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ABSTRACT

Objectives: The standard method for the enumeration of environmental Legionella is culturing, which has

several disadvantages, including long incubation and poor sensitivity. The purpose of this study is to demonstrate

the usefulness of real-time PCR and to improve the standard method.

Methods: In 200 environmental water samples, a real-time PCR and culture were conducted to detect and

quantify Legionella. Using with the results of the survey, we compared the real-time PCR with the culture.

Results: Each real-time PCR assay had 100% specificity and excellent sensitivity (5 GU/reaction). In the culture,

36 samples were positive and 164 samples were negative. Based on the results of the culture, real-time PCR

showed a high negative predictive value of 99%, 35 samples were true positive, 105 samples were true negative,

59 samples were false positive and one sample was a false negative. Quantitative analysis of the two methods

indicated a weak linear correlation (r2=0.29, r2=0.61, respectively).

Conclusions: Although it is difficult to directly apply quantitative analysis results of real-time PCR in the

enumeration of environmental Legionella, it can be used as a complementary means of culturing to rapidly

screen negative samples and to improve the accuracy of diagnosis.
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I. 서 론

레지오넬라증(Legionellosis)은 1976년 미국 재향

군인회에 참가한 회원들과 인근 지역 주민들 사이에

서 집단 폐렴이 발생하여 처음으로 보고된 후, 전

세계적으로 산발적, 또는 집단으로 발생하고 있다.1)

우리나라에서는 1984년 7월 서울소재 종합병원 중

환자실에서 중환자와 의료진 26명 중 23명에게 원

인불명의 집단폐렴이 발생하여 처음 알려지기 시작

하였으며,2) 2000년에 제3군 법정감염병으로 지정되

었다. 질병관리본부의 감염병통계3)에 의하면, 2006

년 이후 20~30명 수준으로 신고 되다가 2016년 128

건, 2017년 198건으로 신고건수가 크게 증가하였다.

발생 양상을 월별로 분석하면 연중 발생하지만 6~8

월에 상대적으로 많이 발생하고 있다. 이 질환은 레

지오넬라 폐렴(Legionnaires’ disease)과 독감형인 폰

티악열(Pontiac fever)의 두 가지 유형이 있으며 레

지오넬라 폐렴은 심각한 감염증을 나타내고 폰티악
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열의 경우 경미한 증상을 나타낸다. 레지오넬라 폐

렴의 주요 증상은 두통, 근육통, 허약감, 고열, 오한

등 비특이적 증상이 나타나며 마른기침, 복통, 설사

등이 동반된다. 폰티악열은 짧은 잠복기의 급성 발

열성 질환으로 특별한 치료 없이 2~5일 내 회복이

된다.4) 대체로 건강한 사람들에게는 경미한 증상 형

태로 발병하나 면역체계가 약한 사람이나 노인에게

심각한 증상이 나타난다.5)

원인균인 레지오넬라균은 그람음성 호기성 단간균

으로 지금까지 50여종이 알려져 있으며, 20여 종의

레지오넬라균이 사람에게 감염을 일으키는 것으로

보고되었다.6) 그중 레지오넬라증의 80~90%는 L.

pneumophila가 원인균인 것으로 알려져 있다.7) 주요

감염경로는 냉각탑, 건물의 수계시설,8) 온천9) 등에

존재하던 균이 에어로졸 형태로 인체에 흡입되면서

전파되며, 일반적으로 사람 간 전파는 없다. 생육환

경은 pH 7.2~8.3, 온도는 25~45oC의 다양한 환경

조건에서 생존이 가능하며, biofilm이나 원생동물에

기생하는 경우가 많아 염소와 같은 소독제에 강한

내성이 생긴다.

