
345

DOI: 10.4046/trd.2010.68.6.345
ISSN: 1738-3536(Print)/2005-6184(Online)
Tuberc Respir Dis 2010;68:345-349
CopyrightⒸ2010. The Korean Academy of Tuberculosis and Respiratory Diseases. All rights reserved.

폐결핵 진단 시 중합효소연쇄반응검사 반복 시행의 의의
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Significance of Repeated Polymerase Chain Reaction (PCR) Testing 
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Background: The polymerase chain reaction (PCR) test is important for the confirmatory diagnosis of tuberculosis 
(TB) caused by Mycobacterium tuberculosis. The aim of this study was to analyze the yield of repeated PCR testing 
in patients with confirmed pulmonary TB.
Methods: The medical records of 130 patients, who had more than two consecutive PCR tests and a M. tuberculosis- 
positive sputum culture from August, 2006 to December, 2007, were retrospectively reviewed for the purposes 
of this study. A positive TB-PCR test was defined as at least one positive test result.
Results: The cumulative positive PCR test rate was 80% (104/130), with gradually increasing rates of positive findings 
upon the first, second and third TB-PCR tests with 52.3%, 68.5% and 75.4%, respectively. However, further testing 
did not increase the positive rate further.
Conclusion: Repeated PCR testing at least three times for M. tuberculosis is helpful for diagnosis of pulmonary 
TB.
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서   론

  폐결핵이 의심되는 환자의 호흡기 검체에서 빠르고 정

확하게 결핵균을 동정하는 것은 결핵의 진단은 물론 적절

한 치료에 도움이 되며 이는 조기치료를 시작함으로써 결

핵균의 전파를 막는 데 매우 중요하다. 현재 항산균 도말

과 결핵균 배양 검사가 폐결핵 진단에 가장 중요한 검사로 

이용되고 있으나, 항산균 도말 검사는 민감도가 낮고 비결

핵성 마이코박테리움에 의한 감염증을 감별할 수 없으며 

결핵균 배양 검사는 배양 기간이 3주 이상이 소요되기 때

문에 조기 진단과 치료에 어려움이 있다
1
.

  최근 폐결핵 진단에 중합효소연쇄반응(polymerase chain 

reaction, PCR) 검사가 이런 고전적인 진단 방법에 보완적

으로 사용되고 있으며 객담배양 양성 환자의 경우 그 민감

도와 특이도가 높다고 알려져 널리 이용되고 있다2,3. 그러

나 결핵균 PCR은 항산균 도말 검사에 비해 비용이 많이 

들기 때문에 2008년 결핵 진료 지침
4
에 따르면 PCR을 통

한 검사는 아직까지는 항산균 도말 검사나 배양을 대체할 

수는 없고 보조적인 진단 방법으로만 인정받고 있다. 그

러나 높은 민감도 및 특이도, 또한 빠른 검사 시간으로 

미루어 폐결핵의 빠른 진단 및 치료에 PCR의 유용성을 

충분히 기대해 볼 수 있다.

  객담 항산균 도말 검사의 경우 반복적인 검사에 대한 
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유용성이 잘 연구되어 있어 세 차례 반복 검사를 했을 때 

95% 이상의 환자를 진단해 낼 수 있음이 여러 연구를 통

해 잘 밝혀져 있다
3,5,6

. 이와 마찬가지로 PCR의 경우에도 

검사 횟수에 따라 PCR 검사의 누적 양성률이 증가할 것으

로 기대되지만 과연 얼마나 반복적으로 검사를 시행할 때 

그 유용성을 최대화 할 수 있을지에 대한 연구는 거의 미

비한 실정이다. 이에 저자들은 연속적인 객담 결핵균 PCR 

검사의 양성률을 분석함으로써 반복적인 객담 PCR 검사

의 적절한 시행 횟수에 대해 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 연구대상

  2006년 8월부터 2007년 12월까지 전남대 병원에서 객담 

배양검사상 결핵균이 증명된 환자 중 객담에서 결핵균 PCR

을 2회 이상 시행한 130명을 대상으로 객담 PCR 검사의 

시행 횟수에 따른 누적 양성률을 후향적으로 분석하였다.

