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서론

폐구균(Streptococcus pneumoniae)은 중이염, 폐렴, 

부비동염, 균혈증, 수막염 등의 질환을 일으키며 전 세계

적으로 영아 및 어린 소아와 고령자에서 생명을 위협하는 

중증 침습 질환의 주요 원인이다. 폐구균의 피막다당은 병

독성의 가장 중요한 인자이며 항원성을 나타내고 이의 혈

청학적 성질에 따라 94개의 혈청형이 현재까지 보고되고 

다중구슬 폐구균 혈청형 분석법의 국내 확립과 적용 
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Purpose: Serotyping pneumococcal isolates is important to monitor efficacy of pneumococcal vaccines. Because of difficulties of typing 
pnueumocci, a multiplex bead-based (multibead) serotyping assay was recently introduced. The aim of this study is to establish a new multi-
bead serotyping assay and to apply this method to analyze clinical isolates of pneumococci in Korea.
Methods: To establish the multibead serotyping assay, six key reagents were transferred from University of Alabama at Birmingham (UAB) 
to Ewha Center for Vaccine Evaluation and Study (ECVES): bead set coated with polysaccharide and monoclonal antibody pool were used in 
one multiplex inhibition-type immunoassay and 2 bead sets coated DNA probe and 2 primer pools were used in two multiplex PCR-based 
assays. After multibead serotyping assay was set up, 75 test samples of pneumococci were analyzed whether ECVES is able to identify sero-
type correctly. After confirming the performance, serotyping assay was applied to identify serotypes of 528 clinical isolates of pneumococci 
collected from 3 different hospitals.
Results: After establishment of the multibead pneumococcal serotyping assay system at ECVES, 75 test samples were analyzed. There was 
no discrepancy of serotypes of 75 test samples between the results assigned at UAB and those at ECVES. The serotypes of 528 pneumococci 
isolated from patients or healthy subjects were determined in 94.3% of isolates (498/528).
Conclusions: The multibead pneumococcal serotyping assay can be successfully established in Korea. With this method, surveillance of 
serotypes of pneumococci isolated from patients as well as healthy subjects could be studied. 
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있다
1-3)

. 현재 침습 폐구균 감염을 예방하기 위해 다양한 

폐구균 백신이 개발되어 사용되고 있으며 23가지 혈청형

을 포함하고 있는 다당백신과 7-13개의 혈청형을 포함하

고 있는 단백결합백신들이 있다. 

이들 폐구균 백신은 대부분의 경우 혈청형 특이 면역을 

유도하며 특히 폐구균 단백결합 백신이 사용된 이후 전 세

계적으로 감염의 원인이 되는 폐구균 혈청형의 변화가 보

고되고 있다. 즉 백신에 포함된 혈청형에 의한 질환은 감

소하고 백신에 포함되지 않은 비백신 혈청형에 의한 폐구

균 질환이 증가되었다
4)
. 이와 같이 폐구균 혈청형의 결정

과 이를 통한 혈청형 변화 등의 감시는 결국 사용되는 백

신의 효능 평가를 가능하게 하며 폐구균 감염의 원인 혈청

형의 역학 변화에 대한 정보는 새로운 백신에 필요한 추가 

혈청형에 대한 중요 자료가 될 수 있다. 

폐구균 혈청형을 결정하기 위해 가장 고전적으로 사용

된 Quellung 반응법은 균의 피막다당 항원에 특이 항체

가 반응하는 경우 피막이 부풀어 오르는 것을 현미경으

로 관찰하여 혈청형을 결정짓는 방법으로 가장 오래 전부

터 사용된 매우 요긴한 검사법이다. 그러나 검사하는데 시

간과 노력이 많이 소모되며 숙련된 검사자가 필요하고 검

사 결과가 주관적이라는 단점이 있다
5)
. 그 밖에 피막다당

에 대한 항체를 이용한 라텍스 응집반응법과 dot blot 법

은 Quellung 반응법보다는 더 신속하나 여전히 검체 분석

에 시간이 오래 걸린다
6)
. 이에 비해 폐구균 피막다당 합성 

유전자를 증폭하여 혈청형 분석에 이용하는 중합효소연

쇄반응(polymerased chain reaction, PCR) 혈청형 분석

법은 좀 더 자동화되고 편리하지만 혈청형 결정이 유전자 

수준의 확인법이어서 실제 발현되는 표현형과 차이가 날 

수 있다는 단점이 있다
7,8)

. 2005년 Nahm 등
9)
은 단클론항

체와 PCR 산물이 코팅된 라텍스 구슬을 사용하여 흐름세

포측정기(flow cytometry)를 이용한 혈청형 분석법을 개

발하여 보고하였다
10,11)

. 이 새로운 분석법은 많은 수의 검

체를 빠른 시간 내에 정확하고 객관적으로 분석할 수 있

는 장점을 보여주었다.