질병관리본부와 국립환경과학원의 지침에 따른 환

경 중 레지오넬라 표준분석법은 배양법3)인데 GVPC

(Glycine Vancomycin Polymyxin Cycloheximide)와

BCYE (Buffered Charcoal Yeast Extract Ketoglutarate)

배지에 접종하여 3~14일간 배양하여 집락을 관찰하

는 분석법이다. 이 분석법은 대부분의 레지오넬라증

을 진단할 수 있으며, 감염을 일으키는 살아있는 세

균만 구별하여 진단할 수 있다. 그러나 배양에 긴

시간이 소요되어 검사결과 보고 및 향후 대처가 늦

어져 면역체계가 약한 사람들에게는 치명적일 수 있

다.10) 또한 감도가 낮고, VBNC (Viable But Non

Culturable) 세균 및 원생생물에 기생하고 있는 세균

등을 검출할 수 없기 때문에 위음성이 존재하여 레

지오넬라균이 자라는 실제 환경에서의 임상발병률과

는 차이가 있을 수 있다.11) 이는 레지오넬라증이 유

행할 때 정확한 역학조사를 어렵게 한다.

이러한 배양법의 대안으로 real-time PCR이 널리

받아들여지고 있다. Real-time PCR은 민감성, 특이

성, 재현성이 높고 진단 시간을 4시간 이내로 크게

단축 할 수 있어 거의 실시간으로 치료 및 예방조

치를 취할 수 있다.12) 이러한 장점에도 불구하고 real-

time PCR (Genome Unit, GU)에 의해 얻어진 결과

와 배양법(Colony Forming Unit, CFU)에 의해 얻

어진 결과에 큰 차이가 있어서 실제로 일상적인 검

사에 적용했을 때 혼선을 일으킬 수 있다. 따라서

환경 중 물 시료의 레지오넬라균에 대한 배양법과

real-time PCR을 비교 및 분석하여 real-time PCR의

유용성을 평가하고 적용방안을 모색하였다.

II. 재료 및 방법

본 연구는 국제표준규격인 ISO/TS 12869:201213)

와 ISO/TS 12869:201914)을 참조하여 국내 실정에

적합한 검사 방법을 수립하고 시행하였다.

1. 물 시료 수집 및 전처리

레지오넬라균 검사를 목적으로 2018년 2~9월 사

이에 의뢰된 냉각탑수, 온수, 냉수, 수돗물, 저수조

등 물 시료 200개를 수집하였다. 이 시료 1 L를 0.45

µm 여과지로 농축 후, 20 mL의 멸균수에 재부유하

였다. 농축액은 양분하여 10 mL은 real-time PCR에

사용하고 나머지 10 mL는 50oC, 30분 동안 열처리

하여 배양법에 사용하였다.

2. 배양법

열처리한 농축액의 원액과 10배 희석액을 각각 0.1

mL 씩 GVPC와 BCYE 배지에 접종하여 35~37oC

의 배양기에서 3~14일간 배양하며 집락을 관찰하였

다. 레지오넬라균으로 의심되는 집락을 1차 선별하

여 16S rRNA, mip 유전자를 PCR을 시행하여 확인

하였다. PCR 결과 양성으로 판정되면 의심되는 모

든 집락을 선별하여 개수를 확인하였다. 배양법으로

검출 할 수 있는 최저 균수는 200 CFU/L이다.

3. DNA 추출

PowerPrepTM Quick DNA Extract kit (Kogene

biotech, Korea)를 사용하여 DNA를 추출하였다. 농

축액 10 mL을 3,000 rpm으로 15분 동안 4oC 조건

에서 원심분리 후 상층액은 버리고 침전물 50 µL만

남긴 후 Quick DNA Extract Solution 650 µL을 첨

가하였다. 15초 동안 교반하여 완전히 혼합시킨 뒤,

95~100oC에서 10분간 가열한 후, 12,000 rpm에서 5

분간 원심분리 한 후 상층액을 주형 DNA로 사용하

였다.
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4. Multiplex real-time PCR 반응

Legionella spp.와 L. pneumophila 동시 검출용

Multiplex real-time PCR kit (Kogene biotech, Korea)

를 사용하였다. 이 kit는 Legionella spp.와 L. pneumophila

의 각각 16S rRNA와 mip 유전자를 표적유전자로

하여 primer와 probe가 제작되었다.

