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Comparison of Various Detection Methods of Mycobacterium
Species in Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue with
Chronic Granulomatous Inflammation
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Background : To determine the most effective method for detecting mycobacteria in forma-
lin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissue, we compared the results of Ziehl-Neelsen stain
(ZNS) and mycobacterial culture with those of polymerase chain reaction (PCR) and real-time
quantitative PCR (RQ-PCR). Methods : We analyzed 54 cases diagnosed as chronic granu-
lomatous inflammation. In all cases, ZNS and nested PCR using three different primers,
IS6110, Mpb64 and IS6110/Rpob were done. RQ-PCR with the IS6110/Rpob primer was
done in 51 cases. Results : Mycobacteria were identified by ZNS in 15/54 (27.8%) cases.
RQ-PCR had the highest sensitivity (80.0%) compared to PCR with IS6110 (73.3%), Mpb64
(60.0%) and IS6110/Rpob (73.3%). Specificity was higher in all PCR experiments (79.5-
82.1%) than in RQ-PCR (69.4%) experiments. The false negative rate was lowest for RQ-
PCR (20.0%) than for PCR with IS6110 (26.7%), Mpb64 (40.0%) and IS6110/Rpob (26.7%).
The false positive rate was highest for RQ-PCR (30.6%) compared to PCR with IS6110
(20.5%), Mpb64 (17.9%) and IS6110/Rpob (20.5%). Conclusions : RQ-PCR had the high-
est sensitivity, and the lowest false negative rate, but it also had a higher false positive rate
than PCR for detection of mycobacteria in FFPE tissues.
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항산균 감염(mycobacterial infection)은 결핵성(Mycobacteri-

um tuberculosis, MTB)과 비결핵성(non-tuberculous mycobac-

terium, NTM) 감염으로 나뉜다. 결핵은 만성 육아종성 염증을

일으키는 대표적 질환으로 국내 유병률이 높아 최근 대한결핵협

회에서 보고한 2008년 통계에 의하면 국내 결핵 신환자율은

100,000명당 70.3명에 달하고 있다. 또한 최근 들어 다양한 면역

억제제의 사용 및 human immunodeficiency virus (HIV) 감염

등에 의하여 비결핵성 감염도 증가하고 있다.1-3

병리조직에서 만성 육아종성 염증의 소견을 보이는 경우, 항

산균을 포함한 다양한 원인균을 감별하는 것이 필요하므로 흔히

사용되는 파라핀 포매조직에서 항산균을 검출하고 확인하는 것

은 환자의 치료에 있어 매우 중요한 요소라 할 수 있다. 현재 포

르말린고정 파라핀포매 병리조직에서 항산균을 검출하기 위한

방법으로는 Ziehl-Neelsen염색, 중합효소 연쇄반응(polymerase

chain reaction, PCR) 및 실시간 중합효소 연쇄반응(real-time

quantitative PCR, RQ-PCR)이 주로 이용되고 있다. 

Ziehl-Neelsen염색은 병리조직에서 항산균 감염 여부를 확진

하는 방법으로 값이 싸고 간편한 방법이지만, 균을 확인하기 위

해서는 많은 시간과 노력을 들여야 한다.4,5 병리 진단에 주로 사

용되는 파라핀포매 조직에서의 PCR 또는 RQ-PCR의 유용성

에 대해서는 다양한 보고가 있으나, 연구자에 따라 문제점도 제

기되고 있다.5,6 PCR 방법은 항산균 DNA의 특정 부위를 증폭한

후 측정하므로 빠른 시간 안에 항산균을 검출할 수 있다는 장점

이 있고, 일반적으로 민감도 및 특이도가 높다고 알려져 있는데,

이는 각각 83.5-100%, 70-99%로 다양하게 보고되고 있다.5,7-11

또한 RQ-PCR은 실시간으로 항산균 DNA의 증폭을 측정하며,

특정 표지자를 사용하므로 기존 PCR법에 비해 높은 특이도와

민감도를 보인다고 보고되고 있다.12-16
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항산균에 대한 PCR primer로는 IS6110, Mpb64 및 Rpob 부