본 연구에서는 Jigui 등
10)

이 개발, 보고한 혈청형 분석법

인 다중구슬(multibead) 혈청형 분석법을 본 연구소에 구

축하고 실제 임상 검체에서 분리된 폐구균의 혈청형 분석

에 도입하여 그 결과를 보고하는 바이다.  

대상 및 방법

1. 세균 

본 연구에서는 University of Alabama at Birmingham 

(UAB)의 Dr. Nahm으로부터 고전적인 방법을 포함한 다

양한 방법을 통해 혈청형이 결정된 폐구균 75개 균주(반

응 A 확인을 위한 28개, 반응 B 확인을 위한 22개, 반응 C

확인을 위한 25개)를 암호화하여 받았다. 이는 본 연구실

에 수립된 다중구슬 혈청형 분석법의 정확도를 확인하는

데 사용하였다. 국내 3개 대학병원에서 수집한 528개의 

폐구균 균주는 다양한 임상 검체에서 분리된 것으로 건강

한 사람 혹은 중이염 환자의 비인두에서 수집한 검체 각

각 140개 균주와 166개 균주 및 침습 감염환자에서 분리

된 222개 균주가 포함되었고, 본 연구의 임상 검체 분석의 

적용에 사용하였다.

2. 시약

다중구슬 혈청형 분석법에 사용되는 시약은 모두 6가지

의 시약 세트가 필요하다. 즉 단클론항체를 이용한 분석법

에 사용하는 폐구균 피막다당 특이 단클론항체 혼합액, 피

막다당이 코팅되어 있는 다중구슬 혼합액, PCR에 의해 얻

어진 시동체 혼합액(primer pool) 2 종류 및 DNA 탐색자

가 코팅된 다중구슬 2 종류이다. 이들 6가지 시약 세트는 

모두 UAB에서 제공 받았다. 시약의 조성과 조제 방법에 

대한 자세한 기술은 Yu 등
10)

이 발표한 내용에서 확인할 수 

있다.

3. 다중구슬 혈청형 분석법

분석법 전체 개요는 다음과 같다. 분석에 사용할 폐구균 

용해물을 제조하여 혈청형 피막다당이 코팅되어 있는 다

중구슬과 함께 넣어 단클론항체로 경쟁적 결합을 이용하

여 26개 혈청형에 대해 확인하였다. 그 후 폐구균 용해물

을 이용해 wzy 유전자를 PCR으로 증폭한 후 혈청형 특이 

wzy 유전자 탐색자(probe)가 코팅되어 있는 다중구슬을 

이용하여 추가 혈청형을 확인하였다.

1) 폐구균 용해물(lysate) 제조

폐구균을 액체배지(Todd-Hewitt Broth with 0.001% 

bromocresol purple)에 배양한 후 세균 용해 버퍼액(lysis 

buffer; sodium deoxycholate, sodium dodecyl sulfate, 
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sodium azide, sodium citrate in distilled water)을 넣고 

흔들어 주었다. 폐구균이 용해되어 용해물이 투명해질 때

까지 37℃에 정치하였다. 

2) 단클론항체를 이용한 다중구슬 혈청형 분석(반응 A)

각 혈청형 피막다당에 대한 단클론항체를 넣어 폐구균 

용해물에 존재하는 피막다당과 다중구슬에 결합된 피막다

당과의 경쟁적 억제를 이용하여 혈청형을 결정하는 방법

이다(Fig. 1A). 다중구슬에 붙어있는 피막다당은 1, 2, 3, 

4, 5, 6A, 6B, 6C, 7F, 8, 9N, 9V, 10A, 11A, 11E, 12F, 14, 

15B, 17F, 18C, 19A, 19F, 20, 22F, 23F, 33F 등 26가지 

혈청형으로 구성되어 있다.

