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ABSTRACT

StudyontheRapidDetectionofMycobacterium Tuberculosis

UsingbyPCRandGenoTypeMTBDRplusinContaminatedSpecimen

HeoRyeun

Advisor:Prof.YangYoung,Ki,Ph.D

DepartmentofBiotechnology

GraduateSchoolofChosunUniversity

Thereareseveralmethodstodiagnoseatuberculosispatient,suchas

smear,PCR,tuberculosisculture,X～ray.Forapropertreatmentinthemedical

treatment,antimicrobialsusceptibility test and rapid drug susceptibility

testingwouldlbeoperated.Tuberculosisbacilliusuallyneedsfrom 3～8

weeksofcultureperiodbecauseitsynthesisdelayRNAandneeds15～22hours

forgeneration.Afteragerm raisesinculture,weputinoperationantimicrobial

susceptibilitytestforapropertreatment.Ithassomedifficultiestogivea

proper prescription for a tuberculosis patient because antimicrobial

susceptibilitytestrequires4weeks.Tosupplementthis,wearedevelopingand
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practicingdrugsusceptibilitytestingwhichmakesusknow sensibilityofRMP

andINH thatisrepresentativetuberafter2or3days.Butthisispossible

justwhenmorethan2positivegermsaredetectedandimpossiblewitha

smallquantityofgerm,weshouldpracticerapiddrugsusceptibilitytesting

with culture test. But if media is polluted by other germs except

Mycobacterium tuberculosis,it'shardtointerpretresultaboutculturetestand

topracticeantimicrobialsusceptibilitytestandrapiddrugsusceptibilitytesting.

Because we have to practice again smear,culture testafterextracting

specimenfrom thepatient,timeisconsumedandproperpatienttreatmentis

postponed.Tomakeupforthesediscomfortandquickpatienttreatment,

rapiddrugsusceptibilitytestingispracticedbyusingGenoTypeMTBDRplus

method.Asaresult,wegainedsensibility7caseandresistance3case other

1casetowardmedicalsfrom thetotal11test.Bythis,wegainedconclusion

thatwecanpracticerapiddrugsusceptibilitytestingfrom thepollutedspecimen

aftereliminateapollutionsourceincultureandprovedthatwecanpracticerapid

examinationforatuberculosispatient.
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Ⅰ.서 론

인류에게 과거에서 재에 이르기까지 많은 생명을 앗아간 병원균 하나가

결핵균(Mycobacterium tuberculosiscomplex)이다.결핵균은 사람에 결핵을 일

으키는 원인균으로서 1882년에 RobertKoch에 의해서 발견되었다.

(Goodfellow와 Wayne,1982).그러나 다른 동물에서도 결핵이 발생하기 때문에

사람에 결핵을 일으키는 균을 인형결핵균(Mycobacterium tuberculosis)이라 하

고 소나 들쥐에 일으키는 균을 각각 우형결핵균(Mycobacterium bovis),서형

결핵균(Mycobacterium microti)이라 부른다(Skerman 등. 1989).

결핵균은 iodine을 필요로 하지 않는 Gram positive와 항산성 염색성을 띤

다(Tom,1979).인공 배지 상에서 발육한 결핵균을 보면 분열증식한 균들이 서

로 엉켜 붙어 균 덩어리가 마치 뱀처럼 보여 이것을 균색(serpentinecord)이라 한

다.형태 으로도 20nm 두께의 세포벽에는 60% 이상의 mycolicacid와 같은

독특한 지방산이 주축이 되는 지방화합물을 함유하고 있어 염료가 잘 침투하지

않아 석탄산과 같은 매염제를 첨가해 주어야 염료가 지방에 용해되어 균세포내

로 확산되어 염색이 된다.균세포내로 침투한 염료는 acidalcohol과 같은 강한

탈색제로 처리해도 탈색되지 않고 남게 되기 때문에 항산성(acidfast)염색성

이라 한다(Barksdale과 Kim, 1977).지방 함량이 높은 세포벽으로 인해 나타

나는 균의 다른 특성은 물리화학 으로 매우 유독한 환경에서 오랫동안 생

존해 있을 수 있고 살균제에 한 항력도 매우 크며 숙주 방어수단에 한

강한 항력을 갖는다.특히 여러 해 동안 휴지상태로 생존할 수 있어서 다른

세균들에 비해서 잠복기가 길다(Mitchison.1981).굵기는 0.2㎛ ～ 0.5㎛ 길이

가 2㎛ ～ 5㎛정도 되는 막 균(간균)으로서 운동성도 없고 내생 는 외생포

자도 생산하지 않는다(Grange, 1992).결핵균의 감염경로는 염성이 있는 환

자가 기침 는 화를 할 때 결핵균이 밖으로 나오면 곧 수분은 증발하여 작은

비말 핵이 되어 떠다니다가 미감염자가 흡입하게 되면 비강,기 지의 막
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폐의 폐포상피 등에 이르러 정착하게 된다(Arrud등.1993).

결핵의 진단방법으로는 도말검사,PCR검사,배양검사, X-ray촬 등으로

폐결핵의 진단과 치료경과를 찰하고 있으며, 한 치료를 해서는 약제감

수성검사와 신속감수성검사 등을 통해 환자에서 검출된 균의 약제 내성 여부를

단하여 한 처방으로 신속하게 환자를 치료하는데 사용 된다.

도말검사는 비용이 렴하고 검사결과를 신속하게 얻을 수 있고 도말 양성인

환자는 배균 량이 많아 배양 양성 환자보다도 감염 험이 5～20배나 더 높기

때문에 환자 리와 치료경과의 정에 매우 유용하다.그러나 학 미경을 이

용하여 1000배의 배율로 300시야 정도를 검경 하 을 때 3～9개의 균이 있어야

양성으로 보고한다.그러나 객담 1㎖에 결핵균체가 최소한 1～3만개 이상의 균

이 있어야 미경으로 찰이 가능하기 때문에 민감도는 배양검사보다 떨어지

는 단 이 있다(Groothuis와 Yates,1991).

