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Pyrosequencing 분석법을 이용한 Rifampicin과 Isoniazid 

결핵약제내성의 빠른 검사법

건국 학교병원 병리과
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Pyrosequencing Based Detection of Rifampicin or Isoniazid Resistant in 
Mycobacterium tuberculosis
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Rifampicin (RIF) and isoniazid (INH) are the most important drug for the treatment of Mycobacterium 
tuberculosis. Mutations correlated to rifampicin and isoniazid-resistance have been detected in rpoB gene and 
katG gene, respectively. Of the rifampicin-resistant isolates, 90% showed mutations in rpoB gene at codon 
507 to 533. Isoniazid-resistant isolates analysed had a mutation in katG at codon 315. The aim of this study 
is to develop a pyrosequencing-based approach for rapid detection of ripampin or isoniazid resistant M. 
tuberculosis based on characterization of all possible mutation in the target region. For this study, the DNA 
selected from 35 cases of MTB PCR positive clinical sample such as bronchial washing, sputum, and pleural 
fluid. RIF or INH resistant was analyzed by pyrosequencing data of rpoB and katG gene. 28 (80%) and 7 
(20%) of 35 MTB PCR positive DNAs were occured rifampicin-sensitivity and resistant, respectively. For 
INH, 30 (85.7%) and 5 (14.5%) cases were detected isoniazid-sensitivity and resistant, respectively. When 
pyrosequencing analysis was compared with ABI sequencing analysis, both analysis were presented same 
result, but pyrosequencing analysis was more rapid than ABI sequencing analysis. In conclusion, we found 
that pyrosequencing technology offers high accuracy, specificity, short turn around time and a high 
throughput in detection of rifampicin or isoniazid resistance in M. tuberculosis. 
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　I. 서      론

결핵 치료의 기본은 항 결핵제를 사용하는 화학요법이
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다. 결핵 치료에는 rifampicin(RIF), isoniazid(INH) 같은 

약제와 다른 약제를 병행하여 사용하고 있다(Cohn 등, 
2004). 하지만 최근 일부 결핵균종은 이들 약제에 내성을 

보여 문제가 되고 있다. 이를 다제내성 결핵균(MDR-TB, 
multi-drug resistant M. tuberculosis)이라 한다(Zhang 등, 
1992; Ramaswamy와 Musser, 1998; 대한결핵 및 호흡기

학회, 2005).
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rpoB gene katG gene
Codon Mutation Codon Mutation

516 GAC(WT*) → GTC

315 AGC(WT) → ACC AAC

517 CAG(WT) → CAC

526 CAC(WT) → AAC, CGC, GAC,  TAC, 
TCC, CTC

531 TCG(WT) → TTG
532 GCG(WT) → GTG

 *WT, wild-type.

Table 1. The information of changed nucleotide in rpoB gene and katG gene

RIF은 DNA dependent RNA polymerase β-subunit 
(rpoB)에 결합하여 전사 초가과정을 억제함으로써 항 결

핵능을 보이는 약제이고(Ramaswamy와 Musser, 1998), 
INH은 catalase-peroxidase(katG)에 의해 활성화되어 여러 

작용기를 만들어 세포 내의 거의 모든 대사경로를 차단

하여 결핵균을 사멸하는 약제이다(Zhang 등, 1992). 
RIF의 내성기전은 rpoB 유전자의 돌연변이로 DNA 

dependent RNA polymerase가 변형되어 RIF이 결합할 수 

없게 되는 까닭으로 설명되고 있으며 INH는 명확한 내성

기전은 아직 밝혀지지 않았지만 katG, inhA, kasA, ndh, 
ahpC 등과 같은 유전자 돌연변이와 INH 내성이 관련있

다고 알려져 있다(김, 2008). RIF 약제내성은 rpoB 유전

자의 amino acid 507~533 region에서 90% 이상의 돌연변

이가 일어나며 특히, codon 526과 codon 531에서 70%이

상의 돌연변이가 일어난다고 밝혀져 있다. 그리고 INH 
약제 내성은 katG 유전자 돌연변이가 INH 내성 M. 
tuberculosis의 50~80%에서 관찰되며 amino acid 315에서 

