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소아에서 multiplex RT-PCR에 의한 인후부 상주균 검출

충남대학교 의학전문대학원 소아과학교실
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= Abstract =

Detection of nasopharyngeal carriages in children by multiplex

reverse transcriptase-polymerase chain reaction

Ji Hye Shin, M.D., Hye Young Han, M.D. and Sun Young Kim, M.D., Ph.D.

Department of Pediatrics, School of Medicine, Chungnam National University, Daejeon, Korea

Purpose : The aim of this study was to determine the prevalence of asymptomatic nasopharyngeal carriages in children 

using a multiplex reverse transcriptase-polymerase chain reaction (mRT-PCR) assay kit.

Methods : We obtained nasopharyngeal swabs from 33 children without any underlying disease from July 25 to July 28, 

2008. The children were free from the signs of respiratory tract infections at the time of sampling. DNA was extracted 

from the swabs and subjected to multiplex RT-PCR using a primer set for the detection of pneumococci (Seeplex®

PneumoBacter ACE Detection Seegene, Seoul, Korea). The amplified PCR products were separated on 2% agarose gels 

and stained with either ethidium bromide or screen tape system (Lab901 Scotland, UK). 

Results : A total of 33 children (male, 15 female, 18) aged between 3.2 and 16.3 (median, 8.2) years were included in 

this study. The mRT-PCR detected colonized bacteria (Streptococcus pneumoniae, Hemophilus influenzae, Chlamydia 

pneumoniae, and Bordetella pertussis) in 30 children (90.9%). Of these, 13 children (39.4%) showed more than 2 bac-

teria: 12 children were positive for 2 bacteria (S. pneumoniae and H. influenzae) and 1 child was positive for 3 bacteria 

(S. pneumoniae, H. influenzae, and C. pneumoniae). 

Conclusion : mRT-PCR was found to be a sensitive tool for the detection of asymptomatic nasopharyngeal carriages. 

Clinical significances of the bacteria detected by mRT-PCR will have to be evaluated in the future. (Korean J Pediatr 2009; 

52:1358-1363)
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1)jtj

서     론

비인두는 여러 가지 잠재적 호흡기 감염균의 상주 장소로서 상

주균에 의한 증상은 대부분 무증상이지만 간혹 주위조직으로 침

범하여 중이염 및 폐렴 등을 유발할 수 있고 드물게는 패혈증이

나 수막염 같은 침습적 감염을 일으킬 수도 있다
1-3)

. 특히 면역

능력이 저하된 환아들에서는 피부와 점막의 방어벽이 약하여상주

균이 병원균이 될 수 있는 가능성이 더 높아지며, 단시간에 심각
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한 폐렴 및 패혈증으로 진행할 수 있어 주의를 요하게 된다
4)

.

호흡기 감염균 검출을 위한 방법으로는 효소면역법(enzyme 

immunoassay)과 면역형광항체법(immunofluorescent antibody 

test), 그리고 비인두 흡인을 통한 균 배양법이 그 동안 많이 사

용되어 왔었다
5, 6)

. 그러나 효소면역법은 민감도가 낮으며, 면역

형광항체법은 민감도가 좋고 감별할 수 있는 종이 더 많기는 하

지만 숙련된 실험자와 장비를 필요로 하는 제한점이 있으며, 균 

배양법은 많은 시간을 필요로 하는 단점이 있다
5, 6)

. 반면 한 번에 

여러 병원균을 동시에 검사할 수 있는 장점이 있는 다중역전사중

합효소연쇄반응법(multiplex reverse transcription-polyme-

rase chain reaction; mRT-PCR)은 민감도와 특이도가 높아 

그 효용성이 점차 인정받고 있는 실정이다
7-9)

.