먼저 10배, 30배 희석된 폐구균 용해물을 준비하였다. 

96 well 판(plate)의 각 well에 세척 버퍼를 100 µL 넣어 96 

well 판의 막(membrane)을 적신 후, 음압으로 well의 액체

를 빨아내었다. well에 준비한 다중구슬 혼합액을 25 µL 넣

었다. 음압 여과로 2번 세척한 후 남은 판 뒤의 용액을 제거

하였다. 그리고 모든 well에 다중구슬 블로킹(bloc king) 버

퍼를 25 µL 넣었다. 그 후 희석된 샘플 혹은 control 용해

물을 25 µL 넣었다. 그리고 단클론항체 혼합액을 넣었다. 

이후 어두운 곳의 실온에서 흔들면서 30분 반응시켰다. 

반응시키는 동안 phycoerythrin (PE)-접합 항 마우스 면

역글로불린 2차 항체(BD Pharmingen, Fran klin Lakes, NJ, 

US) 30 µL를 블로킹 버퍼 6 mL에 넣고 200배 희석하였

다. 30분 반응 후, 음압 여과를 이용하여 4번 세척 하였다. 

마지막 세척 후, 희석된 2차 항체를 넣었다. 뚜껑을 덮고 

어두운 곳의 실온에서 흔들면서 30분 반응시킨 후, 음압 

여과를 이용하여 4번 세척하였다. 그 후 모든 well에 세척 

버퍼 75 µL를 넣고 어두운 곳의 실온에서 2시간 후 Bio-

Plex 200 analyzer (Bio-Rad, Hercules, CA, US)로 형광

값을 얻었다.  

3) wzy 다중 PCR을 이용한 다중구슬 혈청형 분석(반응 

    B, C)

폐구균 용해물에 존재하는 wzy 유전자는 PCR 시동체 

혼합액을 섞어 증폭해서 생성된 결과물에 폐구균 혈청형

에 특이한 탐색자(probe)가 결합되어 있는 다중구슬이 결

합되어 분석된다(Fig. 1B). 시동체 혼합액은 시동체 혼합

액 B, C 두 가지이고 다중구슬 혼합액도 다중구슬 혼합액 

B, C 두 가지로 B 세트는 33가지 혈청형과 cpsA, lytA를, 

C세트는 35가지 혈청형과 무피막 폐구균을 알아낼 수 있

다. 이 과정을 통해서 분석해 낼 수 있는 혈청형은 Table 

1에 나타내었다.

다중 PCR은 단클론항체를 이용한 분석법에서 혈청형이 

밝혀지지 않은 검체를 가지고 진행한다. 먼저 폐구균 용해

물 5 µL와 20 µL의 PCR 혼합액으로 PCR을 하였다. PCR 

혼합물의 조성은 990 µL의 2 X 시동체 혼합액, 증류수 

A 

B 

Fig. 1. Scheme of multibead serotyping assay procedure. (A)  
Multibead serotyping assay using monoclonal antibodies 
(Reaction A). In this assay, the bacterial lysates and a mixture of 
color-coded beads coupled to reference capsular polysaccharides (PSs) 
are incubated with a mixture of monoclonal antibodies that bind the 
immobilized capsular PSs. If a capsular PS is in the sample, the PS will 
inhibit the binding of the monoclonal antibody to the corresponding 
PS-coated bead. The amount of the monoclonal antibody bound to 
the beads is determined using a fluorescently labeled anti-mouse 
immunoglobulin secondary antibody. (B) Multibead serotyping 
assay using wzy PCR (Reaction B and C). The assay is designed 
to detect pneumococcal serotypes by identifying wzy gene. wzy from 
a pneumococcal lysate is PCR amplified with a mixture of PCR primers 
and the resulting PCR product is identified by hybridizing it to luminex 
beads which are conjugated with a serotype specific probe. 
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990 µL, Ex Taq DNA 중합효소(Takara Bio, Madison, WI, 

US) 20 µL (100 U)이다. 각각의 시동체 혼합액은 250 µL

의 Ex Taq 버퍼(Takara Bio, Madison, WI, US), 2.5 mM

의 deoxynucleoside triphosphages (dNTP), 6.25 µL 씩

의 각각의 시동체
10)