대부분 Ser315Thr 돌연변이가 나타나고 있다(Riska 등, 
2000). rpoB 유전자와 katG 유전자의 대표적인 돌연변이 

양상을 Table 1에 나타내었다(Arnold 등, 2005).
결핵균 내성 검사에는 상품화된 액체배지 배양법, 고체

배지 이용법, DNA sequencing, heteroduplex analysis, 
PCR-SSCP(single-stranded conformation polymorphism), 
line probe assay 그리고 mismatch analysis와 같은 다양한 

방법들이 있다. 하지만 이런 방법들은 검사 비용이 많이 

들 뿐만 아니라 복잡한 검사 단계와 많은 검사시간이 소

요되며, DNA sequencing 외에는 단순히 정해진 돌연변이 

위치와 정해진 돌연변이 형태만을 확인할 수  밖에 없는 

단점이 있다고 보고되었다(Zhao 등, 2005). 
최근 결핵관리 지침서(2005)에는 약제 내성 환자들이 

늘어 결핵 약제 치료시 초기에 약제 내성 검사를 실시하

여 효과적인 결핵 약제를 사용함으로써 조기에 치료하는 

것이 좋다고 밝혔고, Krüüner 등(2002)은 빠른 결핵약제 

내성여부를 확인할 수 있는 분자생물학적인 검사방법을 

개발이 필요하다고 보고하였다.
본 연구를 위한 pyrosequencing 법은 20~70 bps정도의 

짧은 서열을 빠른 방법으로 정확하게 서열을 분석 할 수 

있다는 장점을 이용하여, RIF과 INH 결핵 약제의 내성에 

관련되는 돌연변이 여부를 빠르게 검출할 수 있는 검사 

방법에 대하여 연구하였다. 또한, ABI sequencing 방법과 

비교 분석하여 민감도와 정확도를 확인하였다.  

II. 재료  방법

1. 상 

건국대학교병원 호흡기 알레르기 내과에서 의뢰한 임

상검체에서 결핵균 중합효소연쇄반응(MTB-PCR)에서 양

성을 보인 35 명 환자의 DNA를 이용하여 실시하였다. 

2. Primer design

Rifampicin과 isoniazid 결핵약제 내성 검사를 위한 유

전자 증폭과 pyrosequencing 분석에 필요한 pyrose-
quencing primer는 M. tuberculosis가 가지고 있는 rpoB 
유전자와 katG 유전자의 염기서열을 찾아, pyrosequencer
가 제공하는 primer design program을 이용하여 제작하였
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A. RpoB gene

B. KatG gene

Fig. 1. Target sequence regions of rpoB gene (A) and katG gene (B) for ripampicin and isoniazid-resistant in Mycobacterium 
tuberculosis. Primer sequences for pyrosequencing analysis are shown in shadow or bold arrow. The major codon positions 
are presented in boxes.

다. rpoB 유전자는 180 bps로 증폭이 되고, katG 유전자

는 130 bps로 증폭되어 지도록 제작 되었다(Fig. 1).

3. DNA 추출

Bronchial washing, 흉수, 파라핀 조직 등의 환자 검체

를 전처리 한 후 10% resin이 들어 있는 DNA 추출 완충

액(50 mM Tris-HCl, pH 8.5, 1 mM EDTA, 0.5% Tween 
20)에 200 μg/mL Proteinase K를 56℃에서 30 분 정도 처

리한 다음 100℃ 에서 10 분 동안 처리한다. 그리고 13000 
rpm에서 10~15 분 동안 원심분리한 후, resin이 따라오지 

않도록 상층액을 뽑아낸 다음 유전자 증폭반응에 이용하

였다.