저자들은 정상 소아들을 대상으로 비인두 분비물을 채취하여 

6가지 호흡기 병원균에 대한 mRT-PCR을시행하고 호흡기 감염

의 증상이 없는 정상 소아에서 인후부 상주균의 분포를 알아보고
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Table 1. Clinical Characteristics of the Children

Variables Cases (n=33)

Age (years), median (range)

Sex (n)

  Male/Female

Symptoms, n (%)

  Cough with rhinorrhea

  Fever

8.0 (3.0-16.0)

15/18

13 (39.4%)

 0 ( 0.0%)

Fig. 1. Distribution of nasopharyngeal carriages.

자 본 연구를 시행하 다. 

대상 및 방법

1. 대 상

충남대학교병원 소아청소년과에 2008년 7월 25일부터 28일

까지 내원한 정상 소아 33명을 대상으로 부모들의 동의 하에 검

사를 진행하 으며 연구에 포함된 소아들은 서로 연관성이 없었

다. 비인두 분비물 채취 당시 발열은 없었고 심각한 호흡기 감염

의 증상도 없었다. 

2. 방 법

1) Deoxyribonucleic acid (DNA) 분리 

멸균 면봉을 사용하여 비점막에서 비인두 분비물을 채취한 후

검체의 1.2 mL를 1.5 mL microcentrifuge tube에 옮겨 13,000 

rpm에서 2-5분 동안 원심 분리한 후 침전물을 포함한 300 µL

를 DNA/Ribo-Nucleic Acid (RNA) Extraction Kit (Intron, 

Seoul, Korea)를 사용하여 RNA를 분리한 후 역전사 방법으로 

complementary DNA (cDNA)를 얻었다.

2) Multiplex RT-PCR

추출한 cDNA를 사용하여 호흡기 병원균을 검사할 수 있는 

multiplex primer set (Seeplex
Ⓡ
 PneumoBacter ACE Detec-

tion, Seegene, Seoul, Korea)로 PCR을 진행하 다. Multiplex 

primer set는 6종의 폐렴균(Streptococcus pneumoniae, Hae-

mophilus influenzae, Mycoplasma pneumoniae, Legionella 

pneumophila, Chlamydia pneumoniae, Bordetella pertussis)

을 동시에 검출할 수 있는 제품이다. PCR 반응액은 3 µL의 cDNA, 

4 µL의 5×PB ACE PM, 3 µL의 8-MOP solution, 10 µL의 2  

Multiplex Master Mix로 총 20 µL가 되도록 하 다. PCR은 94 

℃에서 15분 반응 후, 94℃ 30초, 60℃ 1.5분, and 72℃ 1.5분

의 반응을 40회 반복하 고, 최종적인 연장 반응을 72℃에서 10

분간 실시하 다. 증폭된 반응산물은 재현성을 위해 2% agarose 

gel과 screen tape system (Lab901, Scottland, UK)에 동시

에 전기 동하여 그 결과를 비교하 는데 screen tape system

은 8개의 검체를 동시에 전기 동할 수 있으며 10분 안에 결과

를 컴퓨터 화면에 보여 줄 수 있는 자동화 시스템이다.

결     과

1. 대상 소아들의 특성

남아가 15명(45.5%), 여아가 18명(54.5%)이었으며 연령의 

중앙값은 8.2 (3.2-16.3)세 다. 발열이 있었던 소아는 없었으

며 13명(39.4%)에서는 투약을 필요로 하지 않는 간헐적 기침과 

콧물이 있었으나 다른 소아들은 무증상이었다(Table 1).

2. mRT-PCR 결과

전체 90.9% (30/33)의 양성률을 보 으며, 단일균 양성인 경

우가 51.5% (17/33), 두 종류의 균이 양성이었던 경우는 36.4 

% (12/33), 세 종류의 균이 양성이었던 환아는 3%(1/33) 다. 