로 이루어졌다. 온도순환기(thermal 

cycler)에 넣고 94℃ 15분 후에 94℃ 30초, 55℃ 30초, 72 

℃ 1분을 35번 반복하였다. 그 후에 72℃의 확장시간을 

가진 후 이렇게 얻어진 PCR 산물(amplicon)을 1:100으

로 희석하여 96 well PCR 판으로 옮겨 담고 10분간 95℃

에 둔다. DNA 탐색자가 결합되어 있는 다중구슬을 녹여 

1 X tetramethylammonium chloride (TMAC) 버퍼(3M 

TMAC, 1 g/liter SDS, 50 mM Tris-HCl, 4 mM EDTA [pH 

8.0])에 원심분리를 이용해 세척하였다. 그 후 4 mL의 1.5 

X TMAC 버퍼에 풀어 48°C에 두었다가 40 µL 씩 PCR 산

물이 있는 96 well 판에 넣어 섞어주고 어두운 곳에서 48°

C에서 30분간 정치하였다. 그 후 1 X TMAC 버퍼 135 µL

를 각 well에 추가한 후 전체 195 µL를 96 well PCR 판에

서 96 well milipore 여과판(Millipore, Billerica, MA, US)

으로 옮겼다. 음압 여과를 이용하여 실온에서 2회 씻어내

고 1 X TMAC 버퍼로 세척 후 1 X PE-streptavidin (BD 

Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, US)을 50 µL 씩 well에 

넣었다. 48℃에서 20분을 둔 후에 1 X TMAC, PBS-0.1% 

Tween 20으로 각각 세척을 한 후에 다시 80 µL의 PBS-

0.1% Tween 20을 넣어준 후 Bio-Plex 200 analyzer로 

분석하였다.

Table 1. Bead Regions and Serotype Specificity in Reaction A, B and C
Reaction A Reaction B Reaction C

Bead region Analyte specificity Bead region Analyte specificity Bead region Analyte specificity

101 1 101 lytA 122 9N/9L

102 2 102 cpsA1 123 28A/28F

103 3 103 7B/7C/40 124 10C/10F

104 4 104 21 125 11B/11C

105 5 105 33A/33F/37 126 13

106 6A 106 15B/15C 127 24F/24A/24B

107 6B 107 16A 128 12A/12B/12F/44/46

108 6C/6D 108 16F 129 19B/19C

110 7F/7A 109 18A/18B/18C/18F 130 27

111 8 110 23A 131 32F/32A

112 9N 111 23B 132 15A/15F

113 9V/9A 112 25F/25A/38 133 33B/33D

114 10A/39 113 10A/10B 134 31

115 11A/11D/11F 114 43 135 41A/41F

116 11E/11A/11D/11F 115 36 136 29

117 12F 116 48 137 45

118 14 117 34 138 47A

119 15B/15C 118 35A/35C/42 139 33C

120 17F/17A 119 35F/47F 141 NCC2

121 18C 120 35B 142 NCC2 & NCC3

122 19A 140 6C/6D 143 NCC1

123 19F 144 cpsA2

124 20

125 22F/22A

126 23F

127 33F/33A

Abbreviation: NCC, null capsule clade.
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4. 다중구슬 혈청형 분석법의 유효성 확인

다중구슬 분석법이 효과적으로 구축이 되었는지 평가하

기 위해 혈청형이 이미 정해진 폐구균을 UAB에서 받아 분

석하였다. 각 폐구균은 코드화하여 표시된 상태로 본 연구

진에게 전달되었고 혈청형을 분석하여 다시 UAB로 보내

어 대조하였다. 정확도는 본 기관에서 분석된 혈청형과 원

래 확인된 혈청형의 일치율로 나타내었다. 특이도는 해당 

혈청형 외에 다른 혈청형에 대한 반응이 구별되는지 보기 

위해 한 혈청형의 분석시 다른 혈청형의 값들을 함께 그

래프에 나타내 비교해 보았다.

