
서    론

결핵균군(Mycobacterium tuberculosis complex)은 소, 

산양, 돼지, 야생동물 및 사람을 포함한 다양한 포유동물에서 만

성 전염성 질병을 일으킨다. 결핵균군은 사람의 결핵 원인균인 

M. tuberculosis와 가축과 야생동물의 결핵병을 일으키는 M. 

bovis 등이 포함된다(Orgeur와 Brosch, 2018). 그 외에 M. 

africanum, M. orygis, M. microti, M. acnetti, M. caprae, 

M. pinnipedii, M. suricattae, 및 M. mungi 등이 이에 속한

다. Mycobacterium은 배양에 소용되는 시간에 따라 저속배

양균(slowly growing mycobacteria)과 신속배양균(rapidly 

growing mycobacteria)로 나누어지는 데, 저속배양균 그룹에

는 M. tuberculosis complex, M. avium complex, M. gor-

donae clade, M. kansasii clade, M. nonchromogenicum/

terrae clade, Mycolactone-producing mycobacteria, M. 

simiae clade 및 비분류 그룹이 이에 속하여, 보통 7일 이상의 

배양시간이 소요된다(Beste 등, 2009). M. tuberculosis com-

plex에 속하는 M. tuberculosis와 M. bovis는 고체배지에서 

배양하는 데, 약 4주 이상의 시간이 소용된다(Koch와 Mizrahi, 

2018).

사람의 결핵은 전 세계적으로 발생하고 있고, 심각한 질병 중 

하나로 여겨지고 있으며, 세계 인구의 1/3이 결핵에 감염되어 

있는 실정이다(Park, 2016). 한국은 경제협력개발기구(OECD, 
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Mycobacterium tuberculosis complex (M. tuberculosis complex) is a causative agent of contagious 
chronic disease in a wide range of mammalian hosts, mainly cattle, goat, pigs, wildlife, and humans. 
The definite diagnosis of tuberculosis is made based on culture of M. tuberculosis, but it takes a 
long time. In the present study, we analyzed whether the detection time of M. tuberculosis could be 
reduced when cultured in the medium containing the culture-promoting ingredients-107 (CPI-107) 
using the BacT/Alert 3D system, an automatic culture system. The time to detection (TTD) tended 
to decrease as the added concentration of CPI-107 increase. In the case of low numbers of M. tuber-
culosis, it decreased by 21.0% at 1.2 mg/mL of CPI-107 and by 15.9% in the case of high numbers 
of M. tuberculosis. In the culture using clinically isolated M. tuberculosis strains, the shortening of 
the culture time by CPI was more evident. In conclusion, the detection time of M. tuberculosis was 
shortened in the medium added with CPI-107, and this could be used for isolation, culture and drug 
susceptibility test of M. tuberculosis.
Key Words: Mycobacterium tuberculosis complex (M. tuberculosis complex), Culture-promoting 
Ingredients-107 (CPI-107), Time to detection (TTD), BacT/Alert 3D system
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ment) 국가 중 결핵 발생률과 사망률이 1위로 결핵으로 인한 

질병 부담이 큰 국가이다(World Health Organization, 2022). 

결핵에 대한 효과적인 관리를 하기 위하여, 결핵을 신속하게 

진단하고 결핵에 대한 치료의 효율을 높이는 것이다(Bird 등, 

1996). 결핵에 대한 제시한 검사지침에 따르면, 결핵균에 대한 

실험실적 검사는 결핵균에 대한 도말검사(smear test for tu-

bercle bacilli), 결핵균의 분리배양 및 분리배양된 결핵균에 대

한 약제내성검사로 이루어진다(Denniston 등, 1997; Kim 등, 

1999). 결핵균에 대한 항산균도말염색검사(acid-fast bacilus 

stain, AFB stain)은 신속하게 결과를 도출할 수 있는 장점이 

있으나, 결핵균 검출에 대한 민감도가 상당히 낮을 뿐만 아니

라 생균과 사균을 구분할 수 없는 단점이 있다. 결핵균을 검체

에서 분리, 배양하는 방법이 결핵에 대한 확진법으로 사용되고 

있으며, 또한 배양된 결핵균을 이용하여 약제내성검사를 실시

할 수 있다(Park 등, 2002). 결핵에 대한 핵산증폭검사를 실시

할 경우, 결핵균을 신속ㆍ정확하게 검출할 수 있고, 항결핵약제

인 리팜핀(Rifampin)에 대한 내성을 신속하게 확인할 수 있다

(Hoek 등, 2011). 하지만, 다른 항결핵약제에 대해서는 핵산증

폭검사로서 검사할 수 없거나 정확도가 낮아서 정확한 항결핵약

제내성검사를 위하여 결핵균을 분리ㆍ배양하는 것이 필수적이

다(Machado 등, 2019).

