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Background: This study compared three non-molecular 
methods for the detection of methicillin-resistance di-
rectly from blood cultures containing Staphylococcus 
aureus: penicillin-binding protein (PBP) 2a latex ag-
glutination (LA), PBP2a immunochromatographic as-
say (ICA) and MRSA chromogenic medium (CM).
Methods: Fifty methicillin-resistant S. aureus (MRSA) 
and 50 methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) were 
seeded into blood-culture bottles. When isolates re-
turned a positive signal, 5 mL of culture was added to 
serum separator tubes and centrifuged at 1,300 g for 
10 min. The pellets were then used as the inoculum 
for the PBP2a LA, MRSA-CM and PBP2a ICA. The 
pure colony was used for PBP2a LA test, additionally.
Results: The respective sensitivities and specificities 
were 98 and 100% for PBP2a ICA, and 100 and 
100% for MRSA-CM in direct detection of MRSA from 
positive blood culture. The results of PBP2a LA test 
using pure colony were entirely compatible with those 

by mecA gene PCR but the PBP2a LA test using the 
pellets directly isolated from positive blood culture 
showed sometimes ambiguous agglutination; its sensi-
tivity and specificity were 78 and 100%, if ambiguous 
results were scored as negative, and were 90 and 
92%, if ambiguous results were scored as positive, 
respectively.
Conclusion: For direct detection of MRSA in positive 
blood culture, MRSA-CM and PBP2a ICA provided ex-
cellent results. The PBP2a LA test using pure colony 
also gave excellent results but the PBP2a LA test by 
the direct method using pellet of positive blood culture 
was slightly less sensitive than the other two methods. 
(Korean J Clin Microbiol 2012;15:27-31)
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서      론

　혈액배양에서 포도양 그람양성 구균이 관찰될 때 methi-
cillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)를 빠르고 정확하

게 검출하는 것은 효과적인 항균제 치료를 신속하게 시작하기 

위해 매우 중요하다[1]. 혈액배양 양성 검체에서 통상적인 미생

물학적 방법으로 최종 결과의 보고는 최소 48시간이 소요된다. 
계대 배양을 위해 1일이 필요하며, 동정 및 감수성을 위하여 1
일이 추가로 소요된다. 현재까지 혈액배양 양성 검체에서 

MRSA를 직접 검출하기 위해, MRSA chromogenic medium 

(CM) [2-4], 직접 cefoxitin 감수성 검사[5], penicillin-binding 
protein 2a (PBP2a) 라텍스 응집법[6,7] 및 mecA를 검출하는 다

양한 분자진단법 등[8-10]이 이용되고 있다. MRSA-CM 및 직

접 cefoxitin 감수성 검사는 배양을 위해 최소 1일이 소요되며, 
PBP2a 라텍스 응집법도 순수 배양된 집락이 필요하므로 1일이 

소요된다. 분자진단법은 소요시간이 수시간 이내에 가능하지

만, 편의상 일괄 방식(batch type)으로 검사를 시행하게 되며, 
추가로 기기와 전문적인 인력이 필요하므로 규모가 크지 않은 

임상 검사실에서는 효율적인 방법이 아닐 수 있다.
　EZ-Step MRSA rapid kit (DiNona, Iksan, Korea)는 im-
munochromatographic 원리를 이용하여 PBP2a를 검출하는 신

속검사로 혈액배양 양성 검체에서 5시간 이내에 MRSA를 검출

할 수 있다[11]. 이 연구에서 저자들은 S. aureus가 포함된 혈액

배양 양성 검체에서 직접 MRSA를 검출하는 데 상품화된 2가
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지 PBP2a 검출법(PBP2a 라텍스 응집법과 EZ-Step MRSA rap-
id kit)과 MRSA-CM를 적용하여 보았다. 

