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Current Status of Antifungal Susceptibility Testing:
Methods and Clinical Application
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During the past two decades, Clinical and Laboratory 
Standards Institute (CLSI) antifungal susceptibility 
testing methods for both yeasts and molds have 
been developed and established in response to in-
creasing invasive fungal infections and the release of 
multiple new antifungal agents. In addition, other 
methods including Etest, the disk diffusion test, and 
some CLSI modification methods have been in-
tensively studied. Antifungal susceptibility tests are 
now routinely used for local epidemiological surveys 
to determine the susceptibility patterns of clinical iso-
lates of fungi, the degree of antifungal activity of 
newly developed antifungal agents, and to predict the 
clinical outcomes of antifungal therapy for patients 

with Candida infections. It is anticipated that in the 
near future, antifungal susceptibility tests that can de-
tect amphotericin B resistance, that can be used to 
establish the minimum inhibitory concentration (MIC) 
breakpoints of molds, and that can provide increased 
clinical guidance for antifungal therapy, will be deve-
loped. This review focuses on the various methods 
used for antifungal susceptibility testing and the clin-
ical utility of antifungal susceptibility testing. (Korean 
J Clin Microbiol 2009;12:154-158)
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서      론

  항진균제 감수성 검사는 진균 감염 빈도의 증가와 새로운 항

진균제의 개발에 맞추어 검사법과 임상적 이용 측면에서 많은 

진전을 보이고 있다[1-3]. 표준화되고 재현성 있는 CLSI (Clinical 
and Laboratory Standards Institute) 항진균제 감수성 검사법이 

문서화되었고[4-6], 칸디다 균종의 생체외 감수성 결과에 따른 

해석 지침이 발표되면서 치료 결과를 예측하기 위한 항진균제 

검사의 임상적 이용이 현실화되기 시작하였다(Table 1)[4,6]. 또
한 검사실에서 일상적으로 사용이 용이하면서 CLSI법과 결과

가 일치하는 검사법의 개발에 연구가 집중되었다(Table 2)[1-3]. 
현재 항진균제 감수성 검사는 특정 병원이나 지역에서 분리된 

진균의 항진균제 감수성 양상을 알아보는 역학적 검사에 사용

되며, 새로 개발된 항균제의 각종 진균에 대한 항진균 활성을 

알아보고, 또 항진균제 치료의 임상적 결과를 예견하기 위한 

일상적 검사로 사용되고 있다[3]. 여기에서는 항진균제 감수성 

검사의 검사방법과 임상적 이용에 대한 최신 지견에 대해 요약

하였다.

항진균제 감수성 검사법

1. CLSI 액체 배지 검사법

  CLSI에서는 초기에 표준화된 항진균제 감수성 검사법으로 

시험관에서 감수성 검사를 시행하는 액체배지 대량희석법

(broth macrodilution method)을 개발하였으나 후에 많은 균주

의 검사가 가능하도록 마이크로플레이트에 이 방법을 적용한 

액체배지 미량희석법(broth microdilution method)을 개발하였

다[4]. CLSI 표준 액체배지 검사법으로는 효모균(칸디다와 크

립토콕쿠스)에 대해서는 CLSI M27-A3[4], 그리고 사상형 진균

(아스페르길루스, Fusarium, Rhizopus, Pseudallescheria boydii, 
Sporothrix schenckii)을 위한 CLSI M38-A[5]가 있다. CLSI 문
서에는 amphotericin B, flucytosine, fluconazole, ketoconazole, 
itraconazole 뿐 아니라 새로운 triazoles (posaconazole, rav-
uconazole 및 voriconazole) 및 echinocandin (anidulafungin, cas-
pofungin 및 micagunin) 항진균제에 대한 감수성 검사가 포함

되어 있다[4,5].
  CLSI-M27법에서는 새로 개발된 echinocandin 항진균제에 

대한 칸디다 감수성 검사의 MIC 판정기준을 RPMI 1640 배지

에서 35oC에서 24시간 배양한 후 현저히 성장이 감소된 농도

(대조에 비해 50% 이상 억제)로 정하였다[4,7]. 이 조건은 검사

실 간의 재현성 있는 결과를 제공하며 균주 중에서 생체외 및 

동물실험에서 감수성이 저하된 FSK1 유전자 돌연변이가 있는 
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Table 1. Interpretive guidelines for in vitro susceptibility testing of Candida spp. using CLSI M27 reference methods*

Antifungal agent

Minimum inhibitory concentration (μg/mL)

Susceptible Susceptible-dose Intermediate Resistant Nonsusceptible 
(S) dependent (SDD) (I) (R) (NS)

Anidulafungin ≤2 ＞2
Caspofungin ≤2 ＞2
Fluconazole ≤8 16∼32 ≥64
Flucytosine ≤4 8∼16 ≥32
Itraconazole ≤0.125 0.25∼0.5 ≥1
Micafungin ≤2 ＞2
Voriconazole ≤1 2 ≥4

*Table is adopted from CLSI M27-S3 (2008). 

