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Tuberculosis (TB) is one of the most important public issues for its global burden of mortality and morbidity. Rapid diagnosis and treatment of active TB are crucial in effective TB control because of lacking truly effective preventive strategy. In recent decades, drug-resistant TB (DR-TB) has emerged as an expanding threat, prompt and reliable laboratory detection of of DR-TB are urgently needed to limit the spread of them. Recently, nonmolecular and molecular assays has been developed for early detection of active TB with or without detection of drug resistance. Broth-based culture systems are capable of producing positive results in 3 weeks or less and many automated system can be widely used for drug susceptibility test. Nucleic acid amplication (NAA) assays have high specificity and positive predictive value, high sensitivity in smear positive specimens. Line probe assays shows high sensitivity for detecting resistance to rifampin and variables sensitivity for detecting resistance to isoniazid. XpertMTB/RIF assay, an automated rapid PCR device, showed high sensitivity and specificity for TB and rifampin resistance. Although new diagnostic methods can decrease turn-around time with considerable diagnostic accuracy and convenience, they are not a replacement for culture and conventional drug susceptibility test for diagnostic limitation in special situations. (Korean J Med 2012;82:263-268)
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서 론
결핵은 전 세계적으로 단일 감염 질환으로는 가장 높은 유병률과 사망률을 보이는 질환으로 과거는 물론이고 현재까지도 여전히 공공보건의 가장 중요한 문제가 되고 있다. 아직까지 결핵에 대한 효과적인 예방책이 없기 때문에 결핵 관리를 위해 가장 중요한 것은 활동성 결핵 환자를 신속히 진단하고 적절한 치료를 시행하여 결핵균 전파에 의한 새로운 환자의 발생을 막는 것이다. 문제는 결핵의 증상이 비특이적이며 흉부 방사선 검사만으로는 진단하기 어려운 경우가 많고, 검체를 얻을 수 없는 경우도 드물지 않아서 진단이 늦어지는 경우가 많다는 점이다.
결핵이 의심되는 경우에는 흉부 X-선 검사를 시행하고 객담 도말 및 배양 검사를 시행하고, 배양 검사에서 결핵균이 동정되었을 때 확진한다. 항산균 도말 검사는 전염력이 높은 환자를 신속하게 선별할 수 있다는 장점이 있지만, 민감도는 배양과 비교 시 25-80%  정도로 낮은 편이다[1-3]. 또한 국내에서도 비결핵항산균의 분리 빈도가 증가하는 추세로, 객담 도말 검사 결과만으로는 활동성 결핵으로 진단하기 불충분하다[4,5]. 결핵 확진 검사인 배양 검사에서는 결핵균이 자라기까지 2-6주 정도 소요되기 때문에 항산균 도말 검사에서 음성이 나온 경우에는 임상적으로 진단을 해서 치료 시작 여부를 결정해야 한다. 최근에 항산균 도말 검사보다 높은 민감도를 보이면서 기존의 배양 검사보다 신속하게 결핵을 진단할 수 있으며, 약제 내성 여부를 함께 평가할 수 있는 다양한 검사법이 개발되어 진단적 유용성에 대한 평가가 이루어지고 있다. 최근 발표된 여러 연구 결과들을 바탕으로 결핵의 새로운 진단법에 대해서 알아보고자 한다(Fig. 1).
[image: Figure 1.]
Figure 1. Algorithm for use of selected noncommercial culture and drug susceptibility testing methods from WHO Policy Framework 2010.


본 론
Acid Fast bacilli smear microscopy
항산균 염색으로는 carbolfuchsin을 이용한 염색과 형광염색이 있다. Carbolfuchsin을 이용한 검사는 우리가 흔하게 알고 있는 Ziehl-Neelsen (ZN) 염색과 kinyoun 염색이 있으며 광학 현미경을 사용하여 1,000배의 배율로 관찰한다. ZN 염색 후 광학 현미경에서 관찰하는 것의 한계를 극복하기 위해 형광 물질 염색이 시도되었는데, 형광염색은 auramine O나 rhodamine을 이용한 염색법으로 형광 현미경을 이용해 250배 혹은 450배에서 관찰한다. 염색에 필요한 시간이 짧고 ZN 염색에 비해 10%  정도 민감도가 높으며, 보다 저배율에서 관찰 가능하며, 검사자의 업무량이 적은 장점이 있어서 선진국에서 특히 검사량이 많은 기관에서 사용을 권고하였다. 그러나 진단을 위해서 형광 현미경과 고가의 광원, 어두운 방 등이 필요하기 때문에 실제로 설비가 잘 갖춰지지 않은 많은 국가들에서는 널리 시행되지 못하였다[6]. 최근에 형광 현미경의 장점은 지니면서 광원으로 더 저렴하고, 전기 소모가 적은 발광 다이오드 현미경이 개발되어 결핵 진단에 사용되고 있다. 발광 다이오드 현미경은 형광 물질을 염색에 이용하지만, 광원으로는 LED (light-emitting diode) 기술을 이용하는 검사법으로 기존의 광학 현미경 또는 형광 현미경에 비해 높은 민감도를 보이면서 동등한 특이도를 보임이 알려졌다[7-9]. 이를 바탕으로 2010년부터 WHO에서는 형광 현미경대신 발광 다이오드 현미경을 사용할 것을 권고하고 있지만, 아직 ZN 검사를 대체하지는 못한다[10]. 아직 국내의 결핵 진료지침에서는 이러한 새로운 현미경 사용에 대한 언급이 없는 실정이다[11].