위가 주로 사용되고 있는데, IS6110과 Mpb64 부위가 결핵균에

만 존재하는 반면, Rpob 부위는 모든 항산균에 존재하므로 이를

통해서 비결핵성 항산균도 확인할 수 있다. 이 중 IS6110 유전자

부위는 MTB complex에 속하는 대부분의 균주(M. tuberculosis,

M. bovis, M. bovis bacillus Calmotte-Guerin, M. africanum,

M. microti)에 존재하며 결핵균을 진단할 수 있는 유용한 표적

유전자로,4,6 2마리의 결핵균(10 fg)만 있으면 양성 띠가 나타날

수 있다고 하였다.17-19 또한 Mpb64 유전자 부위는 MTB com-

plex 중 M. tuberculosis와 M. bovis에서 관찰되며, IS6110보다

높은 감수성을 가진다고 보고되고 있다.20

본 연구는 항산균에 의한 만성 육아종성 염증을 확진하기 위

한 최적의 방법을 알아보기 위하여 만성 육아종성 염증으로 진단

된 파라핀포매 조직에서 Ziehl-Neelsen 염색을 시행하고 결핵균

배양 유무를 확인하였으며, 항산균 검출을 위해 MTB-PCR (IS6

110, Mpb64), MTB/NTM PCR (IS6110/Rpob) 및 MTB/

NTM RQ-PCR (IS6110/Rpob)을 시행하여 결과를 비교 분석

하였다.

재료 및 방법

재료

2005년 3월부터 2008년 3월까지 가톨릭대학교 강남성모병원

에서 병리조직 검사상 만성 육아종성 염증으로 진단된 54예를

선별하였다. 증례의 연령은 10대에서 80대까지 다양하게 분포되

어 있었고, 부위는 두경부(7예), 기관지 점막(4예), 폐(3예), 림

프절(10예), 흉막(4예), 대장(9예), 연부 조직(10예), 기타(7예)

등이었다.

방법

Ziehl-Neelsen 염색에 의한 항산균 확인 및 결핵균 배양 결과 확인

54증례 모두에서 Ziehl-Neelsen 염색을 시행하여 광학 현미

경상 배율(×1,000)로 항산균의 유무를 확인하였다. 또한 모든

환자에게서 검사 기록을 확인하여 결핵균 배양 유무를 확인하였

으며, 총 24증례에서 결핵균 배양이 시행되었다.

파라핀포매 조직에서 DNA 추출 및 농도 측정

크기가 1.0×1.0 cm 이상의 포르말린고정 파라핀포매 조직에

서는 5장 이상, 크기가 작은 경우는 10장 이상을 5-10 mm로 분

절한 뒤 사용하였다. DNA추출은 QIAamp� DNA Mini Kit

(QIAGEN, Hilden, Germany)를 사용하였고, DNA 농도는

Nano drop을 이용하여 측정한 후 사용하였다. 이때 조직에서

추출한 DNA 농도는 증례에 따라 차이가 있었는데, DNA 총량

은약 2-5 mg이었고, PCR에 사용된 최종DNA의 양은 100 ng이

었다.

중합효소 연쇄반응(polymerase chain reaction) 

추출한 조직 DNA의 적절성 여부를 확인하기 위해 GAPDH에

대한 PCR을 병행하여 실시하였다. Glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase (GAPDH) 유전자 primer의 염기서열(5′3′)

은 forward TTGGTCGTATTGGGCGCCT와 reverse TTC-

CATTGATGACAAGCTTC였고, PCR은 95℃에서 3분간 변

성시킨 후, 94℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 30초 주기

로 35회 시행하고 72℃에서 7분 연장하였다. 이때 증폭 산물의

크기는 272 bp였다.

IS6110 primer를 이용한 MTB PCR

IS6110 primer를 이용한 PCR은 Biocore 키트(Seoul, Korea)

를 사용하였으며, 프로토콜에 따라 nested PCR을 시행하였다.

