있으리라 보이며 국가 

결핵 관리 측면에서 보다 많은 시험 기관에서 NALC- 

NaOH 기법의 도입이 필요할 것으로 사료된다. 그러나 본 

연구에서는 점성이 높은 객담을 기계적으로 양분하기 불

가능하여 종전에 발표된 연구들처럼 동일한 객담을 양분

하지 않고 다른 시기에 배출된 객담을 무작위 배정 후 이

용하여 객담 배출 상황에 따른 변수를 배제할 수 없었다.

  추후 새로운 용해-오염제거법의 시도와 함께 도말, 고

체배양, 액체배양 및 PCR을 포함한 분자생물학적 진단방

법에 있어서도 여러 가지 전처리 방법에 따른 결과를 분석

하여 가장 적절한 기법을 찾아내고자 하는 노력이 필요할 

것으로 생각된다. 

요   약

  연구배경: NaOH (sodium hydroxide) 기법을 이용한 

전처리 객담과 NALC-NaOH (N-acetyl-L-cysteine-sodium 

hydroxide) 기법을 이용한 객담의 항산균 도말 및 결핵균 

배양 양성률 그리고 배지 오염률을 비교하여 실험실 검사

과정 중의 일부분을 개선함으로써 검사 결과의 개선이 가

능한 지 확인하고자 하였다.

  방  법: 2007년 6월부터 2008년 6월까지 국립마산병원

에서 객담 검사가 시행된 환자를 대상으로 환자에게서 객

담배출 요령을 충분히 교육한 후 두개의 객담 검체를 채취

하여 통상적인 NaOH 기법과 NALC-NaOH 기법을 각각 

적용한 후 도말 및 배양 결과 그리고 배지 오염률을 비교

하였다(n=436).

  결  과: 항산균 도말 검사에서는 NaOH 기법에 비하여 
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NALC-NaOH 기법이 다소 높은 양성률(33.0% vs. 39.0%)

을 보였으나 통계적인 유의성은 없었다(p=0.078). 결핵균 

배양 검사에서는 배지 오염률(culture contamination)은 

각각 3.2%와 3.0%로 유의한 차이는 보이지 않았다. 배양 

양성률은 NALC-NaOH 기법이 통계적으로 유의하게 높은 

배양 양성률(39.7% vs. 28.0%, p=0.0003)을 보였으며, 배

양 결과를 도말 검사 결과와 연관 지어 분석하였을 때 도

말 검사상 음성인 경우 NaOH 기법과 NALC-NaOH 기법

은 각각 7.2%와 15.8% (p=0.0017), scanty를 보인 객담의 

경우 각각 42.9%와 60.8% (p=0.036)의 배양 양성률을 보

여 통계적으로 의미 있는 차이를 보였다.

  결  론: 도말 검사에서 음성이나 scanty를 보여 상대적

으로 결핵균의 수가 적은 객담의 경우 NALC-NaOH를 이

용함으로써 배양 양성률을 개선 시킬 수 있었으며 이는 

임상적으로 폐결핵의 진단과 치료 경과 관찰에 직접적인 

도움을 줄 수 있음을 보여주었다.
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