배양검사는 균체를 검출할 수 있는 민감도가 도말검사에 비해 훨씬 높아 객

담 1㎖에 발육 가능한 균이 10개만 있어도 검출 된다.그리고 균을 분리 배양

해야 정확한 균종을 동정할 수 있고 각종 항결핵제에 한 감수성검사도 실시

할 수 있기 때문에 매우 요한 검사 방법이다.그러나 결핵균의 세 당

증식 시간이 15～22시간으로 인해 검사결과가 보고되기까지는 3～8주정도의

시간이 걸리고 검사 조작 과정이 복잡하고,어려워 숙련된 검사자와 많은 기자

재를 필요로 하는 단 이 있다(Jin등.1989).다 합효소연쇄반응(multiplx-PCR)

은 고온균으로부터 얻은 DNA 합효소를 이용해 창안한 primer-directedDNA 합효

소연쇄반응법은 민감도와 특이도가 매우 높아 각종 병리 가검물 내 병원균 검

출에 리 이용되며 특히 결핵균처럼 분리배양에 오랜 시간이 걸리는 병원균의

검출에 매우 유용하다(Saiki 등. 1988).약제감수성검사는 환자 치료 시에

한 약제를 처방하는데 매우 유용하다.특히 기 치료에 실패한 환자에 해서

는 감수성검사결과가 유용한 재 치료 처방 선정에 도움이 된다.일반 인 방법

으로는 농도법(absoluteconcentrationmethod),내성비례법(resistanceratio

method),내성비율법(proportionmethod)등이 있는데 부분의 검사실이
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농도법(absoluteconcentrationmethod)과 내성비율법(proportionmethod)을

이용한다(Padungchan 등. 1987).그러나 약제감수성검사는 4주정도의 시간이

걸린다는 단 이 있다.신속감수성검사법은 약제감수성검사의 검사 결과 독

까지 시간이 오래 걸린다는 단 을 보안하고,신속하고 한 처방을 하기

해서 매유 유용하게 사용되어지고 있다.최근 rifampicin(RMP)과 isoniazid

(INH)등을 포함한 2가지 이상의 약제에 내성이 있는 다제내성 결핵이 증가하

여 문제화되면서 좀 더 빨리 약제감수성검사 결과를 얻고자 하는 필요성이 부

각되면서 많은 연구와 노력 끝에 몇 년 부터 신속감수성 검사법이 시행되고

있다.결핵의 1차 치료약제 표 인 RMP과 INH에 한 내성은 다제내성

의 보조지표로 이용되고 있기 때문에 재 이 두 약제에 한 내성여부를 2일

안에 신속하게 확인할 수 있는 검사법이 결핵환자의 치료에 효과 으로 사용되

어지고 있다(Vijdea등. 2008).

결핵의 진단과 한 치료를 해 객담검사를 실시한다.의뢰된 객담을 가

지고 도말검사,배양검사 등의 검사를 실시하는데 배양검사 에 기타 잡균 등

으로 인하여 배지가 오염이 되었을 경우에 재까지는 오염된 검체를 멸균처리

후 폐기하 다.그리고 해당 검체의 의뢰자를 확인하여 의뢰자로부터 객담을

재 채담하여 검사를 다시 실시하게 된다.이런 과정 에 결핵 환자는 그 시간만큼 치

료가 지연이 되고 한 치료를 받지 못하게 되어 환자의 상태는 악화가 될 것이다.내성

균을 보유한 환자라면 내성이 생겨 버린 해당 약제를 복용해야 하는 효과 없는 치료를 받

게될 것이다. 한다른사람에게 내성균을 하는 염 원으로서의 역할을하게 되므로

심각한 상황을 래할 수 있다.이러한 문제 들을 해결하기 해서는 신속한 결핵환자의

발견과 한 치료로인한 염성을 미리 차단하는방법이시 할 수밖에 없다.이러한 것

들을 해결하는 방안으로 객담 배양검사 오염이 된 검체를 폐기하지 않고 검사에 활용

함으로써 검사에 필요한 경제 손실과 환자를 치료하는데 걸리는 시간을 일 수 있는

지를 알아보기로 했다.먼 오염된 검체에서 PCR을 이용하여 검체 내에 인형결핵균의

존재 유무를 확인한 후 최근에 개발되어 검사에 활용되어지고 있는 DNA-strip기술

을 기 로 하여 다 합효소연쇄반응 후 증폭산물을 rpoB,katG,inhA의
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야생형과 돌연변이형에 특이한 probe와(Table1,2,3) 합된 Strip에 역교잡시

켜 RMP와 INH내성을 동시에 진단하는 원리를 이용한 GenoType
®
MTBDRplus를

가지고 신속감수성검사가 가능한지를 실험하기로 했다.실험에서 유용한 결과

가 도출 되었을 시에는 객담이 의뢰되어 배양 에 오염 될 경우 객담을 재 채

담을 요구하여 재의뢰 되는 날까지의 소요 일수와 오염된 검체에서 신속감수성

검사를 실시하여 검사결과가 나오기까지의 소요 일수를 비교한 후 그 소요되는

일수의 차이를 악하여 환자를 치료하는데 시간 인 낭비를 일 수 있다는

것을 증명함으로써 앞으로 결핵환자 치료에 극 활용하여 그동안 부 한 처

방과 치료시간의 지연 등을 방지하여 환자의 신속한 완치를 통해 결핵 없는 건

강한 사회를 만들 수 있기를 희망하며 본 연구를 실시하게 되었다.
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Failing wild type probe(s) Codons analyzed Mutation probe Mutation

rpoB WT1 505 - 509 F505L

T508A

S509T

rpoB WT2 510 - 513 L511P
*

rpoB WT2/WT3 510 - 517 Q513L*

Q513P

del514-516

rpoB WT3/WT4 513 - 519 rpoB MUT1 D516V

D516Y

del515

rpoB WT4/WT5 516 - 522 del518
*

N518l

rpoB WT5/WT6 518 - 525 S522L

S522Q

rpoB WT7 526 - 529 rpoB MUT2A H526Y

rpoB MUT2B H526D

H526R

H526P*

H526Q*

H526N

H526L

H526S

H526C

rpoB WT8 530 - 533 rpoB MUT3 S531L

S531P

S531Q*

S531W

L533P

Table1.rpoBgeneofmutation and wild type                

※ rpoBwildtype-probes:WT1toWT8

TheMTBDRstripcontains17probes,including5amplificationandhybridization

controlstoverifythetestprocedures.ForthedetectionofRMPresistance,

fiverpoBwild-typeprobes(probesWT1toWT5)encompasstheregionof

therpoBgeneencodingaminoacids509to534.Fourprobes(probesrpoB

MUT D516V,rpoBMUT H526Y,rpoBMUT H526D,andrpoBMUT S531L)

specificallytargetthemostcommonmutations.
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Failing wild type probe(s) Codons analyzed Mutation probe Mutation

katG WT 315    katG MUT1       S315T1

   katG MUT2       S315T2

Table2.katGgeneofmutation and wild type

※ ThedetectionofINH resistance,oneprobecoversthewild-typeS315

regionofkatG,whiletwoothers(probeskatGMUT T1andMUT T2)are

designed to assess the AGC-to-ACC (S315T) and the AGC-to-ACA

(S315T)mutations
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Failing wild typeprobe(s) Codon analyzed Mutation probe Mutation

inhA WT1 -15 inhA MUT1 C15T

-16 inhA MUT2 A16G

inhA WT2 -8 inhA MUT3A T8C

inhA MUT3B T8A

Table3.inhA geneofmutation and wild type

※ ThepromoterregionoftheinhA geneisincludedonthenew stripand

encompassestheregionsfrom positions–9to–22fortheinhA WT1probe

andpositions–1to–12fortheinhA WT2probe.Fourmutations

(–15C/T,–16A/G,–8T/C,and–8T/A)canbetargetedwiththeinhA

MUT1,MUT2,MUT3A,andMUT3Bprobes.