항산균 배양 검사
항산균 배양 검사는 결핵을 확진할 수 있는 검사이다. 배양 검사에 사용되는 배지의 종류는 크게 고체배지와 액체배지로 나눌 수 있는데, 고체배지는 계란 성분의 배지인 Löwenstein-Jensen 배지가 표준배지이며, 한천 고체배지인 Middlebrook 7H10/11이 있다. 고체배지는 오래 전부터 사용되어 온 방법으로 안정적이지만, 배양 여부를 확인하는데 3-8주의 시간이 소요되는 한계가 있었다. 최근 액체배지의 개발로 배양 양성 보고에 소모되는 시간을 줄일 수 있게 되었는데, 기존 액체배지(Middlebrook 7H12)뿐만 아니라 다양한 자동화된 액체배지(BACTEC460, MGIT, Septi-Check, Myco-ESP culture System II, BacT/ALERT MB Susceptibility Kit)들이 개발되었다. 이들 액체배지의 경우, 도말 양성인 경우 2주, 도말 음성인 검체의 경우 약 3주면 배양 양성이 보고된다[12,13]. 액체배지는 비싸고, 세균이나 비결핵항산균에 의한 교차감염의 비율이 높은 단점이 있긴 하지만, 빠른 결과보고와 높은 양성률 때문에 국내 여러 기관에서도 널리 도입되고 있으며, 2011년 결핵 진료지침에도 고체배지와 액체배지에 각각 접종할 것을 권고하고 있다[11]. 다양한 종류의 자동화된 액제배지는 결핵의 진단뿐 아니라 약제 내성 결핵의 신속한 진단에도 이용되고 있다.
Mycobacteria growth indicator tube (MGIT)
MGIT system은 변형된 액체배지인 Middlebrook 7H9 broth가 들어있는 유리 튜브로서 바닥에 형광물질을 묻은 실리콘이 있다. 형광물질은 산소에 민감하여 처음에는 배지 내의 풍부한 산소에 의해 발광이 억제되어 있다가 객담을 접종했을 때 결핵균이 자라나 산소를 소모할 경우 형광물질이 발광하여 UV 램프하에서 오렌지색으로 보이도록 고안되었으며, 최근에는 전 자동화된 시스템인 BACTEC MGIT 960이 개발되었다.
약제 내성 여부를 진단하는 데에도 사용할 수 있는데, 이는 배양된 결핵균을 약제가 들어있는 배지에 접종한 후 색깔의 변화를 확인한다. 최근 메타분석에 의하면 항결핵약제 일차 약제에 대해서 BACTEC MGIT 960 system의 정확도와 예측도가 모두 우수하였다[14-16]. 내성 검사를 얻을 때까지 걸리는 시간은 짧게는 5-8.2일 정도이다.


Microscopic observation drug susceptibility (MODS) assay
MODS는 결핵균이 고체배지보다 액체배지에서 빠르게 자라며, 특징적으로 형성하는 cord 모양을 액체배지에서 조기에 현미경적으로 관찰 가능한 점을 결핵 진단 및 약제내성결핵의 진단에 이용하는 검사법이다[17]. Middlebrook 7H9 액체배지, 성장 보충제, 오염 균의 과성장을 막기 위한 각종 항균제가 채워진 24 well plate에 검체를 넣고, 오염되지 않도록 봉한 뒤 매일 inverted light microscopy를 이용하여 결핵균의 특징적인 모양인 cord가 형성이 되었는지 확인하여 결핵균을 조기에 진단한다. 균 배양까지 소요되는 시간도 약 7일 정도에 불과하며, 24개의 well 중 일부에 다양한 농도의 항결핵약제를 넣은 뒤 검체를 접종하여, isoniazid와 rifampin에 대한 내성 검사를 빠르게 시행할 수 있다는 장점이 있다. 가격이 비싸지 않고, 간편하다는 장점이 있으나 매일 직접 관찰해야 하고 숙련된 인력이 필요하며, biosafety Level 3 이상의 실험실이 갖춰져야 하기 때문에 이미 결핵 진단에 필요한 요건들을 갖춘 비교적 큰 검사실이 적당하며, 이 때문에 아직 방법적으로 표준화되지 못하였다. 균 배양 민감도는 87.4-97.8% 이고[18] isoniazid 내성에 대한 민감도는 90.3% , 특이도는 98.6% , rifampin 내성에 대한 민감도는 98% , 특이도는 99.4% 였다[17,19].