30명의 양성 소아들에서 총 4종(S. pneumoniae, H. influenzae, 

C. pneumoniae, B. pertussis)의 균이 검출되었다. 이들 중 H. 

influenzae가 가장 많아서 28명(84.8%)에서 양성으로 나왔으

며, S. pneumoniae가 13명(39.4%), B. pertussis와 C. pneu-

moniae가 각각 1명(3.0%)씩 있었다(Fig. 1). 특이한 소견은 S. 

pneumoniae가 단독으로 검출된 소아는 한 명도 없었으나 H. 

influenzae는 15명(45.5%)에서 단독으로 검출되었다. 12명(36.4 

%)에서 S. pneumoniae와 H. influenzae가 동시에 검출되었는

데 이들 중 한 명은 2% agarose gel에서는 S. pneumoniae가 

확실히 보 지만 screen tape system에서는 약하게 나타났다

(No. 13). 한 명(3.0%)에서는 S. pneumoniae, H. influenzae

와 C. pneumoniae가 동시에 검출되었는데 이 소아의 연령은 

3.2세 으며 검체 체취 당시 호흡기 감염의 증상은 없었다(No. 

32). 한 명(3.0%)에서 B. pertussis가 검출되었는데, 이 소아는 

10.5세 으며 호흡기 감염의 증상은없었고 동생이 급성림프구성

백혈병으로 항암화학요법 중이었다. 이 소아의 동생에서 mRT- 

PCR을 시행한 결과 B. pertussis가 양성이었으며 동생은 검체 

체취 한 달 이내에 밤에 심해지는 기침이 있어 입원했었던 병력

이 있었다(No. 30). 결과의 재현성을 위해 2% agarose gel과 

screen tape system에서 동시에 전기 동을 하여 비교한 결과 

한 명(No. 13)을 제외하고 모두 같은 결과를 보 는데, screen 

tape system에서 검출하지 못한 S. pneumoniae는 2% agarose 

gel에서도 아주 희미하게 보 다(Fig. 2).
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Fig. 2. The results of screen tape system (A) and 2% agarose gel electrophoresis (B) after multiplex 
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (mRT-PCR). mRT-PCR detected bacteria in 30 
children (90.9%). Of them, 13 (39.4%) showed more than 2 bacteria: 12 childrenwere positive for 
2 bacteria (Streptococcus pneumoniae and Hemophilus influenzae) and 1 child was positive for 3 
bacteria (S. pneumoniae, H. influenzae, and Chlamydia pneumoniae). In 1 child (No. 13), S. pneu-
moniae was not detectedon the screen tape system but was detected by the 2% agarose gel electro-
phoresis (arrow).

고     찰

비인두는 여러 가지 잠재적 호흡기 감염균의 상주 장소로서 S. 

pneumoniae 및 H. influenzae 등이 대표적인 예이다
1, 2)

. 인후

부 상주균에 대한 검사는 환자에서 발생한 호흡기 감염의 경과 

및 예후를 예측하고 불필요한 항생제 사용을 피할 수 있도록 도

움을 줄 수 있을 것이며, 나아가 그 지역사회에서 역학조사 및 백

신의 개발로 예방 대책을 수립하도록 기초 자료를 제공한다는데 

그 의의가 있다고 할 수 있겠다. 

S. pneumoniae는 대표적인 인후부 상주균으로 성인의 5-10 

%, 소아에서는 25-50%의 보균율이 알려져 있다10). S. pneu-

moniae의 보균율의 정도는 연령, 인종 등 대상에 따라 많은 차이

가 있으며 단체 생활을 하는 어린 소아에서 가장 높다11). 특히 유

아원에 있는 어린이의경우 S. pneumoniae 보균율이 높을 뿐만 

아니라 페니실린 내성 S. pneumoniae의 보균율도 높다고 알려

져 있다
11)

. 건강한 소아의 S. pneumoniae 인후부 보균율은 검체 

채취 방법, 대상 소아의 연령, 형제 관계와 단체 생활 여부 등과 

관련이 있다. 국내에서는 병원에 내원한 환아를 대상으로 9-10

월에 비인강 검체에서 시행한 연구 결과 보균율이 19.8%로 나타

났으나, 유치원 어린이를 대상으로 4월에 구인강 검체에서 시행

한 연구에서는 보균율이 38%로 대상 어린이와 계절에 따라 보균

율에 차이를 보 다
12, 13)

. 본 연구 결과는 7월에 시행하 으며 

39.4%에서 양성으로 나와 이전의 연구들과 유사한 보균율을 보

이고 있었다.

