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Recently, the isolation rate of nontuberculous mycobacteria (NTM) in clinical laboratories and the 
incidence of NTM infections are on the increase in Korea, but there have been only a few studies that 
reveal the general aspect of NTM isolation or species distribution. Therefore, this study was 
performed to examine the species identification by PCR-restriction fragment length polymorphism 
analysis (PRA, PCR-RFLP), and the clinical significance of mycobacterial cultures. PRA was used 
during the novel region of the rpoB gene and was developed for rapid and precise identification of 
mycobacteria to the species level. From January 2012 to April 2012, we examined pre-identified 
nontuberculous mycobacteria (60 species in 3 hospital of Busan-Kyeongnam area). We confirmed 
4 (6.6%) Mycobacterium tuberculosis (MTB) and 56 (93.4%) NTM from 60 pre-identified NTM 
species by multiplex PCR (MolecuTech MTB-IDR V3, YD Diagnostics, Korea) and PRA (Myco-ID, YD 
Diagnostics, Korea). The distribution of 56 NTM species were M. intracellulare type I 15 (26.7%), M. 
avium 14 (25%), M. abscessus 11 (19.5%), M. kansasii type I 3 (5.4%), M. pulveris 2 (3.6%), M. 
intracellulare type, M. chelonae, M. kansasii type V, M. gallinarum, M. wolinskyi. Respectively, 1 
(1.8%) and 6 (10.7%) species were not identified.
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서  론

비결핵항산균은 비정형(atypical), MOTT (Mycobacteriosis 

other than tuberculosis) 등으로 불려져 왔으나 1990년 미국호흡

기학회에서 Non-tuberculous mycobacteriosis (NTM)으로 명칭

을 정리한 이후 비결핵항산균증으로 불리게 되었다(김 등, 2005). 

비결핵항산균(nontuberculous mycobacteria, NTM)은 토양이

나 물과 같은 자연환경에 흔히 존재하며 건강인에서도 분리되는 비

병원성균으로 알려져 왔다(Portaels, 1995). 그러나 후천성 면역결

핍증과 같은 면역기능 저하 환자에게서 기회감염균으로 확인되면

서 주목을 받기 시작하였고 면역기능이 정상인 환자에게 감염이 확

인되었다(Prince 등, 1989). 전국적인 조사에 의하면 국내의 결핵

(Mycobacterium tuberculosis, MTB) 유병률은 감소하고 있는 반

면에 비결핵항산균증은 1990년대 이후 증가하고 있다(Scientific 

Committee in Korea Academy of Tuberculosis and Respiratory 

Diseases, 1995). 최근에 과거에 비해 비결핵항산균이 임상 검체에

서 분리되는 경우가 많아지고 있으며, 비결핵항산균과 관련된 질환

의 빈도도 증가하면서, 비결핵항산균 관련 질환에 대한 진단 및 치
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료 방법에 대한 관심이 한층 높아졌다(American Thoracic 