재료 및 방법

1. 균의 동정 및 methicillin 내성의 확인

　혈액배양에서 분리된 총 100주의 S. aureus를 대상으로 시험

하였고, 이 중 MRSA는 50주 methicillin 감수성 S. aureus 
(MSSA)는 50주였다. S. aureus의 확인에 슬라이드 라텍스 응

집검사(Staphaurex Plus; Remel, Lenexa, KS, USA) 또는 튜브 

coagulase 검사와 nuc PCR [12]을 이용하였고, methicillin 내성

은 mecA gene에 대한 PCR로 확인하였다[11]. mecA 유전자의 

검출과 MRSA를 확인하는 표현학적 검사들에 ATCC 29213과 

ATCC 43300을 각각 methicillin 감수성과 내성의 정도관리 균

주로 사용하였다.

2. 균 침사의 준비 및 MRSA의 직접 검출

　0.5 MacFaland의 S. aureus를 호기성 혈액배양병(Bact/Alert 
FA bottle; bioMérieux, Durham, NC, USA)에 넣고 Bact/Alert 
3D 자동혈액배양기기(bioMérieux, Durham, NC, USA)에서 균

의 증식 여부를 관찰하였다. 균의 증식 신호가 나타나면 혈액

배양병에서 5 mL의 혈액을 3개의 혈청분리튜브(Becton Dic-
kinson, Franklin Lakes, NJ, USA)에 넣고 1,300 g에서 10분 동

안 원심 분리하였다. 상층액을 버리고 균 침사(pellets)를 아래

의 3가지 검사에 이용하였다.
　1) PBP2a 라텍스 응집법: PBP2a 라텍스 응집 검사는 

MRSA-Screen kit (Denka-Seiken, Tokyo, Japan)를 이용하였으

며, 제조사의 지침대로 시행하였다. 균 침사를 추출시약1과 혼

합하고 3분간 끓인 후 추출시약2를 첨가하고 5분간 원심 분리

하였다. 이어서 감작세포와 control 라텍스를 넣고 3분 동안 반

응시킨 후 판독하였으며 음성일 경우 3분간 추가로 관찰하였

다. 한편 혈액한천배지에 균을 순수 배양하여 자란 균집락을 

이용한 PBP2a 라텍스 응집검사를 추가로 시행하였다.
　2) PBP2a immunochromatographic assay (EZ-Step MRSA rap-
id kit): 제조사의 지침대로 균 침사를 4 μg/mL의 cefoxitin이 

포함된 brain heart infusion (BHI) broth에 접종한 후 35-37oC에

서 4시간 동안 증균하였다. 이 증균액 1 mL에 0.1 mL의 용해 

완충액과 Tween 20을 각각 첨가하고 10분 동안 균을 용해한 

후 0.1 mL를 kit에 떨어뜨렸다. 검사결과의 판독은 제조사의 권

고에 의해 10분 이내에 하였으며 음성 결과를 보인 검체는 4시
간 더 배양한 검체를 이용하여 재검사를 하였다.
　3) MRSA-Chromogenic medium: 균 침사를 면봉으로 생리식

염수에 접종하여 0.5 MacFaland 농도로 맞춘 후 chromogenic 
ChromID MRSATM 배지(bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France)에 

접종하였다. 35-37oC에서 24시간 배양 한 후 초록색 균 집락이 

자랐으면 MRSA 양성으로 판정하였으며 24시간 후 초록색 균 

집락이 자라지 않았을 경우 48시간까지 관찰하였다.