- 8 -

Ⅱ.재료 방법

1.연구 상 검체

2008년 1월부터 2008년 12월까지 한결핵 회 주․ 남지부 검사사업과에

수된 주 역시 라남도 보건소에서 의뢰된 객담(sputum)18,241개를

각각 도말검사와 배양검사를 실시하 다.이 에서 도말검사에서 양성이면서

배양검사에서 오염된 검체를(Fig.1) 상으로 도말검사를 다시 실시하여 양성

임을 확인한 후 그 균이 인형결핵균인지 비결핵항산균(non-tuberculosis

mycobacterium;NTM)인지를 확인하기 하여 다 합효소연쇄반응(applied

biosystemsgeneAmpPCRsystem 9700)을 실시하여 인형결핵균으로 확인되면

신속감수성검사를 실시하여 RAMP와 MINH에 한 내성여부를 검사하 다.
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Figure 1. 2% Ogawa contamination media of Genus Mycobacterium
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2.시약 기구

도말검사 시약으로는 염색액으로 phenolauraminestainsolution(auramine3g,

glycerol150㎖,phenolcrystal20g,D.W.1,000㎖)으로 염색하 고 탈색액으로

는 1% HCL-alcoholsolution(Conc-HCL20㎖,sodiumchloride20g,75% ethylalcohol

1,500㎖,D.W.460㎖)을 사용하 으며, 조 염색액으로 0.2% potassium permanganate

solution(potassium permanganate2g,D.W.1,000㎖)을 사용하 다.배양검사

시약으로는 처리제인 4% NaOH(NaOH 40g,D.W 1,000㎖)를 사용하 고 배

지로는 2% Ogawa(KH2PO42gm,sodium glutamate1gm,D.W.100㎖,2%

malachitegreen6㎖,glycerine6㎖,wholeegg200㎖)를 사용하 다.균 감별을

한 PCR검사에서는 5×TBprimer,8-mopsolution,2×multiplexmasterMix

등을 혼합액으로 사용하 고,오염을 제거하기 해서는 NALC/NaOH(4% NaOH,

2.9% sodium citrate,0.5gNALCpowder)을 사용하 으며,신속감수성검사에는

GenoType
®
MTBDRplusKIT에 포함된 시약들을 사용하 다.장비로는 Applied

BiosystemsGeneAmpPCR System 9700,Themo-cycler,교반기,수조,vortex

mixer등을 사용하 다.
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3.검사방법

(1).도말검사(smear)

객담은 loop를 사용하여 가 객담의 농양부 를 채취하도록 하 다.일반

으로 농양부 가 타액에 비해 균 검출율이 높으므로(약 20배 이상)검사용

객담 선정에 각별히 유의하 다.채취된 객담을 슬라이드 앙부에 놓고 가로

2㎝,세로 1㎝ 정도의 크기로 고르게 바른 뒤 도말 면이 로 향하게 하여 실

온에서 15～30분간 자연 건조 시켰다.자연 건조된 슬라이드를 염색 에 올

려놓고 화염 으로 슬라이드 부분을 3～4회 통과시키며 고정을 한 다음

phenolauraminestainsolution염색액을 충분히 붓고 15～20분간 염색한 다음

증류수로 염색액을 잘 씻어낸 뒤 1% HCL-alcoholsolution용액으로 1분간씩

2회 탈색 한 다음 수세하 다.그런 다음 2% potassium permanganate

solution염색액으로 1분간 조 염색을 실시하 다.다시 수세한 후 슬라이드

뒷면을 거즈나 종이 타올을 이용하여 깨끗이 닦아낸 후 슬라이드 건조 에서

건조시켰다.완 히 건조된 슬라이드를 형 미경으로 검경하여 결핵균의 존

재 여부를 독하 다(Groothuis와 Yates,1991).
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(2).배양검사(culture)

배양용으로 멸균된 담통에 받은 객담에 4% NaOH를 동량을 가한 다음

vortexmixer를 이용하여 객담을 균질화 한 다음 실온에서 15분간 처리 과정

을 거친 다음 응고수를 제거한 2% Ogawa2본에 0.1㎖씩 종하여 종된 배

지는 사면으로 고르게 묻게 하여 뚜껑을 느슨하게 하여 37℃ 배양실에 24시간

방치하여 과잉 응고수를 조 후 뚜껑을 막아서 rack에 꽂아 8주 동안 균 발육

유무를 찰하 다(Collins등.1985).

(3).Decontamination(오염제거)

NaOH는 소화 오염제거 작용하는 물질로서 4% 농도에서 액 용해력이

가장 높다.그러나 NaOH 4% 농도는 오염균 뿐만 아니라 일부 결핵균에도 독

성이 있으며 농도를 2%로 낮추면 독성 작용을 일 수 있다.소화와 오염제거

기간은 결핵균의 분리율에 결정 인 향을 다.그러므로 NaOH 농도는 소

화와 오염제거를 효과 으로 할 수 있는 가장 낮은 농도를 사용해야 하며 2%

NaOH에서 오염률이 높으면 오염제거 시간을 늘리는 것보다는 NaOH의 농도

를 3-4%로 증가시키는 것이 바람직하다.많은 검사실에서는 이러한 들을

고려하여 낮은 농도의 NaOH와 효과 인 액 분해 물질인 NALC 는

dithiothreitol을 병합하여 사용한다.(Tacquet,1967)이러한 이유로 오염된

검체를 4% NaOH와 2.9% sodium citrate를 동량으로 첨가하여 신선한 digestant를

비한 다음 sodium hydroxide-sodium citrate용액 100㎖당 0.5gNALCpowder를

첨가하 다.모아진 검체를 50㎖ tube에 분주한 다음 검체와 동일한 양으로

NALC 용액을 첨가하여 뚜껑을 꼭 잠그고,tube를 혼합하 다.표면에 묻어있는

NALC용액을 확보하기 해 15–20분간 세워둔 뒤 총량이 50㎖이 되도록 멸균

PBS(pH6.8)를 Tube에 채워 손으로 혼합하 다.3,000xg의 속도로 15분 동안 원

심·분리하여 검체를 농축한 다음 조심스럽게 pellet으로부터 상층액을 제거하고

최종양이 1–3㎖이 되기까지 멸균된 피펫을 사용하여 PBS(pH 6.8)로 pellet

침 물을 탁하 다(Hillemann,2006).
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(4).다 합효소연쇄반응(Multiplex-PCR)을 통한 균 감별