Table 2. Current methods commonly used for antifungal susceptibility testing 

Method Comments

CLSI M27-A3 Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of yeasts (Candida spp. and Cryptococcus 
 neoformans); testing amphotericin B, flucytosine, azoles (fluconazole, ketoconazole, itraconazole, posaconazole, 
 ravuconazole, and voriconazole), and echinocandins (anidulafungin, caspofungin, and micafungin; test medium, RPMI
 1640 medium with 0.2% glucose; inoculums density, 0.5-2.5×103 cfu/mL; microdilution plates, 96 flat-bottom wells;
 MIC reading time point (general) and method, 48 h and visual, respectively. 

CLSI M38-A2 Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of filamentous fungi (Aspergillus spp., Fusarium 
 spp., Rhizopus spp., Pseudallescheria boydii, and the mycelial form of Sporothrix schenckii); testing amphotericin B,
 flucytosine, fluconazole, ketoconazole, itraconazole, posaconazole, ravuconazole, voriconazole, anidulafungin, 
 caspofungin, micafungin, ciclopirox, and griseofulvin; test medium, same as M-27; inoculums density, 0.4-5×104 cfu/mL;
 MIC reading time point, 24 h (Rhizopus), 48 h most others (Aspergillus), 72 h (Psuedallescheria boydii); MIC reading
 method, visual.

CLSI M44-A Methods for antifungal disk diffusion testing of yeasts; for testing fluconazole and voriconazole; use Mueller-Hinton agar
 with methylene blue and 2% glucose provides sharper zones with fluconazole disk. 

Etest Commercially available agar-based diffusion method, (AB BioDisk, Solna, Sweden) which enables the determination of 
 MIC values; useful for yeasts and molds; testing amphotericin B, fluconazole, itraconazole, flucytosine, voriconazole 
 and caspofungin; most sensitive method for detecting amphotericin B resistance.

EUCAST method Standard methods of the Antifungal Susceptibility Testing Subcommittee of the European Committee on Antibiotic 
 Susceptibility Testing; test medium, RPMI 1640 medium with 2% glucose; inoculums density, 1-5×105 cfu/mL; 
 microdilution plates, 96 flat-bottom wells; MIC reading time point and method for Candida spp., 24 h and 
 spectrophometric (530 nm), respectively; MIC reading time and endpoint for Aspergillus and molds, 48 h and no growth,
 respectively.

YeastOne  Commercially available Colorimetric microdilution method (Trek, Westlake, Ohio, USA) based on the CLSI 
 methodology; use of RPMI with 2% glucose and Alamar blue; testing amphotericin B, fluconazole, itraconazole, 
 ketoconazole, flucytosine, voriconazole and caspofungin.

Vitek 2 Fully automated commercial antifungal susceptibility test system (bioMérieux, Hazelwood, MO, USA) that determines 
 the MIC endpoint spectrophotometrically; testing amphotericin B, fluconazole, flucytosine, and voriconazole.

균주의 내성을 검출할 수 있다[7]. 한편, 사상형 진균의 감수성 

검사에 있어서 echinocandin 항진균제는 세포벽의 합성을 억제

하는 기전으로 작용하기 때문에 이미 형성된 세포벽에는 효과

가 없어 액체배지 검사법에서 확실한 MIC (minimum in-
hibitory concentration) endpoint를 보이지 않는 경우가 많다. 따
라서 사상형 균주에 대한 echinocandin 항진균제의 활성 지표

로 MIC 대신 MEC (minimum effective concentration)가 제시되

었다[5]. MEC는 균의 성장 변화를 현미경으로 관찰하여 현저

한 형태학적 변이(작고, 둥글고 뭉친 균사형태)를 보이는 항진

균제의 최소농도로 정의된다[8]. 