즉 첫 번째 PCR 혼합액 15 mL당 추출한 DNA 100 ng을 혼합

한 후 95℃에서 5분간 변성시키고, 94℃에서 45초, 68℃에서 45

초, 72℃에서 45초 주기로 35회 시행하였으며, 72℃에서 5분간

연장하였다. 또 PCR 결과는 2% agarose gel에서 전기영동을 하

여 그 양성 여부를 확인하였다. 이때 일차 PCR 산물은 256 염

기쌍에서, 이차 PCR 산물은 181 염기쌍에서 증폭이 확인되었다.

Mpb64 primer를 이용한 MTB PCR

Mpb64 primer를 이용한 PCR은 Biocore 키트를 사용하였으며,

프로토콜에 따라 추출한 DNA 100 ng을 넣고 PCR 혼합액을 총

20 mL로 혼합한 후 one tube nested PCR을 시행하였다. 그리

고 95℃에서 5분간 변성시킨 후, 94℃에서 40초, 66℃에서 40초,

72℃에서 40초 주기로 15회 시행하고, 다시 전 cycle을 35회 반

복한 뒤 72℃에서 5분 연장하였다. PCR 결과는 2% agarose gel

에서 전기영동하여 양성 여부를 확인하였다. 이때 MTB PCR

산물은 170 염기쌍에서 증폭이 확인되었다. 또한 PCR 수행 여부

의 적절성을 확인하기 위해 human HLA-DRB clone plasmid

및 HLA-DRB primer를 internal control로 사용하였는데, PCR

산물은 276 염기쌍에서 확인되었다.

IS6110/Rpob primer를 이용한 MTB PCR 

IS6110/Rpob primer를 이용한 PCR은 Biocore 키트를 사용하

였으며, 프로토콜에 따라 nested PCR을 시행하였다. 즉 첫 번째

PCR 혼합액 15 mL당 추출한 DNA 100 ng을 혼합한 후, 95℃

에서 5분간 변성시키고 94℃에서 45초, 68℃에서 45초, 72℃에서

30초 주기로 35회 시행한 다음 72℃에서 5분간 연장하였다. PCR

결과는 2% agarose gel에서 전기영동을 하여 양성 여부를 확인하

였는데, MTB 양성인 경우는 235 염기쌍 및 158 염기쌍 모두에

서 증폭되거나, 158 염기쌍에서 증폭이 확인되었다. 그리고 NTM

에 의한 감염인 경우는 235 염기쌍에서 증폭이 관찰되었다.
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실시간 중합효소 연쇄반응(real-time quantitative polymerase chain

reaction)

AdvanSure TB/NTM real time PCR 키트(LG Life Sci-

ence, Seoul, Korea)를 이용하였으며, 13,000 rpm에서 3분간 원

심분리하여 분리된 상층액 5.0 mL를 PCR에 사용하였다. 그리고

2×PCR mixture가 10 mL씩 분주되어 있는 200 mL PCR 튜
브를 시료의 수만큼 준비한 뒤, IS6110/Rpob primer 5 mL를
각각의 PCR 튜브에 첨가하고 추출한 DNA 100 ng을 첨가하

였다. 그리고 이를 원심분리한 후 vortex하여 섞은 뒤, 50℃에

서 2분, 95℃에서 10분간 변성시키고 95℃에서 10초, 62℃에서

40초 주기로 35회 시행하였다. 

PCR 반응의 결과 분석은 3개의 channel을 이용하여 각각의

channel에서 FAM (MTB), Hex (NTM), Cy5 (internal

control) 등 3개 파장의 signal 형성을 확인하고 그 반응의 유효

성과 양성, 음성을 분석하였다. 이때 Ct 값은 internal control의

경우 26-28 사이를 나타냈으며, 35 미만을 양성으로 하였다. 각

signal 중 NTM Ct 값이 MTB Ct 값보다 클 경우는 MTB만

존재하는 것으로 보고, 작은 경우는 MTB와 NTM의 중복 감염

으로 해석하였다. 