Society, 1997; British Thoracic Society, 2000). 일본의 경우 전체 

마이코박테리아에 의한 질환 중 비결핵항산균에 의한 경우가 

29.2%에 달한다는 보고가 있었고(Sakatani, 2005), 최근 국내 연구

에서도 전체 항산균 중 약 30% 정도에서 비결핵항산균이 분리되고 

있으며, 이 중 상당수가 실제 질환과 관련이 있음이 보고되고 있다

(Koh 등, 2003; Lee 등, 2005). 비결핵항산균은 임상양상이 결핵과 

감별하기 힘들고, 기존 항결핵약제에 높은 내성을 보이며, 치료반

응이 좋지 않아 장기간 약제병용요법으로 치료하여야 한다. 또한 동

정된 균과 감염부위에 따라서 치료약제 선택과 치료방법이 달라지

므로(Koh 등, 2003) 도말표본 양성 환자의 배양검사에서 비결핵항

산균과 결핵균을 초기에 구별하고 균 종 수준까지 동정하는 것은 매

우 중요한 의미가 있다 하겠다. 현재 미국의 경우 객담 항산균 도말

검사에서 양성인 경우, 증폭검사를 시행하여 잠정 진단하고 최종 진

단은 반드시 배양결과를 가지고 확인하도록 권장하고 있다

(Centers for Disease Control and Prevention, 2000). 그러나, 국

내의 경우 상대적으로 결핵의 유병률과 발생률이 높고 비결핵항산

균 폐질환의 빈도가 낮다고 간주되어, 객담 항산균 도말검사에서 양

성일 경우 대부분 결핵으로 간주하여 왔으며, 배양 후에도 결핵균과 

비결핵항산균을 구별하고 있는 검사실은 많지 않은 실정이다(Kim 

등, 1999). 최근 국내에서도 비결핵항산균 질환이 증가하는 추세로

(Scientific Committee in Korea Academy of Tuberculosis and 

Respiratory Diseases, 1995) 비결핵항산균 균주와 비결핵항산균 

질환에 대한 체계적인 연구와 검사실 차원의 정확한 비결핵항산균 

동정이 요구되고 있다(박 등, 2006). 전통적으로 비결핵항산균은 

균 집락의 색, 모양, 성장속도 등으로 구분하였고 니아신(niacin) 생

성, 질산염(nitrate) 환원, Tween-80 가수분해와 같은 생화학적 방

법을 이용하여 동정하였다. 이러한 생화학적인 동정방법은 정확한 

균 종 동정이 힘들고 시간이 많이 걸리며 숙달된 인력이 필요하다. 

최근에는 고성능액체크로마토그래피(high performance liquid 

chromatography, HPLC)를 이용하여 결핵균 세포벽의 특이성분

인 미콜산(mycolic acid)을 분석하는 방법(Jeong 등, 2004), 핵산

탐색자법(김 등, 2005), 중합효소연쇄반응-제한절편길이다형성

분석(PCR-restriction fragment length polymorphism analysis, 

PRA, PCR-RFLP) (Lee, 2000; Kim 등, 2005) 등이 비결핵항산균

을 동정하는 데 사용하고 있다. 

본 연구는 2012년 1월부터 4월까지 부산 및 경남 3개 종합병원

에서 비결핵항산균으로 동정된 환자 검체 60개를 수집하여 

multiplex-PCR을 실시해 비결핵항산균을 확인하고, 모든 

mycobacteria가 가지고 있는 rpoB 유전자를 증폭하고 제한효소

로 처리하여 유전자의 절편길이 다형성을 분석하는 중합효소연쇄

반응-제한효소절편길이다형성분석(PRA, PCR-RFLP)을 실시하

여 비결핵항산균을 동정하고 균 종별 분포를 조사하였다. 

재료 및 방법

1. 검체

2012년 1월부터 4월까지 부산, 경남 지역 3개 종합병원에서 비

결핵항산균으로 동정보고 된 60개 균을 수집하였다. 이중 40개는 

액체배지에 자란 균, 20개는 고체배지에 집락을 형성한 균으로 수

집되었다. 이중 40개의 균은 환자의 성별구분이 가능하였고(남성 

18개, 여성 22개) 20개의 균은 환자 성별구분에 대한 정보를 수집

하지 못하였다. 

2. DNA 분리

검체에서 DNA를 분리하는 방법은 고체배지에 배양된 균은 멸

균 백금이로 1∼2개의 집락을 떼어낸 후 PRA Myco-ID (YD 

Diagnostics, Gyeonggi-do, Korea)에 내장된 DNA 추출용액 50 

μL에 잘 풀고 1분간 진탕 후 Heating block (THERMOLYNE Type 

17,600 Dry-Bath DB17615, BARNSTEAD/THERMOLYNE, 

USA)에서 100oC로 10분간 가열한 후 13,000 rpm에서 3분간 원심

분리하여 상층액을 취하였다. 액체배양된 균은 진탕하여 고르게 부

유시킨 후 액체배지 1 mL를 채취하여 13,000 rpm에서 10분간 원

심분리하여 상층액을 완전히 제거하고 멸균된 증류수 1 mL에 부유

시켜 13,000 rpm에서 5분간 원심분리 후 상층액을 완전히 제거하

는 방법으로 2회 반복 실시한 후 침전된 균을 고체배지에서의 추출

방법과 동일하게 실시하였다. 

