
Background : Cinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recommends the use of cefoxitin
disks instead of long-used oxacillin disks for screening methicillin-resistant isolates of staphylococci.
The frequency of discrepant results and accuracy of the tests were evaluated by detecting mecA
gene.

Methods : A total of 3,123 Stapylococci isolates from patients in Severance Hospital were tested
during September 2005 to August 2006 by the CLSI-recommended test using both cefoxitin and
oxacillin disks. The mecA gene was detected by PCR and the oxacillin minimum inhibitory concen-
tration (MIC) was determined by using agar dilution method for the isolates with discrepant tests.

Results : Among 1,915 S. aureus islolates tested, one isolate was resistant to oxacillin disk but
susceptible to cefoxitin disk; the isolate did not have mecA gene. Another isolate susceptible to oxa-
cillin but resistant to cefoxitin had mecA gene. Among 1,208 coagulase-negative staphylococcal
isolates, 15 isolates were resistant to oxacillin disk but susceptible to cefoxitin disk; the isolates did
not have mecA genes. Two isolates susceptible to oxacillin disk but resistant to cefoxitin disk had
mecA genes. Among the 16 Staphylococcus isolates that did not have mecA gene, 15 isolates had
the oxacillin MICs of 2 g/mL and were considered as methicillin-susceptible, while 1 isolate with
the MIC of 4 g/mL was considered as methicillin-resistant.

Conclusions : Overall, 1.9% of staphylococcal isolates showed discrepant results when the screen-
ing tests were performed by using oxacillin and cefoxitin disks. None of the isolates resistant to oxa-
cillin disk but susceptible to cefoxitin disk had mecA gene. In conclusion, the cefoxitin disk test is
more reliable than oxacillin disk test in screening methicillin-resistant staphylococcal isolates. 
(Korean J Lab Med 2007;27:276-80)
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서 론

Staphylococcus aureus는 중요한 원내감염균으로, 다제내성을

보이므로 치료항균제의 선택이 어렵다. 따라서, 신속하고 정확하

게 methicillin 내성 여부를 판단하는 것이 항균제 선택에 있어서

매우 중요하다[1, 2]. Staphylococcus의 methicillin 내성 기전은
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mecA 유전자의 삽입으로 인한 낮은 친화성을 가진 penicillin

binding protein (PBP) 2a 형성과 -lactamase 생성, 약물의

친화성을 떨어뜨리는 변형된 PBP 생성에 의한 것으로 알려져

있다[1, 3]. 따라서, mecA 유전자를 확인함으로써, Staphylo-

coccus의 methicillin 내성을 알 수 있으나, 임상미생물 검사실에

서는 편의성과 경제적인 이유로 oxacillin 디스크 시험법을 널리

사용하였다.

2004년 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

는 methicillin 내성 Staphylococcus의 검출을 위해서 oxacillin

보다는 cefoxitin 디스크 사용을 권장하였다[4]. S. aureus 경우

두 디스크 시험 결과 간의 정확도는 차이가 없으나, cefoxitin 디

스크로 시험한 결과가 oxacillin 디스크보다 판독하기 쉽다고 알려

져 있다. 한편 Staphylococcus lugdunensis는 cefoxitin 디스크만

을 시험하고, 억제대 판독기준은 S. aureus와 동일하였다. 그 이

유는 S. lugdunensis는 mecA 유전자가 없는 감수성 균주에 대한

oxacillin 최소억제농도(minimum inhibitory concentration, MIC)

가 0.5-2 g/mL이었기 때문이라고 하였다[5-7]. 한편 S. lug-

dunensis를 제외한 coagulase-negative Staphylococcus (CNS)

에 대해서는 cefoxitin 디스크가 oxacillin 디스크보다 검출 특이

도가 더 높기 때문에 cefoxitin 디스크 사용을 권장하였다. 그러

나, 일부 연구자들은 CNS의 methicillin 내성을 cefoxitin 디스크

로 검출할 때 오히려 부정확한 결과를 보인 예를 보고한 바 있고

[3], 본 미생물 검사실에서도 두 디스크 시험법의 시험 결과가

다른 경우를 종종 경험할 수 있었다. 따라서, 본 연구에서는 Sta-

phylococcus 균주의 methicillin 내성을 cefoxitin과 oxacillin 두

디스크로 시험한 결과, 불일치를 보이는 경우에 mecA 유전자 검

출과 oxacillin MIC를 시험하여 두 디스크 확산법의 결과를 비교

평가하였다. 