2. CLSI법을 변형한 액체배지 검사법

  CLSI 액체배지 검사법의 주요 단점의 하나는 끌림 성장

(trailing growth)이 관찰된다는 점이다. 끌림 성장 현상이란 일

부(약 5%) 칸디다 균주의 azole 감수성 검사에서 관찰되는데, 
약제농도가 증가하여도 대조 well에 비해 감소하긴 하지만 지

속적인 성장을 보이는 것을 말한다[9-11]. 주로 Candida albi-
cans와 Candida tropicalis에서 보고되며 24시간에는 감수성으

로 판정되다가 48시간 배양 후 내성으로 잘못 판정된다[9,10]. 
끌림 성장이 나타나는 이유는 azole 항진균제가 칸디다의 성장
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을 불완전하게 억제하기 때문으로 생각되고 있다. 끌림 성장을 

보이는 균주는 동물실험에서 fluconazole에 매우 감수성임이 

보고되었다[11]. 이러한 끌림 성장은 azole 감수성 검사의 해석

에서 가장 어려운 문제로 등장하여 이러한 끌림 성장 문제를 

해결하기 위한 변형법이 소개되고 있다. 
  유럽 임상미생물 및 감염병학회(European Society of Clinical 
Microbiology and Infectious Diseases)는 CLSI법을 변형한 

EUCAST (European Committee for Antimicrobial Susceptibility 
Testing)법을 채택하였다[12]. EUCAST법은 CLSI M27-A2법의 

단점인 끌림 성장을 최소화하기 하기 위해 24시간 배양 후 

MIC를 분광광도계로 판정한다[9]. 주로 칸디다가 대상이며 

Cryptococcus neoformans와 다른 비발효 효모균에는 적용되지 

않는다. EUCAST법에 의한 칸디다의 fluconazole, itraconazole, 
posaconazole 및 voriconazole 감수성 검사를 CLSI M27법과 비

교한 결과, 3배 희석배수 내 일치율은 매우 높았으나, 감수성 

내성 범주 일치율이 4가지 항진균제 모두에서 낮아서 very ma-
jor error가 fluconazole은 9%, voriconazole은 50%나 관찰되었

다[12]. 따라서 CLSI breakpoints는 EUCAST에 의해 얻어진 결

과를 해석하는데 적합하지 않으며 EUCAST 항진균제 감수성 

검사 소위원회에서는 칸디다에 대한 EUCAST MIC break-
points를 문서화하는데 현재 계속 노력하고 있다.  
　Sensititre Yeast One (TREK Diagnostic Systems, Cleveland, 
Ohio)법은 끌림 성장을 보이는 균주의 azole 항진균제 MIC 판
정의 어려움을 해결하기 위해 색을 띤 지시제를 넣어 MIC를 

육안으로 판정하도록 고안한 방법이다. 이 방법은 CLSI M27법
을 약간 변형하여  2% glucose를 첨가한 RPMI 배지를 사용하

고 산화 환원 색소지시약으로 alamar blue를 사용한다. Sensititre 
Yeast One과 CLSI 법을 이용하여 칸디다 감수성 검사를 한 결

과, 두 검사의 일치도는 대체로 높았으나[13,14], 범주오차가 

존재하여 very major discrepancies (fluconazole 7.6%, itracona-
zole 7%)가 관찰되었다[13]. 
  VITEK-2 시스템을 이용한 항진균제 감수성 검사인 AST-YS01 
(bioMerieux, Hazelwood, MO, USA)는 최초로 자동화된 항진

균제 감수성 검사로서 amphotericin B, fluconazole, vor-
iconazole 및 5-FC를 검사한다. 분광광도계를 이용하여 판독함

으로써 끌림 성장을 최소화한 제품으로, 외국의 다기관 연구에 

의하면 재현성이 좋고 CLSI M27법과의 일치율이 매우 높다고 

보고되었다[15,16]. 국내 균주를 대상으로 한 VITEK-2 항진균

제 감수성검사를 시행했을 때 CLSI M27A법과의 일치율이 매

우 높고, 평균 16시간 배양 후 판독이 될 수 있는 신속한 검사

방법임을 확인할 수 있었다[17]. 그러나 국내 분리 균주 중에는 

항진균제 내성 균주가 매우 드물기 때문에 VITEK-2 검사에서 

내성을 보이는 균주는 재검과 확인이 필요하다[17]. 

