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신선조직 검체에서 결핵균 검출을 위한 자동화 중합효소연쇄반응 검사의 유용성
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Background: Although there have been several studies regarding the clinical value of an automated TB-PCR study 

using sputum, bronchial washing, and other body fluid samples for the detection of pulmonary tuberculosis, there are 

only a few reports on the use of fresh tissue samples.

Materials and methods: The acid-fast bacilli stain(AFB), tuberculosis culture, automated TB-PCR study, and 

histopathology examination were performed in 42 fresh tissue samples.

Results: Among the 42 cases, 18 cases were diagnosed with tuberculosis based on the clinical findings. Sixteen of the 

18 cases were TB-PCR positive and of these 16 cases, only 2 cases were positive in the AFB stain or culture study. 

However, all 18 cases showed the histopathology findings of chronic granulomatous inflammation that was compatible 

with tuberculosis. Based on the clinical findings, the sensitivity, specificity, positive predictability, and negative 

predictability of the automated TB-PCR study were 88.9%, 100%, 100%, and 92.3% respectively.

Conclusion: An automated TB-PCR assay is an important diagnostic tool for diagnosing tuberculosis in fresh tissue 

samples.   (Tuberc Respir Dis 2006; 61: 54-59)
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서 론

결핵은 Mycobacterium tuberculosis(M. tubercu-

losis) 에 의해 발생하는 만성 감염성 질환으로 폐결

핵이 가장 많으나 최근 human immunodeficiency 

virus(HIV) 감염의 확대, 면역억제제의 사용 등으로 

폐 외 결핵도 증가하고 있다1-2. 세계보건기구에 의하

면 결핵은 현재 감염성 질환 중 사망률 1위를 차지하

는 질환으로 국내에서도 신규 결핵환자가 매년 3만 

명 이상 발생되고 있다3-4.

결핵진단의 보편적인 방법은 흉부 X선 검사, 항산

균 도말검사 그리고 배양검사 등이 있으나 M. 

tuberculosis의 염기배열이 밝혀지고 일부분의 

deoxyribonucleic acid(DNA)만을 선택적으로 대량 

증폭시킬 수 있는 중합효소연쇄반응검사(polymerase 

chain reaction test for M. tuberculosis, TB-PCR) 

방법이 개발되면서 높은 민감도 및 특이도와 함께 검

사기간을 단축시킬 수 있는 검사방법으로 TB-PCR

을 많이 이용하고 있다5-10.

최근 자동분석기를 이용한 TB-PCR 검사가 도입

되면서 결과의 객관성과 정확성을 높이게 되었으며 

객담, 기관지 세척액 같은 다양한 검체에서 자동분석

기를 이용한 TB-PCR 검사의 유용성에 대한 연구가 

있었다7-13. 그러나 조직 검체에서 연구는 그리 많지 

않으며 그 결과도 저자마다 차이를 보이고 있다14-22. 

이에 저자들은 신선 생검 조직에서 자동화 기기인 

COBAS AMPLICOR MTB PCR assay(Roche 

Molecular Systems)를 이용한 TB-PCR 검사의 유용

성을 알아보고자 하였다. 
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대상 및 방법

1. 대상

2004년 10월부터 2005년 12월까지 가톨릭대학교 

대전성모병원 병리과와 진단검사의학과에 결핵의진 

하에 조직검사와 신선조직을 이용한 항산균 도말검

사, 배양검사, TB-PCR 검사가 공히 의뢰된 환자 42

예를 대상으로 하였으며 본 연구에 대한 임상시험위

원회의 승인과 동의를 얻었다.

2. 방법

가. 항산균 도말검사, 배양검사

검체는 직접 슬라이드에 도말하여 Ziel-Neelsen 염

색을 실시하였다. 배양용은 항산균 도말검사 후 나머

지 검체를 3% Ogawa 배지에 접종하여 37℃에서 최

대 8주간 관찰하였다.

나. 결핵균 TB-PCR검사

1) 생검 조직 검체 처리

생검 조직은 멸균된 튜브에 받았고 크기는 5×5×5

㎜ 정도 이내로 하였으며 생검 후 검사 시까지 4℃냉

장 보관하여 3일을 넘지 않도록 하였다. TB-PCR검

사의 전 처리를 위해 1.5㎖ 튜브에 검체와 4% NaOH 

1㎖를 넣어 진탕 후 30분간 방치 후 멸균된 일회용 주

사바늘을 이용하여 육안으로 완전히 균질화 될 때까

지 진탕과 방치를 30분간 실시하였다. 균질화가 잘 되

지 않거나 점액성분이 남아 있는 경우 15㎖ 튜브에 

옮겨 4% NaOH를 3-5㎖ 첨가 하여 다시 진탕과 방치

를 반복 하였다. 육안으로 조직의 형태가 더 이상 보

이지 않으면 증류수를 동량 넣어 진탕하고 3000 

RPM에서 15분간 원침 후 침사를 TB-PCR에 이용하

였다.