5. 다중구슬 혈청형 분석법의 국내 분리 폐구균 분석 적용

본 연구실에 확립된 다중구슬 혈청형 분석법을 실제 임

상 검체에 적용해 보기 위하여 국내 분리 폐구균 528종을 

다중구슬 혈청형 분석법으로 분석해보았다. 528종의 폐구

균의 용해물을 제조한 후 반응 A를 먼저 진행하여 혈청형 

분석을 하였다. 그 후 혈청형이 확인되지 않은 검체는 반

응 B, C를 이용하여 추가 분석하였다. 

결과

1. 일치도

이화백신효능연구센터에서 수행된 다중구슬 폐구균 혈

청형 분석법이 정확도를 보이는지 확인하기 위해 UAB에

서 혈청형이 알려진 총 75가지 검체에 대한 일치도를 보

았다. 다중구슬 폐구균 혈청형 분석법에 포함되어 있는 모

든 혈청형이 이 75가지 검체를 통해 각각 확인될 수 있도

록 구성되어 있었다. 단클론항체를 이용한 혈청형 분석법

(반응 A)의 정확도를 위해 보내진 28가지의 검체는 반응 

A에서 혈청형을 결정할 수 있었다. 28개의 폐구균 검체를 

통해 반응 A에 포함되어 있는 26가지 혈청형이 고루 결과

값으로 나와 반응 A에 포함된 피막다당이 결합된 다중구

슬 모두가 안정적으로 결과값을 낼 수 있음이 확인되었다. 

이 중 3가지 검체는 2종류의 혈청형으로 나왔다. PCR을 

이용한 혈청형 분석법(반응 B)을 위한 22가지 검체 역시 

모두 반응 B에서 확인할 수 있는 혈청형으로 분석되었다. 

이 검체들로 반응 B에서 확인 가능한 33가지 혈청형에 대

한 21가지 반응이 확인되었다. 이 중 1개 검체는 2 종류의 

혈청형인 것으로 확인되었다. 35가지 혈청형에 대한 22가

지 반응이 있는 PCR의 또 다른 세트인 반응 C도 25가지 검

체로 확인한 결과 모든 반응의 결과를 낼 수 있음을 확인

하였다. 이 중 3개 검체는 2종류 혈청형으로 나왔다. 이렇

게 나온 결과를 UAB로 보내어 실제 검체의 혈청형 값과 대

조하였고 모든 검체의 혈청형이 100% 일치하였다. 두 가

지 혈청형이 섞여 있던 검체 7가지에 대해서도 모든 검체

들에서 두 가지 혈청형 결과가 모두 일치함을 확인하였다.

2. 특이도

각 검체에서 실제 혈청형으로 나온 결과값 외의 혈청형

에 대해서 위양성반응을 보였던 경우는 없었다. Fig. 2에

서 반응 A, B, C 각각의 반응으로 혈청형이 확인되었던 검

체 5개의 흐름세포측정 결과를 그래프로 나타내었다. 반

응 A에서의 신호 강도는 다중 구슬에 결합된 피막다당에 

단클론항체가 결합된 것을 나타내는데 검체에 들어있는 

폐구균의 혈청형에 대해서는 단클론항체가 다중구슬에 있

는 피막다당과 경쟁적 결합을 하게 되어 해당 혈청형의 

신호강도가 억제되게 된다. Fig. 2A의 경우 혈청형 5가 결

합되어 있는 다중구슬의 영역에서만 3% 이하로 특이적으

로 억제되는 것을 확인할 수 있다. 다른 혈청형의 피막다

당이 결합되어 있는 다중구슬 영역에 대해서는 모든 검체

에서 90% 이상의 신호가 유지되어 확연하게 구분되었다. 

반응 B, C에서는 검체에 들어 있는 폐구균의 wzy 유전자

가 자신의 혈청형에 해당하는 탐색자가 결합되어 있는 다

중구슬에 결합하여 유전자 증폭이 일어나게 되어 해당 혈

청형의 구슬 영역에서의 신호 강도가 증가되게 된다. Fig. 

2B, 2C에서 혈청형 18과 혈청형 11B/C의 wzy에 대한 탐

색자가 결합되어 있는 다중구슬영역에서 다른 영역의 신

호 강도에 비해 100배 가까이 증가되어 분명한 차이를 보

여주었다. 이를 통해 검체의 해당 혈청형에만 특이적인 반

응을 하고 위양성을 일으킬 수 있는 비특이적 신호는 보

이지 않아 높은 특이도를 보임을 확인하였다.

