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소아에서 폐렴구균 집락률 측정을 위해 비인두 흡인
물의 총 RNA를 이용한 실시간 중합효소 연쇄반응법 
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Purpose: Monitoring pneumococcal carriage rates is important. We developed and evaluated the accuracy of a real-time reverse transcrip
tion polymerase chain reaction (RT-PCR) protocol for the detection of Streptococcus pneumoniae.
Methods: In October 2014, 157 nasopharyngeal aspirates were collected from patients aged <18 years admitted to Chung-Ang University 
Hospital. We developed and evaluated a real-time PCR method for detecting S. pneumoniae by comparing culture findings with the results of 
the real-time PCR using genomic DNA (gDNA). Of 157 samples, 20 specimens were analyzed in order to compare the results of cultures, real- 
time PCR, and real-time RT-PCR.
Results: The concordance rate between culture findings and the results of real-time PCR was 0.922 (P<0.01, Fisher exact test). The 133 
culture-negative samples were confirmed to be negative for S. pneumoniae using real-time PCR. Of the remaining 24 culture-positive samples, 
21 were identified as S. pneumonia-positive using real-time PCR. The results of real-time RT-PCR and real-time PCR from 20 specimens were 
consistent with culture findings for all S. pneumoniae-positive samples except one. Culture and real-time RT-PCR required 26.5 and 4.5 hours 
to perform, respectively.
Conclusions: This study established a real-time RT-PCR method for the detection of pneumococcal carriage in the nasopharynx. Real-time 
RT-PCR is an accurate, convenient, and time-saving method; therefore, it may be useful for collecting epidemiologic data regarding pneumo
coccal carriage in children.
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서론

호흡기 감염을 일으키는 여러 세균들은 대부분 증상을 

일으키지 않고 비인두(nasopharynx)에서 상주(coloniza­

tion)할 수 있으며, 간혹 주위 조직을 침범하여 중이염이

나 폐렴을 유발할 수 있고, 드물게는 패혈증 및 수막염과 
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같은 침습성 감염을 일으킬 수 있다. 특히 면역력이 저하

된 소아에서는 피부와 점막의 방어벽이 약해서 상재균이 

병원균으로 작용할 가능성이 더 높아지며, 폐렴 및 패혈증 

등을 유발할 수 있다
1-3)

.

감염성 질환들의 역학 변화를 감시하고 예측하는데 있

어서 주요 세균들에 대한 보균율 연구는 중요한 역할을 

하는데, 폐렴구균의 경우 지역 사회의 주요 보균 혈청형들

이 침습성 및 비침습성 감염에서도 비슷하게 발견된다
4)
. 

또한, 보균율 분석은 해당 세균의 역학을 감시할 수 있는 

기능 외에도 감염 질환의 발병 기전을 유추하는 데에도 중

요한 자료를 제공한다
5)
. 그런데, 현재 보균율 측정에 있어 

표준 방법으로 쓰이는 배양법은 민감도가 낮을 뿐 아니라 

균을 검출하기까지 비교적 많은 시간이 소요되며, 상대적

으로 배양이 어려운 세균들이 과소 평가되는 측면이 있다. 

또한 최근의 항생제 사용 여부에 따라 결과에 큰 영향을 

받으며, 중복된 집락균을 효과적으로 검출해내기 어려운 

단점이 있다
6)
. 이러한 약점들을 극복하기 위해 분자생물

학적 방법론을 이용한 새로운 검사법들이 지속적으로 개

발되고 있다. 그 중에서도 중합효소 연쇄반응법(polyme­

rase chain reaction, PCR)은 민감도가 높고 신속한 진단

이 가능하여 최근 다양한 분야에서 많이 사용되고 있다
7)
. 

이로 인해 세균 관련 역학 연구의 새로운 패러다임이 형

성되고 있으며, 관련 자료들이 지속해서 생성되고 있다.