S. pneumoniae 백신 사용은 그 보균율을 낮출 수 있는 요인

으로 생각해 볼 수 있는데 국내의 경우 S. pneumoniae의 다당질

과 운반체 단백을 결합시킨 7가 다당질 단백결합백신이개발되어 

2003년부터 접종이 이루어 지고 있다
14)

. 이로 인해 페니실린 내

성 S. pneumoniae의 비인두 보균율을 감소시키고, 백신을 접종

한 소아들이 늘면서 접종을 하지 않은 소아에게까지도 보균율을 

감소시키는 효과를 기대해 볼 수 있게 되었다14, 15). 미국의 경우 

실제로 7가 백신 사용 이후 S. pneumoniae의 침습적 감염율이 

1998년 100,000명당 24.3명에서 2001년에는 17.3명으로 감소

하 는데 이는 좋은 예가 될 수 있을 것이다
15)

. 본 연구의 대상 

소아들 중 7가 백신을 접종 받은 환아들은 12명(36.4%) 는데 

이들 중 2명(16.7%) 만이 S. pneumoniae가 양성으로 나와 향

후 연구 결과에서는 그 보균율이 감소하리라 기대해본다.

본 연구 결과 H. influenzae 양성율이 84.8%로 가장 많은 빈

도를 차지하는 인후부 상주균으로 나타났는데 H. influenzae의 

보균율을 조사한 최근의 한 연구결과 전체적으로는 32.4%, b 아

형이 7.2%, 다른 피막화된 또는 피막화되지 않은 형태는 7.6%이

며, 6-7세 사이의 소아에서 36.2%로 가장 보균율이 높다고 보

고한 바 있다16). 본 연구 결과 H. influenzae 양성율이 매우 높게 

나타났는데 이는 아마도 연령과 지역적, 계절적인 차이, 예방접종 

여부를 고려해야겠지만 그 보다 방법적인 면에서 mRT-PCR의 

민감도가 높았을 것이라는 점도 간과할 수 없을 것이다.

H. influenzae 백신은 2개월부터 접종을 시작한 이후 5세 이
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하 소아에서 H. influenzae b로 인한 질병이 현저하게 감소하면

서 그 효과를 입증하게 되어 아에서 백신의 사용이 인증받게 

되었다
17)

. 본 연구의 환아들은 모두백신을 접종한 과거력이 있었

으며 따라서 백신과 연관이 없는 H. influenzae 아형의 집락화를 

고려해야 할 것이다. 그렇다면 병원균으로써 관심 여부에 대해서

는 재고의 여지가 있을 수 있을 것 같다.

C. pneumoniae는 소아나 성인에서 기관지염, 폐렴 등을 일으

키며 비말 감염을 통하여 전파된다
18)

. C. pneumoniae의 보균율

에 대해서는 드물기 때문에 정확히 알려진 바가 없으며 본 연구

에서도 단 한 명(3.0%)에서 만이 양성으로 나타났다. 

B. pertussis의 정확한 조기 진단은 급성기 환자의 치료 면에

서 뿐아니라 환자와의 접촉자를 예방적으로 치료하여 질병의 발

생을 미리방지하기 위해서도 매우 중요하다
19-21)

. 그러나 전형적 

증상은 감염되고 나서 3주 이후에 시작되므로 조기 진단이 어렵

고 모든 증례에서 B. pertussis의 특이적인 증상이 나타나는 것

은 아니므로 진단이 어렵다
20)

. 확진을 위한 검사법 중 배양검사

는 특이도가 높은 반면 적어도 약 3-6일의 시간이 필요하고 질

병 초기에 검체를 채취하기가 어려우며 항생제 치료를 한 경우에

는 배양률이 저하되어 민감도가 낮다는 단점도 있다
22, 23)

. 이에 

반해 PCR 검사법은 비특이적 양상을 보이는 무증상 환아의 조기 

발견을 통한 균의 확산방지, 역학조사, 백신 효율의 평가에 유용

하다
22, 23)