2. 결핵균 PCR 방법

  1) 객담 검체에서 핵산을 추출하는 방법

  PCR을 시행할 객담 검체는 4% NaOH를 첨가하여 객담

을 풀어주고 500 μL를 취하여 50 mL 튜브에 옮겨 담고 

인산염 완충액(phosphate buffer, Na2HPO4)을 넣어 잘 섞

었다. 이후 10분 동안 2,400 rpm으로 원심분리를 시행 후 

상층액을 버리고 남은 침전물에 1.5 mL의 lysis buffer를 

넣고 잘 섞어 12,000 rpm으로 5분간 원심분리를 하였다. 

이후 상층액을 버리고 남은 침전물에 50 μL의 lysis buffer

를 넣은 다음 잘 섞고 100
o
C로 15분간 가열하였다. 이 검

체를 12,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 상층액을 PCR

에 사용하였다.

  2) PCR 방법

  결핵균 PCR을 위해 insertion sequence (IS6110)의 특

정 부위만을 특이적으로 증폭시킬 수 있는 primer를 이용

하였으며, 특이도를 높이기 위해 nested PCR 검사를 시행

하였다. 1st PCR primer (5-GGTTTGCGGTGGGGTGTCG 

AGTCGATCTGC, 5-TCCTGCGAGCGTAGGCGTCGGTG 

ACAAAGG)와 nested PCR을 위한 2nd PCR primer 

(5-AACTCAAGGAGCACATCAGC, 5-GTTTGGTCATCAG 

CCGTTCG)를 사용하였고, reactive buffer는 10 mM dNTP, 

1.5 mM MgCl2, 40 mM KCl, 10 mM Tris HCl (pH 8.3)으

로 구성되어 있다. 객담 검체에서 추출한 DNA 3 μL를 

가하고 잘 섞어준 뒤 5초간 원심분리 한 후 2.5 U taq 

polymerase를 넣어 PCR을 시행하였다. PCR cycle은 94
o
C

에서 20초간 predenaturation 후 67oC에서 4초간 결합

(annealing), 72
o
C에서 15초간 신장(elongation)을 하였고 

94
o
C에서 4초간 열변성(denaturation), 72

o
C에서 30초간 

post- elongation을 한 cycle로 하여 40 cycle을 시행하였

다. 첫 번째 PCR이 끝난 후 두 번째 PCR 용기에 첫 번째 

PCR 검체를 3 μL를 가하고 두 번째 PCR을 첫 번째와 동

일한 방법으로 실시하였다. PCR 산물 15 μL와 gel load-

ing buffer 3 μL를 혼합하여 2% agarose gel에 분주하여 

100 V의 직류로 30분간 전기영동 시켰다
2,7,8

.

3. 분석방법

  결핵균 PCR을 2회 이상 시행하였던 연구대상 중 1회 

이상 양성을 보이는 경우를 양성군으로 분류하였고, 시행

횟수에 따른 누적 양성률을 구하였다. 시행횟수에 따른 

누적 양성률의 증가가 통계적 유의성이 있는지 확인하기 

위해 이항분포검정(binomial test)을 시행하였으며, 통계

처리는 SPSS for windows 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, 

USA)을 이용하였다.

결   과

  대상 환자는 남자 78명(60%), 여자 52명(40%)이었으

며, 평균연령은 54.3±20.9세였다. 대상 환자 중 객담이 

있었던 환자는 65명(50%)이었고 기침을 호소하는 환자는 

78명(60%)이었으며 호흡곤란은 29명(22.3%)에서 호소하

였다. 흉부 X-선 촬영상 공동을 가지고 있는 환자는 37명

(28.5%), 상엽 혹은 하엽을 침범하는 침윤성 병변을 가지

고 있는 환자는 64명(49.2%)이었다.