한편, 수년 전부터 국내 병원들에서는 하부 호흡기 감

염으로 입원하는 소아에서 원인 바이러스를 검출하기 위해 

PCR 검사를 흔히 사용하고 있다. PCR 검사법은 주로 비인두 

흡인물을 검체로 사용하며, 대부분의 호흡기 바이러스들이 

RNA 바이러스이므로 비인두 흡인물로부터 RNA를 추출하

고, 다시 complementary DNA (cDNA)로 역전사(reverse 

transcription, RT)한 후 PCR을 시행하게 된다. 이 과정에

서 추출된 RNA 중 일부만이 RT-PCR의 직접 검체로 사용

되므로, 대부분의 호흡기 질환 입원 환자들에서 비인두 흡

인물의 RNA가 남게 되는데, 여기에는 바이러스 및 인체 

세포는 물론, 집락균의 RNA도 포함된다. 이에 본 연구에

서는 호흡기 바이러스 검사를 위해 추출된 RNA로부터 폐

렴구균을 확인할 수 있는 real-time RT-PCR법을 구축하

고, 보균율 측정의 정확성 및 이점을 확인하고자 하였다. 

방법

1. 대상

본 연구는 Korea Collection for Type Culture (KCTC) 

미생물자원센터로부터 구매한 폐렴구균 표준 균주를 이용

하여 우선적으로 real-time PCR법을 구축한 후, 2014년 9

월 말부터 10월까지 중앙대학교병원에 입원하여 호흡기 

바이러스 RT-PCR 검사를 시행 받은 157명의 18세 이하

의 소아 환자들로부터 채취한 비인두 흡인물과 그로부터 

추출한 RNA 및 genomic DNA (gDNA)를 통해, 각각 고전

적인 배양법과 real-time PCR법을 이용, 폐렴구균의 집락

률을 측정하고 이를 비교 분석하고자 하였다.

본 연구는 중앙대학교병원 연구윤리위원회(Institutional 

Review Board, IRB; C2013089-1049)의 승인을 받았다.

2. 비인두 흡인물 채취

폐렴구균 집락 확인을 위한 비인두 흡인물은 중앙대학

교병원에 호흡기 증상을 주소로 입원하는 환아들에게 통

상적으로 시행되는 검사인 호흡기 바이러스 RT-PCR 검

사를 시행할 때 채취되며, 이들 중 본 연구 참여에 동의한 

환아들에서 채취된 비인두 흡인물만을 대상으로 하였다. 

비인두 흡인물은 5 mL 용량의 주사기와 연결시킨 5 Fr 크

기의 멸균 위장관 영양 카테터(Hankook Medical, Seoul, 

Korea)를 환아의 후방 비인두에 부드럽게 삽입한 후, 멸

균된 생리식염수 3–5 mL를 환아의 비강 내로 주입하고, 

이 세척액을 주사기를 부드럽게 뒤로 당겨 흡입하여 채취

한다. 최종적으로 생리식염수에 섞인 2–3 mL의 검체를 

얻은 후, 실온에서 다른 어떤 배지의 첨가 없이 6시간 이

내에 실험실로 운송하였다.

3. 폐렴구균의 배양 및 분리 동정

검체를 채취한 지 12시간 이내에 1 loop (10 μL)를 혈

액한천배지(blood agar plate [BAP])에 펴 바른 후 37℃ 

배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 이 후 BAP에 배양된 

균주를 용혈 소견 및 옵토친(optochin) 디스크 감수성 검

사를 통해 폐렴구균으로 동정하였다.