. B. pertussis의 배양검사와 PCR의 결과를 비교한 연

구 결과에 의하면 PCR의 민감도는 97%인 반면 배양검사는 58 

%에 불과했고 특이도는 PCR이 93%, 배양검사는 100%로 보고

된 바 있다
23)

. 본 연구에서 B. pertussis가 검출된 1명의 소아는 

무증상 감염자로 생각되며 민감도가 높은 PCR 방법을 이용하

으므로 검출이 가능하 다고 생각된다. 그러므로 세기관지염, 폐

렴, 기관지염으로 진단된 환아들에서 B. pertussis에 대한 PCR 

검사를 시행해 본다면 적지 않은 수의 이환 환아들이 있을 것으

로 추측된다
20)

.

호흡기 감염균의 감별을 위해서는 효소면역법과 면역형광항체

법 그리고 균 배양법이 그 동안 많이 사용되어 왔었다. 그러나 최

근에는 한 번에 여러 병원균을 동시에 검사할 수 있는 장점이 있

는 mRT-PCR가 민감도와 특이도가 높아 이에 대한 연구들이 

진행되고 있다
7-9)

. 본 연구에서 사용한 multiplex primer set는 

소량의 검체를 이용하여 동시에 6가지 균을 검사할 수 있고, 민

감도와 특이도가 모두 높으며, 결과 해석이 용이하다는 장점이 

있다. 그러나 단점으로는 항생제 내성 검사를 시행할 수 없고, 

10
3
/mL 미만에서 검출되는 균에 대한 해석이 어렵다는 것이다. 

기존의 보고에서 mRT-PCR의 특이도는 배양검사와 면역형광항

체법을 기준으로 96-99%, 단일 RT-PCR을 기준으로 96-100 

%로 특이도는 매우 우수하 으며, 검출 한계값이 10 copies/mL

로 기존의 다른 검사법들의 검출한계 값인 50-250 copies/mL

에 비해 민감도 역시 우수하다고 한다
24, 25)

. mRT-PCR이 민감

도가 높을 수 있는 이유로는 면역형광항체법이나 배양검사가 검

체의 종류, 채취 시간, 검체의 질, 운송조건, 동정에 사용하는 시

약 등에 따라 향을 많이 받는 것에 비해 mRT-PCR은 이러한 

향을 덜 받기 때문으로 생각된다
7-9)

. 

본 연구에서는 비인두 면봉채취법으로 검체를 채취하게 되었

는데 채취 방법에 따른 결과의 차이를 고려해야 한다. Ahluwalia 

등
26)

은 Respiratory syncytial virus (RSV)검출 연구에서 사용

한 비인두 흡인물이 면봉채취법에 의해 채취된 검체에 비해 민감

도가 10% 높은 것으로 보고 하 다. RSV를 대상으로 한 Kim 

등
27)

의 연구에서도 비인두 흡인물이 면봉채취법에 의한 검체에 

비해 RT-PCR 결과가 약 20% 높게 나타났다. 본 연구에서는 

무증상의 소아를 대상으로 하 기 때문에 콧물의 증상이 없어서 

검체의 비인두 흡인물 채취가 어려워 면봉채취법으로 검체를 채

취하게 되었는데 결과를 해석할 때 채취 방법에 따른 차이를 고

려해야 할 것으로 생각된다. 