결 과

모든증례에대한 Ziehl-Neelsen염색, PCR 및 RQ-PCR 검사

와 결핵균 배양 결과를 Table 1에 기술하였다. 결핵균 배양이

실시된 24예 중 배양 양성인 경우는 15예였는데, 이 중 Ziehl-

Neelsen 염색에 양성인 경우는 7예로 염색의 민감도는 46.6%였

다. 또 결핵균 배양 검사상 음성인 경우는 9예였는데, 이 중 Ziehl-

Neelsen 염색에 양성인 증례가 3예, 음성인 증례가 6예로 염색

의 특이도는 66.6%였다. 결핵균 배양 결과에 따른 Ziehl-Neelsen

염색, PCR 및 RQ-PCR 검사의 민감도 및 특이도 비교는 Table

2에정리하였다.

본 연구에 사용된 54개의 증례 중 15예(27.8%)가 Ziehl-

Neelsen 염색에서 양성이었고(Fig. 1), 나머지 39예(72.2%)는

음성이었다. 또한 IS6110과 Mpb64 및 IS6110/Rpob primer로

PCR을 실시한 결과(Fig. 2), 전체 54증례 중 19예(35.2%), 16

예(29.6%), 19예(35.2%)에서 각각 양성이었고, 35예(64.8%), 38

예(70.4%), 35예(64.8%)에서 음성을 나타냈다. 그리고 IS6110/

Rpob에 대한 PCR결과가 양성인 19예 중 2예에서 NTM이 확

인되었다(Table 3). 

한편 RQ-PCR은 DNA가 불충분한 3예를 제외하고 51예에서

만 시행되었는데(Fig. 3), 이 중 23예(45.1%)에서 양성이었고 28

예(54.9%)에서 음성이었다(Table 4). IS6110/Rpob에 대한 RQ-

PCR에서 양성인 23예 중 1예에서 NTM이 양성(Ct 값, 28.45)

으로 확인되었는데, 이는 IS6110/Rpob PCR에서는 음성이었다.

Positive + + MTB+ MTB+ Not done
+ + MTB+ MTB+ Not done
+ + MTM+ MTB+ Not done
+ + MTB+ MTB+ Not done
+ + MTM+ - Not done
+ + MTB+ MTB+ +
+ + MTB+ - Not done
+ + MTB+ - -
+ + MTB+ MTB+ +
+ + MTB+ - -
+ + MTB+ MTB+ +
+ + MTB+ - -
+ + MTB+ MTB+ +
+ + MTB+ - -
+ + MTB+ MTB+ +

Negative + + MTB+ MTB+ +
+ - MTB+ MTB+ -
+ - MTB+ MTB+ Not done
- - - MTB+ +
- - - MTB+ +
- - - MTB+ Not done
- - - MTB+ +
- - - - +
- - - MTB+ +
- - - - +
- - - - -
- - - MTB+ +
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - MTB+ Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - - Not done
- - - MTB+ -
- - - - Not done
- - - MTB+ Not done
- - - - Not done
- - MTB+ - Not done
- - - - Not done
- - - - +
- - - Not done Not done
- - - Not done Not done
- - - MTB+ +
- - - MTB+ -
- - - - Not done
- - - - -
- - - - Not done
- - - Not done Not done

Table 1. Results for Ziehl-Neelsen stain, MTB PCR (IS6110 and
Mpb64), MTB/NTM PCR (IS6110/Rpob), MTB/NTM RQ-PCR
(IS6110/Rpob) and culture of mycobacteria

Ziehl-
Neelsen
stain

PCR
Real-time 

PCR

IS6110/Rpob RQ-PCR

Culture of
Mycobac-

teriumIS6110 Mbp64

MTB, Mycobacterium tuberculosis; NTM, non-tuberculous mycobac-
terium; RQ-PCR, real-time quantitative polymerase chain reaction.
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MTB-PCR과 RQ-PCR과의 민감도 및 특이도 비교