대상 및 방법

2005년 9월부터 2006년 8월까지 세브란스병원 환자의 임상검

체에서 분리된 Staphylococcus 3,123주(중복분리주 제외)를 대상

으로 하였다. 균종 동정은 전통적인 생화학적 방법을 이용하였고,

일부 CNS 균 동정은 urease, trehalose, xylose, maltose, suc-

rose, ornithine decarboxylase 등을 이용한 생화학적 방법과 필

요에 따라서 Vitek GPI (bioMerieux, Durham, NC, USA), 또

는 16S rRNA 염기서열 분석을 이용하였다.

Oxacillin과 cefoxitin 디스크로 시험한 결과가 달랐던 균주 중

보관되어 있어서 재시험이 가능하였던 균주에 대해서 mecA 유

전자 검출과 oxacillin의 MIC를 시험하였다. 

mecA 유전자 검출을 위해서 혈액한천에서 증식한 한 개의 집

락을 취하여, 증류수 100 L에 혼합하였다. 부유액을 끊은 물에

10분간 넣은 다음 13,000 rpm에서 1분 동안 원심분리한 뒤, 상층

액을 이용하였다. 추출한 DNA 1 L와 mecA1, mecA2 primer

(Bioneer, 대전, 한국) 각각 1 L씩, 증류수 17 L를 넣어 최종

부피 20 L를 만들고, Premix 반응 혼합액에 넣어 잘 섞었다.

mecA 유전자 primer는 mecA1 (ATGAGATTAGGCATCG-

TTCC), mecA2 (TGGATGACAGTACCTGAGCC), PCR

반응액은 PreMix 반응 혼합액(10 mM Tris-HCl (pH 9.0), 1.5

mM MgCl2, 40 mM KCl, 1 U Taq DNA polymerase, 250 L

dNTP) (Bioneer, 대전, 한국)을 사용하였다. Thermocycler (Ep-

pendorf, Hamburg, Germany)을 이용하여 PCR를 시행하였다.

PCR 반응조건은 94℃에서 5분간 방치한 후, 94℃에서 30초, 55℃

에서 30초, 72℃에서 30초로 30회 반응시키고, 72℃에서 7분간

방치하였다. 증폭산물 10 L를 1% 아가로오즈 겔에 넣고, 0.5%

Tris-borate buffer에서 25분간 전기영동하여 UV하에서 판독하

였다[1, 4, 6].

Methicillin 내성 검출은 CLSI 디스크 확산법으로 시험하였다

[4]. 디스크 확산법으로 재시험하여 불일치 결과를 보였던 S. au-

reus 2주와 CNS 17주에 대해서는 CLSI 한천희석법으로 oxacillin

MIC를 시험하였다[4]. 결과 판독 시 한 개의 집락이나 연한 증식

은 무시하였다. 정도관리를 위해서는 S. aureus ATCC 29213의

감수성을 동시에 시험하였다. 

결 과

S. aureus 1,915주 중에 oxacillin과 cefoxitin 모두에 내성인

균주는 1,121주(58.5%), 감수성인 균주는 773주(40.4%)이었다

(Table 1). 두 디스크 시험결과가 불일치하는 균주는 21주(1.1%)

였고, 이 중 보관되어 있어서 재시험이 가능한 것은 6주였다. Oxa-

cillin에 내성이고, cefoxitin에 감수성인 14주(0.7%) 중 4주를 재

시험하였을 때, 3주는 oxacillin과 cefoxitin에 모두 내성이었고

mecA 유전자 양성이었다. 나머지 한 주는 oxacillin에 내성, ce-

foxitin에 감수성이었고, mecA 유전자 음성이었다. 반면에 oxa-

cillin에 감수성, cefoxitin에 내성인 균주 7주(0.4%) 중 2주를 재

시험하였을 때, 한 주는 oxacillin과 cefoxitin에 모두 내성이었고

mecA 유전자 양성이었다. 다른 한 주는 oxacillin에 감수성, cefo-

xitin에 내성이고, mecA 유전자는 양성이었다(Table 1, 2). 재

시험 시 불일치를 보였던 2주에 대해서 oxacillin MIC를 시험하

였을 때, mecA 유전자 양성인 균주는 MIC가 8 g/mL이었고,

Abbreviations: CNS, coagulase-negative Staphylococcus; Oxa-R, oxa-
cillin-resistant; Oxa-S, oxacillin-susceptible.

Cefoxitin
S. aureus (N=1,915) (%)

Oxa-R Oxa-S

CNS (N=1,208) (%)

Oxa-R Oxa-S

Resistant 1,121 (58.5) 7 (0.4) 768 (63.6) 6 (0.5)
Susceptible 14 (0.7) 773 (40.4) 42 (3.5) 392 (32.4)

Table 1. Frequency of cefoxitin and oxacillin disk tests for sc-
reening methicillin-resistant Stapylococcus
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mecA 유전자 음성인 균주는 4 g/mL이었다(Table 2).