 위에서 추출한 DNA 5 µL을 이 kit에 넣은 후 반

응액이 완전히 섞이도록 하였다. 유전자 증폭을 위

해 실시간 유전자 증폭기(7500 Fast Real Time PCR

System; Applied Biosystems, USA)를 사용하여 반

응조건은 50oC에서 2분, 95oC에서 10분 처리 후,

95oC에서 15초, 60oC에서 1분을 1 cycle로 하여 총

40 cycle 수행하였다.

5. Real-time PCR 특이도 시험

특이도를 분석하기 위하여 Table 1과 같이 레지오

넬라 표준균주 5종, 경기도내 환경 시료에서 분리된

레지오넬라균 15종 및 non-Legionella 표준균주 47

종을 이용하였다. 모든 균주는 GVPC 배지에서 배

양 후 DNA를 PowerPrepTM Quick DNA Extract kit

로 추출하여 시험하였다.

6. Real-time PCR용 표준곡선 작성

L. pneumophila sg1 (serogroup1)의 genomic DNA

로 구성된 PCR Quantification Standards (Minerva

Biolabs GmbH, Germany)를 사용하여 표준곡선을

작성하였다. Standard DNA (genomic DNA)를

5~5×105 GU (Genome Unit)으로 6단계 희석하여 각

단계의 희석물질을 real-time PCR을 시행할 때 마다

3 well 씩 반응시키고 분석하여 16S rRNA와 mip 유

전자 각각의 linearity를 측정하였다.

7. LOD (Limit of Detection)와 LOQ (Limit Of

Quantification)

Real-time PCR의 검출 한계(LOD)는 90% 신뢰도

로 real-time PCR에 양성 결과를 보이는 가장 낮은

GU (Genome Unit)로 정의하였다. 즉, 10개의

Legionella standard DNA dilutions (1, 5, 10, 20,

100, 5×101~105 GU/PCR well)을 10번 반복하여 측

정한 후, 90%의 양성율을 나타내는 최소의 GU를

LOD로 정의하였다.

정량한계(LOQ)는 0.15 log10 이하의 정확도(ELQ)

로 정량화할 수 있는 최소 GU로 정의하였다. 즉, 10

개의 Legionella standard DNA dilutions (1, 5, 10,

20, 100, 5×101~105 GU/PCR well)을 real-time PCR

로 정량한 후, 아래와 같은 공식으로 정확도를 계산

하였다.

ELQ=

ELQ: LOQ의 정확도

x: 이론적으로 예상되는 GU값

: 실제 real-time PCR 결과 측정된 GU값을

log10로 환산한 값

: 의 평균 

s: 의 표준편차

이론적인 LOD 및 LOQ의 리터당 GU 즉, LODmeth,

LOQmeth로 환산하기 위한 계산식은 아래와 같다.

LODmeth 또는 LOQmeth=

F: GU/PCR well을 GU/L로 환산 계수

L: LOD 또는 LOQ

V: 시료 중 real-time PCR에 사용된 부피의 비율 

8. Recovery

DNA 추출 과정에서의 DNA 손실을 모니터링하기

위해 DNA 추출키트의 recovery를 측정하였다.

Standard DNA 1×104 GU와 1×105 GU를 각각 농

도별로 3개씩 DNA 추출키트에 넣고 3의 DNA 추

출방법과 동일하게 추출하였다. 추출한 DNA는 real-

time PCR을 수행하여 DNA 양을 측정하였다. 이 과

정을 총 3번 반복하였다.15)

9. 데이터 분석

Real-time PCR의 데이터는 AppliedBiosystems

Real-Time PCR System Sequence Detection Software

version.1.4를 사용하여 분석하였다. 배양법과 real-

time PCR의 결과비교 및 상관관계(Correlation) 계

산은 Microsoft Excel을 사용하였다.

s
2

x
i
' log

10
x( )–[ ]

2

+

x
i
'

x
i
' x

i
'

x
i
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L F×

V
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III. 결 과

1. Real-time PCR의 특이도

 Real-time PCR 결과 레지오넬라 표준균주 5종과

환경 분리균주 레지오넬라균 15종은 Legionella spp.