결핵균을 분리ㆍ배양하는 것이 결핵검사에서 중요하지만, 배

양시간이 4∼6주 정도가 소요되며(Lee 등, 2005), 검체내에 많

은 수의 결핵균이 존재할 경우 배양에 용이하지만, 적은 수의 결

핵균이 존재할 경우 결핵균의 배양시간이 매우 길어지거나 분리

가 되지 않기도 한다(Mok, 2016). 최근에는 액체배양시스템을 

도입하여 결핵균의 배양시간이 약 2∼3주로 단축되었다. 하지

만 결핵균의 배양시간을 더 줄이기 위해서는 결핵균이 성장하는 

데 필요한 배지 성분 또는 배지의 조합을 개선하는 것이 필요하

다.

결핵균의 배양시간을 단축하기 위하여 여러 시도가 있었다. 

Gruft와 Loder (1971)는 8%의 이산화탄소 농도에서 결핵균을 

배양하였을 때 검체에서 결핵균 분리율이 증가한 것을 보고하

였고, Siddiqi 등(1988)은 다양한 성분들을 평가하여 폴리옥시

에틸렌분획(polyoxythylene separate)가 결핵균 및 비결핵항

산균에 대하여 배양시간을 단축할 수 있는 것을 보고하였다. 또

한 셀레늄(selenium)을 배지에 첨가하였을 때 결핵균의 집락형

성이 조기에 형성되거나 검출시간이 감소하는 것을 보고하였다

(Jaquess 등, 1981; Kim 등, 2018).

본 연구에서는 결핵균의 배양시간을 줄이고자 세균성분추

출물의 하나인 배양촉진물질(culture-promoting ingredi-

ents-107, CPI-107)을 이용하여 결핵균에 대한 유효성을 평가

하였다.

재료 및 방법

결핵균주

결핵균 표준균주인 M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294)

와 임상검체에서 분리한 결핵균주들과 결핵약제에 감수성인 임

상균주(Drug Susceptibility: DR) 3균주, 다제내성 결핵균주

(Multi Drug Resistant: MDR) 3균주를 본 연구에 사용하였다. 

결핵균주들은 Middlebrook 7H9 배지(BD BBL, Sparks, MD, 

USA)에 ADC Enrichment (BD BBL)를 10%되도록 첨가하여 

배양한 후 −80℃에 보관하였으며, 결핵균 배양실험은 연세대학

교 의과대학내 생물안전3등급 연구시설에서 실시되었다. 

결핵균 배양 배지 및 배지성분

결핵균의 배양은 Middlebrook 7H9 (BD BBL)와 ADC En-

richment (BD BBL)를 첨가한 배지와 ㈜원헬스프런티어(Won-

ju, Korea)에서 제공받은 CPI-107을 Middlebrook 7H9 배지

에 첨가한 배지를 이용하여 결핵균의 성장을 측정하였다. CPI-

107에 대한 정량은 Pierce BCA Protein Assay kits (Thermo 

Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)를 이용하여 측정하였

다. 제조사의 지침에 따라 albumin (BSA) standard를 이용하

여 농도를 측정하였고, 표준시료와 단계별로 희석된 시료를 mi-

croplate well에 25 mL를 분주한 다음, well에 BCA working 

agent 200 mL를 추가한 후, 37℃에서 30분간 처리하였다. 마이

크로평판판독기(plate reader, Thermo Fisher Scientific)로 

562 nm에서 흡광도를 측정하였다. BSA standard를 이용하여 

표준 곡선을 그린 다음, 표준 곡선을 이용하여 시료의 농도를 계

산하였다. 