오염된 검체를 PCR의 정확도와 인형결핵균의 검출율을 높이기 해

4% NaOH와 2.9% sodium citrate를 동량으로 첨가하여 신선한 digestant를

비하여 sodium hydroxide-sodiumcitrate용액 100㎖당 0.5gNALCpowder를 첨가

하여 오염을 제거하 다.검체를 vortex한 후 13,000rpm에서 2분간 원심

분리 후 상층액을 버리고 D.W 1㎖를 넣어 pellet를 풀어 다음 13,000rpm

으로 2분 동안 원심분리를 2회 반복 실시 한 뒤 상층액을 버리고 침 물

을 DNA 추출에 사용하 다.DNA extractionsolution을 잘 섞은 다음

처리한 검체에 200㎕를 첨가하여 잘 섞은 다음 heatingblock100℃에서

20분 동안 heating하 다.13,000rpm에서 2분 동안 원심분리 한 후 상층액 3

㎕ 을 PCRtube에 넣고 4㎕ 5×TBprimer,3㎕ 8-mopsolution,10㎕ 2×multiplex

mastermix를 혼합한 뒤 94℃로 열된 PCR기기에서 반응 시킨 후 TB1-Marker

와 PCR 결과물을 5㎕을 채취하여 1.5% agarosegel에서 결과를 확인하 다.

(5).신속감수성검사(Antimicrobial susceptibility test)

GenoType
®
MTBDRplus는 DNA·STRIP

®
기술을 기 로 하여 다 합효소

연쇄반응 후 증폭산물을 rpoB,katG,inhA의 야생형과 돌연변이형에 특

이한 probe가 합된 Strip에 역교잡시켜 RMP와 INH내성을 동시에 진단하는

것을 원리로 한다(Vijdea등.2008).

임상 인 의의는 GenoType
®
MTBDRplus는 항산균 도말염색 양성인 폐 검

체 는 배양된 박테리아에서 결핵균 RMP와 INH 내성균을 검사하는 분자

유 학 신속 결핵다제내성 측정에 의의가 있다(Barnard등. 2008).사용하는

검체로는 항산성 집균도말검사 양성인 폐 검체,고체배지 액체배지에서 자

란 항산균주를 사용하고,검체를 보 하는 방법으로는 객담의 경우 냉장보

시 채담 후 어도 1주일 이내에 처리해야 한다.도말염색 양성인 폐 검체

는 NALC/NaOH를 사용하여 처리하며,검체 처리 후 가능한 빠른 시간 안에 DNA

를 추출한다(Hillemann, 2006).
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1).DNA 추출-고체배지

종 loop로 채취 한 검체를 멸균된 증류수 300㎕에 부유한 다음 부유한

박테리아를 vortex로 잘 혼합하여 100℃에서 20분간 가열하여 비활성화 시킨 다음

60℃에서 15분 동안 음 처리하 다.10,000g로 5분 동안 원심·분리하여 상

층액을 다 합효소연쇄반응에 사용하 다(Mäkinen등.2006).

2).DNA 추출-액체배지

액체배지 1㎖을 채취하여 10,000g로 15분 동안 원심·분리한 다음 상층액을

제거하고 멸균된 증류수 100-300㎕를 첨가하여 vortex로 혼합한 다음 100℃

에서 20분 동안 가열하여 비활성화 시켰다.60℃에서 15분 동안 음 처리한

뒤10,000g로5분동안원심·분리하여상층액을PCR반응에사용하 다(Mäkinen등.2006).

3).다 합효소연쇄반응(Multiplex-PCR)

검체 1개 당 PCR 마스터혼합액을 45㎕를 사용하며,검사하고자 하는 검체

수에 따라 필요한 양의 PCR마스터 혼합액을 Table4와 같이 조제하 다.모

든 PCRtube에 PCR마스터 혼합액 45㎕씩을 분주하고 추출된 DNA 5㎕씩을

각각의 PCR tube에 분주한 후 PCR 반응을 시작하 다.PCR 반응조건은

Table4와 같다(Miotto등.2006).
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Time/Temperature Cycle

culture suptum

5분 95℃ 1 cycle 1 cycle

30초 95℃

02분 58℃
10 cycles 10 cycle

25초 95℃

40초 53℃

40초 70℃

20 cycles 30 cycle

08분 70℃ 1 cycle 1 cycle

Table 4  PCR amplification protocol 
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4).Hybridization

오염이 제거된 검체 1개 당 PCR마스터혼합액을 45㎕를 사용하여 검사하고

자 하는 검체 수에 따라 필요한 양의 PCR마스터 혼합액을 조제하 다.모든

PCRtube에 PCR마스터 혼합액 45㎕씩을 분주하고 추출된 DNA 5㎕씩을 각

각의 PCR tube에 분주한 후 PCR 반응을 시작하 다(Miotto등.2006).

Tray의 각각의 well에 denaturationsolution(DEN)을 20㎕씩 분주 한 다음 각

well에 PCR산물 20㎕씩 분주하여 피펫으로 혼합하여 실온에 5분 동안 두었

다.기다리는 동안 필요한 만큼의 strip을 깨끗한 종이에 두고 colormarker아

래에 연필로 일련번호를 기입하 다. 열된 hybridizationbuffer(HYB)1㎖을 각

well에 분주 후 가볍게 혼합하고 각 well에 일련번호를 기입한 strip을 첨

가했다. +45℃/30분/300rpm으로 교반하여 배양하 고 필요한 만큼의

conjugate concentrate (CON-C)와 conjugate buffer(CON-B), substrate

concentrate(SUB-C)와 substratebuffer(SUB-B)를 각각 1:101희석하여 조제하

다.HYB를 버리고 열된 STR1㎖씩 분주하고 +45℃/15분/300rpm으로 교반하

여 배양했다.Stringentwashsolution(STR)을 버리고 rinsesolution(RIN)1㎖

씩 분주하여 실온(+25℃)/1분/300rpm으로 교반하여 세척한 다음 RIN을 버리고

희석한 conjugatesolution(CON)1㎖을 각 well에 분주하여 실온/30분/300rpm

으로 교반하여 배양했다.CON을 버리고 각 well에 RIN1㎖을 분주하여 실온/1

분/300rpm으로 교반하여 세척하고 RIN을 버리고 다시 RIN1㎖을 분주하여 실

온/1분/300rpm으로 교반하여 세척하고 RIN을 버리고 멸균증류수 1㎖을 분

주하여 실온/1분/300rpm으로 교반하여 세척한 다음 흡습지에 tray를 가볍게 털

어서 잔여액을 제거하고 조제한 substrate를 1㎖씩 분주하여 암소/실온에서 3분

～ 20분간 배양하 다.증류수로 2회 세척하고 반응이 끝난 strip을 평가용지에

붙여서 독하 다(Miotto등.2006).
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5)결과 정

