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Background: Prolonged transport or poor accessibility 
of blood culture equipment during night time may 
cause delayed entry of blood culture bottles. The ef-
fect of prestorage conditions on time to detection 
(TTD) for the blood culture was evaluated for the im-
portant gram-negative lactose nonfermentative bacteria.
Methods: Three different clinical isolates of Pseudo-
monas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Steno-
trophomonas maltophilia, and Burkholdera cepacia 
were diluted to 150 CFU/mL and 15 CFU/mL and in-
oculated into standard aerobic bottles. These were 
stored at 25oC and at 37oC for 0, 6, 12, 18, and 24 h. 
They were entered to BacT/Alert 3D Systems (bio-
Mérieux Inc.) and TTD was monitored for each con-
dition. 
Results: At the 150 CFU/mL concentration, P. aerugi-
nosa and A. baumannii showed false-negative for the 

bottles prestored at 37oC for 18 h and 24 h, re-
spectively. However, there was no false-negative for 
S. maltophilia or B. cepacia at any prestorage con-
ditions. There was a significant decrease of TTD for 
all experimental microorganisms except P. aerugino-
sa prestored for 24 h either at 25oC or at 37oC (P＜ 
0.05).
Conclusion: Delayed entry may cause false-negative, 
especially for the high level of bacteremia of P. aeru-
ginosa or A. baumannii when the bottles are stored 
at 37oC for ≥18 h. TTD could be reduced by pres-
torage of the bottles at 37oC until 12 h without 
false-negative for nonfermentative bacteria. (Ann Clin 
Microbiol 2017;20:7-12)
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INTRODUCTION

패혈증을 올바로 진단하기 위해서는, 패혈증 의심 환자로부

터 충분한 양(20-30 mL)의 혈액을 채취하여 호기병과 혐기병

에 절반씩 분주한 후, 배양병은 2시간 이내에 혈액배양 장비에 

투입해야 한다[1]. 하지만 야간이나 휴일 근무 시 혈액배양 장

비 사용이 불가능하거나, 외부 검사기관으로 보내야 하는 경우, 

병원이 여러 개 건물로 건축된 경우 혈액배양병의 장비 투입이 

늦어지는 상황이 발생한다. 이때 배양병을 실온에 두어야 할지, 

37oC에 보관해야 할지 하는 문제가 발생한다. 실온에 보관하면 

균 검출 시간이 늦어지는 단점이 있다. 특히 야간에 혈액배양 

장비를 전혀 운용하지 않는 경우, 37oC 보관에 비해서 균 검출 

시간 및 최종 동정 시간에서 큰 차이를 보일 수 있다[2-4].

빠른 균 검출을 위해서 혈액배양 병을 37oC에 보관할 수 있

지만, 이 경우 일부 유당비발효균은 위음성을 보일 수 있다[5]. 

하지만 유당비발효균을 대상으로 균수, 보관 온도 및 보관 시

간에 따른 균검출시간 자료가 불충분하여, 본 연구에서는 패혈

증에서 흔히 분리되는 유당비발효균 4가지(Pseudomonas aeru-
ginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, 

Burkholdera cepacia) 임상분리주를 대상으로 여러 가지 보관 

조건이 혈액배양 결과에 미치는 영향을 파악하고자 하였다. 

MATERIALS AND METHODS

1. 균주 준비

임상 검체에서 분리된 녹농균(P. aeruginosa), A. baumannii, 
S. maltophilia, B. cepacia 균주를 혈액한천에 계대배양한 후 생

리식염수에 McFarland 0.5 탁도로 균을 부유시켰다. 균주 동정
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Fig. 1. Time to detection (TTD) of Pseudomonas aeruginosa of standard aerobic bottles stored at 25oC and at 37oC prior to insertion to 
BacT/Alert 3D blood culture system. Bacterial concentration: (A) 1.5×102/mL, (B) 1.5×101/mL.