Ziehl-Neelsen 염색상 양성인 15증례 중에서 IS6110과 Mpb64

및 IS6110/Rpob의 PCR 결과는 각각 11예(73.3%), 9예(60.0

%), 11예(73.3%)에서 양성을 보였다. 또한 IS6110/Rpob RQ-

PCR은 15증례 중 12예(80.0%)에서 양성을 보였다. 이때 민감

도는 각각 73.3%, 60.0%, 73.3%, 80.0%로 RQ-PCR이 가장

높았다. 한편 Ziehl-Neelsen 염색상 음성인 39증례 중 IS6110과

Mpb64 및 IS6110/Rpob PCR 결과는 각각 31예(79.5%), 32

예(82.1%), 31예(79.5%)에서 음성이었다. 또한 RQ-PCR은 36

증례 중 25예(69.4%)에서 음성이었으며, 특이도는 각각 79.5%,

82.1%, 79.5%, 69.4%로 모든 PCR이 RQ-PCR보다 높았다

(Fig. 4).

Fig. 1. Ziehl-Neelsen stain reveals several red-colored acid-fast
bacilli (arrows) in a paraffin embedded tissue section diagnosed
as a mycobacterial infection with chronic granulomatous inflam-
mation in subcutis from the neck.

Fig. 2. Results for 2% agarose gel electrophoresis for MTB/NTM
PCR and GAPDH PCR. The pictures show discrepancies in two
cases (samples 4 and 7) by the difference of primers, IS6110,
Mpb64 and IS6110/Rpob PCR. 
MTB, Mycobacterium tuberculosis; NTM, non-tuberculous mycobac-
terium; PCR, polymerase chain reaction.
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276 bp 

158 bp (IS6110)
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Rpob

MTB, Mycobacterium tuberculosis; NTM, non-tuberculous mycobacterium; RQ-PCR, real-time quantitative polymerase chain reaction.

Our cases

Case No.

Culture positive

24 15 9

Culture negative

Ziehl-Neelsen stain Positive 10 7 3 46.6 66.6
Negative 14 8 6

IS6110 PCR Positive 13 7 6 46.6 33.3
Negative 11 8 3

Mbp64  PCR Positive 11 6 5 40.0 44.4
Negative 13 9 4

IS6110/RRpob PCR Positive 12 6 6 40.0 33.3
Negative 12 9 3

IS6110/RRpob RQ-PCR Positive 16 12 4 80.0 55.5
Negative 8 3 5

Reported cases (Park et al.21) 152 71 81
Ziehl-Neelsen stain Positive 46 41 5 57.7 93.8

Negative 106 30 76
IS6110  PCR Positive 61 60 1 84.5 98.8

Negative 91 11 80
Reported cases (Selva et al.22) 49 45 4

Ziehl-Neelsen stain Positive 25 25 0 55.6 100
Negative 24 20 4

IS6110  PCR Positive 45 41 4 91.9 100
Negative 4 4 0

Table 2. Comparative analysis of Ziehl-Neelsen stain, MTB/NTM PCR and RQ-PCR according to the results of mycobacterial culture
in conjunction with previously reported cases 

Sensitivity (%) Specificity (%)



또 결핵균 배양 양성인 15예 중에서 IS6110과 Mpb64, IS6110/

Rpob PCR 및 RQ-PCR의 민감도는 각각 46.6% (7예), 40%

(6예), 40% (6예), 80% (12예)였고, 특이도는 33.3% (3예),

44.4% (4예), 33.3% (3예), 55.5% (5예)였다.

MTB-PCR과 RQ-PCR과의 위양성률 및 위음성률 비교

Ziehl-Neelsen 염색에서 양성인 15증례 중 IS6110과 Mpb64

및 IS6110/Rpob PCR 결과는 15증례 중 4예, 6예, 4예에서 음성

을 보였다. 한편 IS6110/Rpob RQ-PCR의 경우는 15증례 중 3

예가 음성이었다. 또한 위음성률은 각각 26.7%, 40.0%, 26.7%,

20.0%로 RQ-PCR에서 가장 낮았다. Ziehl-Neelsen 염색에 음

성인 39증례 중 각각 8예, 7예, 8예가 양성이었으며, RQ-PCR

의 경우는 36증례 중 11예가 양성이었다. 또한 위양성률은 20.5%,

17.9%, 20.5%, 30.6%였다(Fig. 5).