결과 정은 GenoType®MTBDRplus의 결과분석 정지를(Fig.2)이용하

여 독하 다.conjugatecontrol (CC), amplification control (AC), tuberculosis

(TUB), locuscontrol은 모두 양성일 때 검사가 정상 으로 수행되었음을 의미

하고 나머지 band로 결과를 독하 다.TUB음성은 시험한 검체에 결핵균이

포함되어 있지 않으므로 결과를 독할 수 없었다.AC음성일 때는 PCR단

계가 잘못되었거나 PCR 해제의 향을 받았을 가능성이 있으므로 재시험을

수행하 다.rpoB는 모든 wildtype(WT)이 양성이고 mutanttype(MUT)이 음

성이면 RMP감수성으로 정하 고 WT가 음성이고 MUT가 양성이면 RMP

내성으로 정하 다.WT이 음성이고 MUT가 음성이면 RMP내성으로 정

하 다.katG는 모든 WT가 양성이고 MUT가 음성이면 INH 감수성으로 정

하 다.WT가 음성이고 MUT가 양성이면 INH내성으로 정하 으며,WT가

음성이고 MUT가 음성이면 INH 내성으로 정하 다.inhA는 모든 WT가 양

성이고 MUT가 음성이면 INH 감수성으로 정하 다.WT가 음성이고 MUT

가 양성이면INH내성으로 정하 고WT이음성이고MUT가음성이면INH내성으로

정하 다(Mäkinen등.2006).
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Figure2.Examplesforbanding patternsand theirevaluation with

respecttorifampicinand/orisoniazidresistance.Example1showsthe

wildtypebandingpattern.Allwildtypeprobesdisplayasignal,but

noneofthemutationsprobes;hence,theevaluationcharthasa“+”in

thethreewildtypecolumnsanda“-”inthethreemutationcolumns.

Accordingly,theboxesforrifampicin(RMP)andisoniazid(INH)are

markedassensitive.OneoftherpoB andthekatG wildtypeprobes

aremissinginexample5;hence,theboxesforrpoBWT andkatGWT

aremarkedwitha“-”.Asnoneofthemutationprobesaredeveloped,

theseboxesarealsomarkedwitha“-”.TheinhA promoterregion

doesnotdeviatefrom thewildtypepattern.Thestrainisevaluated

as RMP and INH resistant.The INH resistance is caused by a

mutation in the katG gene and is therefore a high levelisoniazid

resistance.
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4.검사결과 분석

도말검사를 실시한 검체는 형 미경으로 검경한 뒤 각각 검사의 결과를 음

성,양성 등으로 기록하고,배양 종을 하 다.배양된 균주는 7일 간격으로

배양 독을 하여 오염과 음성 그리고 양성으로 결과를 기록하 다.기타 잡균

등으로 인하여 오염된 배지는 도말검사를 실시하여 positive결과가 나왔을 경

우에는 오염원을 제거하고 PCR 검사를 통해 인형결핵균 여부를 확인 한 후

GenoType
®
MTBDRplus로 RMP과 INH 내성 여부를 검사하 다.처음 수했

던 날부터 소요되는 일수를 기록하 고 도말검사에서 음성일 경우에는 수검자

를 확인하여 가검물을 재 채담하여 의뢰 해 것을 요구하고 재 의뢰된 검체

는 다시 도말검사,배양검사를 실시하 다.도말검사 양성인 검체는 같은 과정

들을 거쳐서 신속감수성검사를 실시하여 처음 수 되었던 날부터 결과가 나오

기까지의 소요 일 수를 기록하여 비교하 고 도말검사 음성일 경우 검체는 배

양을 하여 균이 자라서 내성검사 결과가 나오기까지 처음 수했던 날부터의

소요 일 수를 기록하여 각각 소요되는 일수를 비교하 다.
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Ⅲ.결 과

1.도말검사 결과 황

2008년 1월부터 12월까지 주 역시 라남도 29개 보건소에서 의뢰된

객담 총 18,241건 도말검사를 실시 한 후 형 미경으로 검경한 결과 Fig.3과

같은 양상을 보 고 Table5에서 보는 바와 같이 음성18,083건(99.1%),양성

158건(0.9%)의 결과를 얻었다.

2.배양검사 결과 황

검체를 4% NaOH(NaOH 40g,D.W.1,000㎖)로 균질화 등과 잡균을 제거한

뒤 15분간 실온에 방치 한 뒤 2% Ogawa에 0.1㎖를 배지 사면에 종하여 배

양 한 뒤 일주일 간격으로 독 한 결과 Table6에서와 같이 총 18,241건

(100%) 양성 396건(2.1%),음성 17,485건(95.9%),오염 173건(0.9%),NTM

187건(1.0%)등의 결과를 얻었고 오염으로 정된 총 173건(100%) 도말양

성에서 오염 13(7.5%)건,도말음성에서 오염은 160건(92.4%)의 결과가 나왔다.

3.도말검사 결과 비교

배양검사 기타 잡균이나 세균에 의해 오염된 배지를 분리하여 도말검사

결과를 분석해 본 결과 오염으로 정 된 검체의 수는 총 173(0.9%)건이었다.

이 처음 실시했던 도말검사 결과 음성에서 오염이 160건(92.4%),양성에

서 오염이 13건(7.5%)으로 분석 되었다.그리고 배양검사 오염검체를 재 채담

하여 도말검사를 실시하고 결과를 분석한 결과 총 13건(100%) 에서 음성 5

건(38.4%),양성 7건(53.8%),미 의뢰 1건(7.6%)등으로 분석되었다(Tabl.7).
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Smear after 4% NaOH treated

Positive Negative Total

158(0.9%) 18,083(99.1%) 18,241(100%)

Figure 3. Photographs of same sample showing different views and 

concentrations (grades) of acid-fast bacilli in different stain methods;

A: Acid fast bacilli stain (×1000) and B: Auramine fluorochrome stain (×200).