은 Vitek-2 Systems (bioMérieux Inc., Marcy l’Étoile, France)를 

이용하여 동정하였다. 이 탁도의 균 농도를 1.5×108/mL라고 가

정하고 생리식염수로 10배씩 계단희석하여 이론적으로 150 

CFU/mL와 15 CFU/mL 두 가지 농도로 만들었다. 균수는 두 

가지 농도가 정확히 10배가 나지는 않기 때문에, 150 CFU/mL 

농도의 균수를 사용하였다. 위와 같은 실험을 서로 다른 균을 

사용하여 3회 반복하였다. 150 CFU/mL에 해당하는 농도가 녹

농균(N=2)은 평균 187 CFU/mL (표준편차 47 CFU/mL), A. 
baumannii (N=3)는 평균 473 CFU/mL (표준편차 29 CFU/mL), 

S. maltophilia (N=3)는 평균 176 CFU/mL (표준편차 205 

CFU/mL), B. cepacia (N=2)는 평균 218 CFU/mL (표준편차 3 

CFU/mL)였다. 여기서는 편의상 150 CFU/mL를 ‘높은 농도’, 

15 CFU/mL를 ‘낮은 농도’로 기술한다.

2. 배양병 보관 조건

표준호기병(standard aerobic bottle, bioMérieux Inc.)에 균액

을 1 mL 접종하고, 헌혈실에서 폐기되는 혈액 5 mL를 주입하

였다. 배지는 25oC와 37oC 두 가지 온도의 배양기에 각각 0, 6, 

12, 18, 24시간 동안 보관한 후, BacT/Alert 3D Systems (bio-

Mérieux Inc.)에 장착하였다. 여기서는 편의상 25oC를 실온으로 

기술한다.

3. 균검출시간(time to detection, TTD)

여러 조건에서 보관된 배양병을 장비에 투입한 후 양성 시그

널이 나올 때까지의 시간을 ‘균검출시간(TTD)’으로 정의하였

다. 균주별로 각 보관 조건에서의 TTD를 구하고, 그 결과를 비

교하였다. ‘위음성’은 균이 증식하였지만 장비에서 양성 시그

널을 내지 못한 것으로 정의하였다. 위음성의 경우 계대배양을 

시행하지는 않고, 육안으로 균의 성장을 확인하였다.

4. 통계

각 균주별로 실온과 37oC 두 가지 온도와 0, 6, 12, 18, 24시

간 동안 사전 보관한 조건에서의 평균 TTD를 구하고 그 결과

를 비교하였다. 배양시간에 따른 각 보관시간별 평균 TTD 차

이의 비교는 Kruskal-Wallis test로 유의성을 검정하였다. 대조

군인 보관시간 0시간과 다른 보관시간과의 비교, 농도별 대조

군 간의 비교 및 같은 보관시간에서 실온과 37oC에 보관된 군

의 TTD차이는 Mann-Whitney U test로 분석하였다. 모든 검정

은 양측(two-sided)이었고, 분석프로그램은 IBM SPSS version 

21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였다. P 값이 0.05 

미만이면 통계적 유의성이 있다고 판단하였고, 다중비교 시에

는 Bonferroni correction을 통해서 유의수준을 0.0083 (0.05/6) 

이하로 하였다. 보관 시간에 따라 TTD 결과가 일관성이 없거

나, 나머지 2균주 결과와 매우 큰 차이를 보이는 경우는 자료 

분석에서 제외하였다. 즉, 보관 시간이 지나면서 TTD가 감소

해야 하는데 오히려 증가한다던지, 나머지 2개와 3시간 이상 

TTD가 차이가 나는 경우 분석에서 제외하였다.

RESULTS

1. 녹농균

녹농균은 높은 농도 균을 실온에 보관한 경우 24시간째 2개 

중 1개에서 위음성이었고, 37oC에 보관한 경우 18시간부터 2개 

모두 위음성이었다. 보관시간에 따라 비교적 완만하게 TTD가 

감소하였지만, 37oC에서 12시간 보관 후에 급속히 TTD가 감소

하였다(Fig. 1). 하지만 보관 시간에 따른 통계적 유의성은 없었

다(P=0.066). 낮은 농도 균을 실온에 보관한 경우 위음성은 없

었다. 낮은 농도에서는 비교적 완만하게 TTD가 감소하였지만, 

37oC (P=0.081)에서는 18시간째 급속히 TTD가 감소하였다. 실
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Fig. 3. Time to detection (TTD) of Stenotrophomonas maltophilia of standard aerobic bottles stored at 25oC and at 37oC prior to insertion to
BacT/Alert 3D blood culture system. Bacterial concentration: (A) 1.5×102/mL, (B) 1.5×101/mL.