와 L. pneumophila 균주 분리동정 결과와 일치하였

다. 그리고 non-Legionella 균주는 real-time PCR 결

과 검출되지 않아 100%의 특이도를 보였다(Table 1).

2. Real-time PCR의 linearity

16S rRNA 및 mip 유전자의 linearity를 분석한 결

과는 Fig. 1과 같다. r2 values는 모두 0.99 보다 크

며, reaction efficiency는 각각 99.5%, 82%로 ISO/

TS 12869의 기준치인 reaction efficiency 75%~125%

를 모두 충족했다.

3. LOD (Limit of Detection)와 LOQ (Limit of

Quantification)

16S rRNA와 mip 유전자의 LOD와 LOQ는 각각

5 GU/PCR well과 10 GU/PCR well로 측정되었다.

시료 1 L 당 LODmeth와 LOQmeth는 각각 1,400 GU/

L와 2,800 GU/L이며, log10 단위로 환산하면 각각

3.1 log10GU/L와 3.4 log10GU/L이다.

4. Recovery

PowerPrepTM Quick DNA Extract kit의 recovery

는 0.06~0.16 log10unit (평균 0.11 log10unit)으로 ISO/

TS 12869의 기준치인 –0.6~+0.3 log10unit을 충족했다.

5. 배양법과 real-time PCR의 검출결과 비교

물 시료(냉각탑수 22개, 온수 88개, 냉수 70개, 저

수조 14개, 분수 6개) 200개를 배양법과 real-time

PCR로 검사한 결과의 비교는 Table 2와 같다. 이 분

석은 LOD 보다 큰 모든 물 시료를 양성으로 간주

하였다.

배양법 검사 결과 레지오넬라가 36개 시료에서 검

출되었는데 Legionella spp.는 200~26,400 CFU/L

(2.30~5.18 log10CFU/L), L. pneumophila는 200~

150,400 CFU/L (2.30~4.42 log10CFU/L)의 범위에서

검출되었다. Real-time PCR은 94개의 시료에서 레

지오넬라균이 검출되었는데 Legionella spp.는

3.14~6.91 log10GU/L, L. pneumophila는 3.27~6.43

log10GU/L 범위에서 검출되었다.

Real-time PCR의 배양법에 대한 결과 예측능력을

분석하기 위해 양성예측도(Positive Predictive Value)

와 음성예측도(Negative Predictive Value)를 분석한

결과는 Table 3과 같다. 16S rRNA와 mip 유전자의

양성예측도는 각각 37, 44%로 낮은 편이었고, 특히

배양법에 대한 위양성이 L. pneumophila 보다

Legionella spp.에서 더 많이 나타났다.

               진양성
양성예측도=

 진양성+위양성 
×100

음성예측도는 16S rRNA와 mip 유전자 모두 99%

로 높은 민감도를 보였다.

               진음성
음성예측도=

 진음성+위음성 
×100

Table 1. List of Legionella and non-Legionella strains

used for specificity tests

Inclusivity

 Organism Strain/source 16S mip

Legionella pneumophila ATCC† 33152 + +

Legionella pneumophila KCTC‡ 12009 + +

L. pneumophila sg1 Environment§ + +

L. pneumophila sg2 Environment + +

L. pneumophila sg3 Environment + +

L. pneumophila sg4 Environment + +

L. pneumophila sg5 Environment + +

L. pneumophila sg6 Environment + +

L. pneumophila sg8 Environment + +

L. pneumophila sg9 Environment + +

L. pneumophila sg10 Environment + +

L. pneumophila sg12 Environment + +

L. anisa Environment + -

L. birminghamensis KCTC 12007 + -

L. brunensis KCTC 12084 + -

L. dumofii Environment + -

L. israelensis KCTC 12008 + -

L. piritensis Environment + -

L. rubrilucens Environment + -

Legionella spp. Non-type Environment + -
†American Type Culture Collection
‡Korean Collection for Type Cultures
§Environmental isolates
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배양법과 real-time PCR의 정량분석 결과 비교는