4. 비인두 흡인물로부터 genomic DNA 및 complementary 

DNA 수집 

Real-time PCR법을 구축하고 그 정확도를 평가하기 위

하여, 157개의 검체 모두에 대하여 비인두 흡인물 1.2 mL

를 1.5 mL microcentrifuge tube에 옮겨 13,000 rpm에서 

5분 동안 원심 분리한 후, 침전물을 포함한 300 μL 검체로

부터 DNA Extraction Kit (Intron, Seoul, Korea)를 사용

하여 gDNA를 분리한 후 분석을 위해 필요시까지 –80℃

에서 냉동 보관하였다. 또한 RNA를 이용한 real-time RT-

PCR법을 평가하기 위하여, 20명의 환자의 검체에 대하여 
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입원 시 시행한 호흡기 바이러스 RT-PCR 검사 후 남은 

RNA를 진단검사의학과로부터 제공받아 cDNA로 전환 후 

연구에 활용하였다. 이 20개의 검체는 선택 오차를 피하기 

위하여 연구 기간 중 가장 초반인 9월 29일부터 10월 2일

까지에 해당하는 경우로 선정하였다. 보관된 RNA에서 역

전사 반응으로 cDNA를 얻었다. 주형 RNA와 primer, RT 

buffer 4 μL, RNase inhibitor 20 units, reverse transcrip­

tase 200 units를 혼합한 후 dH2O (distilled H2O)로 총 양

이 20 μL가 되도록 혼합하여 가볍게 섞었다. 이 혼합물을 

50℃에서 60분 동안 반응시켰다. 

5. Real-time PCR법의 구축

폐렴구균의 검출을 위한 목표 유전자는 cpsA를 이용하

였으며, primer는 cpsA_F (5’-GCA GTA CAG CAG TTT 

GTT GGA CTG ACC-3’), cpsA_R (5’-GAA TAT TTT 

CAT TAT CAG TCC CAG TC-3’)을 사용하였고, probe

는 TaqMan probe (6FAM-AAT GTT ACG CAA CTG 

ACG AG-MGBNFQ)를 이용하였다. Real-time PCR 장

비는 CFX96 (BioRad, Hercules, CA, USA)을 사용하였

다. 양성 대조로는 폐렴구균의 표준 균주인 ATCC49619

와 KCTC5414를 사용하였고, 음성 대조로는 폐렴구균과 

가장 유사한 세균 중 하나로 알려져 있는 Streptococcus 

pseudopneumoniae의 표준 균주인 KCTC5765를 사용하

였다. PCR 반응액은 3 μL의 DNA에 4 μL의 5×PB ACE PM, 

3 μL의 8-MOP (8-methoxypsoralen) solution, 10 μL의 

2 multiplex master mix로 총 20 μL가 되도록 한 후, 각 

세균들에 대하여 가장 정확한 검출률을 보이는 적정 증

폭 조건을 실험을 통해 결정하였다. 표준 균주를 이용하여 

standard curves를 그리고, cycle threshold (CT) 값을 측

정하여 정량적 분석에 활용하였다.

6. 통계 분석

모든 통계적 분석은 SPSS version 19.0 (IBM Co., 

Armonk, NY, USA)를 사용하여 Fisher exact test를 시행

하였다. 임상 척도 간의 비교는 Cohen κ법을 이용하여 전

체 검체를 대상으로 시행한 고전적인 배양법과 real-time 

PCR 검사법 간의 일치율을 구하였다. 통계학적 유의 수준

은 P 값이 0.05 미만인 경우로 정의하였다.

결과 

1. 인구학적 특성 및 배양률

본 연구에 참여한 소아는 총 157명으로, 남자가 89명, 

여자가 68명이었다. 연령은 1개월부터 14년 10개월까지 

분포하였으며, 중앙값은 22개월이었다. 이 중 고전적 배양

법을 통해 폐렴구균이 검출된 소아는 24명으로, 총 대상

자의 15.3%에 해당하였다. 5세 이하의 소아는 총 110명이

었고, 이들 중 배양에서 폐렴구균이 검출된 소아는 21명

(19.1%)이었으며, 이는 전체 폐렴구균 배양 건수 중 87.5 

%에 해당하였다. 