3. Multiplex PCR 

결핵균과 비결핵항산균을 구별하도록 고안된 MolecuTech 

MTB-IDR V3 (YD Diagnostics, Gyeonggi-do, Korea) 키트로 

multiplex PCR을 시행하여 결핵균에만 특이하게 존재하는 RD 

(Region of Difference) 유전자 부위(Behr 등, 1999)와 모든 

mycobacteria에 공통으로 존재하는 rpoB 유전자 부위를 동시에 

증폭하여 결핵균에 특이성인 204 bp의 RD 유전자 밴드와 결핵균과 

비결핵항산균에 공통으로 존재하는 360 bp의 rpoB 유전자 밴드를 

확인하였다. PCR 혼합액은 2× PCR premix 10 μL, primer 

mixture 4 μL, 검체 DNA 3 μL, 증류수 3 μL를 혼합해 total volume 

20 μL로 만들었다. PCR 기기(GeneAMP PCR System 2700, 

Applied Biosystems, USA)를 사용하여 94oC/5분 predenaturation 

후 RD 유전자 증폭을 위해서 94oC/30초 denaturation, 70oC/30초 

annealing, 70oC/30초 elongation 순서로 10 회, rpoB 유전자 증
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Table 1. Screening numbers of NTM and MTB by multiplex PCR 
in the 60 strains of pre-identified NTM

Identified strain Numbers (%)

NTM 56 (93.4)
MTB  4 (6.6)
Total 60 (100)

Fig. 1. Agrose gel electrophoresis of multiplex PCR in pre-identified
strains of NTM. M: DNA size marker (50 bp ladder); lane1-6, 8, 
10-13, 15-16: NTM; lane 7, 9, 14: suggested MTB.

Fig. 3. Results of PRA for isolates strains. Amplified DNA was di-
gested with MspI restriction enzyme and run on a 4% Metaphore 
agarose gel (M: maker, lane1: MTB standard, lane2: M. kansasii
type I, lane3-5: M. abscessus, lane6: MTB, lane7-11: M. intra-
cellulare type I).

Fig. 2. Aplication of rpoB-based PRA for species identification of 
mycobacterial isolates. The 360bp PCR products using primers pri-
mer1 and primer2.

폭을 위해 94oC/30초 denaturation, 68oC/30초 annealing, 

72oC/30초 elongation 순서로 30회 진행 후 최종 elongation으로 

72oC/7분 조건으로 수행하였다. 결과 확인을 위한 전기영동은 2% 

TBE agarose gel에 6 V/cm로 30분간 전기영동시킨 후, gel을 EtBr

로 10분간 염색 후 수돗물로 10분간 탈색하여 UV transilluminator 

(WGD-30S, DAIHAN Saentific, Korea)를 이용하여 관찰하였다.

4. rpoB 유전자 증폭과 제한효소 처리 

비결핵항산균의 종 감별을 위한 중합효소연쇄반응 제한절편길

이다형성분석(PCR-restriction fragment length polymorphism 

analysis, PRA)은 PRA Myco-ID (YD Diagnostics, Korea) 키트를 

사용하여 실시하였다. PCR 혼합액은 2× PCR premix 25 μL, 

primer1 1 μL, primer2 1 μL, 검체 DNA 5 μL, 멸균 증류수 18 μL

로 total volume 50 μL로 PCR 혼합액을 만들었다. PCR 기기

(GeneAMP PCR System 2700, Applied Biosystems, USA)를 사

용하여 94oC/5분 predenaturation, 94oC/20초 denaturation, 

58oC/40초 annealing, 72oC/60초 elongation 순서로 35회, 

72oC/7분 최종 elongation 조건으로 PCR을 시행하였다. 결과 확

인을 위한 전기영동은 2% TBE agarose gel에 6 V/cm로 30분간 전

기영동시킨 후, gel을 EtBr로 10분간 염색 후 수돗물로 10분간 탈

색하여 UV transilluminator (WGD-30S, DAIHAN Saentific, 

Korea)를 이용하여 관찰하였다.

제한효소 처리는 rpoB 유전자 증폭액 15 μL, Msp I (10 U/ μL) 

0.5 μL, 10× Msp I buffer 2 μL, 멸균 증류수 2.5 μL를 혼합해 total 

volume 20 μL로 제한효소 반응액을 만들어서 약하게 진탕하여 

quick-spin 후 37oC 항온수조에서 하룻밤 동안 반응을 시키고 제

한효소 반응액 10 μL를 키트에 제공되어 있는 4% metaphor TBE 

agarose gel에 100 V에서 40∼60분 간 전기영동(Mupid-ex, 

Advance, Japan) 탱크를 얼음에 방치한 상태로 전기영동시킨 후, 

EtBr로 10분간 염색 후 수돗물로 10분간 탈색하여 UV 

transilluminator (WGD-30S, DAIHAN Saentific, Korea)를 이용

하여 관찰하였다. 