모두 LOQ 보다 큰 시료만 적용하였다. 양의 상관

관계를 계산하기 위해서는 두 방법에서 모두 정량이

가능해야하기 때문이다. 따라서 음성시료와 LOQ 보

다 적은 시료는 통계에서 제외하였다. 배양법과의

real-time PCR 정량분석 결과를 비교해 보면 Fig. 2

와 Fig. 3과 같이 배양법과 real-time PCR 결과 사

이에 약한 선형 상관관계(각각 r2=0.29, r2=0.61)가

관찰되었다.

IV. 고 찰

현재 환경 중 레지오넬라 분석법은 질병관리본부

와 국립환경과학원에서 발간한 지침을 따르고 있는

데 이 지침들은 모두 배양법을 표준분석법으로 지정

하고 있다. 배양법은 3~14일 정도 배양을 해야 하

기 때문에 최종결과 통보까지 긴 시간이 소요되며,

감도가 낮고, 검사자에 따라 다른 결과가 나올 확률

이 높다는 단점이 있다.

이러한 단점을 보완하기 위해 유럽에서는 물 시료

를 농축한 후 바로 real-time PCR로 증폭하여 레지오

넬라균을 검출하고 정량분석하는 방법에 관한 연구가

다양하게 이루어지고 있으며 2012년에는 국제표준화

기구(International Organization for Standardization,

ISO)에서 이에 대한 표준규격을 마련하여 발간하였

다. 그리고 이 규격을 충족하는 몇 가지 DNA extract

kit와 농축용 여과지를 포함하는 real-time PCR 진

단키트가 개발되어 시판되고 있다.

Table 1. Continued

Exclusivity

 Organism Strain/source Organism Strain/source

Bacillus cereus KCTC 1013 Salmonella bongori KCTC 12397

Bacillus subtilis KCTC 2213 Salmonella enterica subsp. arizonae KCTC 12398

Bacillus thuringiensis KCTC 1108 Salmonella enterica subsp. enterica ATCC 14028

Bordetella pertussis ATCC 10380 Salmonella enterica subsp. enterica KTCC 9120

Campylobacter coli KCTC 15212 Salmonella enterica subsp. houtenae ATCC 43974

Campylobacter jejuni ATCC 33250 Salmonella enteritidis ATCC 13076

Clostridium difficile ATCC 9689 Salmonella typhi NCCP∏ 10337

Clostridium perfringens - Salmonella typhimurium ATCC 13311

Corynebacterium diphtheriae ATCC 27010 Salmonella typhimurium NCCP 10812

E. coli KCCM 11234 Shigella flexneri KCTC 2517

E. coli O157:H7 ATCC 43888 Shigella sonnei ATCC 9290

E. coli O157:H7 ATCC 43890 Shigella sonnei KCTC 22530

E. coli O157:H7 ATCC 43889 Staphylococcus aureus ATCC 13565

E. coli O91:H21 ATCC 51434 Staphylococcus aureus NCCP 11470

E. coli O157:H7 ATCC 43894 Staphylococcus aureus ATCC 23235

E. coli O157:H7 ATCC 43895 Staphylococcus aureus NCCP 11470

E. coli O25:K98:NM ATCC 43886 Streptococcus pneumoniae -

E. coli O78:H11 ATCC 35401 Vibrio paraheamolyticus -

Listeria innocua - Vibrio vulnificus ATCC 27562

Listeria monocytogenes ATCC 15313 Vibrio vulnificus KCTC 2980

Listeria monocytogenes ATCC 19115 Yersinia enterocolitica KCCM¶ 41657

Listeria monocytogenes - Heamophilus influenza -

Mycobacterium pneumoniae ATCC 15531

∏National Culture Collection for Pathogens
¶Korean Culture Center of Microorganisms
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그러나 아직 국내에서는 이러한 방법에 대한 연구