MTB-PCR과 RQ-PCR과의 양성예측도와 음성예측도

IS6110과 Mpb64 및 IS6110/Rpob PCR과 RQ-PCR에서 각

각의 양성 예측도는 57.9%, 56.3%, 57.9%, 52.2%였고, 음성 예

측도는 88.6%, 84.2%, 88.6%, 89.3%였다(Fig. 6). 

고 찰

병리조직에서 만성 육아종성 염증의 소견을 보이는 경우, 항산

균을 포함한 다양한 원인균을 감별하는 것이 필요하므로 이에 파

라핀포매 조직에서 항산균을 검출하기 위한 Ziehl-Neelsen 염색

이 시행되고 있으며 최근에는PCR및 RQ-PCR도시행되고있다. 

본 연구에서는 Ziehl-Neelsen의 염색 결과를 각각의 방법을 비

교 분석하는 기준으로 삼았으나, Ziehl-Neelsen 염색의 민감도나

특이도가 높지 않다고 알려져 있어 결핵균 배양 결과도 참조하

여 비교 분석하였으며, 파라핀포매 조직에서 기존에 보고된 자

료와도 상호 비교하였다(Table 2).

결핵균 배양이 실시된 증례의 파라핀포매 조직에서 IS6110

만성 육아종성 염증의 파라핀포매 조직에서 다양한 항산균 검출법의 비교  263

PCR 
Total 

No. (%)Positive (%) Negative (%)

Total No. 15 (27.8) 39 (72.2) 54 (100)
IS6110 Positive 11 (73.3) 8 (20.5) 19 (35.2)

Negative 4 (26.7) 31 (79.5) 35 (64.8)
Mpb64 Positive 9 (60.0) 7 (17.9) 16 (29.6)

Negative 6 (40.0) 32 (82.1) 38 (70.4)
IS6110/Rpob Positive 11 (73.3) 8 (20.5) 19 (35.2)

Negative 4 (26.7) 31 (79.5) 35 (64.8)

MTB, Mycobacterium tuberculosis; NTM, non-tuberculous mycobac-
terium; PCR, polymerase chain reaction.

Table 3. Comparative analysis of results for Ziehl-Neelsen stain,
MTB PCR (IS6110 and mpb64) and MTB/NTM PCR (IS6110/Rpob)

Ziehl-Neelsen stain

Total 
No. (%)Positive (%) Negative (%)

Total No. 15 (29.4) 36 (70.6) 51 (100)
RQ-PCR Positive 12 (80.0) 8 (30.6) 23 (45.1)

Negative 3 (20.0) 25 (69.4) 28 (54.9)

MTB, Mycobacterium tuberculosis; NTM, non-tuberculous mycobac-
terium; RQ-PCR, real-time quantitative polymerase chain reaction.

Table 4. Comparative analysis of results for Ziehl-Neelsen stain
and MTB/NTM RQ-PCR (IS6110/Rpob)

Ziehl-Neelsen stain
PCR 

Fig. 3. Results for MTB/NTM RQ-PCR. (A) An MTM-positive and
NTM-negative case. The Ct value for the internal control (MTB-IC)
is 26-28; the Ct value for MTB is 32.9. (B) An MTB-negative and
NTM negative case. 
MTB, Mycobacterium tuberculosis; NTM, non-tuberculous mycobac-
terium; RQ-PCR, real-time quantitative polymerase chain reaction.
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primer를사용한PCR 결과21,22에서 PCR의민감도는 84.5- 91.1%,

특이도는 98.8-100%로 보고되었다. 그러나 본 연구에서 결핵균

배양이 시행된 24예의 PCR 민감도는 40.0-46.6%, 특이도는

33.3-44.4%로 매우 낮은 반면, RQ-PCR에서는 80%의 민감도

와 55.5%의 특이도를 보였다. 이러한 결과와 기존 보고와의 차

이를 완전히 설명하기는 어려우나, 이는 파라핀 포매 조직이 갖

는 한계나 조직에 있는 항산균의 개수나 분포 등에 따른 차이라

고 생각된다. 또한 본 연구에서 MTB/NTM PCR에 사용된

primer 및 방법은 기존 보고와 큰 차이가 없었다.