3. 임상분리 폐구균 분석

총 3개 대학병원에서 무증상 보균자와 침습 감염 환자

에서 분리된 528개의 폐구균 검체에 대해 분석하였다. 분

석은 반응 A부터 혈청형을 판단하여 혈청형이 결정되지 

못한 검체에 대해서 다음 반응 B, C를 진행하였다. 분석된 

혈청형 결과는 Table 2에 나타내었다. 전체 528개 균주 

중 498개 균주의 혈청형이 확인되었고 이는 전체 균주의 

94.3%에 해당하였다. 이 중 73.3% (387/528)의 균주는 반
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응 A만으로 결과를 확인할 수 있었고 반응 B까지 진행하

였을 때 84.3% (445/528)의 균주의 혈청형을 확인할 수 

있었다.  

고찰

이번 연구에서는 2005년 소개되고 발전되어 2011년 세

가지 단계의 반응으로 발전시켜, 알려져 있는 거의 대부분

의 폐구균 혈청형들을 분석할 수 있게 된 다중구슬 혈청

형 분석법을 국내에 구축하여 실제 폐구균의 분석에 적용

해보았다. 6가지의 주요 시약을 제공 받아 정해진 방법을 

적용하는 것 만으로 용이하게 혈청형 분석 시스템을 구축

할 수 있었다. 또한 결과는 객관적 수치화된 결과값으로 

나타나 이를 분석하고 혈청형을 결정하는 과정이 신뢰도 

있게 진행될 수 있었다. 구축된 혈청형 분석 시스템의 검

사 유효성을 확인하고자 UAB에서 보낸 암호화된 검체 분

석 결과 전체 일치하는 결과를 얻어 정확도를 확보하였다. 

또한 검체의 각 혈청형에만 특이적인 반응을 보이고 그 

외의 혈청형에 대한 반응과는 큰 신호 차이를 나타내어 

특이도도 높은 것으로 확인되었다. 실제 임상 검체들을 분

석한 결과 전체 분리 균주 중 94.3%의 혈청형을 확인하였

다. 전체 528개 균주의 혈청형을 분석하기 위해 폐구균 용

해물 제조과정을 제외하고 분석에만 3일이 소요되어 매우 

짧은 시간 내에 많은 균주의 분석 결과를 낼 수 있었다.

다중구슬 분석법은 숙련된 검사자가 없는 검사실에서도 

객관적이며 정확하고 신뢰성 있는 검사 시스템을 구축할 

수 있다는 것 외에도 많은 장점들이 있다. 먼저 동시에 여

러 검체를 검사할 수 있어 균 역학 조사를 하는 대규모의 

연구에서 활용 가치가 높다. 특히 한 명에게서 여러 혈청

형의 균이 분리되는 보균 연구에서는 큰 장점이 된다
12)

. 96 

well 판 1개당 대조군을 위한 3개 well 제외하고 모두 검

체를 넣을 수 있으며 흐름 세포분석기를 이용해 많은 부

분이 자동화되어 있다. 기존의 소개된 검사법들은 이 시스

템만큼 다수의 검체를 다수의 혈청형에 대해서 분석할 수 

없었다
6,7,13-15)

. 그리고 다중구슬 분석법은 3 단계의 반응

을 거쳐 분석하는 방법으로 이루어져있지만 일단 반응 A

에서 혈청형이 결정된다면 다음 단계로 넘어갈 필요가 없

다. 최근 발표되었던 2006년부터 2010년까지의 국내 침

습성 감염환자에서 분리된 폐구균의 혈청형 분포 자료에 

따르면 반응 A만으로도 92.7% (127/137)의 분리된 폐구

균의 혈청형을 결정할 수 있다
16)

. 반응 B까지로는 혈청형

을 알 수 있었던 137개 균주 전체에 대해서 분석이 가능

하다. 실제 이번 연구에서 임상 검체를 분석한 자료에서도 
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Fig. 2. Specificity of multibead serotyping assay. (A) Normalized fluorescence signals of the beads coated 
with pneumococcal polysaccharides obtained with the panel of a test sample by use of the multiplexed 
inhibition type immunoassay with monoclonal antibodies (Reaction A). The numbers on the X axis represents 
the numbers assigned to the bead regions in the test. (B and C) Geometric mean signal of the beads coated 
with probes obtained with the panel of each sample by use of the PCR-based multiplexed assay (Reaction 
B and C). The numbers on the X axis represents the numbers assigned to the bead regions in the test.
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반응 A만으로 전체 분리 균주의 73.3%가 분석 가능하였