가 거의 이루어지지 않았다. 국내 물 시료는 외국의

물 시료와는 특성이 다를 수 있으며, 표준분석법인

배양법도 국가마다 약간씩 지침이 상이하다. 예를 들

어 영국 지침에 따른 배양법의 LOD (Limit of

Detection)는 20 CFU/L이지만,16) 우리나라 질병관리

본부의 지침을 따를 경우 일반적으로 200 CFU/L가

LOD이다.3) 즉 영국의 배양법이 우리나라의 배양법

보다 민감도가 10배 높기 때문에 real-time PCR과

배양법의 비교연구를 할 때 영국의 real-time PCR

진단법을 그대로 적용할 경우 위양성이 매우 많아진

다. 또한 해외에서 개발된 real-time PCR 진단 키트

는 가격이 너무 비싸며 적용 가능한 real-time PCR

Fig. 1. Standard curves for quantification of real-time

PCR assays. Standard curves were obtained using

standard materials (Legionella pneumophila sg1

genomic DNA) corresponding to between 5 and 5

×101~105 GU (genome unit) /reaction. Standard

materials were prepared by 6 step 10X dilutions.

16S rRNA (■) and mip (●) standard curves were
derived from the multiplex assay. Ct=threshold

cycle.

Table 2. Comparison of the detection Legionella spp. and

the detection Legionella pneumophila using

real-time PCR relative to culture; culture and

real-time PCR positive value>LOD (limit of

detection) 

Real-time

PCR
Culture + Culture - Total

Legionella spp.

(16S rRNA)

+ 35 59
200

- 1 105

L. pnuemophila

(mip)

+ 24 30
200

- 2 144

Table 3. Ability of real-time PCR to positive predict

value and negative predict value relative to

culture

Legionella spp. 

(%)

L. pnuemophila 

(%)

Positive predict value 37 44

Negative predict value 99 99

Fig. 2. Correlation of Legionella culture and real-time

PCR results (16S rRNA) for 30 of 200 water

samples. For the comparison of culture and real-

time PCR, sample pairs below the quantification

limit were omitted. Correlation indicate weak

linearity (r2=0.29) between culture and real-time

PCR. GU/L=genome unit per liter, CFU/L=colony

forming unit per liter.

Fig. 3. Correlation of Legionella culture and real-time

PCR results (mip) for 24 of 200 water samples.

For the comparison of culture and real-time PCR,

sample pairs below the quantification limit were

omitted. Correlation indicate linearity (r2=0.61)

between culture and real-time PCR. GU/

L=genome unit per liter, CFU/L=colony forming

unit per liter.
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장비도 한계가 있어 장비를 교체해야 하므로 국내

현실과는 맞지 않는다. 따라서 본 연구는 국내 제조

시약 중 민감도가 낮고 저렴하며 사용법이 매우 간

단한 boiling법을 적용한 DNA extract kit와 일반적

으로 배양한 집락에서 레지오넬라균을 검출할 때 많

이 사용하는 국내 K사의 레지오넬라 검출용 multiplex

real-time PCR kit를 선정하여 환경 중 물 시료 200

개를 농축 후 검사에 적용하였다. 그리고 같은 농축

액으로 질병관리본부 지침에 따라 배양법을 시행한

후 그 결과를 서로 비교하였다.

양성예측도와 음성예측도를 분석한 결과 배양법에

대한 위양성이 L. pneumophila 보다 Legionella spp.