대상 환자들의 진단은 폐렴이 가장 많았고(n=55, 

35.0%), 다음으로 모세기관지염(n=24, 15.3%), 기관지염

(n=16, 10.2%) 등의 순이었다. 호흡기 바이러스 RT-PCR

을 통해 호흡기 바이러스가 검출된 대상자는 107명(68.2 

%)이었으며, rhinovirus가 가장 많았고(n=39, 24.8%), 

respiratory syncytial virus (n=27, 17.2%), adenovirus 

(n=13, 8.3%) 순이었다.

2. Real-time PCR법의 구축 및 적용

먼저 폐렴구균의 표준 균주인 ATCC49619로부터 추출

한 gDNA를 이용하여 real-time PCR법을 위한 primer 및 

probe의 적정 농도 및 반응 온도를 정하고, gDNA의 농도

에 따른 CT값을 구하여 standard curve를 그렸다(Fig. 1). 

다음으로 폐렴구균의 표준 균주인 ATCC49619와 KCTC 

5412를 양성대조로, S. pseudopneumoniae의 표준 균주

인 KCTC5765와 Escherichia coli 임상 균주를 음성대조

로 사용하여 폐렴구균의 검출을 위한 real-time PCR법의 

cut-off CT값을 35로 결정하였다. 이후 연구 대상 검체의 

gDNA를 이용하여 real-time PCR 검사를 시행하였고, 증

폭 곡선을 얻은 후 CT값을 구하였다(Fig. 2). gDNA를 이

용한 real-time PCR의 결과와 배양법의 결과를 비교하여 

Table 1과 같은 결과를 얻었다. 총 157개 검체 중 배양에

서 음성으로 나온 133개의 검체는 모두 real-time PCR에

서도 음성으로 확인되었다. 그러나 배양에서 양성으로 나

온 24개 검체 중 21개는 real-time PCR에서 양성, 나머지 

3개는 음성이었다. 이 3개 검체의 gDNA 농도는 평균 1.7 

ng/μL로, 양성 검체의 평균 농도 15.9 ng/μL에 비하여 크

게 낮았다. 검사 간 일치율(κ)은 0.922 (P<0.01, Fisher 

exact test)로 매우 높았다(Table 1).

3. 배양, real-time PCR, real-time RT-PCR 검사법 간 비교

20개의 검체에 대하여 RNA를 이용하여 real-time RT-
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PCR을 시행하였고, 그 검사 결과를 배양법과 gDNA를 통

한 real-time PCR법과 비교하였다. Real-time RT-PCR

법의 검출 결과는 배양검사 결과와 정확히 일치하였으나, 

gDNA를 이용한 real-time PCR 결과에서는 1건의 배양 

양성에서 음성 결과를 보였다(Table 2). 이 검체에서 추출

한 gDNA의 농도는 0.6 ng/μL, RNA에서 얻은 cDNA의 농

도는 333.1 ng/μL로, cDNA의 농도가 gDNA의 농도보다 

500배 가량 높았다. Real-time PCR에서 양성 검체들의 평

균 CT값은 gDNA와 cDNA에서 각각 33.5, 25.6이었다. 

4. 배양법과 real-time RT-PCR의 검사 소요 시간

비인두 흡인물 검체 20개 수량을 기준으로, 먼저 배양법

은 검체 20개를 BAP에 펴 바르는데 1시간, 배지를 배양하

는데 24시간, 여기서 배양된 균주의 집락 형태와 용혈 소
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R
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B 

R
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Fig. 2. Amplification curves of real-time reverse transcription polymerase chain reaction 
using (A) complementary DNA and (B) genomic DNA. Abbreviations: RFU, relative fluores
cence units; PnA, Streptococcus pneumoniae (ATCC49619); PPn, Streptococcus pseudo
pneumoniae (KCTC5765); E. coli , Escherichia coli .
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Fig. 1. (A) Amplification curves and (B) standard curve of real-time reverse transcription 
polymerase chain reaction for Streptococcus pneumoniae. Abbreviations: PnA, Strepto
coccus pneumoniae (ATCC49619); RFU, relative fluorescence unit; Cq, quantification cycle. 