결      과

　혈액한천배지에서 순수 배양한 집락을 이용한 PBP2a 라텍스 

응집검사에서 MRSA는 모두양성, MSSA는 모두 음성 반응을 

보였으나 혈액배양병에서 직접 시행한 PBP2a 라텍스 응집법은 

50주의 MRSA 중 4주가 음성반응을 보였고 7주에서 불분명한 

응집반응을 보였다. 한편 50주의 MSSA 중 5주에서 불분명한 

응집반응을 보였다. EZ-Step MRSA rapid kit는 50주의 MRSA 
중 1주를 제외하고 모두 양성결과를 보였으며 음성 반응을 보

인 1주의 경우 8시간 배양 후 검사에서는 양성 반응을 보였다. 
50주의 MSSA는 4시간 및 8시간 증균 후 모두 음성반응을 보

였다. MRSA-CM에서 50주의 MRSA는 24시간 이내 모두 양성 

결과를 보였으며, 50주의 MSSA는 모두 음성 결과를 보였다. 
　결과적으로 혈액배양에서 MRSA의 직접 검출을 위한 

EZ-Step MRSA rapid kit의 예민도와 특이도는 98%와 100%였

으며 MRSA-CM은 100%와 100%이었다. 한편 PBP2a 라텍스 

응집법은 순수배양 집락을 이용하였을 경우에는 100%의 예민

도와 100%의 특이도를 보였으나 직접법(균침사를 이용)에서는 

불분명한 응집을 보이는 경우가 있었으며, 불분명한 응집을 음

성으로 간주하였을 때 예민도와 특이도는 78%와 100%이었고, 
양성으로 간주하였을 때는 각각 92%와 90%이었다(Table 1).

고      찰

　저자들은 S. aureus 양성인 혈액배양병에서 직접 MRSA를 

검출하는 데 EZ-Step MRSA rapid kit와 현재 널리 이용되고 있

는 PBP2a 라텍스 응집법 그리고 MRSA-CM을 적용하였다. 
　S. aureus에서 methicillin 내성의 검출 방법 중 mecA 유전자

를 검출하는 것이 표준이며 다양한 분자유전학적 방법들이 소

개되고 있으나, 아직까지 많은 임상검사실에서 이용하는 데 제

한이 있다. 따라서 임상검사실에서 쉽게 시행될 수 있으며 빠

르고 정확한 MRSA 검출 방법이 필요하다. 혈액배양에서 

MRSA를 빠르게 검출하기 위해 혈액배양병에서 직접 검체를 

원심 분리하여 균 침사를 얻는 방법은 계대 배양 시간을 줄일 

수 있어 종종 이용되고 있는데, 직접법으로 감수성 검사를 시

행하거나 chromogenic medium에 접종하는 방법 그리고 PBP2a
를 검출하는 방법 등이 있다[2-7]. 
　PBP2a의 검출은 라텍스 응집 방법이 상품화되어 이용되고 

있는데, 제조사의 지침은 고체배지에서 순수 배양된 균 집락을 

이용하도록 권고하고 있으며, 이에 의한 보고들은 우수한 결과

를 보이고 있다[13,14]. 한편 혈액배양에서 직접법으로 PBP2a
를 라텍스 응집법으로 검출하여 시간을 줄이려는 몇몇 연구가 
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Table 1. Results of PBP2a latex agglutination, PBP2a immunochromatographic assay and MRSA-chromogenic medium for identifying MRSA 
directly from positive blood cultures

Staphylococcus aureus
(nuc gene positive)

PBP2a LA with
PBP2a ICA† MRSA-CM

Direct method* Pure colony

P N P N P N P N

mecA positive (50)
mecA negative (50)
Sensitivity (%)
Specificity (%)

39 (46)
0 (5)

11 (4)
50 (45)

50
0

0
50

49
0

1‡

50
50
0

0
50

78.00 (92)
100 (90)

100
100

98.00
100

100
100

*When ambiguous agglutination were scored as negative or positive, the result of PBP2a LA were represented by number without or in bracket, 
respectively. †Used the broth after 4-hr incubation in enrichment broth. See methods. ‡Showed the positive results in testing after 8-hr incubation. 
Abbreviations: PBP2a, penicillin binding protein 2a; LA, latex agglutination;  ICA, immunochromatographic assay; MRSA, methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus; CM, chromogenic medium; P, positive; N, negative.