Table5.DetectionnumberofAuramine-Ostain

Centrifugestate:3500rpm,15min,30fieldsperslideobservation(250×)
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Culture after 4% NaOH treated

Total Positive Negative NTM Contamination

18,241(100%) 396(2.1%) 17,507(95.9%) 187(1.0%)

173(0.9%)

Smear + Smear -

13(7.5%) 160(92.4%)

First sputum Second sputum

13(100%)
Positive Negative  N/A

7(53.8%) 5(38.4%) 1(7.6%)

Table6.DetectionnumberofMycobacteriabyculture

Allofspecimensculturedfor2% Ogawamedia

Table7.ComparisonofdetectionnumberofMycobacteriafrom thefirstsputum

smearsandsecondsputum smears

Firstsptum:Allpositive.

Secondsputum:Positive11,Negative1,N/A:notavalable1.
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4.다 합효소연쇄반응(Multiplex-PCR)의 결과

도말검사 양성 배양 검사 오염으로 정되어진 검체를 인형결핵균과 비결

핵 항산균 여부를 감별하기 해 오염 된 검체를 4% NaOH와 2.9% sodium

citrate를 이용해서 처리한 검체에 200㎕를 첨가하여 잘 섞은 다음 heating

block100℃에서 20분 동안 heating하 다.13,000rpm에서 2분 동안 원심분리

한 후 상층액을 3㎕ 덜어내어 PCR tube에 넣고 4㎕ 5×TB primer,3㎕

8-mopsolution,10㎕ 2×multiplexmastermix를 혼합한 뒤 94℃로 열된

PCR기기에서 반응 시킨 후 TB1-marker와 PCR 결과물을 5㎕을 채취하여

2% agarosegel에서 결과를 확인 한 결과(Fig.4),배양검사 오염으로

정된 총 13건(100%) 인형결핵균(Mycobacterium tuberculosis)11건(84.6%),

음성(NTM의심)2건(15.3%)의 결과를 얻을 수 있었다.
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Figure 4. Agarose gel electrophoresis of the multiplex PCR products.    

M: 100 bp ladder (Seegene Cat. No. M0100),1: Internal control, 

2 ~ 5: Tuberculosis, 6: Mycobacteria 7: Tuberculosis 
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5.신속감수성검사 결과

배양검사 오염으로 정된 검체를 오염원을 제거하고 PCR검사를 통해

인형결핵균와 비결핵항산균으로 감별한 뒤 인형결핵균으로 정된 검체를

GenoTypeMTBDRplus를 이용하여 검체 1개 당 PCR 마스터혼합액을 45㎕를

사용하여 검사하고자 하는 검체 수에 따라 필요한 양의 PCR마스터 혼합액을 조

제하 다.모든 PCR tube에 PCR 마스터 혼합액 45㎕씩을 분주하고 추출된

DNA 5㎕씩을 각각의 PCR tube에 분주한 후 Table5와 같이 PCR 반응을

한다(Miotto등.2006).

PCR증폭산물을 rpoB,katG,inhA의 야생형과 돌연변이형에 특이한 probe가

합된 스트립에 역교잡시켜 RMP과 INH에 한 내성검사(Fig.5)한 뒤

GenoType® MTBDRplus결과 분석표(Fig.2)를 참조하여 분석한 결과 1번 검체에

서는 CC가 양성으로 hybridization이 양호하게 진행되었음을 알 수 있었고,AC

한 양성으로 PCR반응이 정상 으로 수행되었음을 확인할 수 있었으며,TUB가

양성으로 반응하여 결핵균이 존재함을 확인한 후 독을 한 결과 rpoBWT가 모

두 양성,rpoBMUT는 음성으로 정되어 RMP에 감수성임을 정할 수 있었

다.katG의 경우 WT가 양성,MUT가 음성 등의 결과를 확인하 고 inhA는

WT가 양성,MUT가 음성 등의 결과를 나타내었으므로 INH에 해 감수성으

로 정하 다.3번 검체는 CC는 양성으로 확인되기는 하 지만 AC와 TUB가

음성으로 확인되어 정상 인 검사가 진행되지 못하 음으로 인식하여 검사 불능

으로 정하 다,7번 검체는 CC,AC,TUB가 양성으로 확인되어 정상 인 검사

가 수행되었고 결핵균이 포함되어 있음 확인하고 정한 결과 rpoBWT가 모두

양성,rpoBMUT는 음성으로 정되어 RMP에 감수성임을 확인할 수 있었다.

반면에 katG의 경우 WT가 양성,MUT가 음성 등의 결과를 보여 INH에 한

감수성으로 정할 수 있으나 inhA가 WT1에서 음성,MUT1에서 양성을 보

으므로 INA에 한 내성으로 정하 다.이러한 방법으로 나머지 검체들을

정 한 결과 총 검사한 11건 RMP내성은 0건,감수성은 10건,INH내성은

3건,감수성은 7건,검사 불능 1건의 결과를 얻었다(Table.8).이로써 객담을

도말 검사하여 양성일 경우에 2% Ogawa배지에 종하여 배양 하 을 때

잡균으로 인해 오염되었을 경우에도 오염원을 제거하고 PCR과정을 거쳐 신속
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감수성검사를 실시하여 유의한 결과를 도출함으로써 그동안의 오염된 배지를

멸균하여 폐기처리 하지 않고 바로 RMP와 INH 내성을 동시에 진단할 수 있

음을 증명하게 되었다.
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Figure 5. ResultsofRapid Drug Susceptibility Testing withtheGenoType

MTBDRplus(GTplus)assay.

RMP/INH, Susceptible(S), Resistant(R):
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GenoTypeMTBDRplusassayresult(numberofstrans)

Susceptible Resistant Not determined Total

RIM 10(90.9%) 0(0%) 1(9.0%) 11(100%)
INH 7(63.6%) 3(27.2%) 1(9.0%) 11(100%)

Table8.GenoTypeMTBDRplustestresultsfordetectionofRMP,INH

susceptibility/resistanceinsmear-positivesputumspecimens

susceptible: RMP = 10, INH = 7, resistant: RMP = 0, INH = 3
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6.검사결과 소요 일 수 비교

보건소를 통해 의뢰되었던 검체 에 도말검사 결과 양성으로 배양검사 오염

으로 정 된 경우 해당 검체에 해 재의뢰 요구를 하여 재의뢰 된 검체의

수 날까지의 소요 일수와 처음 배양검사에서 오염으로 정되어 오염원을 제거

PCR검사를 거쳐 신속감수성검사를 실시하여 검사 결과를 얻기까지의 소요 일

수를 비교하 더니 Table9와 같은 결과를 얻었다.총 오염된 13건의 검체

에서 PCR검사에서 음성으로 정된 검체 2건과 미 의뢰 된 1건을 제외한 10

건을 비교한 결과 평균 13.1일의 차이가 있었다.이는 배양검사에서 오염된 검

체를 멸균처리 하여 폐기한 다음 재채담하여 검사를 하기까지의 소요되는 13.1

일이라는 기간 동안 환자는 한 치료를 받지 못하는 상황에 처할 수 있고

그만큼 결핵을 시킬 수 있는 험성을 내포하고 있다는 것을 제시하고 있

다. 한 오염된 검체에서 신속감수성검사를 바로 실시 할 수 있음으로 신속하

게 결핵환자에게 한 처방을 할 수 있어 결핵환자를 치료하는데 많은 도움

이 될 수 있다는 것을 시사한다.
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Number Culture daysA  PCR