2) TB-PCR 검사

제조회사의 방법에 의해 washing buffer 500㎕를 

1.5㎖ 튜브에 미리 분주하고 침사 100㎕를 옮겼다. 진

탕한 후 13000 RPM에서 10분간 원침 후 상층액을 제

거하고 침사에 lysis 용액 100㎕를 을 넣고, 진탕 후 

heating block에서 60℃, 45분간 반응하였다. 

neutralization 용액 100㎕ 넣고 진탕 후 3000 RPM에

서 5초간 원침 후 상층액 50㎕ 와 master mix 50㎕를 

반응튜브에 넣고 AMPLICOR (Roche Molecular 

System, Inc., Branchburg, NJ, USA)기기에서 검사

하여, OD 값 0.35 이상을 양성으로 하였다.

다. 조직학적 소견

생검 조직은 10% 중성포르말린에 고정 후 파라핀

에 포매한 후 연속 절편하여 H&E 염색 및 Ziehl- 

Neelsen염색을 하였다. 조직학적 소견에서 육아종, 

다핵 거대세포, 괴사병변의 유무를 관찰하였다. 두 장

의 Ziehl-Neelsen염색 슬라이드를 만들어 두 명의 병

리의사가 각 각 400배에서 관찰하였다.

라. 임상 진단

임상적 결핵진단은 세균학적 또는 조직학적 소견

과 방사선학적으로 결핵에 합당한 증상이나 소견으

로 진단을 받고 결핵제 치료를 받은 경우로 정의 하

였다.

마. 결과 분석

TB-PCR 검사의 유용성 평가를 위해 배양검사와 

항산균 도말검사와 비교 분석 하였으며, 임상 진단 기

준으로 민감도, 특이도, 양성 예측도 및 음성 예측도

를 계산하였다.

결 과

1. 신선조직 검체의 종류

신선조직으로 의뢰한 검체 42예 중 림프절이 38예

(90.4%)로 가장 많았고, 폐 조직 2예, 충수 조직 2예였

다. 총 42예 중 TB-PCR 양성은 16예(38.1%)였으며 

그 중 13예(81.3%)가 림프절 이었다. (Table 1).
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TB-PCR(+) TB-PCR(-) Total

AFB(+) Culture(+) 1(6.3%) 0 1(2.4%)

AFB(+) Culture(-) 0 0 0

AFB(-) Culture(+) 1(6.3%) 0 1(2.4%)

AFB(-) Culture(-) 14(87.5%) 26(100%) 40(95.2%)

 Total 16(100%) 26(100%) 42(100%)

Table 2. The results of the TB-PCR test in fresh 
tissues 

Sensitivity Specificity

Positive 

predictive 

value

Negative 

predictive 

value

88.9%(16/18) 100%(24/24) 100%(16/16) 92.3%(24/26)

Table 3. The results of TB-PCR test according to 
final diagnosis 

Tuberculosis(n=18)
No tuberculosis 

(n=26)

Fresh tissue 

AFB (+) 
1(5.6%) 0

Culture (+)  2(11.1%) 0

TB-PCR (+) 16(88.9%) 0

Granuloma (+) 18(100%) 0

Table 4. The results of the AFB smear, culture, 
TB-PCR test histopathology in fresh tissues 

Specimens TB-PCR(+) TB-PCR(-) Total 

Lymph node 13(81.3%) 25(96.2%) 38(90.4%)

Lung 2(12.5%) 0 2(4.8%)

Appendix 1(6.3%) 1(3.8%) 2(4.8%)

Total 16(100%) 26(100%) 42(100%)

Table 1. Type and number of fresh tissues 
according to TB-PCR positivity

2. 임상소견과 TB-PCR 결과 비교

총 42예 중 임상소견에 의해 결핵환자로 진단 및 

치료를 받은 환자는 18예였으며 비결핵환자는 24예

였다. 결핵환자 18예 중에서 항산균 도말검사 양성이 

1예(5.6%), 배양검사 양성은 2예(11.1%), TB-PCR 양

성이 16예(88.9%)였다. 비결핵환자 24예는 모두 

TB-PCR 음성이었다. TB-PCR 검사와 항산균 도말

검사, 배양검사와의 상관관계를 알아볼 때, 항산균 도

말검사와 배양검사 하나라도 양성이면서 TB-PCR 

양성인 경우가 2예(12.5%), 항산균 도말검사와 배양

검사 모두 음성이면서 TB-PCR 양성인 경우가 14예

(87.5%)였다. TB-PCR 음성인 26예는 항산균 도말검

사와 배양검사 모두 음성이었다(Table 2). 임상소견

을 기준으로 TB-PCR의 민감도, 특이도, 양성 예측도

와 음성 예측도는 각각 88.9% (16/18), 100%(16/16), 

100%(16/16)와 92.3%(24/26)이었다(Table 3).