있었는데, 보고자에 따라 다양한 결과를 보였다[6,7,15-17]. 이
들은 검체 준비과정(균 침사의 제조 및 세척과정)이 서로 다르

기 때문으로 균을 충분히 회수하지 못해 예민도가 감소한 경우

와[6], 비특이 반응 또는 응집을 야기하는 물질을 충분히 제거

하지 못해 특이도가 감소한 경우가 있었다[15-17]. 본 실험에서

는 직접법에 의한 PBP2a 라텍스 응집법에서 50 MRSA 중 4주
에서 PBP2a가 검출되지 않았으며, 7주에서는 불분명한 응집을 

보였는데, 이들을 음성으로 간주하였을 때 예민도는 78%로 

PBP2a ICA와 MRSA-CM보다 낮았다. 한편 Qian 등[7]은 직접 

PBP2a 라텍스 응집법의 비특이 반응을 줄이기 위해 NaOH로 

세척하는 방법으로 특이도를 증가시켰다고 보고하였는데 본 

실험에서는 비특이 반응을 억제하기 위해 균침사액을 생리식

염수로 2번 세척한 후 실험에 사용하였으나 50 MSSA 중 5주
에서 불분명한 반응을 보였으며 이는 관찰자 간에 해석의 차이

를 야기할 수 있을 것이다. 음성 반응을 보인 MRSA (불분명 

반응을 보인 7주 포함) 11주와 불분명 반응을 보인 MSSA 5주
를 순수 배양 집락을 이용하여 시험하였을 때 MRSA는 명확한 

양성, MSSA는 음성이었다. 그러므로 PBP2a 라텍스 응집검사

는 고체배지에서 순수 배양 균집락의 사용이 권장되며, 직접법

으로 시행하기 위해서는 균 침사의 획득 방법 및 비특이 반응 

물질의 제거 등 검체의 전처리 방법에 대한 연구가 더 필요할 

것으로 생각된다. 
　EZ-Step MRSA rapid kit는 immunochromatographic 원리를 

이용하여 PBP2a를 검출하는 것으로 이전 보고에서 staph-
ylococci가 관찰되는 혈액배양에서 직접 methicillin 내성 유무

를 검출하는 데 우수한 결과를 보였다[11]. 이번 연구에서는 S. 
aureus만을 이용한 검사에서 1주의 MRSA를 제외하고 모두 정

확한 결과를 보였다. 위음성을 보인 1주도 8시간 증균하였을 

때 양성 반응을 보여 4시간 증균 후 음성 반응을 보일 경우 추

가로 4시간 증균하는 것이 추천된다. 
　이 연구의 제한점은 PBP2a 라텍스 응집법은 혈액배양병에서 

얻은 직접 침사를 이용하였고, EZ-Step MRSA rapid kit는 이 

침사를 4시간 동안 증균 후 이용하여 두 검사간에 균 농도에서 

동등하지 않았을 수 있다는 것이다. EZ-Step MRSA rapid kit의 

제조사 지침은 균을 cefoxitin이 포함한 배지에서 증균 후 증균

액을 이용하라고 되어 있는데, 이는 균침사 또는 집락을 증균

하지 않고 직접 이용하였을 때 MRSA에 있는 PBP2a 양이 미

미하여 이 키트로 검출되지 않을 수 있으나 이 배지에서 증균

시킨 MRSA에서는 cefoxitin 등에 의해 더 많은 양의 PBP2a가 

유도되기 때문이라 하였다[11]. 실제로 5주의 MRSA를 이용한 

예비실험에서 균 집락을 직접 이용하였을 경우 관찰자 간에 서

로 다른 결과로 해석할 수 있을 정도로 미약한 경우가 있었으

나, 증균 배양한 검체에서는 모두 확실한 양성 결과를 보였다

(자료 미제시). 게다가 최소억제 농도 이하의 cefoxitin 농도(4 
μg/mL)에서 증균시키면 MSSA의 증식은 억제되나 MRSA에

서는 오히려 PBP2a가 유도되어 두 균주 간의 감별에 더 우수

한 결과를 보일 수 있다.
　한편 EZ-Step MRSA rapid kit의 가격은 real-time PCR 시약

의 1/10, PBP2a 라텍스 응집시약의 1/3 수준이며 direct cefox-
itin disk diffusion법의 2배로 추정되어 경제적이며 검사를 위한 