Fig. 2. Time to detection (TTD) of Acinetobacter baumannii of standard aerobic bottles stored at 25oC and at 37oC prior to insertion to BacT/Alert 
3D blood culture system. Bacterial concentration: (A) 1.5×102/mL, (B) 1.5×101/mL.

온과 37oC의 TTD 그래프를 비교하면 육안적으로는 비교적 큰 

차이를 보였다.

2. A. baumannii

A. baumannii는 접종 균수가 다른 균에 비해 약간 많았지만, 

상대적으로 매우 빠른 속도로 균이 증식한 것을 알 수 있었다. 

높은 농도에서는 실온(P=0.010)에서 12시간째, 37oC (P=0.016)

에서는 6시간째 급속히 TTD가 감소하였다(Fig. 2). 실온에서는 

위음성은 없었지만, 37oC에서는 18시간째 3개 중 1개, 24시간

째 3개 중 2개에서 위음성을 보였다. 낮은 농도에서도 실온

(P=0.012)에서 12시간째, 37oC (P=0.012)에서 6시간째 급속히 

TTD가 감소하였다. 낮은 농도에서 37oC에서 24시간째 3개 중 

1개에서 위음성을 보였다. 실온과 37oC의 TTD 그래프를 비교

하면 육안적으로 두 온도 간에 차이가 거의 없었다.

3. S. maltophilia

S. maltophilia는 보관 조건에 따라 위음성은 없었다. 높은 농

도에서는 실온(P=0.009)에서 18시간, 37oC (P=0.013)에서 12시

간째 급속히 TTD가 감소하였다(Fig. 3). 낮은 농도에서도 비슷

한 패턴을 보였지만 실온에서는 TTD가 통계적으로 유의한 차

이를 보이지 않았다(P=0.120). 실온과 37oC의 TTD 그래프를 

비교하면 육안적으로 두 온도 간에 차이가 거의 없었다. 

4. B. cepacia

B. cepacia는 보관 조건에 따라 위음성은 없었다. 높은 농도

에서는 보관 시간에 따라 실온(P=0.010)에서 완만한 TTD 감소

를 보였고, 37oC (P=0.010)에서는 18시간째 TTD가 유의하게 

감소하였다(Fig. 4). 낮은 농도에서도 비슷한 패턴을 보였고, 각

각의 온도에서 모두 TTD는 통계적으로 유의한 차이를 보였다
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Fig. 4. Time to detection (TTD) of Burkholderia cepacia of standard aerobic bottles stored at 25oC and at 37oC prior to insertion to BacT/Alert
3D blood culture system. Bacterial concentration: (A) 1.5×102/mL, (B) 1.5×101/mL.

(실온 P=0.012, 37oC P=0.009). 실온과 37oC의 TTD 그래프를 

비교하면 육안적으로 다른 실험균에 비해 가장 큰 차이를 보였

다. 하지만 실험 횟수가 적어서 통계적으로는 유의한 차이를 

보이지는 않았다(P＞0.05). 

DISCUSSION

이론적으로 혈액배양병은 채혈 후 즉시 검사실로 운송하고, 

또 검사실 도착 즉시 배양 장비에 투입하는 것이 바람직하다. 

하지만 실제로는 검체 채취부터 장비에 투입되기 까지 지연되

는 것은 불가피하다. CLSI 지침[1]에 채혈 후 2시간 이내 장비

에 투입할 것을 권장하여, 최근에는 혈액배양 장비를 응급검사

실에 설치하는 의료기관이 늘고 있다. 하지만 저자들이 근무하

는 경상대학교병원은 응급검사실 장소가 협소하여 혈액배양 

장비 설치가 불가능하고, 미생물검사실은 다른 층에 있어서 야

간에 혈액배양병을 즉시 투입하는 것이 불가능한 구조이다. 유

당비발효균은 다른 장내 세균이나 그람양성균과는 달리 균 성

장 커브가 작아서 장비 투입 전 이미 균이 충분히 자란 경우 

‘성장 알고리즘’을 적용할 수 없어서 위음성으로 나오는 경우

가 많다고 알려져 있다[5,6]. 이에 본 연구에서는 임상적으로 

중요하고 비교적 자주 분리되는 유당 비발효균 4가지를 선택하

여, 보관온도와 시간에 따른 균 검출 시간을 실험적으로 관찰

하였다.