Results

R.D.S
B

days
Interim closingC Requestdays TotaldaysD DelaydaysE

1 14 + 2 16 8 24 8

2 12 + 2 14 11 25 11

3 11 + 2 13 14 27 14

4 9 + 2 11 10 21 10

5 7 + 2 9 no request

6 11 + 2 13 9 22 13

7 10 + 2 12 11 23 12

8 10 + 2 12 17 29 12

9 15 + 2 17 10 27 17

10 12 + 2 13 7 20 13

11 19 + 2 21 10 31 21

Table9.TurnaroundtimeofMycobacteriatuberculosisdetectionfrom two

timesconsecutivelyrequestedsputum specimensfrom thesamepatents

(unit:day)

A:smears+culturedays

B: Rapid Drug Susceptibility Testing

C:Contamination days +R.D.Sdays 

D: Interim closing+Requestdays

E:Totaldays-Interim closing
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Ⅳ.고 찰

결핵은 유사 이래 인간과 같이 존재해온 질환으로 우리 인류에게 가장 많은

생명을 앗아간 병원균이다.18세기 후반부터 19세기 반에 걸쳐 국의 산업

명이 일어나면서 인구의 도시집 에 따른 집 생활, 생상태의 악화,

한 리방법의 부재 등이 겹치면서 결핵이 폭발 으로 만연하게 되었다.우리

나라는 일제 식민지 시 ,한국 쟁에 따른 기아와 피란 생활에 따른 좁은 지

역에서 집 거주, 양 부족, 리체계가 겹치면서 결핵이 만연하는 계기가 되

었다. 세계 으로 결핵 문제는 심각하여 2005년도 기 으로 880만 명(136/105)의

결핵환자가 발생하고,1,450만 명(217/10
5
)이 않고 있으며,사망자 수도 158만

명(24/105)이 될 것으로 추정된다(WHO,2007).우리나라는 1965년 실태조사 때

는 연간 결핵감염 험률이 5.3%이던 것이 체계 인 결핵 리사업 등으로 유

병율이 꾸 히 감소하여 1995년에는 0.5%로 감소되었다(보건복지부,1995).그

러나 보건소 등록환자를 상으로 한 약제내성률은 1999년에는 11.3% 으며

2004년에는 12.8%로 변화가 있었고 다제내성환자의 비율도 1.6%에서 2.7%로 유

의하게 증가하 다(Bai등.2007).우리나라의 결핵은 비록 감소 추세에 있지만

다른 국가와 비교할 때 아직 심각한 것은 분명하다.최근 고령층의 증가,

외국인 근로자의 지속 인 유입,HIV 감염자의 증가,북한주민의 유입과 교류

활성화 등을 고려하면 향후에는 감소 추세의 둔화내지 일시 인 증가 추세로

환할 것으로 보고 있으며 특히 유의할 은 다제내성 환자의 증가와 10～20

등을 비롯한 은 층의 결핵환자 증가에 심을 가지고 지켜 야 할 것으로 본

다.결핵의 주 염원은 객담 도말 양성인 폐결핵 환자가 기침,재채기,말,노

래 등을 할 때 결핵균이 들어 있는 비말 핵이 배출되어 이 공기 에 떠 있다

가 다른 사람의 호흡기도로 들어가서 호흡세기 지나 폐포에 도달하면 감염을

일으킨다(Grange,1988).결핵의 진단으로는 투베르쿨린 피부반응 검사,도말검

사,배양검사,PCR반응검사,X-ray법등이 있으며, 한 치료를 한 검사로

는 약제감수성검사,신속감수성검사,균감별검사,균동정검사 등이 있다.도말검

사는 기법이 간단하고 렴하며 어디서나 쉽게 이용할 수 있고 결과가 빨라 환

자 리에 편리하며,도말검사로 발견되는 환자가 그 지역사회의 결핵 감염원이

므로 빨리 찾아내어 치료해야 할 뿐 만아니라 임상증상도 심해 치료를 시 하
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게 요하는 환자들이다(Toman,등.1979).배양검사는 결핵균을 동정할 수 있어

서 확실한 진단이 가능하고 소수의 균도 검출 할 수 있으며 약제감수성검사를

해서는 반드시 필요하지만 균의 세 증식 기간이 길어 결과보고까지 시간이

오래 걸리는(3～8주)단 이 있다(김 등,1986).약제감수성 검사는 환자 치료

시에 각 항결핵제에 한 감수성 여부를 검사하여 한 치료 처방을 해 아

주 유용한 검사다.그러나 시간이 오래 걸린다는 단 이 있다(KentandKubica,

1985).DNA 합효소 연쇄반응(PCR)법은 고온균으로부터 얻은 DNA 합효

소를 이용한 DNA를 증폭합성법은 민감도와 특이도가 매우 높아 각종 병리 가검

물 내 병원균 검출에 리 이용된다(Saikt등.1988).신속감수성검사는 다 합효

소연쇄반응 후 증폭산물을 rpoB,katG,inhA의 야생형과 돌연변이형에 특이한

probe가 합된 스트립에 역교잡시켜 RMP와 INH 내성을 동시에 진단하는 것으

로 2일 만에 내성 여부를 알 수 있기 때문에 신속하고 한 처방을 하는데

매우 유용하게 쓰인다(Vijdea등.2008).