3. 조직학적 소견과 TB-PCR 비교

임상소견에 의해 결핵환자로 진단 및 치료를 받은 

환자 18예 모두에서 육아종성 병변이 관찰되었으며 

이 중 16예는 TB-PCR 양성이었다. TB-PCR 음성이

면서 육아종성 병변을 보인 2예 중 1예는 흉부 방사

선 소견 상 폐결핵을 시사하였다. TB-PCR 음성인 

환자 24예에서는 괴사나 육아종성 병변이 관찰되지 

않았다(Table 4).

고 찰

중합효소반응을 이용한 분자 생물학적 연구가 발

전하면서 결핵의 진단 분야에서도 그의 정확성과 신

속성에 큰 변화가 있었다. 폐결핵의 진단을 위해 객담

과 기관지 세척액 검체에서 TB-PCR 검사를 시작한 

후 폐 외 결핵의 진단을 위해 흉수액이나 소변과 같

은 체액 검체, 신선조직 검체, 세침흡인 검체 등에서

도 TB-PCR 검사가 활발하게 진행 중이다7-18. 결핵

의 대부분을 차지하는 폐결핵인 경우 흉부 방사선 소

견, 객담 검사, 기관지 세척액 검사 등 다양한 검체와 
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다양한 검사가 진단을 위해 이용 가능한데 비해 폐 

이외의 결핵인 경우 병변을 보이는 일부 장기나 조직

에 병변이 국한되어 있으므로 가능하면 한정된 검체

에서 할 수 있는 모든 검사를 시행하여 진단에 필요

한 정보를 얻는 것이 중요하다.

폐 외 결핵의 진단은 주로 생검을 통한 조직 검사

에 의해 이루어지는데 H&E 염색 상 건락성 괴사를 

동반한 만성 육아종성 병변이 중요한 소견이다. 현재

까지 국내에서 건락성 괴사를 동반한 만성 육아종성 

염증 시 결핵의 가능성이 가장 크다고 알려져 있지만 

만성 육아종성 병변이 지속적인 항원 자극에 대한 면

역학적 반응이란 점을 고려할 때 진균성 감염, 이물질

에 대한 반응, 매독 등과 같은 여러 다른 요인들의 가

능성도 배제할 수 없으며 매우 작은 조직 검체를 진

단 시 아급성 림프절염이나 허혈성 괴사를 동반한 림

프절의 변화와의 감별이 쉽지 않을 수 있다. 또한 현

미경적 소견 상 육아종성 염증 소견과 균 자체의 확

진을 위한 항산균 도말검사, 결핵균 배양 검사와의 상

관관계는 그리 높지 않아 조직검체의 결핵진단을 보

완해 줄 수 있는 또 다른 검사방법으로 민감도가 높

은 TB-PCR에 대한 관심이 높았다. 

조직검체를 이용한 TB-PCR 검사방법은 크게 파

라핀 포매 조직을 사용한 in-house PCR법, 파라핀 

포매 조직을 사용하고 PCR-자동분석기를 이용한 방

법, 신선 조직 검체를 사용한 in-house PCR법, 신선 

조직 검체를 사용한 PCR-자동 분석법이 있다. 국내

에서 조직을 이용한 TB-PCR 검사 방법은 파라핀 포

매 조직을 이용한 in-house PCR법 이 기술되어 있으

나
21,22
 신선 검체를 이용한 TB-PCR 자동분석기에 의

한 결과는 아직 보고된 바가 없다.

조직 검체를 이용한 TB-PCR 시행 시 파라핀 포매 

조직을 신선 생검 조직과 비교할 때, PCR 전처리 과

정이 길고, 검체가 4-5㎛ 절편이므로 조직 량이 적으

며, 파라핀 포매까지의 과정에서 여러 화학물질에 노

출되어 조직 내의 DNA의 손상이 많다. 그리고 

in-house PCR법은 각 병원마다 검사자의 숙련도, 사

용되는 primer의 농도, 각 검사기관별 다른 검사방법

에 따라 진단의 민감도에서 차이가 있다
23-25
. 이에 저

자들은 진단 검사의학과에서 B형 간염, C형 간염, 객

담과 기관지 세척액의 결핵 진단을 위해 사용되어왔

던 TB-PCR 자동화 검사 장비를 이용하여 신선 조직 

검체의 TB-PCR 검사를 시행하여 전 처리 이후의 과

정을 동일한 조건으로 하여 정도관리면에서 객관화

시키고 신선 조직을 이용하여 결과의 민감도를 높이

고자 하였다. 