그 동안 혈액배양병의 지연투입에 대한 임상적 및 실험적 연

구가 여러 번 보고된 바 있다. BacT/Alert 3D와 Bactec 9240 

(Becton-Dickinson, Sparks, MD, USA) 두 장비를 비교 평가한 

한 임상연구에서 4,402세트의 혈액배양 중 장비 위음성은 각각 

0.02%와 0.32%에 불과하였다[7]. 이 연구에서는 미생물검사실

과 병원 건물이 멀리 떨어져 있어서, 혈액배양병의 절반 이상

이 37oC에 12시간 이상 보관되는 상태였다. 즉, 이 연구에서는 

혈액배양병을 야간에 37oC 보관 시 위음성은 거의 문제가 되지 

않았다고 하였다.

van der Velden 등[2]은 Bactec 9240 장비에서 혈액배양병을 

37oC에 보관할 경우 실온에 비해 TTD가 12시간에서 7시간으

로 단축되고, 그람염색 보고 시간도 34시간에서 19시간으로 단

축되며, 위음성(4%)은 거의 없다고 하였다. 이러한 결과를 바

탕으로 37oC에서 12시간까지 혈액배양병 보관이 가능하다고 

하였다.

저자들은 야간에 도착하는 혈액배양병을 일단 응급검사실의 

BacT/Alert 3D에 장착만 하였다가 다음날 다른 층에 있는 혈액

배양 장비에 투입하는 경우, TTD는 실온에 비하여 4시간(8.4시

간 vs. 12.4시간) 단축되고, 2일 이내 최종 보고되는 비율도 

10% (24.4% vs. 14.9%) 늘어나는 것을 확인한 바 있다[4].

하지만 Bactec 9240을 사용한 다른 임상연구에서는 양성으

로 나온 1,477 혈액배양병 중 89개(6.0%)가 위음성 있고, 특히 

호기병(17개)보다는 혐기병(72개)에서 유의하게 위음성이 많다

고 하였다[8]. 위음성으로 나온 것을 계대배양한 결과, Pseudo-
monas spp. 24개, 포도알균 21개, 효모균 24개였다. 즉, 녹농균

뿐만 아니라, 포도알균, 효모균에서도 장비 위음성이 문제가 될 

수 있다고 하였다. 이 연구에서는 장비 지연 투입에 대해서 

37oC 보관 시 8시간, 실온 보관 시 16시간 기준을 사용하였다.

Bactec 9240을 사용한 다른 임상연구에서도 956개 양성 중 

장비에서 검출하지 못한 위음성이 76개(7.9%)로 비교적 높았

는데, 그 중 68개는 35oC에 보관한 것이었고, 나머지 8개는 실

온에 보관한 것이었다[6]. 보관 시간은 평균 16-18시간이었다. 

이 연구자들은 35oC에 보관할 경우 장비투입까지 보관시간을 

줄이고, 장비투입 전 배양병을 육안으로 관찰하면 위음성을 낮

출 수 있다고 하였다. 즉, 이미 97개가 장비 투입 전 육안으로 

양성을 보였다. 장비 위음성 균주들은 유당비발효균뿐만 아니

라, 대장균, 폐렴알균, 장알균, 포도알균, 효모균 등 다양하였다.
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Bactec 9240을 이용한 한 균주 실험에서 24시간까지 보관할 

경우, 35oC에서 97.9%, 실온에서 99.2%가 검출이 가능하였다

[9]. 즉, 24시간까지는 위음성률이 높지 않고 온도에 따라 큰 차

이가 없으므로, 35oC에 24시까지 보관할 수 있다고 하였다. 저

자들의 연구에 비해 균수(45 CFU/mL)가 적었는데, TTD는 녹

농균(14 h)과 A. baumannii (12 h)는 비슷하였지만, S. malto-
philia (32 h)는 큰 차이를 보였다. 이는 사용한 장비나 배지 조

성이 다르기 때문으로 판단한다.