3. Etest 및 디스크 확산법

  Etest (AB BIODISK, Solna, Sweden)는 다양한 효모균과 사

상균에 대해 amphotericin B, fluconazole, itraconazole, flucyto-
sine, voriconazole, posaconazole 및 caspofungin의 활성을 측정

할 수 있다[3]. 숙련된 검사자가 판독한다면 CLSI법과 상당히 

잘 일치하는 재현성이 있는 방법이다. 특히 Etest로 amphoter-
icin B 검사를 하면 감수성 균주와 내성 균주를 쉽게 감별할 수 

있을 정도의 넓은 범위의 농도를 나타내므로 Etest는 amphoter-
icin B 내성 균주의 검출에 CLSI 액체배지 미량희석법보다 좋

다고 알려져 있다[18]. Etest에는 2% glucose를 첨가한 RPMI 
1640 배지 등 다양한 배지가 이용되어 왔는데, 최근 Mueller- 
Hinton-methylene blue agar를 사용하면 억제대가 명백하여 판

독이 용이하다고 보고되었다[19]. Etest는 아스페르길루스, 
Fusarium 등의 사상형 진균에 대한 amphotericin B 검사에도 

CLSI법과 비교적 높은 일치율(88%)을 보였다[20].
  디스크 확산법은 flucytosine, fluconazole 및 voriconazole 같
은 수용성 제제에 적합한 법이며, 칸디다 감수성 검사를 위한 

CLSI M44-A법이 개발되었다[6]. 칸디다의 fluconazole에 대한 

디스크 확산법과 CLSI법을 비교한 결과 디스크 확산법은 재현

성이 좋고 CLSI법과 좋은 일치율을 보였다[21]. 표준화된 디스

크 확산법은 2% glucose와 methylene blue가 든 Mueller-Hinton 
agar를 사용한다[6]. 이 배지는 명백한 억제대를 나타내고 억제

대 내 성장이 적어 억제대 지름의 해석이 용이하여 2% glucose
만이 첨가된 Mueller-Hinton agar에 비해 더 우수하다. CLSI 디
스크 확산법에는 칸디다의 fluconazole, itraconazole, vor-
iconazole 및 flucytosine에 대해 억제대 해석 지침이 있다[6]. 디
스크 확산법은 새로 소개된 항진균제를 다양한 진균을 검사하

는데도 좋은 모델이 된다. 사상형 진균의 posaconazole 검사, 아
스페르길루스의 micafungin 검사, 아스페르길루스와 Fusarium
에 대한 caspofungin 검사 등이 시행되었으며 칸디다 이외의 균

종과 그 외 항진균제에 대한 breakpoint도 연구 중이다[3]. 

항진균제 감수성 검사의 MIC Breakpoints

  최근 칸디다의 항진균제 MIC와 임상적 결과와의 관계에 대

한 연구 결과가 더 축적됨에 따라 항진균제 감수성 검사의 해

석 breakpoints가 칸디다증의 치료를 적정화하는 데 보조적으

로 유용하다고 평가되었다[3,4,22]. 현재 CLSI M27법에는 칸디

다의 fluconazole, itraconazole, voriconazole과 flucytosine에 대

해 내성, 약제용량의존성 감수성(중간) 및 감수성의 breakpoints
가 문서화되어 있다(Table 1). 그런데 echinocandins (caspofun-
gin, micafungin과 anidulafungin)에 대해서는 감수성(MIC 2.0 
mg/L) 및 비감수성(MIC ＞2.0 mg/L)의 breakpoint만이 설정되

어 있다[4]. 이는 임상 검체에서 분리된 칸디다 균주의 99.7%
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가 echinocandin의 감수성 범주에 포함되어 있고, 높은 echino-
candin MICs를 갖는 칸디다 균주가 아직까지는 드물어 아직 

내성 breakpoints를 확립하지 못하였기 때문이다[3]. 
  Amphotericin B에 대한 생체외 내성의 검출은 현재 항진균

제 감수성 검사의 가장 어려운 문제 중의 하나이다. 대부분의 

칸디다 균주는 CLSI법을 포함한 대부분의 검사법에 의해 좁은 

범위의 MIC 결과를 보인다. CLSI M27법에서 RPMI 배지 대신 

antibiotic medium 3를 사용하면 칸디다의 amphotericin B 내성

을 더 잘 검출한다는 보고가 있었으나, 이 배지가 lot에 따라 결

과가 상당히 다르거나 다른 기술적인 인자에 의해 영향을 받음

이 보고되었다[3,23]. 반면 감수성 검사로서 Etest를 이용하면 

보다 넓은 범위의 MIC 결과를 얻을 수 있다[3,18]. 그러나 Etest
를 포함한 5가지 항진균제 감수성 검사법을 이용한 연구에서도 

amphotericin B의 생체외 검사결과와 생체내 연관성을 확인할 

수 없었다[3,24]. 결론적으로 amphotericin B 감수성 검사는 검

사법의 개발뿐 아니라 임상적 결과와 연관된  연구가 더 필요

하다. 