결핵균 배양 및 배양기간 측정

결핵균의 배양은 자동배양기기(BacT/Alert 3D; BioMeriux, 

Durham, USA)를 이용하였으며, 결핵균의 배양시간은 양성

탐지시간(time to detection; TTD)으로 측정되었다. BacT/

ALERTⓇ MB 배양병에 결핵균은 1 mL씩 분주하여 BacT/Alert 

3D에 장착하여 배양을 실시하였다. 결핵균 표준균주 H37Rv를 

최종농도 5.0×103 생균수(Colny Forming Unit, CFU)와 1.5×
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105 생균수가 되도록 접종한 후 BacT/ALERT에서의 양성탐지 

되는 기간을 측정하였으며, CPI-107은 여러 농도농도(0.3 mg/

mL, 0.6 mg/mL, 0.9 mg/mL, 1.2 mg/mL)로 첨가하여 배양

기간을 비교분석하였다. 결핵균의 생균수는 배양액을 멸균된 생

리식염수를 이용하여 10배씩 단계 희석한 후, 10% ADC (BD 

BBL)를 포함한 Middlebrook 7H10 고체배지에 배양하여 집락

수를 측정하였다.

임상결핵균주를 이용한 배양기간에 미치는 영향

임상결핵균주를 이용하여 CPI-107의 결핵균 배양에 대한 영향

을 조사하였다. BacT/ALERTⓇ MB 배양병에 CPI-107 1.2 mg/

mL, ADC (BD BBL) 500 mL 또는 CPI-107과 ADC를 동시에 

첨가한 후, 약제감수성 결핵균주 3균주, 다제내성 결핵균주 3

균주를 각각 5.0×103 생균수(CFU)로 접종하여 양성탐지시간

(TTD)을 비교 분석하였다.

통계 분석

자료를 GraphPad Prism (versio 6.0; Sad Diego, CA, 

USA)을 이용하여 결과를 분석하였다. 각 군 간의 비교는 Stu-

dent t-test를 이용하였으며, P값이 0.05미만인 경우 통계적 유

의성을 인정하였다.