4. 합효소 연쇄반응

유전자 증폭을 위한 PCR 반응액은 각 0.4 pmol primer
에 1x PCR buffer, 1.5 mM MgCl2,, 0.2 mM dNTP, 그리

고 1.5 U Immolase DNA Taq polymerase(Bioline, 
London, UK)를 포함하여 총 50 μL를 유전자 증폭기에서 

반응시켰다. rpoB gene와 KatG gene의 증폭을 위한 조건

은 95℃에서 10 분 변성시킨 후 95℃에서 30 초, 각각 6
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No. of 
strains tested 

No. (%) of rifampicin No. (%) of isoniazid

Susceptible Resistant Susceptible Resistant

35 28 (80) 7 (20) 30 (85.7) 5 (14.3)

* KUMC, Konkuk University Medical Center 

Table 2. Result of muti-drug resistant by pyrosequencing analysis in KUMC*

rpoB gene katG gene

Codon Mutation Codon Mutation

516 GAC(WT†) → GTC

315 AGC(WT) → ACC, AAC

517 CAG(WT) → CAC

526 CAC(WT) → AAC, TCC, CTC, TAC

531 TCG(WT) → TTG

532 GCG(WT) → GTG

* KUMC, Konkuk University Medical Center,  †WT, wild-type

Table 3. Detected pattern of mutation by pyrosequencing analysis in KUMC*

3℃와 58℃에서 30 초, 72℃에서 30 초 동안 50 cycles을 

반응시키고 72℃에서 5 분 동안 반응시켰다. 유전자 증폭 

반응이 끝나면 증폭된 증폭산물을 2% agarose에서 전기

영동하여 확인하였다.

5. Pyrosequencing 분석

Pyrosequencing 분석은 SQA reagent kit(Biotage AB, 
Uppsala, Sweden)를 이용하여 시행하였고 sequencing 
primer는 Fig. 1에 나타내었다. Pyrosequencing 분석은 

biotinylated 증폭산물 20 μL를 이용하여 96 well PCR 
plate에서 streptavidin-coated sepharose bead와 결합시키

고 증폭 유전자가 결합된 bead를 pyrosequencing용 96 
well plate에 옮긴 후 80℃에서 변성 시킨 다음 실온에서 

증폭된 염기와 sequencing primer가 결합할 수 있도록 10
분 동안 반응하였다. 

분석실행은 기기에 분주한 enzyme, substrate 그리고 

dNTP가 증폭산물과 상보 결합하는 원리로 분석되며, 
pyrosequencer 기기의 작동은 제조사에서 제공한 매뉴얼

을 기본으로 실행하였다. 

III. 결      과

결핵균 PCR에서 양성인 검체에서 추출한 유전자 증폭

산물을 이용하여 pyrosequecer로 실시한 35 명의 결핵약

제내성 검사에서 RIF 약제에 감수성을 나타낸 환자는 28 
명으로 80%를 나타냈고, 내성을 나타낸 환자는 7 명으로 

20%의 약제내성이 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 그
리고 INH 내성 검사에서는 감수성을 나타낸 환자가 30 
명으로 85.7%를 나타냈고, 내성을 나타난 환자는 5 명으

로 14.3%의 약제내성이 나타나는 것을 확인할 수 있었다

(Table 2).
RIF약제 내성 유전자의 돌연변이 양상을 보면 rpoB 유

전자 codon 526은 CAC →AAC, CTC로 돌연변이가 생

겼고 codon 531에서는 TCG→TTG로 나타나며, codon 
532 에서는 GCG →GTG로 돌연변이가 생성되어 RIF 내
성을 형성함을 알 수 있었다. 

INH약제 내성 유전자 돌연변이 양상을 보면 katG gene 
codon 315에서 AGC →ACC 로 대부분이 돌연변이가 일

어났고 한 명의 환자에서 AAC로 돌연변이가 발생하는 

것으로 관찰되었다(Table 3). 
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Fig. 2. Comparison of  pyrosequencing analysis and ABI sequencing analysis. 
1, For rpoB gene mutation between pyrosequencing (A) and ABI sequencing (B). 
2, For katG gene mutation between pyrosequencing (A) and ABI sequencing (B). 