에서 더 많이 나타났는데 이는 기존의 연구와 일치

한다.17) 배양법은 원래 L. pneumophila sg1을 분리

하기 위해 설계되었기 때문에 pH, 온도 등 성장조

건이 다른 Legionella spp.는 검출할 수 없어 균주

분리에 대한 편향성을 내포하고 있기 때문이다.18)

16S rRNA와 mip 유전자의 양성예측도는 각각 37%,

44%로 낮은 편이지만 음성예측도는 모두 99%로 높

은 민감도를 보였다. 따라서 200개 시료 중 real-time

PCR 결과 음성 물 시료는 105개(52.5%) 인데, 이

물 시료들에 대해서는 음성예측도가 높으므로 배양

법을 생략할 수 있다.

배양법과 real-time PCR의 결과 사이에 약한 선형

상관관계(각각 r2=0.29, r2=0.61)가 관찰되었는데 이

는 두 방법 사이에 직접적인 비교가 어렵다는 것을

보여준다. CFU와 GU의 결과 사이의 불일치는 환경

중 물 시료의 레지오넬라 진단에 real-time PCR의

도입을 어렵게 하는 가장 큰 원인이다.19)

1개의 물 시료는 배양법으로는 400 CFU/L이 검

출되었는데, real-time PCR에서는 LODmeth (1,400

GU/L) 보다 적은 960 GU/L이 검출되어 위음성으로

진단되었다. 이는 레지오넬라균이 미량인 경우 매우

드물지만 위음성으로 진단될 가능성이 있음을 시사

한다. 또한 2개의 시료는 배양법으로는 L. pneumophila

로 진단되었으나 real-time PCR로는 16S rRNA 유

전자만 증폭되고 mip 유전자는 증폭되지 않아

Legionella spp.로 진단되었다. 이는 mutiplex real-

time PCR 중 16S rRNA 유전자가 mip 유전자보다

더 민감도가 높기 때문으로 보인다(Fig. 1). 따라서

음성 선별을 위해서는 16S rRNA 유전자의 분석 결

과를 활용해야 한다. 하지만 정량분석결과 배양법과

의 선형 상관관계가 16S rRNA 유전자보다 mip 유

전자가 더 크므로 살아있는 균수를 더 잘 반영한다

고 보이며, 레지오넬라증 중 80~90%는 L. pneumophila

가 원인균이므로 역학적인 측면에서는 mip 유전자

의 분석 결과를 참고해야 한다.

CFU와 GU의 결과가 불일치하는 이유는 real-time

PCR이 아메바 내부에 기생하는 세균 뿐 아니라 죽

어가는 세균,20) VBNC 및 손상된 세균21) 등 배양이

안 되는 다양한 Legionella spp.를 검출 할 수 있기

때문이다.22) Real-time PCR은 살아있는 세균과   죽은

세균을 구별하지 못하기 때문에 실제 감염성을 가진

레지오넬라의 농도를 측정할 수 없어 위양성률이 높다. 

 이러한 위양성을 줄이고 양성예측도를 높이기 위

해서 real-time PCR을 수행하기 전에 시료에 EMA

(Ethidium Monoazide)이나 PMA (Propidium Monoazide)

처리를 하는 방법도 있다. EMA와 PMA는 세포벽

이 손상된 세균에 침투해서 DNA와 결합하여 real-

time PCR 과정에서 증폭을 방해하여 살아있는 세균

만 선별적으로 증폭시키는 역할을 한다. 그러나 이

러한 방법도 완전히 생균수만을 반영하지는 못하며

모든 시료에 적합하지도 않다.23)

하지만 죽은 세균의 검출이 유용한 정보를 제공하

는 경우도 있다. 예를 들어 수계시설에 죽은 레지오

넬라균이 존재한다는 것은 시설관리자가 적절한 관

리 및 통제를 하고 있다고 볼 수도 있지만, 때로는

검사 직전 소독약을 급하게 투여했을 가능성도 내포

하고 있다. 이런 경우 배양이 어려워 균의 존재 및

출처를 증명하기가 어렵게 된다. 그러므로 이러한 가

능성이 의심되는 시설에 대해 real-time PCR을 시행

하여 레지오넬라균이 검출된다면 배양법에서 불검출

되더라도 추가검사를 할 필요가 있다.20)

그리고 배양법은 배양에 3~14일이 소요되지만 real-

time PCR검사는 4시간 이내에 완료되며, 음성예측

도가 99%로 민감도가 매우 높으므로 Legionella spp.