결  과

1. Multiplex PCR

부산, 경남 지역 3개 종합병원에서 비결핵항산균으로 동정된 균 

60개를 multiplex PCR을 실시하여 확인한 결과 56개(93.4%)는 

비결핵성항산균으로 확인되었으나 4개의 균(6.6%)은 결핵균으로 

의심되어(Fig. 1, Table 1) 중합효소연쇄반응 제한절편길이다형성

분석(PRA)을 위한 rpoB 유전자증폭을 시행하였다. 

2. 중합효소연쇄반응 제한절편길이다형성분석(PRA, PCR-RFLP)

비결핵성항산균으로 확인 된 56개의 균과 결핵균으로 의심되는 

4개 균 모두 rpoB 유전자 증폭을 위한 PCR을 시행하여 360bp 밴

드를 확인하였다(Fig. 2).

rpoB 유전자 증폭액을 제한효소 Msp I (10 U/μL)을 사용하여 

37oC 항온수조에서 하룻밤 동안 반응시키고 전기영동한 결과(Fig. 

3)와 PRA Myco-ID 키트의 비결핵항산균 동정을 위한 algorithm 

(Fig. 4)을 이용하여 분석한 결과는 Table 2와 같다.
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Fig. 4. Identificaion algorithm for NTM by PRA (PCR-RFLP). 
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Table 2. Numbers of identified NTM species

Species No (%)

M. intracellulare type I 15 (26.7)
M. avium 14 (25.0)
M. abscessus 11 (19.5)
M. kansasii type I  3 (5.4)
M. pulveris  2 (3.6)
M. intracelulare type  1 (1.8)
M. chelonae  1 (1.8)
M. kansasii type V  1 (1.8)
M. gallinarum  1 (1.8)
M. wolinskyi  1 (1.8)
Non-identification  6 (10.7)
Total 56 (100)

고  찰

국내의 비결핵항산균의 분리율은 과거에 비해 증가하고 있는 추

세이며 균종 별 분리율은 M. avium과 M. intracelluare가 속하는 

M. avium complx (MAC)가 42.1∼65.2%로 가장 높고 다른 균종

은 보고마다 다소 차이가 있는 것으로 나타나고 있지만 M. 

abscessus, M. fortuitum complex, M. kansasii, M. gordonae 등

의 순으로 보고되고 있다(Scientific Committee in Korea 

Academy of Tuberculosis and Respiratory Diseases, 1995; 

Jeong, 2004). 

본 연구에서는 비결핵항산균을 동정하는 데 고가의 장비를 필요

로 하지 않고 신속하게 동정할 수 있는 장점을 갖고 있는 PRA를 이

용하여 부산, 경남지역 3개 종합병원에서 NTM으로 동정보고된 

60개 균주를 수집하여 동정을 수행하였다. 그 중 4개의 균주가 

multiplex PCR과 PRA를 이용한 확인 실험에서 MTB로 동정되었

다. 이것은 아마도 복합감염 환자의 검체에서 MTB 집락 혹은 균주

가 선택되어 발현되었으리라 추측되며 실제로 결핵환자에서 10% 

정도에서 MTB와 NTM의 복합감염환자라는 보고도 있다(박, 

2009). 하지만 이런 경우 정확한 진단을 위해 초기 진단에서 좀 더 

신중을 기하는 것이 아주 중요할 것으로 사료된다. 56개 균주의 

PRA에 의한 동정에서는 다른 보고와 유사하게 M. intracelluare 

type I이 15개(26.7%), M. avium이 14개(25%)로, M. avium 

complx (MAC)가 51.7%로 가장 분리 동정 빈도가 높았고 M. 

abscessus 역시 11개(19.5%)로 높은 분리 동정률을 보였다. 비결

핵항산균 폐질환의 원인균 분포는 지역에 따라 차이를 보이는데 서

구와 일본에서는 MAC에 이어 M. kansasii가 두 번째로 흔한 비결

핵항산균 폐질환의 원인균임에 비해, 지금까지의 국내 보고와 유사

하게 본 연구에서도 MAC에 이어 M. abscessus가 두 번째로 흔한 

NTM으로 나타났다. 미 동정된 6개의 균주는 Hae III 효소처리를 

통하여 최종 동정이 가능한 균주이나 예측되는 균종이 비결핵성항

상균에 의한 폐질환 원인균으로서 가능성이 아주 적은 것이라(박, 

2009) 본 실험에서는 시행하지 않았다. 
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