Akan과 Yildiz [10]는 Bactec 9240과 BacT/Alert 3D 장비에 

대한 균주 실험에서 12시간까지는 거의 영향이 없다가, 24시간

까지는 74%-100% 검출이 가능하고, 이 시간이 지나면 A. bau-
mannii를 포함한 많은 균에서 양성률이 현저하게 낮아진다고 

하였다. 즉, 35oC에서 12시간까지는 보관이 가능하다고 판단하

여 본 연구 결과와 일치하였다.

Seegmüller 등[11]은 BacT/Alert 3D 장비와 차콜 배지(FA)를 

사용한 실험적 연구에서 36oC에 24시간까지 사전 배양할 경우, 

녹농균은 낮은 농도(7 CFU/mL)에서도 대부분 위음성을 보인 

반면, 대장균, 황색포도알균, 장알균, 헤모필루스, 칸디다는 매

우 높은 농도(MacFarland 0.5)에서도 위음성이 없었다. 하지만 

실제로 혈액배양 결과를 분석한 결과 야간에 36oC에 혈액병을 

보관하고 있었음에도 불구하고 위음성은 0.1% (6/5,360)로 매

우 미미하였고, 그 중 3개가 녹농균이었다.

Sautter 등[12]은 Bactec 9240과 BacT/Alert 3D 장비의 지연

투입 비교 실험에서 균수 250 CFU를 투입하였는데, 녹농균보

다 오히려 폐렴알균과 대장균에서 위음성이 높게 나왔다. 이들

은 TTD를 비교하지 않고, 양성 유무만 판단하였다. 보고시간

에 따른 결과를 바탕으로 실온에서는 24시간, 37oC에서는 12시

간까지 보관할 경우 ‘지연투입’이라고 정의하였다. 즉, 이 시간까

지는 보관이 가능하다는 의미로서, 본 연구 결과와 부합하였다.

독일에서는 중환자실에서 야간에 혈액배양병을 36oC에 보관

했었는데, BacT/Alert 3D를 이용한 한 실험에서 녹농균(900 

CFU)과 A. baumannii (500 CFU)를 36oC에서 8시간 사전 배양

한 경우 위음성으로 나와 야간에 실온에 보관할 것을 추천하였

다[5]. TTD는 본 연구보다 긴 결과를 보였는데, 녹농균(300 

CFU) 12.7시간, A. baumannii (150 CFU) 18.0시간, S. malto-
philia (10 CFU) 24.0시간으로 나왔다. 하지만 이들은 혈액은 

투입하지 않고, 세균만 투입하였다. 배양병에 혈액을 투입할 경

우 실제 혈액배양 모델과 더 유사하고, 세균의 증식 속도가 훨

씬 빨라진다[13].

저자들은 BacT/Alert 3D와 황색포도알균, 대장균, 녹농균을 

이용한 이전 실험에서 150 CFU/mL 농도에서 황색포도알균과 

대장균은 48시간까지 위음성이 없었지만, 녹농균은 실온에서 

48시간째, 37oC에서 24시간째 위음성을 보였다[14]. 본 연구에

서도 녹농균은 37oC에서 18시간째 위음성을 보여 이전의 실험

과 비슷한 결과를 보였다. 

본 연구에서 실온과 37oC에 보관한 병의 TTD 차이는 통계적

으로 유의하지는 않았다. 육안적으로는 녹농균과 B. cepacia는 

비교적 큰 차이를 보였지만, A. baumannii와 S. maltophilia는 

거의 비슷한 결과를 보였다. 즉, A. baumannii와 S. maltophilia
는 실온에서도 빠르게 증식한다고 유추할 수 있다.