항진균제 감수성 검사의 실제적 이용

  항진균제 감수성 검사는 현재 개발 중이거나 사용 가능한 항

진균제의 진균에 대한 활성 범위를 정하는 데 도움을 주고 있

다. 그러나 임상 검체에서 분리된 모든 진균 균주에 대해 일상

적으로 항진균제 감수성 검사를 시행하는 것은 필요하진 않다. 
그 이유는 항진균제를 사용한 후 이에 대해 내성을 획득한 균

주는 아직 상대적으로 드물기 때문이다. 따라서 진균의 균종을 

동정하는 것만으로도 충분히 항진균제 내성 정보를 얻을 수 있

다. 더구나 사상형 진균이나 드문 균종에 대해서는 아직 MIC 
결과를 해석하기도 쉽지 않다. 따라서 현재 검사실에서 시행하

는 항진균제 감수성검사의 대상은 주로 칸디다 균주이며, 혈액 

등 침습적 감염의 병소에서 균이 분리된 경우, 항진균제 예방

요법을 받고 있는 환자에서 분리된 경우, 치료에 반응하지 않

는 경우 검사를 시행하는 것이 권장된다[2]. 현재 혈액에서 분

리된 C. albicans의 경우 항진균제 내성이 흔치 않으므로 이 균

종에 대한 정규적인 항진균제감수성 검사는 일반적으로 권장

되고 있지는 않다. 전문가들은 혈액이나 무균 검체에서 C. 
glabrata가 분리된 경우나 드문 칸디다 균종이 분리된 경우 그

리고 항진균제 치료에 반응이 실패하거나 azole 내성이 강력히 

의심되는 경우에 항진균제 감수성 검사를 실시하도록 권하고 

있다[3,25]. 

결      언

  최근 20년 동안 진균감염의 빈도가 증가되고 다양한 전신성 

항진균제가 개발됨에 따라 항진균제 감수성 검사의 필요성이 

증가되었다. 특히 최근에는 새로운 항진균제의 개발과 사용으

로 인해 내재성 내성을 가진 진균에 의한 기회감염의 빈도가 

크게 증가하였고, 항진균제에 대한 획득 내성도 보고되고 있다. 
따라서 이러한 변화에 맞추어 항진균제 치료를 적정화하고 임

상적 결과를 예측하기 위한 항진균제 감수성 검사의 역할에 지

속적으로 관심을 가져야 할 필요가 있다. 항진균제 감수성 검

사는 아직도 많은 문제점이 있으나 점차 검사법이 향상되고 항

진균제 선택 범위가 넓어짐에 따라 적절한 항진균제를 선택하

는데 있어 매우 의미 있는 역할을 할 것으로 기대된다.
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=국문초록=

항진균제 감수성 검사의 최신지견: 검사법과 임상적 이용 

전남대학교 의과대학 진단검사의학교실

신종희

지난 20년간 진균감염의 빈도가 증가되고 새로운 항진균제가 개발됨에 따라 효모균과 사상형 진균의 항진균제 감수성 

검사를 위한 CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) 표준법이 개발되고 정립되었다. 또한 검사실에서 일상적으

로 사용이 가능한 검사법인 Etest, 디스크 확산법 혹은 CLSI 액체배지 검사법을 변형한 새로운 방법 등도 소개되어 평가

되고 있다. 항진균제 감수성 검사는 현재 특정 병원이나 지역에서 분리되는 진균의 항진균제 감수성 양상을 알아보는 

역학적 검사에 사용되며, 새로 개발된 항균제의 각종 진균에 대한 항진균 활성을 알아보고, 또 항진균제 치료의 임상적 

결과를 예견하기 위한 일상적 검사로 사용되고 있다. 항진균제 감수성 검사는 amphotericin B 내성 검출, 사상형 진균의 

임상적 결과와의 연관성 확립 및 항진균제 치료의 지침으로서 유용성 확대 등 아직도 해결해야 할 문제점이 많으나 점차 

검사법이 향상되고 항진균제 선택 범위가 넓어짐에 따라 적절한 항진균제를 선택하는 데 매우 의미 있는 역할을 할 것으

로 기대된다. [대한임상미생물학회지 2009;12:154-158]
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