  전체 결핵균 PCR 양성률은 130명 중에 104명으로 80%

였다. 이 중 첫 번째 시행한 PCR에서 양성이 확인된 사람

은 68명(52.3%)이었고, 두 번째 PCR에서 양성을 보인 환

자까지 포함하였을 때는 89명(68.5%)이었으며, 세 번째 

PCR 양성 환자까지 포함하였을 때는 총 98명(75.4%)이었

다. 4회부터 8회까지 반복해서 PCR을 시행하였을 때는 누

적 양성률이 75.4%에서 80.0%로 4.6% (6명) 증가하였다. 

8회 이후에는 누적 양성률이 증가하지 않았다(Table 1).

  PCR 시행 횟수가 증가함에 따라 누적 양성률의 증가가 

통계적으로 의의가 있는지 알아보기 위해 이항검정을 시

행하였다(Figure 1). 1회의 양성률 52.3%와 2회 누적 양성

률 68.5%는 통계적으로 유의하였고(p＜0.001), 2회째 누

적 양성률과 3회째 누적 양성률 75.4%는 유의 수준에 근
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Table 1. Cumulative positive rate of repeated polymerase

chain reaction (PCR) testing

Trial 
times

No. of 
participants 
(persons)

Positive 
frequency 
(persons)

Cumulative 
positive 

frequency 
(persons)

Cumulative 
positive 
rate (%)

 1 130 68 68 52.3
 2 130 21 89 68.5
 3 97 9 98 75.4
 4 61 0 98 75.4
 5 45 3 101 77.7
 6 27 1 102 78.5
 7 17 0 102 78.5
 8 11 2 104 80.0
 9 10 0 104 80.0
10 8 0 104 80.0
11 4 0 104 80.0

Figure 1. Statistical analysis by binomial test. Trends of 
cumulative positive rate by number of tuberculosis-poly-
merase chain reaction (TB-PCR) trials. Difference with cu-
mulative positive rate by trial times were verified by the
binomial test. The difference in the rates between the first
and second trials was significant (p＜0.001), the differ-
ence between the second and third trials was borderline
significant (p=0.055), whereas the difference between the
third and fourth trials was statistically insignificant.

Table 2. Cross table of polymerase chain reaction (PCR) 

results by AFB stain results

Negative in 
AFB stain

Positive in 
AFB stain

  Total

Negative in PCR 22 (31.4) 4 (6.7)  26 (20.0)
Positive in PCR 48 (68.6) 56 (93.3) 104 (80.0)
Total  70 (100.0)  60 (100.0)  130 (100.0)

Values are presented as number (%).

접한 수준(p=0.055)이었으나, 3회와 그 이후 누적 양성률

은 통계적으로 차이가 없었다.

  객담 항산균 도말 검사에서 양성을 보인 환자는 130명 

중 60명으로 전체 환자의 46.2%였다. 객담 항산균 도말 

검사에서 양성을 보인 환자 60명 중 결핵균 PCR 양성인 

환자는 56명으로 93.3%의 양성률을 보이고 있었다. 객담 

항산균 도말 검사에서 음성인 환자 70명 중 PCR에서 양성

을 보인 경우는 48명으로 68.6%이었다(Table 2).

고   찰

  폐결핵의 유병률은 매년 꾸준히 감소하여 방사선촬영

상 활동성 결핵은 1965년 5.1%에 달하던 것이 2006년 조

사9에 따르면 0.5%까지 감소하였다. 폐결핵의 인구 10만 

명당의 발생률도 감소 추세를 보이고 있으며, 특히 신규 

폐결핵 발생자에 대한 연도별 변화에서 젊은 연령층의 발

생률이 감소하고 있어, 우리나라의 폐결핵 발생은 전반적

으로 감소할 것으로 보인다. 하지만 2006년 사망원인 통

계연보에 따르면 결핵으로 인하여 인구 10만 명당 5.2명

이 사망에 이르고 있어 여전히 국내 보건 문제에 중요한 

부분을 차지하고 있다.