파라핀포매 조직에서 Ziehl-Neelsen 염색으로 항산균을 확인

한 빈도가 기존의 연구 보고13,14에서는 0-35%로 낮았는데, 이는

조직 제작과정 중 사용되는 자일렌과 포르말린이 항산균 염색성

을 감소시킨 결과라고 보여진다.23,24 또한 본 연구에서도 전체

54증례 중 15예(29.4%)에서 항산균이 관찰되어 기존 보고와 유

사한 빈도를 보였다. 

최근에 파라핀포매 조직에서 항산균 검출에 PCR 또는 RQ-

PCR이 유용하다고 알려졌으나 반면 문제점도 제기되고 있다.5,6

또한 항산균 검출에 흔히 사용되는 PCR primer인 IS6110, Mpb

64 및 Rpob 부위에 따른 결과도 연구자에 따라 차이가 보고되고

있다.5,7-11 실제 본 연구를 시행하게 된 계기도 본 연구자들이 항

산균 진단에 사용하던 primer를 Mpb64에서 IS6110으로 바꾸면

서 primer에 따른 결과의 차이가 발견되었기 때문인데, 이는 임

상에서 환자를 치료하는 데 매우 중요한 결과이므로 항산균 검출

에 사용되는 PCR 및 RQ-PCR을 포함하는 다양한 방법의 검증

이 필요하게 되었다. 

PCR의 경우 기존의 연구들이 민감도를 83.5-100%로 보고한

반면, 본 연구의 민감도는 IS6110과 Mpb64 및 IS6110/Rpob
primer에서 각각 73.3%, 60.0%, 73.3%로 나타나 기존의 보고

에 비해 낮게 관찰되었다. 반면 특이도는 70-99%로 보고한 다

른 연구와 비교할 때 각각 79.5, 82.1%, 79.5%로 비슷한 결과

를 보였다.5,7-11 한편 Ziehl-Neelsen 염색이 일반적으로 민감도가

높지 않은 방법이라고 알려져 있어 본 연구에서는 결핵균 배양

검사 결과도 추가 분석하였는데, 결핵균 배양 검사가 양성인 15

예에 IS6110과 Mpb64 및 IS6110/Rpob primer를 사용한 PCR

결과는 각각 7예(46.6%), 6예(40%), 6예(40%)에서 양성으로

나타나 오히려 Ziehl-Neelsen 염색을 기준으로 하였을 때보다 더

욱 낮은 민감도를 보였다. 

한편 RQ-PCR은 Taqman chemistry의 형광량 측정법을 이

용하므로 항산균 검출 시 기존 PCR법에 비해 뛰어난 감도를 보

인다고 보고되고 있는데,16 Beqaj 등6은 파라핀 포매 조직에서

Ziehl-Neelsen 염색과 RQ-PCR을 시행하여 민감도 및 특이도를

비교해 본 결과, Ziehl-Neelsen 염색에 양성을 보인 검체의 RQ-

PCR 민감도는 92%, 특이도는 100%라고 보고하였다. 실제로

본 연구에서도 RQ-PCR의 민감도는 80.0%로 다른 PCR 방법에

비해서는 높은 민감도를 보였으나, 기존 보고에 비하면 낮게 관

찰되었다. 또한 특이도는 69.4%로 다른 PCR 방법보다 낮았고,

100%로 보고한 기존 보고에 비해서도 매우 낮았다. 하지만 결핵

균 배양 검사상 양성인 15예를 분석하였을 때 RQ-PCR에서 양

성인 경우가 12예(80%)로 나타나 다른 PCR 방법에 비하여 높

은 민감도를 보여 RQ-PCR 방법이 파라핀포매 조직에서 항산균

검출에 가장 민감한 것을 확인할 수 있었다. 이에 Fukunaga 등5

은 RQ-PCR이 민감도와 특이도가 높다 하더라도 Ziehl-Neelsen

염색과 달리 검체 내 모든 항산균 DNA를 발견해내므로 살아

있는 항산균뿐만 아니라 대식구에 탐식된 균이나 죽어서 기질

내에 침착 되어 있는 균까지 모두 측정하게 되어 항산균 감염에

의한 질병의 활성도를 반영하지는 못함을 지적하였다.