추가 노동력이 미미하므로 임상검사실에서 쉽고 유용하게 이

용될 수 있을 것이다. 
　선택배지이며 감별배지인 MRSA-CM은 순수배양 집락, 비
강 검체 및 혈액배양에서 직접 MRSA의 검출에 우수한 효과가 

기존에 보고되었다[18-20]. 본 연구에서도 MRSA 50주, MSSA 
50주 모두에서 정확한 결과를 보였다. 단지 검출시간이 1일이 

필요하다는 단점이 있지만 평가한 세가지 방법 중 절차가 가장 

간편하였다. 
　결론적으로 EZ-Step MRSA rapid kit와 MRSA-CM는 혈액배

양에서 MRSA를 직접 검출하는 데 매우 우수한 결과를 보였

다. 순수 배양 균집락을 이용한 PBP2a 라텍스 응집법은 우수한 

결과를 보였으나 혈액배양에서 MRSA를 직접 검출할 때는 종
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종 불분명한 응집을 보일 수 있으므로, 균 획득 방법 및 비특이 

반응 물질의 제거를 위한 전처리 방법에 대한 연구가 추가로 

필요할 것이다.
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=국문초록=

양성혈액배양에서 메치실린 내성 황색 포도알균의 직접검출을 위한 PBP2a 라텍스
응집법, PBP2a 신속 면역크로마토그래픽법 및 Chromogenic 배지법의 비교

1주성대학교 임상병리학과, 2충북대학교 의과대학 진단검사의학교실, 3BK21 충북의생명과학센터

홍승복1, 손보라2, 신경섭2,3

배경: Staphylococcus aureus를 포함하는 혈액배양에서 직접 methicillin 내성의 검출을 위한 3가지 표현학적 방법인 pen-
icillin-binding protein 2a (PBP2a) 라텍스 응집법, PBP2a immunochromatographic assay (ICA) 및 MRSA chromogenic medium 
(MRSA-CM)의 성능을 비교하였다.
방법: nuc PCR과 mecA PCR로 확인된 50주의 methicillin-resistant S. aureus (MRSA)와 50주의 methicillin-susceptible S. aur-
eus (MSSA)를 혈액배양병에 넣고 균의 증식 신호가 나타나면 5 mL의 혈액을 취하여 혈청분리 튜브에 옮긴 후 1,300 
g에서 10분간 원심분리하여 균 침사를 얻었다. 균 침사를 PBP2a 라텍스 응집법, MRSA-CM, 및 PBP2a ICA 검사에 이용

하였다. 추가로 혈액한천 배지에서 자란 균집락을 이용하여 PBP2a LA 검사를 시행하였다.
결과: 혈액배양병에서 직접 MRSA의 검출을 위한 EZ-Step MRSA rapid kit와 MRSA-CM의 예민도와 특이도는 각각 98%
와 100% 그리고 100%와 100%이었다. 집락을 이용한 PBP2a LA 검사는 mecA PCR과 완전히 일치하였으나 혈액배양병에

서 얻은 침사를 직접 이용한 PBP2a 라텍스 응집법에서 7주의 MRSA와 5주의 MSSA는 불분명한 응집을 보였으며, 불분

명한 응집을 음성과 양성으로 각각 판단하였을 때의 예민도와 특이도는 각각 78%와 100% 그리고 90%와 92%이었다.
결론: 혈액배양에서 MRSA를 직접 검출하는 데 있어, EZ-Step MRSA rapid kit와 MRSA-CM은 매우 우수한 결과를 보였

다. 제조사의 지침대로 균집락을 이용한 PBP2a 라텍스 응집법은 MRSA를 감별하는 데 이전 두 검사방법과 같이 매우 

우수한 결과를 보였으나, 혈액배양에서 직접 검출할 때는 일부에서 불분명한 응집을 보였다. [대한임상미생물학회지 

2012;15:27-31]
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