다. 이처럼 본 분석법은 백신 관련 혈청형부터 순차적으로 

3가지 반응을 이어갈 수 있게 구성되어 대부분의 경우 반응 

A 만으로도 빠르게 결과를 알 수 있고 반응 C까지 진행하

면 백신 사용이 확대된 후 혈청형 대치로 새롭게 나타나는 

우세한 혈청형이나 nontypeable 혈청형까지 확인할 수 있

다. 이는 한 균주의 혈청형을 결정 짓기 위해 pool, type, 

group, factor 혈청으로 수차례 단계적 반응을 해야 하는 

기존의 Quellung 반응법과 비교한다면 편의성에서 매우 

우위를 차지하는 장점이다. 

다중구슬 분석법은 시스템 안에서 혈청형을 분석하는 

본연의 목적 외에도 폐구균에 대한 추가적인 검사에 활용

할 수 있는 가능성이 있다. 우선 시동체 등을 추가하여 폐

구균을 확인하는 검사를 할 수 있다. 실제로 현재 검사법

에 반응 B와 C에서 lytA, cpsA 등을 추가하여 폐구균인지 

확인하고 무피막 균의 경우 하위 분류를 확인할 수 있게 

하였다
17)

. 이러한 시스템의 유연성은 mefA, ermB와 같은 

폐구균의 항생제 내성관련 유전자 screening을 포함시킴

으로써 혈청형 분석과 항생제 내성확인까지 함께 하는 것

이 가능하다
18,19)

. 이 시스템에 추가되는 검사들을 통해 폐

구균 역학 연구에서 적은 노력으로 많은 정보를 얻을 수 

있을 것이다. 특히 반응 A의 경우는 면역학적 검사법으로 

Table 2. Serotyping Results Deduced by Multibead Serotyping Assay for 528 Clinical Isolates
Reaction A Reaction B Reaction C

Serotype Number of isolates (%) Serotype Number of isolates (%) Serotype Number of isolates (%)

1 8 (1.5) 16F 4 (0.8) 13 9 (1.7)

3 25 (4.7) 23A 16 (3.0) 24F/24A/24B 3 (0.6)

4 5 (0.9) 25F/25A/38 6 (1.1) 15A/15F 17 (3.2)

5 3 (0.6) 34 17 (3.2) 31 1 (0.2)

6A 36 (6.8) 35B 15 (2.8) NCC1† 19 (3.6)

6B 17 (3.2) NCC2 4 (0.8)

6C/6D 27 (5.1)

7F/7A 1 (0.2)

8 3 (0.6)

9N 3 (0.6)

9V/9A 13 (2.5)

10A/39 3 (0.6)

11A/D/F 36 (6.8)

11E/(11A/D/F) 3 (0.6)

12F 3 (0.6)

14 11 (2.1)

15B/15C 22 (4.2)

17F/17A 2 (0.4)

18C 3 (0.6)

19A 65 (12.3)

19F 51 (9.7)

20 5 (0.9)

22F/22A 2 (0.4)

23F 32 (6.1)

33F/33A 2 (0.4)

2 serotypes in a sample* 6 (1.1)

Sum 381 (73.3) Sum 58 (11.0) Sum 53 (10.0)

Total 498 (94.3)†

*11A, 23F; 14, 19F; 4, 23F; 9V, 19A; 3, 19A; 6A, 19F.
†Nontypeable isolates: 30 (5.7).
Abbreviations: NCC, null capsule clade.



www.piv.or.kr

김한울 외 3인: 다중구슬 폐구균 혈청형 분석법의 국내 확립과 적용 연구PEDIATRIC 
INFECTION 
& VACCINE

104

결과 값을 정량적으로 측정하기 때문에 측정 대상을 폐구

균 용해물이 아닌 사람으로부터 채취한 흉수액, 뇌척수액 

같은 검체를 이용하는 경우 그 혈청형 뿐 아니라 검체 안

의 항원의 양에 대한 정보도 줄 수 있다. 그리고 한 번에 

많은 수의 혈청형에 대해 분석할 수 있기 때문에 새로운 

혈청형의 발견에 도움을 줄 수 있다. 실제로 6A로 알고 있

던 균주를 다중구슬 분석법으로 검사 했을 때 혈청형 확

인 불가로 나와 추가 분석을 하여 새로운 혈청형 6C를 보

고하기도 하였다
20)

. 