결    과

결핵균 H37Rv 표준균주에 대한 CPI-107을 이용한 배양기

간 측정결과

결핵균 H37Rv 표준균주를 최종농도 5.0×103 생균수(Colny 

Forming Unit, CFU)와 1.5×105 생균수가 되도록 접종한 후 

BacT/ALERT에서의 양성탐지되는 기간을 측정하였을 때, 각각 

평균 9.5 검출일과 16.7 검출일이 소요되었다(Table 1). CPI-

107을 0.3 mg/mL, 0.6 mg/mL, 0.9 mg/mL, 및 1.2 mg/mL

의 농도로 BacT/ALERTⓇ MB배지에 첨가하여 결핵균 H37Rv

주를 이용하여 배양을 실시하였다. 결핵균을 5.0×103 생균수

로 접종한 경우에 CPI-107의 농도가 0.3 mg/mL인 경우 양성

탐지기간이 평균 15.7일(15.1∼16.2일)로 약 6%의 배양시간이 

단축되었다. CPI-107의 농도가 1.2 mg/mL의 경우, 양성탐지

기간이 평균 13.2일로 ADC를 첨가하였을 때보다 3.5일의 배양

시간이 줄어 21%의 배양시간이 단축되었다. 결핵균을 고농도인 

1.5×105 생균수로 접종한 경우에 CPI-107의 농도가 0.3 mg/

mL인 경우 양성탐지기간이 평균 8.6일(8.5∼8.8일)로 배양시간

이 약 9.5% 감소되었다. CPI-107의 농도가 1.2 mg/mL의 경

우, 양성탐지기간이 평균 8.0일로 ADC를 첨가하였을 때보다 

1.5일의 배양시간이 줄어 약 16%의 배양시간이 단축되었다. 결

핵균 배양에 사용된 CPI-107의 농도에 따라 양성탐지기간이 줄

어드는 경향을 나타내었다. 접종된 결핵균의 농도에 따라 CPI-

107의 효과가 차이가 나타났는 데, 결핵균 저농도(5.0×103 생

균수)에서 고농도(1.5×105 생균수)보다 양성탐지기간이 단축되

는 것을 확인할 수 있었다. 임상검체에서는 적은 수의 결핵균이 

존재하는 경우가 많으므로, 이후 실험에서는 임상검체와 유사한 

Table 1. The results of cultivation of M. tuberculosis H37Rv with CPI-107

M. tuberculosis  
H37Rv (CFU) Culture additives Time to detection (days) Reduction (%)

5.0×103 ADC 16.5∼16.9 (16.7) -
CPI-107 (0.3 mg/mL) 15.1∼16.2 (15.7) 6.0%
CPI-107 (0.6 mg/mL) 14.2∼16.0 (15.1) 9.6%
CPI-107 (0.9 mg/mL) 15.0∼15.6 (15.3) 8.4%
CPI-107 (1.2 mg/mL) 13.2∼13.2 (13.2) 21.0%

1.5×105 ADC 9.2∼9.7 (9.5) -
CPI-107 (0.3 mg/mL) 8.5∼8.8 (8.6) 9.5%
CPI-107 (0.6 mg/mL) 8.5∼8.5 (8.5) 10.5%
CPI-107 (0.9 mg/mL) 8.2∼8.5 (8.3) 12.6%
CPI-107 (1.2 mg/mL) 7.8∼8.2 (8.0) 15.9%

CPI-107, culture promoting ingredients-107 (One health Frontier, Wonju, Korea).
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조건인 5.0×103 생균수로 연구를 진행하였다. 

임상균주에 대한 CPI-107을 이용한 배양기간 측정결과

임상균주를 대상으로 결핵균배양배지에 첨가물로 사용되는 

ADC (BD BBL)과 CPI-107을 각각 또는 동시에 첨가하여 배

양시간을 측정하였다. BacT/ALERTⓇ MB 배지에 10% ADC, 

CPI-107 (1.2 mg/mL)을 첨가하고, 결핵균 H37Rv균주, 약제

감수성 임상균주 3균주, 다재내성 결핵균 3균주를 각각 5.0×

103 생균수를 접종하여 BacT/ALERT에서 양성탐지되는 기간

을 측정하였다(Fig. 1). 결핵균 표준균주인 H37Rv는 ADC를 첨

가된 배지에 비하여 CPI-107을 첨가된 배지에서 양성탐지기간

이 약 3일 감소되었다(P<0.01). 약제감수성 임상균주에서 ADC

만 첨가된 배지에 대비하여 CPI-107이 첨가된 배지에서 배양기

간이 8일 이상 단축되었으며(P<0.001), 다재내성 결핵균주에서 

ADC만 첨가된 배지에 대비하여 CPI-107만 첨가된 배지에서 

배양기간이 약 5일 단축되었다(P<0.001). 결핵균주를 배양할 

때 ADC에 CPI-107을 같이 첨가하여 배양한 경우는 CPI-107

을 단독으로 첨가한 배지에서의 양성탐지일에서 차이가 나타나

지 않았다(P>0.05). 따라서, ADC와 CPI-107을 함께 첨가하여 

배양하였을 때 배양에 대한 상승효과는 확인되지 않았다. 

고    찰

결핵균은 성장속도가 늦어 고체배지를 이용하여 결핵균을 분

리배양하는 데 보통 4주에서 8주 정도 소요된다. 이는 결핵균을 

분리ㆍ배양하여 진단하거나 결핵균을 이용한 연구에서 상당한 

어려움으로 작용하고 있다. 본 연구에서는 결핵균 배양에 사용

되는 배지성분을 조정하여 결핵균의 배양기간을 측정하여 보았

다. 결핵균 액체배지인 Middlebrook 7H9 배지에 첨가물로 사

용되는 ADC (BD BBL)는 비용이 고가이고 해외에서 수입에 의

존하고 있어(Sabagh 등, 2012), 이를 대체하거나 배양기간을 

추가적으로 단축시킬 수 있는 배지성분을 찾고자 CPI-107을 결

핵균 배양성분으로서의 성능을 평가하였다.