본 실험에서 Ziehl-Neelsen 염색에 음성이었으나, IS6110과

Mpb64 및 IS6110/Rpob PCR 및 RQ-PCR 결과가 양성인 위

양성률은 각각 20.5%, 17.9%, 20.5%, 30.6%였다. 특히 RQ-PCR

에서 양성이었던 3증례 중 2예는 기존 PCR 방법들에서는 모두

음성이었다. 이들 2증례의 Ct 값은 한계 값인 35에 매우 근접한

34.9 및 33.41이어서 실제로도 위양성일 가능성이 의심되었다.

이에 대해 Kim 등25은 RQ-PCR의 경우 증폭 후 증폭 산물을

조작하는 과정이 없어서 위양성의 가능성이 원칙적으로 매우 낮
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Fig. 6. Positive predictive value (PPV) and negative predictive
value (NPV) of polymerase chain reaction (PCR) and real-time
quantitative PCR (RQ-PCR). Three different PCRs show the high-
er PPVs than RQ-PCR. NPV is similar in all PCRs and RQ-PCRs. 
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Fig. 5. False-positive and false-negative rate of polymerase chain
reaction (PCR) and real-time quantitative PCR (RQ-PCR). Mpb64
PCR shows the lowest false-positive rate and RQ-PCR shows the
lowest false-negative rate.
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으나, 다만 환자 검체의 Ct 값이 기준치 즉 한계 값에 가까이

있는 경우 위양성의 가능을 고려하여 결과를 신중히 해석하여야

한다고 하였다. 또한 나머지 1예는 RQ-PCR에서 Ct 값이 31.46

으로 확실한 양성이었고 모든 PCR방법에서도 양성이었으며, 이

환자의 흉부 사진상 우측 폐에서 공동이 관찰되었고 항결핵제

복용 후 병변이 완치되었으므로 위양성이 아닌 결핵으로 판정할

수 있었다. 이는 아마도 조직에서 항산균의 숫자가 너무 적어

Ziehl-Neelsen 염색에서 관찰되지 않았을 것으로 판단되었다.

또한 본 연구에서 PCR 및 RQ-PCR의 위음성률은 26.7%,

40.0%, 26.7%, 20.0%로 높았는데, 그 중 RQ-PCR에서 가장

낮게 관찰되었다. Cho 등4도 Ziehl-Neelsen 염색에서 항산균이

관찰되었으나, PCR의 경우는 추출한 결핵균 DNA의 양이 충분

하지 않거나 DNA가 온전하지 않음에 기인한다고 하였다. 본

연구에서도 이들 증례에서는 대부분 항산균이 매우 드물게 적은

숫자로 관찰되었으므로 실험에 항산균이 포함되지 않았거나, 또

한 파라핀 포매 조직이므로 조직 제작 단계에서 항산균 DNA의

손상으로 PCR이 음성일 가능성이 의심되었다. 특히 multiplex

PCR인 경우는 검체의 DNA양이 좀더 많이 요구되므로 미량의

DNA인 경우 결과가 음성으로 나올 가능성이 알려져 있다. 

결론적으로 파라핀 포매 조직에서 항산균 감염 여부를 확인하

는 방법으로 RQ-PCR 방법이 다른 PCR 방법보다 민감도가 높

고, 위음성률이 낮으며, 음성 예측률이 높고 결핵성 및 비결핵성

항산균을 모두 검출할 수 있다는 점에서 PCR보다 더 유용하다

고 판단되었다. 그러나 RQ-PCR 방법이 특이도에서 오히려 다

른 PCR 방법보다 낮다는 점과 위양성률이 높다는 점은 파라핀

포매 조직에서 항산균 진단 시 유의해야 될 점으로 생각된다.
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