많은 장점들에도 불구하고 몇 가지 제한점들이 존재한

다. 일부 혈청형 즉 18A, 18B의 경우에는 반응 C까지 진

행해도 현재 시스템에서는 분별이 되지 않는다. 또한 반응 

B와 C는 면역학적 검사법이 아니라 유전자형으로 혈청형

을 결정하는 것이므로 반응 A에 포함되지 않은 혈청형의 

경우 다른 분자유전학적 혈청형 분석법이 가지는 한계점

과 마찬가지로 실제 표현형과는 다른 결과를 보일 수 있

다. 또한 이번 실험에 사용하였던 주요 시약들은 현재 상

용화되어 판매되고 있는 것이 아니므로 UAB로 부터 공급

받아야 하는 제한점이 있다.

현재 다양한 백신 제조사들에서는 폐구균 백신에 혈청

형을 추가한 새로운 백신들을 연구하고 있다. 또한 지역마

다 다른 혈청형 분포가 다르며 혈청형마다 병독성과 항생

제 내성의 차이 등이 있을 수 있어 폐구균의 혈청형 분포

에 대한 감시는 매우 중요하다. 간단하고 빠르며 적은 노력

으로 객관적인 결과를 얻을 수 있는 다중구슬 혈청형 분

석법은 대규모 폐구균 역학 연구를 가능하게 하여 새로운 

혈청형, 혈청형의 분포 변화 등에 대한 많은 정보를 제공

하는 수단이 될 수 있을 것이다. 한편 면역학적 분석법과 

유전자 검사를 이용한 검사법의 두 종류가 융합되어 있는 

시스템이므로 적절한 시약만 추가한다면 여러 검사를 함

께 진행할 수 있어 향후 폐구균 관련 검사 정보들이 발달

함에 따라 함께 발전 확대시켜 나갈 수 있을 것이다. 또한 

폐구균 외에 수막구균, B형 연쇄상구균 등 다른 균의 혈청

군 분석 연구에서도 응용해 볼 수 있을 것이다. 
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요약

목적: 폐구균의 혈청형 분석은 백신의 효능을 평가하고 감시하는데 매우 중요하다. 그러나 폐구균의 혈

청형 분석이 힘들기 때문에 최근 라텍스 구슬과 흐름세포측정기를 이용한 다중구슬 혈청형 분석법이 소개 

되었다. 이 연구에서는 새로운 혈청형 분석법을 이화백신연구센터에서 구축하고 실제 임상 검체들에 적용

해보았다.

방법: 라텍스 구슬 3종과 폐구균 피막다당 특이 단클론항체 1가지, 시동체 2종을 Univerisity of Ala­

bama at Birmingham에서 제공 받았다. 이 시료들을 이용하여 단클론항체와 wzy 다중 PCR을 이용

한 다중구슬 혈청형 분석법을 확립하였다. 그리고 75개의 혈청형이 알려져 있는 검체를 이용하여 이화

백신효능연구센터에 확립된 다중구슬 혈청형 분석법의 정확도를 보았고 이를 토대로 528개의 임상 검

체를 분석해 보았다.

결과: 다중구슬 혈청형 분석법은 이화백신효능연구센터에 안정적으로 확립되었다. 75종의 이미 혈청

형이 알려져 있는 검체를 암호화하여 분석한 결과 전부 일치하여 정확도가 높음을 보여 주었고 실제 임

상 검체에도 적용한 결과 94.3% (498/528)에서 혈청형을 확인할 수 있었다.

결론: 다중구슬 분석법은 다수의 혈청형을 쉽고 빠르게 한번에 많은 수의 검체를 확인할 수 있는 객관

적인 검사 방법으로 향후 임상적 진단과 역학연구 등의 폐구균의 혈청형 분석에 유용하게 사용될 수 있

을 것이다.