결핵균 표준균주에서 CPI-107을 다양한 농도에서 배양기간

을 분석하였을 때, CPI-107의 농도가 높을 수로 결핵균 배양

기간이 단축되는 것을 확인하였다. 또한 결핵균의 농도에 따라 

CPI-107의 배양기간에 대한 차이도 나타났다. 결핵균을 고농도

(1.5×105 생균수)로 CPI-107을 첨가하여 배양하였을 때 배양

기간이 약 16% 감소하였지만, 저농도(5.0×103 생균수)로 CPI-

107을 첨가하여 배양하였을 때 배양기간이 약 21% 감소하여 

결핵균의 농도가 낮을 수로 CPI-107의 효과가 높은 것을 확인

할 수 있었다. 이는 실제 임상검체에서 결핵균의 농도가 낮은 경

우가 많아 더 유용성이 높을 것으로 기대된다.

임상분리균주인 약제감수성 임상균주와 다제내성 결핵균주를 

이용하여 CPI-107을 첨가한 배지를 이용하여 배양시간을 측정

하였을 때, ADC만 첨가한 배지에서의 양성탐지일보다 약제감

수성 임상균주 균주에서는 약 8일, 그리고 다제내성 결핵균주에

서는 약 5일 이상 단축되었다. 이러한 결과는 결핵균 배양에서 

핵심성분으로 소혈장유래 알부민(Bovine serum albumin)이 

주성분인 고가의 ADC를 CPI-107이 대체 할 수 있을 것이다. 

본 연구결과에서 결핵균 표준균주인 H37Rv보다 임상분리균

주들의 양성탐지기간이 3일∼6일 정도 더 길었는데, 이는 실험

실에서 오래동안 배양되어 적응된 결핵균 표준균주들보다 임

상분리 결핵균들이나 약제내성이 높은 다제내성 결핵균의 경

우 성장이 느려서 배양기간이 길어지는 경우가 많은 것으로 알

려져 있다 (Cruciani 등, 2004; O’Grady 등, 2011). 그러므로 

실제 결핵균을 검체에서 분리ㆍ배양할 때 상당히 도움이 될 것

으로 기대가 된다. 또한 본 연구에서는 액체배양시스템의 하나

인 BacT/Alert 3D를 이용하여 결핵균의 배양기간을 측정하였

는 데, 결핵균의 배양시간이 훨씬 많이 소용되는 고체배지에서 

CPI-107을 첨가하여 배양하게 되면, 결핵균을 보다 신속하게 

분리ㆍ배양할 수 있을 것이다 (Wallace 등, 2021). 추가적으로 

Fig. 1. The results of culture of M. tuberculosis clinical isolates 
with CPI-107. M. tuberculosis H37Rv, three drug-sensitive M. 
tuberculosis strains, and three multi-drug resistant M. tuberculosis 
strains were cultured using using the BacT/Alert 3D system 
(BioMeriux) in Middlebrook 7H9 medium containing 10% ADC 
(BD BBL), CPI-107 (1.2 mg/mL) or both. The asterisks denote 
statistically significant difference when values were compared 
with the control ADC group. ** P<0.01; ***P<0.001. DS, drug-
sensitive; MDR, multi-drug resistant.
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결핵균의 분리ㆍ배양에 소요되는 시간 뿐만 아니라 약제내성검

사에도 활용할 경우, 결핵의 진단 및 치료에 크게 기여할 수 있

을 것이다.

결    론

배양하는 데 많은 시간이 소요되는 결핵균의 배양시간을 단축

하기 위하여 CPI-107을 첨가한 배양배지를 사용하여 결핵균의 

배양기간을 자동배양시스템을 이용하여 분석하였다. CPI-107

을 첨가한 경우, 저농도의 결핵균을 배양하였을 때는 양성탐지

기간이 21%, 고농도의 결핵균을 배양하였을 때는 약 16% 감소

하였다. 약제감수성 결핵균과 다제내성결핵균의 경우, CPI-107

을 첨가하였을 때 기존의 배지첨가물인 ADC보다 월등하게 배

양기간 단축되었다. 이로써 CPI-107은 기존의 배지첨가성분인 

ADC를 대체할 수 있을 뿐만 아니라 배양기간을 단축하여 결핵

균의 분리ㆍ배양 뿐만 아니라 약제내성검사에도 활용할 수 있을 

것이다.
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