본 연구는 요즘 다제내성결핵균이 증가하여 사회 ,국가 으로 민감한 상황

에 직면하고 있음을 인식하여 조기에 내성균 감염자를 찾아내어 신속하고

한 치료할 수 있게 하여 더 이상의 내성균의 를 막고 환자에게도 빠른 완

치로 행복하고 건강한 삶을 할 수 있도록 도움을 주기 해서 실시하게 되

었다. 재까지 도말검사 결과 양성인 검체 에 배양검사에서 잡균에 의한 오

염으로 독이 불가능한 경우에는 다시 재채담 의뢰를 하여 검사를 할 수 밖에

없는 문제 이 있었다.그만큼 시간 ,경제 으로 환자에게 피해가 가는 것을

방지하고 환자의 빠른 완치를 해서 오염된 균주에서 오염원을 제거하여 신속

감수성검사를 실시하게 되었고,처음 의뢰되어서 배양 에 오염되었던 검체를

신속감수성검사를 실시하여,그 결과를 얻기까지의 시간과 오염된 검체의 상

자에게 재 채담을 요구하여 객담을 수하는 날까지의 소요되는 일수를 서로

비교하여 본 실험의 목 을 증명하려 하 다.그래서 가장 먼 상 기간 동

안 의뢰 되었던 모든 검체를 상으로 도말검사를 실시하 으며 매일 검사의

결과를 음성,+,++,+++등으로 기록하 다.그 결과 총 18,241건(100%) 에서

음성 18,083건(99.1%),양성 158건(0.9%)등의 결과를 얻었다.그리고 2% Ogawa

배지에 0.1㎖씩 종하고 매주 배양결과를 독하여 음성,+,++,+++,++++등

으로 기록하 다.그 결과 Table6과 같이 총 18,241건(100%) 음성 17,507건(95.7%),

양성 396건(2.1%),NTM 187건(1.0%),오염 173건(0.9%)등의 결과를 얻었다.그리
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고 배양 에 오염된 검체를 분리 하여 도말검사 결과를 확인 후 양성인 경우에는

다 합효소연쇄반응을 실시하여 인형결핵균 여부를 확인한 결과 인형결핵

균 11건,비결핵항산균 의심 2건,등으로 확인되었다.PCR에서 인형결핵균으로

확인 된 검체는 rpoB,katG,inhA의 야생형과 돌연변이형에 특이한 probe가

합된 strip에 역교잡시켜 RMP과 INH내성여부를 검사한 결과 Table8과 같이 RMP

에는 0건이 내성이고,10건이 감수성 이 다.INH에서는 3건이 내성이고 7건이

감수성으로 보 으며,검사 불능 1건의 결과를 얻었다.그리고 처음 의뢰 된 검

사의 도말검사의 결과와 재의뢰 시 도말검사 결과를 비교한 결과 총 오염된 13

건 도말검사 결과 양성 7건,음성이 5건,미 의뢰 1건의 결과를 얻게 되었

다. 그리고 신속감수성검사의 결과보고까지의 소요된 일수와 배양 오염되어

재 채담하여 수 시까지의 소요 일수를 비교한 결과 13.1일이라는 기간이 소

요됨을 알 수 있었다.

본 연구를 통해 도말검사 결과 양성 환자는 염성이 있으므로 빠른 시간에

한 치료를 해서 염성을 없애고,완치될 수 있도록 최 한 신속한 검사가

이 져야 한다.처음 도말검사 시에 미경검사 결과 2positive이상의 결과와

PCR 검사에서 결핵균으로 정되면 객담으로도 신속감수성검사가 가능 하나

도말검사 음성이거나 2positive이하인 경우나 PCR음성 경우에는 불가능하므

로 배양실에서 균을 더 배양하여 증식시킨 후에 신속감수성검사를 실시해야 한

다.그리고 배양 에 오염이 되면 재까지는 그 검체는 배양검사 결과 오염

으로 독불가가 되어 멸균 처리 후 폐기 시키고 다시 의뢰를 요구하여 처음부

터 검사를 다시 해야 하는 번거로움과 시간 ,경제 인 것은 물론 환자 치료

에도 한 처방이 내려 지지 않음으로 인해 문제가 발생하 다.

이러한 문제 을 해결하기 해 본 연구를 실시한 결과 배양 검체가 오염

이 되더라도 오염원을 제거 하고,신속감수성검사를 실시 할 수 있음을 증명하

다.이런 결과를 기 로 한다면 결핵환자에 치료에 있어 문제 이 되는 검체

오염으로 인한 검사불능,진단 시간의 지연,부 한 처방 등의 문제 을 해결

할 수 있어 결핵환자 치료에 큰 도움이 될 것이라고 사료된다.
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Ⅴ. 요

인류가 생겨나고 가장 많은 고통을 결핵은 재까지도 우리 주 에 머물며 우

리의 생명을 노리고 있다.다행히 많은 학자들이 결핵균에 한 지속 인 연구

를 통해 다양한 항결핵제가 개발되어 결핵치료에 유용하게 사용 되어지고 있으

나 항결핵제의 부 한 처방과 결핵에 한 환자들의 이해 부족으로 지속 인

약 복용을 하지 않아 다제내성결핵균이 증가하고 있는 심각한 상황에 하게

되었다.이에 본 연구는 결핵균의 진단방법 에 하나인 객담검사를 이용하여

2008년 1월부터 12월까지 결핵 회 주 남지부에 의뢰 된 18,241건(100%)의

검체를 상으로 도말검사를 실시한 결과 양성 158건(0.9%),음성 18,083건(99.1%)

의 결과를 얻었고 배양검사에서는 양성 396건(2.1%),음성 17,507건(95.9%),비

결핵항산균 187건(1.0%),오염 173건(0.9%)등의 결과를 얻었다.오염된 검체

도말검사 양성인 검체 13건(100%)을 따로 분리하여 오염을 제거한 뒤 PCR 검

사를 실시한 결과 양성 11건(84.6%),음성 2건(15.3%)의 결과를 얻었다.PCR

결과 양성인 검체는 RMP와 INH에 한 내성검사를 실시하 다.그 결과 총

11건(100%)의 검사건수 RMP의 감수성은 10건(100%),내성은 0건(0%),

INH에서는 감수성이 7건(63.6%),내성이 3건(27.2%),검사 불능 1건(9.0%)등

의 결과를 얻었다. 한 결핵균 배양용 배지에서 오염으로 인한 검체에서도

RMP와 INH에 한 내성검사가 가능함을 증명하 다.그리고 오염된 검체는

해당 의뢰자들에게 재 채담을 요구하여 재의뢰 된 객담을 도말검사 배양검사를

실시하 고 재 수 시까지의 소요 일수를 기록하고 처음 오염 검체에서 RMP

와 INH에 한 내성검사 결과 보고 일수와 비교 하 을 때 13.1일이라는 소요

일수가 차이가 남을 알 수 있었다.이는 오염된 검체에서 RMP와 INH에 한

내성검사를 실시하여 신속하고 정확하게 결핵으로 고통 받는 환자들에게

한 항결핵제의 처방과 치료를 할 수 있어 완치율을 높이는데 도움을 것으로

사료된다.

본 논문에서는 신속한 결핵환자의 치료와 결핵균검사 시의 문제 을 해결하

기 한 방안을 연구하여 제시하며,결핵균검사에 련한 연구가 앞으로도 계속

되어져야 할 것으로 사료된다.
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