Nitrate reductase assay (NRA)
고체배지를 사용한 검사법으로 결핵균이 nitrate를 nitrite로 환원시키는 것에 바탕을 둔 검사로, LJ 배지에 nitrate를 넣은 뒤, 결핵균이 자랄 경우 Griess 반응에 의해 배지의 색이 붉은 빛으로 변하는 것으로 진단한다. 약제 내성을 평가하는 데에도 사용될 수 있는데 항균제 처리한 뒤 결핵균을 접종한 뒤, 접종한지 10일째 되는 날 nirate를 환원시키는 능력을 측정한다. 내성균주는 nitrate를 nitrite로 환원시켜 배지의 색이 pink-red color로 변하며, 감수성 있는 균이 자란 배지는 무색으로 남는다. NRA는 rifampin 내성에 대한 민감도와 특이도가 각각 99% , 100% , isoniazid에 대한 민감도와 특이도는 94% , 100% 일 정도로 매우 우수하다[20,21]. 검사가 쉽고 저렴하며 숙달된 인력이나 고급장비가 필요 없는 등 맹 유용하며 장점이 많으나 아직까지는 배양된 결핵균의 1차 약제 내성 검사에만 이용되고 있으며 연구가 더 필요하다.

결핵균 핵산 증폭 검사(nucleic acid amplification, NAA testing)
결핵균 핵산 증폭검사는 결핵균에만 특이하게 존재하는 DNA나 RNA를 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)을 이용하여 측정하는 것으로 24-48시간 내에 결과를 알 수 있다. 일반적으로 매우 높은 특이도를 가지고 있으나 상대적으로 낮은 민감도를 가지고 있는데 항산균 도말 검사와 비교하였을 때 비결핵항산균이 흔한 환경에서 도말 양성 검체에서는 높은 양성 예측률(> 95% )을 보이나, 도말 음성 배양 양성인 검체의 경우 50-80% 에서 양성률을 보인다. Amplified mycobacterium tuberculosis direct (MTD) test (Gen- Probe, San diego, CA)와 Amplicor M. tuberculosis test (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) 등이 임상적으로 결핵이 의심되는 환자의 도말 양성 호흡기계 검체에서 사용이 FDA에서 공인되었으며, 이외에도 In- house PCR method 등 다양한 형태의 NAA assay가 결핵 진단에 이용되고 있다. CDC는 결핵이 의심되지만 확진되지 않은 환자에서 호흡기계 검체에서 NAA를 시행할 것을 추천하고 있으며[22], 개정된 국내 결핵지침에서도 결핵균 핵산 증폭검사를 1) 폐결핵이 의심되나 도말 검사가 음성일 때 혹은 2) 항산균 도말 검사가 양성이지만 비결핵 항산균의 가능성이 있을 때 실시할 것을 추천하였고, 3) 폐외결핵인 경우에도 도움이 된다고 기술하였다. 최근에는 이러한 분자학적 기술의 발달로 진단과 약제 감수성 검사를 동시에 시행하게 되었다.

Line probe assay (LPA)
Reverse hybridization 검사로서 결핵균 또는 검체에서 직접 DNA를 추출하여 이를 PCR로 증폭하여 oligonucleotide probe를 이용하여 labeling을 하여 strip에 나타나는 색깔의 변화를 확인하는 검사법으로 결핵의 진단과 약제 내성 여부를 확인하는데 사용한다[18]. 최초로 사용된 LPA는 INNO-LiPA Rif TB (Innogenetics NV)였으며, 2005년에 발표된 메타분석 결과에 따르면 결핵의 진단에 민감도는 95%  이상, 특이도는 100% 였으며, 임상 검체에서는 민감도가 80-100% 까지 다양하게 보고된 바 있다[23]. GenoType MTBDR (Hain Lifescience)가 두번째 개발된 LPA였는데, rifampin 및 isoniazid 내성을 진단하는데 만족도가 낮아, 더 많은 rpoB, inhA mutation을 찾아내는 GenoType MTBDR plus로 보완되었으며, isoniazid 내성 진단에 더 높은 민감도를 보임이 증명되었다[24,25]. 또한 최근에는 fluoroquinolone, ethambutol, kanamycin, amikacin 등에 대한 내성을 진단하는 검사인 GenoType MTBDRsl이 개발되어 2차 약제에 대한 내성 진단에 고무적인 결과를 보여주고 있다[26]. 현재까지 여러 연구 결과를 토대로 할 때 도말 음성 검체에서는 진단에 제한이 있고, rifampin 내성을 확인하는 데는 유용하나 INH 내성에 대해서는 진단의 변화폭이 커서 LPA는 rifampin 내성에 대한 검사로 추천된다.