CNS 1,208주 중 oxacillin과 cefoxitin 모두에 내성인 균주는

768주(63.6%), 감수성인 균주는 392주(32.4%)이었다. 두 디스

크 시험결과가 불일치하는 균주는 48주(4.0%)였고, 이 중 보관

되어 있어서 재시험이 가능한 것은 24주였다. Oxacillin에 내성이

고, cefoxitin에 감수성인 42주(3.5%) 중 24주를 재시험하였을

때, 7주는 oxacillin과 cefoxitin에 모두 내성이었고, mecA 유전

자는 양성이었다. 17주는 oxacillin에 내성, cefoxitin에 감수성이

었고 이들 모두 mecA 유전자는 음성이었다. Oxacillin에 감수

성, cefoxitin에 내성인 균주 6주(0.5%) 중 2주를 재시험하였을

때, 모두 이전과 같은 결과를 보였고, mecA 유전자 양성이었다

(Table 2).

두 디스크 시험결과 불일치를 보였던 CNS 균은 S. lugdunen-

sis가 11주, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus homi-

nis 및 Staphylococcus lentus가 각각 2주씩이었고, 나머지 2주

는 CNS가 아닌 다른 균종으로 판명되어 제외하였다(Table 2).

CNS 17주에 대해서 oxacillin MIC를 시험하였을 때, mecA 유

전자 양성인 2주는 MIC가 각각 1과 0.5 g/mL이었고, mecA

유전자 음성인 15주는 모두 0.5 g/mL이었다(Table 2).

1년 동안 임상검체에서 분리된 Staphylococcus에 대하여 재시

험결과를 포함하여, 두 디스크 간에 불일치율은 1.9%로 추정되었

다. S. aureus 균주의 불일치율은 0.9%이었고, CNS의 불일치율

은 3.4%로 추정되었다. 

고 찰

임상미생물 검사실에서 methicillin 내성 Staphylococcus 검출

을 위해서 oxacillin 디스크 확산법이 널리 이용되어 왔다. 그러나

mecA 유전자를 가진 Staphylococcus이지만 oxacillin 디스크로

검출하지 못하는 경우가 있는데, 이는 oxacillin이 PBP2a의 생성

에 관여하는 mecA 유전자를 약하게 발현시키기 때문이다[8-10].

특히 heteroresistant methicillin 내성 S. aureus는 mecA 유전자

를 가지고 있으나, 시험관내에서 소수(10-8-10-4)만이 유전자를 발

현하거나, mecA 유전자를 발현하는 군이 더 늦게 증식하여 me-

thicillin 감수성으로 잘못 해석하는 경우가 발생하게 된다[11, 12].

본 연구에서 두 디스크간의 불일치를 보이는 균주 중, oxacillin

에 감수성이면서, mecA 유전자를 가지고 있는 경우(3주)는 상

대적으로 적었는데, 이는 우리나라에 heteroresistant methicillin

내성 Staphylococcus 균주가 적고, 대체로 homoresistant methi-

cillin 내성 Staphylococcus임을 재확인할 수 있었다[12-14]. 반면

에, mecA 유전자를 가지고 있지 않으면서, oxacillin에 내성을 보

이는 경우, -lactamase의 과다생산 등으로 내성을 보이는 bor-

derline oxacillin-resistant Staphylococcus로 추정되는 균주(16

주)는 상대적으로 많음을 알 수 있었다[11, 15]. CLSI는 이와 같

이 mecA 유전자를 가지고 있지 않지만, 드물게 다른 내성 기전

을 가지는 경우가 있기 때문에, Staphylococcus의 methicillin 내

성 여부를 보고하는데 있어서, oxacillin MIC 시험을 권장하였다.

mecA 유전자를 가지고 있지 않고, cefoxitin 디스크 시험 결과가

감수성이더라도, oxacillin MIC가 4 g/mL 이상일 때에는 me-

thicillin 내성 Staphylococcus으로, 2 g/mL 이하일 때는 methi-

cillin 감수성으로 보고해야 한다고 하였다[4].

2004년 CLSI는 Staphylococcus의 methicillin 내성 검출을 위

해 oxacillin보다 더 정확한 결과를 보이는 cefoxitin 디스크의 사

용을 권장하였다. Cefoxitin은 mecA 유전자 발현에 있어 강한 유

도 인자로, methicillin 내성 Staphylococcus 검출에 있어서, 높은

민감도(97-100%)와 특이도(99-100%)를 보였다고 하였다[3].

그러나, 미생물 검사실에서 두 디스크 간의 상이한 결과를 보였

을 때, methicillin 내성 S. aureus 판독에 어려움이 있었고, 일부

연구자들도 CNS에 대한 methicillin의 내성여부를 평가할 때에

cefoxitin보다 oxacillin의 결과가 더 정확하지 않는가 의문을 제시

하였다[3]. 