Screen tape system은 간편하고, 빠르며 정확하게 DNA 전

기 동을 하기 위해 고안된 장치이다. 특히 젤을 제작하는 과정

에서 필수적인 ethidium bromide라는 발암 물질을 취급하지 않

아도 되며, 젤의 농도에 따른 결과의 상이함 등을 최소화 시킴과 

동시에 컴퓨터를 통한파일 관리를 통해 정도 관리에도 유용함을 

제공한다. 이 장치는 8개의 검체를 한 번에 검사하며 10분 만에 

컴퓨터를 통해 결과값을 보여주기 때문에 간편하며, 누구나 검사

가 가능한 쉬운 소프트웨어를 가지고 있고, 작고 가벼운 구조로 

검사실 공간의 효율적 사용이 가능하다. 결과도 2% agarose gel

과 비교 시 별 차이가 없어 향후 편리하게 사용할 수 있을 것으로 

생각된다. 본 연구에서는 2% agarose gel과 screen tape system 

에서 동시에 전기 동을 하여 비교한 결과 한 명(No. 13)을 제

외하고 모두 같은 결과를 보 는데, screen tape system에서 검

출하지 못한 S. pneumoniae는 2% agarose gel에서도 아주 희

미하게 보 으며 아마도 이는 cDNA 양이 부족했었을 것으로 생

각된다(Fig. 2).

mRT-PCR을 이용하여 무증상 소아들에서 비인두 상주균에 

대한 검사를 시행한 본 연구에는 몇 가지 제한점들이 있는데 그 

대표적 예가 검출된 균들의 해석이다. 각각의 아형에 대한 검사

가 포함되어 있지 않으므로 병원균으로 간주해야 할 지에 대해 

재고의 여지가 있으며 항생제 내성 검사를 할 수 없기 때문에 항

생제 선택에 결정적인 도움은 될 수 없다는 점이다. 또한 상기도 

상재균의 분포에 대한 연구이지만, 대상의 연령층 범위가 매우 

넓은 반면에 대상 소아 수가 적어 상재균의 분포에 대한 대표적

인 자료로 보기에는 제한점이 있다. 그리고 마지막으로 가장 나

이가 어린 소아의 연령이 3.2세로 S. pneumoniae와 H. influen-

zae의 보균율은 상대적으로 3세 미만에서 높은데 이 소아들이 

포함되어 있지 않았다는 점도 본 연구의 제한점이 될 수 있을 것

이다. 그러나 mRT-PCR은 비인두 상주균의 동정에 있어서 빠른 

시간 내에 결과를 알 수 있고 민감도가 높은 방법으로 생각되며 

앞으로 비인두 상주균에 대한 mRT-PCR 결과가 소아들의 임상 

양상과 어느 정도 일치할지에 대해서는 더 많은 연구가 필요할 

것으로 생각된다. 
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요     약

목 적 : 호흡기 감염의 증상이 없는 소아들을 대상으로 다중 역

전사중합효소연쇄반응법(multiplex reverse transcription- 

polymerase chain reaction; mRT-PCR)을 이용하여 비인두 

상주균의 이환율을 알아보고자 하 다. 

방 법 : 2008년 7월 25일부터 28일까지 33명의 소아들을 대

상으로 비강 면봉채취법으로 검체를 채취하 으며, 이들은 검체 

채취 당시 심각한 호흡기 감염의 증상이 없었다. 모아진 검체에

서 DNA를 추출한 후 multiplex primer set (Seeplex
®
 Pneu-

moBacter ACE Detection, Seegene, Seoul, Korea)로 PCR을 

진행하 다. 증폭된 반응산물은 2% agarose gel과 전기 동 자

동화 시스템인 screen tape system (Lab901, Scottland, UK)

에 각각 전기 동하여 확인하 다. 

결 과 : 전체 33명의 소아 중 남아는 15명 여아는 18명이었으

며, 나이는 3.2세에서 16.3세로 중앙값은 8.2세 다. mRT-PCR 

결과 30명(90.9%)의 소아들에서 양성을 보 으며(S. pneumo-

niae, H. influenzae, C. pneumoniae, B. pertussis), 이들 중 

13명(39.4%)에서 2가지 이상의 균이 검출되었다. 균의 종류로

는 12명(36.4%)에서는 S. pneumoniae와 H. influenzae, 1명

(3.0%)에서는 S. pneumoniae, H. influenzae와 C. pneumoniae 

이 검출되었다..

결 론 : mRT-PCR은 비인두 상주균의 동정에 있어서 민감도

가 높은 방법으로 생각된다. 하지만 비인두 상주균에 대한 PCR 

결과가 소아들의 임상 양상과 어느 정도 일치할지에 대해서는 더 

많은 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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