  결핵은 전염성을 가지고 있어 진단과 치료가 늦어질 경

우 또 다른 환자의 발생을 야기하므로 조기진단과 치료가 

중요하다. 폐결핵의 진단 방법으로 현재까지 특이도가 가

장 높은 검사는 객담 등의 검체에서 결핵균을 배양하는 

것이다1. 폐결핵 배양 검사는 항산균 도말 검사 양성 환자 

중 비결핵성 마이코박테리움에 의한 감염증을 감별을 할 

수 있고 약제 내성 검사를 할 수 있으며, 약물 감수성 검사

를 시행할 수 있는 장점을 가지고 있지만 Mycobacterium 

tuberculosis를 포함한 대부분의 Mycobacteria 종은 성장

속도가 느려 4∼8주의 배양 기간이 필요하여 조기 진단이 

어렵다. 실제 객담의 항산균 도말 검사의 민감도 및 특이

도를 파악하기 위해 727명을 대상으로 한 Levy 등의 전향

적 연구
10
 결과 민감도는 53.1%, 특이도는 99.8%였다. 항

산균 도말 검사의 민감도는 조건에 따라 달라질 수 있는데 

특히 전염성이 높은 환자와 같이 객담에 포함된 결핵균이 

많은 경우나 효과적인 객담 배출을 할 수 있는 환자의 경
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우 항산균 도말 검사의 민감도는 높아진다. 그러나 객담

배출량이 적은 임상 양상을 가진 환자나 검체를 얻기 힘든 

소아 또는 여성 환자의 경우 항산균 도말 검사의 민감도는 

낮아질 것이고 낮은 민감도로 인해 상당한 수준의 위음성 

환자가 있을 수 있는데, 실제 격리가 제때 이루어지지 못

하기 때문에 전염성이 낮고 균이 적게 나온다고 하더라도 

객담 음성 결핵환자에 의해 전파되는 결핵이 전체의 17%

를 차지한다는 보고가 있다11.

  최근 분자생물학에서 광범위하게 사용되고 있는 PCR 

기술은 1984년 Kary Mullis
12
가 발전시킨 이래 객담 검체에

서 결핵균을 진단하는 데에도 적용되었다. Brisson-Noel 

등이 처음 보고한 이후 PCR은 결핵의 조기 진단 및 비결핵

성 항산균 폐질환과의 감별에 상용화되고 있다
3,12-14

. 최근 

항산균 도말 검사와 흉부 X-선 촬영을 통해 폐결핵의 조기 

진단을 하는 방법과 PCR을 통해 진단하는 방법을 비교한 

연구에 따르면 전자의 민감도와 특이도가 92%와 66%인

데 비해 PCR의 민감도와 특이도는 93%와 84%에 해당하

여 PCR의 특이도가 고전적인 진단 방법에 비해 높음이 

증명되었다
15

. 하지만 결핵균 PCR검사는 항산균 도말 검

사에 비해 비용이 많이 들기 때문에 아직까지는 보조적인 

진단 방법으로만 인정받고 있으나 그 효용성이 광범위하

게 증명되면 기존의 검사와 함께 표준적인 검사에 포함되

어 폐결핵 진단의 정확성을 더욱 증가시킬 것으로 기대된

다. 이를 위해 중요한 것이 최고의 민감도를 얻기 위해 

몇 번의 반복 검사가 필요한지에 대한 연구이다. 항산균 

도말 검사의 경우 3번까지 반복 시행했을 때 그 진단적인 

가치가 있다고 합의되어 있으나
16

, 결핵균 PCR의 경우에

는 과연 몇 번을 반복을 했을 때 그 진단적 가치를 높일 

수 있을지에 대해서는 아직 확실히 정립된 바가 없다.