Table 1. Number of Detected Pneumococcus and Mean 
Concentration of gDNA (n=157)

Real-time 
PCR

Culture

Growth No growth
κ P-value

No. gDNA (ng/μL) No. gDNA (ng/μL)

Positive 21 15.9 0 NA
0.922 <0.01†

Negative 3 1.7* 133 16.1

*2.4 ng/μL (sample 1), 2.1 (sample 2), and 0.6 (sample 3).
†Fisher exact test.
Abbreviations: gDNA, genomic DNA; PCR, polymerase chain reaction; NA, not 
available.

Table 2. Results of Conventional Culture Method and Real-
Time PCR with gDNA or cDNA for Detecting Streptococcus 
pneumoniae Carriage Isolates (n=20)

Variable
Culture

Growth No growth

Real-time PCR (gDNA)

  Positive 4 0

  Negative 1 15

Real-time RT-PCR (cDNA)

  Positive 5 0

  Negative 0 15

Abbreviations: PCR, polymerase chain reaction; gDNA, genomic DNA; cDNA, 
complementary DNA.
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견을 확인하고 옵토친 디스크 감수성 검사를 시행하는데 

1시간, 마지막으로 폐렴구균을 확인하는데 30분이 소요되

어 총 26.5시간이 소요되었다. Real-time RT-PCR 검사법

은 20개의 비인두 흡인물 검체의 원심 분리 및 RNA를 추

출하는데 2시간 30분, 이 RNA를 cDNA로 역전사 하는데

1시간, 그리고 real-time PCR 장비로 검사를 시행하고 결

과를 확인하기까지 1시간이 소요되어 총 4.5시간이 소요

되었다. 

고찰

본 연구에서는 통상적인 호흡기 입원 환자 진료 시 비

인두 흡인물로부터 추출되는 RNA를 이용하여 폐렴구균을 

확인할 수 있는 real-time RT-PCR법을 구축하고, 이것을 

기존의 배양법과 gDNA를 이용한 real-time PCR과 비교

하여 보균율 측정에 있어서의 정확성 및 편의성을 확인하

고자 하였다. 총 157개 검체의 gDNA를 이용한 real-time 

PCR 검사는 기존의 배양법과 검사 간 일치율이 0.922로 

매우 높았다. 20개의 검체에 대해 시행한 real-time RT-

PCR 검사 결과는 기존 배양법과 결과가 일치했고, 반면

에 배양 및 real-time RT-PCR에서 양성으로 검출된 1건

의 검체가 gDNA를 이용한 real-time PCR 검사에서는 음

성으로 나타났다. 검사 간 불일치의 가장 주된 이유는 추

출된 gDNA의 낮은 농도였다. 비인두 흡인물 검체 20개 

수량을 기준으로, 배양법은 폐렴구균을 확인하기까지 총 

26.5시간, real-time RT-PCR 검사법은 총 4.5시간이 소요

되었다. 

비인두는 빈번한 호흡기 바이러스 감염의 발생 장소이

며, 동시에 여러 종류의 세균이 집락을 형성하는 곳이다. 

폐렴구균은 대표적인 비인두 상재균으로, 일반적으로 소

아는 출생한 지 수년 내 비인두에 폐렴구균을 보유하게 

된다. 특히 6개월부터 5세 사이 연령의 소아들은 90% 이

상에서 폐렴구균을 보유한 적이 있는 것으로 알려져 있다
3)
. 폐렴구균의 보균율은 2세 경에 최고로 올라간 후 점진

적으로 감소하며, 일반적으로 성인은 5%–10%, 소아에서

는 25%–50%의 보균율이 알려져 있다
8,9)

. 본 연구에서도 

5세 이하 소아의 19.1%에서 폐렴구균이 배양되었고, 반면

에 6세 이상의 소아에서는 6.4%에서만 폐렴구균이 배양

되었다. 