에 대해 real-time PCR 결과 음성인 물 시료에 대

해 배양을 생략할 수 있어 대량의 시료를 신속하게

처리할 때 유용하다. 200개 물 시료를 건물별로 구

분하면 약 50% 건물의 수계시설에서 레지오넬라균

이 전혀 검출되지 않았다. 이러한 건물은 빠른 시일

내에 수계시설의 가동을 시작할 수 있어 검사 결과

가 나올 때까지 장기간 수계시설을 가동하지 못했을

때의 경제적인 손실을 줄일 수 있다.24) 비록 검사 자
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체에 소요되는 비용은 배양법과 real-time PCR법을

동시에 시행하면 1건의 물 시료 당 대략 1만원 정

도 더 많아지지만(현행 4만원), 수계시설을 조기에

가동함으로써 생기는 영업이익과 레지오넬라증의 집

단발병을 효과적으로 예방하여 생기는 경제적인 가

치는 이보다 더 크다고 생각된다.

Real-time PCR은 GU 단위를 CFU 단위로 직접

환산할 수 없으나 농축한 물 시료를 이용하여 배양

법과 real-time PCR을 동시에 시행한다면 이 두 방

법이 상호 보완을 할 수 있어 시간을 절약하고 정

확도를 높일 수 있으며 잠재적인 경제효과를 볼 수

있다.

V. 결 론

해외에서는 환경 중 물 시료를 농축한 후 바로

real-time PCR을 적용하여 레지오넬라균을 검사하는

방법에 대한 연구가 활발하다. 유럽에서는 ISO/TS

12869의 규격을 충족하는 상업적으로 이용 가능한

몇 가지 real-time PCR 진단 키트가 존재하며 민간

에서 널리 활용되고 있다.20) 그러나 이러한 검사법

에 대해 국내에서는 아직 우리 실정에 맞는 real-time

PCR을 이용한 진단 시스템에 대한 연구가 부족하며

공식적인 인증도 이루어지지 않은 상태이다.

이에 본 연구에서는 ISO/TS 12869:2012와 ISO/

TS 12869:2019를 참조하여 국내 환경에 적합한 real-

time PCR을 수립하고 시행하였다. 그 결과 99%의

높은 음성예측도를 보여 4시간 안에 52.5%의 음성

을 선별하고 신속하게 양성을 확인할 수 있었다. 이

것은 시간과 노동력을 절약하는 효과가 있고 검사

대상 수계시설의 빠른 재가동이 가능해 잠재적으로

경제적인 효과가 있다.

Real-time PCR과 배양법의 정량분석은 상관관계

가 낮아 직접적인 비교는 어려웠다. 이것은 real-time

PCR이 감염력이 있는 세균과 죽은 세균을 구분 못

하기 때문인데 이로 인해 위양성이 많아진다. 그러

나 지속적으로 관리를 하지 않고 검사 직전에 소독

약을 급하게 투여 했을 경우나 레지오넬라균이 존재

하나 배양이 불가능한 경우에 real-time PCR을 이용

하면 오히려 레지오넬라균의 검출이 가능해 이를 활

용하면 검사의 정확도를 높일 수 있다.

따라서 환경 시료의 레지오넬라균 검사에 기존의

배양법을 표준분석법으로 하고 이에 대한 보완방법

으로써 real-time PCR의 병행사용을 제안한다.
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