  본 연구는 배양검사상 결핵균이 동정되어 폐결핵으로 

확진된 환자에서, 객담 결핵균 PCR을 반복한 횟수에 따른 

민감도를 비교함으로써 PCR의 적합한 반복 시행 횟수에 

대한 근거자료를 제시하는 데 있다. 본 연구에서 결핵균 

PCR 검사는 2회까지는 누적 양성률을 통계적으로 의의 

있게 상승시키고, 4회 이상 시행하는 것은 결핵 진단율을 

높이는 데 큰 도움이 되지 않는다는 결론을 내릴 수 있었

다. 결핵 배양 검사에서 결핵균이 동정된 전체 130명의 

환자 중에 결핵균 PCR 양성군은 104명으로 전체적인 양

성률은 80%였다. 이러한 결과는 이전 결핵균 PCR의 양성

률에 관한 Park 등의 연구
17

에서 민감도가 79.2%를 보였

던 것과 일치하는 결과이다. 본 연구에서 PCR을 최대 11

회까지 시행하였으나 8회 이후에는 추가로 양성을 보이는 

환자는 없었다. 또한 3회까지는 누적 양성률의 증가가 있

었으나 4회에서 8회까지 시행하였을 경우 추가로 확인된 

양성률은 4.6%에 불과하였다. 따라서 결핵균 PCR의 경우 

3회를 초과하여 반복적인 검사를 하는 것은 비용-효과면

에서 적절하지 않다고 판단된다.

  최종적으로 결핵 환자로 확진된 130명 중 객담 항산균 

도말 검사에서 음성을 보인 환자는 70명이었다. 이 중 

68.6%에 해당하는 48명은 PCR 검사에서 양성 소견을 보

였는데, 이는 객담 항산균 도말 검사에서 음성을 보여 진

단에서 누락된 사람이 결핵균 PCR 검사를 통해 68.6% 정

도가 진단될 수 있음을 의미하는 것이다. 반면에 항산균 

도말 검사에서 양성이었음에도 불구하고 PCR에서 6.7%

가 음성으로 확인되었는데 이는 위음성일 가능성을 시사

하는 것이다. PCR 검사의 위음성은 검체 내에 포함되는 

균의 수가 적거나 검체 내에 억제제가 존재하는 것이 원인

으로 알려져 있으며 이 부분에 대해서는 추가적인 연구가 

필요할 것으로 생각된다18. 또한 본 연구에서는 결핵 배양 

양성군만을 대상으로 하였기 때문에 위양성에 대해 분석을 

할 수는 없었지만 결핵균 PCR을 시행함에 있어서 Beige 

등19의 연구에 의하면 오염에 의해서 위양성이 가능하다

는 것이 알려져 있다.

  폐결핵 진단에 있어 PCR의 역할에 대한 지금까지의 연

구는 환자군과 대조군에서 민감도나 특이도를 비교하는 

연구 논문이 주를 이루었다. 이 때 PCR은 주로 3회까지 

검사를 진행하였고 횟수를 3회 이상 시행하여 비교한 논

문을 찾기는 어려웠으나 이 연구의 경우에는 최대 11회까

지 PCR을 반복 시행하여 누적 양성 예측도를 비교하였다. 

그러나 이 연구가 후향적이었기 때문에 대상자 간에 PCR 

시행 횟수의 변이가 있고, 검사 간의 간격이 다소 불규칙

하였으며, 객담 채취 방법의 표준화가 엄격하게 지켜졌다

고 할 수 없어 연구의 내적 신뢰도를 저하시키는 요인으로 

고려될 수 있다. 또한 배양검사를 통해 최종적으로 결핵

이 확인된 환자군만을 대상으로 하여 결핵균 PCR의 특이

도는 확인하지 못하였다. 추후 결핵 의심환자의 선별, 증

상과 상황에 따른 검사기준의 마련, 검체 채취의 질 관리, 

PCR 시행간격에 대한 표준화 등 연구의 신뢰도를 향상시

켜 전향적 연구를 시행한다면 PCR의 검사의 횟수에 대한 

보다 명확한 기준을 마련할 수 있을 것으로 기대된다. 또 

현재 객담 PCR 검사가 진단 지침에서 사용되지 않고 있는 

중요한 요인인 비용-효과적인 면에 대한 분석이 함께 시행 

된다면 결핵 진단 시 객담 PCR 검사를 시행하는 것에 대

한 지침을 세우는 데 도움이 될 것으로 생각된다.
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