본 연구에서 신선 조직을 이용한 TB-PCR 자동 분

석기에 의한 민감도는 임상소견을 기준으로 하였을 

때 88.9%로 타 저자들
14,16
이 9.1-12%로 보고 한 것에 

비해 매우 높은 민감도를 보였는데 이는 조직을 충분

히 분해하는 전처리 과정 때문으로 생각하였다. 

저자들은 전 처리 과정 시 조직을 충분히 균질화 

시키기 위해 1.5㎖ 튜브에 검체와 4% NaOH 1㎖를 

넣어 진탕 후 30분간 방치 후 멸균된 일회용 주사바

늘을 이용하여 육안으로 완전히 균질화 될 때까지 진

탕과 방치를 30분간 실시하였다. 균질화가 잘 되지 않

거나 점액성분이 있는 남아 있는 경우, 15㎖ 튜브에 

옮겨 4% NaOH를 3-5㎖ 첨가 하여 다시 진탕과 방치

를 반복 하였다.

본 연구에서 현미경적 조직소견과 결핵진단을 위

한 항산균 도말검사, 결핵균 배양 검사, TB-PCR 검

사와의 상관관계를 살펴보면 조직학적 소견 상 건락

성 괴사나 육아종성 반응 존재시 TB-PCR 양성율은 

88.9%로, 타 저자들
17,18
이 기술한 in-house법의 43.8- 

77.8%의 양성율에 비해 높았다. 또한 파라핀 포매 조

직검체에서 건락성 괴사나 육아종성 병변을 보이지

만 통상의 검사인 항산균 도말검사와 배양검사가 음

성이면서 TB-PCR 결과만이 양성인 예가 87.5%인 

점은 조직의 결핵진단 시 TB-PCR 검사의 결과를 반

드시 참조해야한다는 점을 강조하는 결과였다. 이에 

저자들은 임상적으로 결핵이 의심되는 조직 검체 생

검 시 포르말린 고정 전 신선 검체의 TB-PCR의 검

사가 중요할 것으로 생각되었으며 자동화 TB-PCR 

검사가 기존의 in-house법에 의한 TB-PCR 검사보

다 정도관리 면과 진단의 민감도 면에서 낫다고 생각

되었다.
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요 약

연구 배경 : 결핵의 대부분을 차지하는 폐결핵 진

단에 객담, 기관지 세척액, 흉수액을 이용한 TB-PCR 

검사의 유용성에 대해서는 여러 연구가 있었으나 폐 

이외의 결핵 진단을 위한 신선 생검 조직 검체에서의 

TB-PCR법 연구는 아직 미흡하다. 이에 저자들은 자

동분석법인 COBAS AMPLICOR MTB PCR assay 

(Roche Molecular System)를 이용하여 신선 생검 조

직 검체로 TB-PCR법의 유용성을 알아보았다.

방법 및 대상 : 2004년 10월부터 2005년 12월까지 

가톨릭대학교 대전성모병원 병리과와 진단검사의학

과에 결핵의진 하에 조직검사와 신선조직을 이용한 

항산균 도말검사, 배양검사, TB-PCR 검사가 공히 의

뢰된 환자 42예를 대상으로 하였다.

결   과 : 신선 생검 조직 42예를 대상으로 실시한 

결과, 임상소견에서 결핵으로 진단된 경우는 18예 이

었으며, 그 중 림프절 12예와 폐 조직 2예, 충수 조직 

1예, 총 16예(88.9%)에서 PCR 양성을 보였고, 민감도

와 특이도, 양성예측도, 음성 예측도는 88.9%, 100%, 

100%와 92.3%로 나타났다. 조직학적으로 육아종 소

견과 건락성 괴사의 소견 보인 18예(100%)는 모두 결

핵으로 진단되었고 그 중 16예(88.9%)에서 PCR 양성

을 보였다. 

결   론 : 신선 생검 조직 검체를 이용한 TB-PCR 

자동분석기의 결과는 임상소견 및 현미경적 소견과 

비교 분석 시 민감도와 특이도가 높은 유용한 검사라

고 생각되었다. 
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