균주 실험연구나 혈액배양 자료 분석에서 보고자마다 TTD

나 위음성률에 차이가 나는 것은 사용한 장비, 액체배지 조성, 

균 증식을 검출하는 소프트웨어, 균 수, 배양 온도, 혈액 주입 

등에 차이가 있기 때문으로 판단한다. 또한 분모를 전체 의뢰 

건수로 했는지, 양성 건수로 했는지에 따라 달라진다. 실제 패

혈증 환자의 균 농도는 정확히 알 수는 없지만, 30 CFU/mL 이

하라고 알려져 있다[15]. 하지만 매우 낮은 농도의 균수를 실험

적으로 만들기는 어려워서, 여기서는 이론적으로 150 CFU/mL, 

15 CFU/mL 두 가지 농도를 사용하였다. 보관 온도는 실온을 

25oC로 가정하여 25oC와 37oC 공기를 사용하는 배양기를 사용

하였다. 유당비발효균은 절대호기성균이기 때문에, 혐기병은 

사용하지 않고 호기병만 사용하였다.

결론적으로 BacT/Alert 3D 장비를 이용하여 표준병(standard 

bottle)을 사용한 실험 연구에서, 37oC 배양기에 보관할 경우 녹

농균, A. baumannii를 제외한 나머지 2가지 유당비발효균은 위

음성이 없었고, 녹농균과 A. baumannii는 18시간째부터 위음성

으로 나왔다. 실온에 보관할 경우에는 18시간까지 실험에 사용

한 유당비발효균 4가지 모두 위음성이 없었다. 건물이 떨어져 

있거나 외부로 의뢰하는 경우 등 즉시 장비에 투입하는 것이 

불가능하여, 혈액병을 35oC-37oC에 보관할 경우 12시간까지는 

안전하게 위음성 가능성을 낮추면서 TTD는 단축할 수 있을 것

으로 판단한다. 또한 37oC에서 18시간 이상 보관할 경우 높은 농

도의 녹농균이나 A. baumannii는 장비 위음성을 보일 수 있다.
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=국문초록=

장비투입 지연이 유당 비발효균의 혈액배양 검출시간에 미치는 영향

경상대학교 1융합의학과, 2의과대학 진단검사의학교실, 건강과학연구원

김승욱1, 변정현2, 김선주2

배경: 혈액배양 시 운송이 늦어지거나, 야간에 혈액배양 장비 사용이 어려운 경우 장비투입 지연이 발생할 수 있다. 혈액

배양에서 흔히 분리되는 유당비발효균을 대상으로 보관 조건에 따라 혈액배양 장비에서 균의 검출에 미치는 효과를 분

석하였다.

방법: 임상검체에서 분리된 유당비발효 그람음성간균 4가지(녹농균, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas malto-
philia, Burkholdera cepacia)를 대상으로 균수를 150 CFU (높은 농도)와 15 CFU (낮은 농도)로 희석하여 호기병에 균을 

접종한 후 25oC와 37oC에 0, 6, 12, 18, 24시간 동안 보관하였다. BacT/Alert 3D Systems (bioMérieux Inc.) 혈액배양 장비에 

투입한 후 균검출시간을 비교하였으며, 3회 반복 실험하였다. 

결과: 녹농균은 37oC에 보관하면 높은 농도에서 18시간째 장비위음성으로 나왔다. A. baumannii는 37oC에 보관하면 높은 

농도에서 24시간째 3개 중 2개에서 장비위음성으로 나왔다. S. maltophilia나 B. cepacia는 보관 조건에 따라 위음성으로 

나온 경우는 없었다. 녹농균을 제외한 나머지 3가지 균은 24시간 동안 배양병을 보관할 경우, 보관온도와 상관없이 균검

출시간이 모두 통계적으로 유의하게 감소하였다(P＜0.05).

결론: 혈액배양 병의 장비 투입이 지연되어 37oC에 18시간 이상 보관하면 녹농균이나 A. baumannii 균혈증 농도가 높은 

경우 장비 위음성으로 나올 가능성이 있다. 37oC에 혈액병을 보관할 경우 12시간까지는 위음성 가능성을 낮추면서, 유당

비발효균의 TTD는 단축할 수 있을 것으로 판단한다. [Ann Clin Microbiol 2017;20:7-12]
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