Xpert MTB/RIF (cepheid)
자동화된 분자학적 검사로 플라스틱 카트리지 내에 세포 용해, 핵산 추출 및 증폭, 증폭 탐지에 필요한 모든 반응 용제가 들어있어 객담을 전 처치하여 MTB/RIF 카트리지에 넣고 이를 GeneXpert 기기에 넣기만 하면 자동적으로 PCR을 실행시켜 결핵균 확인과 rifampin 내성 여부를 2시간 내에 알 수 있게 된다[27]. 도말 양성 환자에서는 98.2-100%  민감도를 도말 음성/배양 양성 환자에서는 71.7-72.5% 의 민감도를 보였다. 2번째 객담으로 12.6% , 세 번째 객담으로는 5.1% 의 민감도를 증가시킬 수 있어 3개의 객담 검체를 이용하는 경우에는 90.2% 의 민감도를 나타내며, 특이도는 99.2% 에 이른다. Rifampin 내성에 대한 민감도, 특이도는 각각 97.6% , 100% 로 높았으나 가격이 비싸고, isoniazid 내성을 확인할 수 없다는 단점이 있다[27]. 2011년 WHO는 MDR TB 관리를 위해서 적극적으로 사용할 것을 권고하고 있다.

인터페론 감마 분비능 검사
과거 결핵균에 감작된 T 림프구에 결핵균 특이 항원을 자극하여 분비되는 인터페론감마를 측정하는 검사로 현재 사용되고 있는 검사법은 Quantiferon-TB Gold In-Tube® (Cellestis)와 T-SPOT.TB® (oxford immunotec)가 있다. Quantiferon-TB Gold In-Tube® 방법은 환자의 말초혈액을 채취해서 결핵균항원(ESAT-6, CFP-10, TB7.7)이 들어 있는 튜브, 음성대조튜브(Nil), 양성대조튜브(Mitogen)에 각각 첨가하여 16-24시간 동안 자극하여 분비된 인터페론감마를 ELISA를 통하여 측정한다. T-SPOT.TB®의 경우에는 채취한 전혈에서 말초 단핵구를 추출하여 ESAT-6와 CFP-10 항원으로 자극한 후 ELISPOT 방법으로 spot의 숫자를 세어서 진단한다. 결핵 감염 여부를 진단하는 것으로, 결핵 감염률이 1%  미만인 국가에서는 임상적으로 결핵이 의심되어 시행한 경우 양성일 경우 결핵 가능성이 높지만, 우리나라와 같이 결핵 감염률이 높은 국가에서는 활동성 결핵의 진단에 대한 유용성은 떨어진다.


결 론
최근 개발된 여러 분자학적 또는 비분자학적 검사들을 통해 결핵을 좀더 신속하고 간단하게 진단하는 것이 가능해졌다. 기존의 배양 검사에 걸리던 시간을 감소시킬 수 있을 뿐만 아니라 최근 결핵관리에서 가장 중요한 문제인 내성결핵의 진단 역시 기존의 약제감수성 결과에 비해 빠르게 진단할 수 있어 결핵 관리에 긍정적인 기여를 할 것으로 기대된다. 그러나 이러한 새로운 검사법은 여전히 결핵균 배양 검사를 대체할 수는 없으며, 기존의 약제 감수성 검사 역시 대체할 수 없다. 이들 새로운 검사들은 도말 음성 결핵 또는 폐외 결핵 등 특수한 상황에서의 결핵에서 진단적 유용성에 차이가 있으며, 여건과 인력이 갖추어진 실험실이 필요하며 광범위내성결핵의 진단을 위해서는 여전히 현재의 약제 감수성 결과가 필요하기 때문이다. 또한 이러한 검사 기술의 발달이 곧 효과적인 결핵 관리로 이어지는 것은 아니기 때문에 결핵의 신속하고 정확한 진단법에 대한 연구와 함께 결핵 환자의 관리 등 전반적인 결핵 관리 사업에도 함께 노력을 기울여야 하겠다.
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