최근 국내에서 PCR 검사를 이용하여 세균의 비인두 보

균율을 확인한 연구들을 살펴보면, Shin 등
10)

은 건강한 33

명의 소아를 대상으로 보균율 검사를 시행하였는데, 전

체 90.9% (30/33)의 PCR 양성률을 보였다. 검출된 30명

의 소아들에서 폐렴구균, 인플루엔자균, 클라미디아, 그

리고 백일해균이 검출되었고, 이 중에서 폐렴구균은 13명

(39.4%)에서 검출되었다. Jung 등
11)

이 폐렴 환자와 정상

인을 대상으로 진행한 연구에서는, 폐렴구균이 환자군에

서는 52.0% (52/100), 정상인에서는 53.5% (53/99)에서 

PCR 양성 결과를 얻었다. 두 연구 모두 PCR 검사가 균 배

양검사에 비해 시간이 짧게 소요되고, 배양 검사보다 민감

도가 높으며, 적은 양의 검체로도 검출이 가능한 장점이 

있었다
10-13)

.

기존에 있던 PCR 검사를 통한 폐렴구균 보균율은 연구

에 따라 결과가 다양한데, 이는 연구 대상의 인구학적 특

성이나 진단 기준, 검사 방법, 검체 종류 등에 따라 결과

가 큰 영향을 받기 때문이라 생각된다. 그중 하나로 PCR 

검사에 사용되는 표적 유전자에 따른 특이도의 차이를 생

각해 볼 수 있다. 기존에 ply 유전자를 표지자로 이용한 

Brugger 등
14)

의 연구에서는, PCR 결과가 양성인 경우의 

29% 정도가 폐렴구균 외의 다른 병원균에 동반 감염되어 

있었다. 이 같은 문제를 Carvalho Mda 등
15)

의 연구에서 

lytA 표지자를 사용해서 검사의 특이도를 향상시켰다는 보

고가 있으나, 최근 Simoes 등
16)

의 연구에서는 lytA 표지자 

기반의 real-time PCR 검사에서 폐렴구균의 식별에 오류가 

발생할 수 있음을 보고하였다. 본 연구는 cpsA를 표적 유

전자로 한 primer와 TaqMan probe를 이용하여 폐렴구균 

검출을 위한 real-time PCR 검사를 시행하였는데, cpsA 

primer는 폐렴구균에 매우 특이적이어서 특히 다른 유사 

연쇄구균들과의 구별에 유용하다고 알려져 있다
17)

. 

본 연구에서는 음성 대조로 S. pseudopneumoniae 균

주를 사용했는데, 이 균주는 폐렴구균과 16S rRNA 유전자 

서열이 단 5 bp만 다를 뿐, 99.7%의 유전적 유사성을 보

여준다. 또한 폐렴구균은 viridans 그룹의 연쇄구균들과도 

99%의 16S rRNA 유전자 서열 유사성을 공유하며, 이런 

균주들 사이에서는 유전자 전이가 쉽게 일어나기 때문에, 

폐렴구균을 더 정확하게 분별해내는 것이 임상적으로 중

요하다. Keith 등
18)

의 연구에서는 S. pseudopneumoniae 

균주는 폐렴구균과 달리 피막을 갖고 있지 않기 때문에, 

본 연구에서 사용한 cpsA처럼 피막(capsule)을 보유한 균

주에서 특이적으로 발견되는 primer가 두 균을 분별하는 

데 있어 유용하다고 밝혔다. 그러나 cpsA를 이용한 방법

으로는 비피막형 폐렴구균을 검출하지 못할 가능성이 높

다
19)

. 그럼에도 불구하고, 대부분의 주요한 임상 질환을 

일으키는 균주들은 피막형이므로, 그 임상적 유용성에 대

한 영향은 미미할 것이라고 생각된다. 
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본 연구에서 검체를 채취하는 방법으로는 비인두 흡인