Pyrosequencing 분석방법과 ABI sequencing을 비교한 

결과를 보면, 대부분의 검체에서 동일한 결과를 볼 수 있

었다(Fig. 2). Pyrosequencing 분석, ABI sequencing 분석, 
line probe assay(LiPA)의 검사방법과 소요시간을 비교해 

본 결과 검체당 pyrosequencing 분석은 4시간, ABI 
sequencing 분석은 6시간, 그리고 line probe assay(LiPA)
법은 12시간 이상 소요되는 것으로 조사 되었고, LiPA법

인 경우 결핵균을 배양하여 순수한 결핵균 양이 많을 경

우에 만 정확한 결과를 볼 수 있는 단점을 갖고 있었다.

IV. 고      찰

결핵관리 지침서에 따르면 결핵에 걸린 환자에게 보다 

빠르고 정확한 항생제의 사용은 결핵균이 내성을 가질 

수 있는 확률을 줄일 수 있다고 한다. 더욱이 결핵환자 

치료에 사용되는 항생제에 대한 정확한 선택은 환자의 

치료에 중요한 역할을 한다고 밝혀져 있다(Cohn 등, 
2004; 대한결핵 및 호흡기학회, 2005). 이런 정확한 결핵 

약제 선택은 결핵균이 항생제 내성을 가지고 있는지를 

빠르고 정확하게 확인 하는 것이 중요하다고 할 수 있다

(Jureen 등, 2006; Krüüner 등, 2002).
검사시간의 단축을 위해서 최근 분자생물학적 방법으

로 유전자 증폭을 이용하여 염기의 돌연변이를 분석하는 

검사방법을 선택하고 있고 이런 방법으로는 PCR-SSCP 
방법과 LiPA방법을 많이 사용하고 있다. 하지만 이런 방

법들은 복잡한 검사 단계와 많은 검사 소요시간이 필요

로 하다는 단점과 돌연변이가 생겼어도 변화 양상을 파
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악하기가 쉽지 않으며 특히, 결핵균의 양을 많이 필요로 

하므로 임상검체에서 얻어진 결핵균의 양으로는 정확한 

분석이 어렵다는 단점을 가지고 있었다(Sinclair 등, 2003; 
Ronaghi 등, 1998; Ahmadian 등, 2000; Kruckeberg와 

Thibodeau, 2004).
Pyrosequencing 분석법은 유전자 증폭 후 20 bps 정도

의 sequencing primer로 상보적인 염기에 정확히 결합을 

한 후 60 bps의 짧은 상보적인 염기를 합성하는 방법으로 

분석하므로 민감도와 정확도가 높은 분석방법이다. 그리

고 이 방법은 다량의 검체를 분석하는데 1시간 이내로 분

석이 가능하고 identification program을 이용하여 돌연변

이가 일어나는 위치와 변화된 염기를 한번에 볼 수 있는 

편리하고 빠른 방법이었다. 그리고 pyrosequencing 분석

방법은 ABI sequencing 방법으로 비교분석 했을 때 비슷

한 결과를 얻을 수 있는 것으로 확인할 수 있었고 민감도 

또한 높다고 확인되었다.
결론적으로, 결핵약제내성 검사에서 pyrosequencing 분

석법은 정확도, 분석시간의 효율성이 있고, 환자의 검체

로부터 직접 얻은 DNA를 이용하여 분석이 가능하므로 

배양으로 인한 검사 시간을 줄일 수 있는 장점을 가지고 

있었다. 그리고 pyrosequencing 분석법을 이용한  빠르고 

신속한 검사는 결핵환자에게 투여할 약제의 선택이 용이

해지고 보다 정확하고 신속한 항생제 치료를 적용함으로

써 결핵환자에게는 항생제에 대한 고통을 덜어주고 항생

제 과잉처방을 줄일 수 있는 계기가 될 것으로 기대되고 

있다.
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