물 채취법을 사용하였다. 이미 기존 연구를 통해 호흡기 

바이러스 RT-PCR 검사 시행 시 비인두 흡인물 검체가 

비인두 면봉 채취법으로 얻은 검체에 비해 민감도가 약 

10%–20% 정도 높은 것으로 보고되었다
20,21)

. 현재 World 

Health Organization에서는 폐렴구균의 역학 연구에 사용

하는 검체 채취 방법으로 비인두 면봉 채취법을 권고하고 

있지만, 비인두 흡인물 채취법 또한 유효한 채취법으로 제

시하고 있으며, 오히려 폐렴구균 검출의 민감도에 있어서 

비인두 흡인물 채취법이 면봉 채취법과 동등하거나, 오히

려 더 뛰어날 수 있다고 보고하고 있다
22)

. 다만 흡인물 채

취가 면봉 채취법보다 피실험자가 불편함을 가질 수도 있

다는 단점이 있고, 콧물 증상이 없는 경우 유효한 검체 채

취가 어려울 수 있으므로, 지역 사회의 보균율 측정 역학 

연구에는 면봉 채취법이 선호되리라 사료된다. 본 연구

와 같이 감염 증상이 있는 입원 환자를 대상으로 하는 경

우에는 비인두 흡인물 채취가 그리 어렵지 않고 신속하게 

채취가 가능하며, 호흡기 바이러스 RT-PCR과 같이 다른 

검사를 위해 이미 시행되기 때문에, 비인두 흡인물 채취법

으로 폐렴구균 검출을 손쉽고 정확하게 할 수 있다고 생

각된다.

본 연구에서는 먼저 비인두 흡인물에서 자체적으로 추

출한 gDNA를 이용하여 real-time PCR 검사법이 기존의 

배양법과 높은 일치율을 보이는 것을 확인할 수 있었다. 

배양에서 양성으로 나온 24개 검체 중 3개는 gDNA를 이

용한 real-time PCR 검사에서 음성이었는데, 이 3개 검

체의 gDNA 농도는 평균 1.7 ng/μL로, 양성 검체의 평균 

gDNA 농도 15.9 ng/μL에 비하여 크게 낮았다. 일반적으

로 PCR 검사는 민감도가 우수하여 결과가 음성인 경우 감

염을 배제할 수 있다고 생각되지만, 본 연구와 같이 검체

에서 추출된 gDNA의 농도가 낮은 경우에는 위음성을 보

일 수 있음을 고려하여 결과를 해석해야 한다. 또한, 민감

도만의 측면에서 볼 때, 폐렴구균과 같이 배양 조건이 까

다롭지 않고 비교적 잘 배양되는 세균에서는, 세균 배양법

에 비하여 real-time PCR 검사의 민감도가 상대적으로 크

게 높지 않을 수 있다. 

전체 대상 검체로 real-time PCR법의 정확성을 평가한 

후, 20개의 비인두 흡인물에서 추출된 RNA를 이용해 real- 

time RT-PCR 검사를 시행하였고, 이를 gDNA를 이용한 

real-time PCR, 그리고 배양법과 비교하여 그 정확성을 

평가하였다. Real-time RT-PCR의 폐렴구균 검출 결과는 

모두 배양 결과와 일치함을 확인할 수 있었다. 반면 gDNA

를 이용한 real-time PCR 결과에서는 1건의 배양 및 real-

time RT-PCR 양성에서 음성 결과를 보여주었다. 이 검체

에서 추출한 gDNA의 농도는 0.6 ng/μL, RNA로부터 얻

은 cDNA의 농도는 333.1 ng/μL로 cDNA의 농도가 500배 

가량 높았다. 이 결과 또한 추출된 gDNA의 농도가 낮았

기 때문에 real-time PCR 음성이 나왔을 것으로 사료되며, 

RNA를 이용한 real-time RT-PCR이 직접 gDNA를 추출한 

real-time PCR보다 민감도를 더 높일 수 있겠다.

비인두 흡인물 검체 20개 수량을 기준으로 배양법과 

real-time RT-PCR의 검사 시행 및 결과 확인까지 걸리는 

시간을 비교하였을 때, 배양법은 총 26.5시간이 소요되었

고, real-time RT-PCR 검사법은 총 4.5시간이 소요되었다. 

Real-time RT-PCR법은 고전적인 배양법에서 균주를 배

양하는데 걸리는 시간을 줄여, 역학 연구에 있어 연구자가 

소요하는 시간을 단축시킬 수 있다. 이에 더하여 임상에서 

호흡기 바이러스 RT-PCR 검사를 시행하고 남은 여분의 

RNA 또는 cDNA를 통해서, 검체를 모으는데 필요한 시간

과 노력을 크게 단축시킬 수 있다. 

이 연구를 통하여 비인두 집락 세균의 검출법으로서 

real-time RT-PCR법을 확립하였고, 폐렴구균 보균율의 

측정에 있어 배양법만큼 real-time RT-PCR법이 정확하

다는 것을 알 수 있었다. 또한, 관련 역학 연구에서 연구자

가 실제로 소요하는 시간과 노력을 줄일 수 있는 좋은 방

법이라고 사료된다. 이는 폐렴구균의 보균율 역학 자료의 

신속한 구축과 정확한 보균 분포를 제시함으로써 향후 임

상 지침을 결정하고 백신을 개발하는 데 있어 근거 자료

로 활용될 수 있을 것이다.
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요약

목적: 폐렴구균은 주요 비인두 상재균으로, 주위 조직을 침범하여 침습성 감염을 일으킬 수 있어 보균

율에 대한 감시가 중요하다. 본 연구에서는 임상에서 비인두 흡인물로부터 추출하고 남은 RNA를 이용

하여 폐렴구균을 확인할 수 있는 실시간 중합효소 연쇄반응(real-time reverse transcription poly

merase chain reaction [RT-PCR])법을 구축하고, 보균율 측정에 있어서의 정확성과 이점을 확인하

고자 하였다. 

방법: 2014년 9월부터 10월까지 중앙대학교병원에 입원하여 호흡기 바이러스 RT-PCR 검사를 시행 

받은 18세 이하의 소아들로부터 비인두 흡인물을 채취하였다. 먼저 배양법과 genomic DNA (gDNA)

를 이용한 real-time PCR을 시행하여 폐렴구균 검출률의 정확성을 확인하였다. 이 중 처음 20개의 검체

를 이용하여, 고전적인 배양법과 gDNA를 이용한 real-time PCR, 그리고 RNA를 이용한 real-time 

RT-PCR법을 시행하고 이를 비교 분석하였다. 

결과: 총 157개의 검체에서 시행한 real-time PCR 검사는 기존의 배양검사와 일치율이 0.922 (P<0.01, 

Fisher exact test)로 매우 높았다. 배양검사에서 음성인 133개의 검체는 real-time PCR에서도 모두 

음성을 보였다. 24개의 배양 양성 검체 중 21개의 검체는 real-time PCR에서도 양성이었지만, 나머

지 검체는 음성 결과를 보였다. 20개의 검체에서 시행한 real-time RT-PCR 검사는 1개 검체를 제외

하고 배양법 및 real-time PCR과 결과가 일치하였다. 한편, 배양법을 시행하고 결과를 확인하기까지

는 총 26.5시간, real-time RT-PCR 검사에는 총 4.5시간이 소요되었다.

결론: 본 연구는 비인두 집락균 확인을 위한 real-time RT-PCR법의 확립과, 폐렴구균 보균율 측정에 

있어서의 real-time RT-PCR 검사의 정확성 및 편의성을 보여주었다. Real-time RT-PCR 검사법

은 주요 세균들의 보균율 연구에 있어서 시간과 노력을 줄일 수 있는 좋은 방법이며, 폐렴구균의 역학 

자료 수집에 큰 도움이 될 것으로 기대한다.