본 연구에서는 1년간 분리된 Staphylococcus에서 두 디스크 간

의 불일치율이 전체 Staphylococcus에서 1.9%, S. aureus와 CNS

에서 각각 0.9%, 3.6%로 추정되었다. 불일치를 보였던 균주를 두

디스크 확산법으로 재시험하였을 때에 이전과 다른 결과를 보였

는데, 이는 디스크 억제대 직경이 판독기준 근처에 있던 경우로,

검사자에 따른 오차라고 생각이 되었다. 그러나, 두 디스크 확산

법 시험결과에서 억제대의 분명한 차이를 보이는 경우에는 동일

한 결과를 보였다. 두 디스크 간에 불일치를 보이는 S. aureus에

서 mecA 유전자의 유무를 확인하였을 때에 cefoxitin의 결과와

Abbreviation: MIC, minimum inhibitory concentration.

No. Species mecA
Oxacillin

MIC ( g/mL)

Zone diameter (mm)

Oxacillin Cefoxitin

1 S. aureus 6 27 - 4
2 S. aureus 18 12 + 8
3 S. epidermidis 15 28 - 0.5
4 S. epidermidis 27 20 + 1
5 S. hominis 13 28 - 0.5
6 S. hominis 18 20 + 0.5
7 S. lentus 13 29 - 0.5
8 S. lentus 14 27 - 0.5
9 S. lugdunensis 12 29 - 0.5

10 S. lugdunensis 9 27 - 0.5
11 S. lugdunensis 13 27 - 0.5
12 S. lugdunensis 13 29 - 0.5
13 S. lugdunensis 13 29 - 0.5
14 S. lugdunensis 14 26 - 0.5
15 S. lugdunensis 14 27 - 0.5
16 S. lugdunensis 15 30 - 0.5
17 S. lugdunensis 15 29 - 0.5
18 S. lugdunensis 17 30 - 0.5
19 S. lugdunensis 17 33 - 0.5

Table 2. Detection of mecA in strains with discrepant oxacillin
and cefoxitin disk tests 
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모두 일치하였다. 또한 CNS의 불일치율은 S. aureus보다 높았고,

mecA 유전자의 유무를 확인하였을 때에 cefoxitin의 결과와 모

두 일치하였다.

mecA 유전자를 가지고 있지 않으면서, cefoxitin에 감수성인

16주 중에 15주는 oxacillin MIC가 2 g/mL 이하였고, 한 주는

4 g/mL이었다. 즉, oxacillin MIC가 2 g/mL 이하인 균주는

cefoxitin 디스크 시험법 결과와 모두 일치하여 methicillin 감수성

으로 보고할 수 있다. 그러나, 한 주는 oxacillin MIC가 4 g/mL

으로 mecA 유전자를 가지고 있지 않지만, methicillin 내성 Sta-

phylococcus로 보고해야만 하였다[4]. 이는 methicillin 내성 기전

중에, mecA 유전자 외에 -lactamase 생성 등과 같은 다른 내

성 기전에 의한 것으로 생각되었다.

본 연구에서는 cefoxitin과 oxacillin 디스크 시험법의 결과가

불일치하는 경우에 대해서 mecA 유전자와 oxacillin MIC 검사

로 두 디스크 시험법을 비교 평가하였다. Cefoxitin 디스크 시험

법으로 methicillin 내성 Staphylococcus를 검출하지 못한 경우가

한 균주(0.03%) 있었으나, 대부분은 cefoxitin 디스크 시험법 결

과와 일치하였다. 따라서 검사실에서 cefoxitin과 oxacillin의 결과

가 다를 경우에, cefoxitin의 결과가 더 신빙성이 있는 것으로 판

단할 수 있다. 또, 임상미생물 검사실에서 cefoxitin 디스크를 단

일 검사로 사용하는 것이 경제적이라고 생각되었다. 

요 약

배경 : Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)

는 methicillin 내성 Staphylococcus의 검출을 위해서는 oxacillin

보다는 cefoxitin 디스크 사용을 권장하고 있다. 본 연구에서는

두 디스크에 의한 methicillin 내성 검출 시험법 간에 불일치를 보

이는 빈도를 알아보고 mecA 유전자 검사를 시행함으로서 두 디

스크 확산법의 결과를 비교 평가하였다.

방법 : 2005년 9월부터 2006년 8월까지 임상검체에서 분리된

Staphylococcus 3,123주(중복분리주 제외)를 대상으로 하였다.

Methicillin 내성은 oxacillin과 cefoxitin 디스크를 이용하여 CLSI

디스크 확산법으로 시험하였다. 두 시험결과가 불일치를 보인 균주

에 대해서는 mecA 유전자 PCR과 oxacillin 최저억제농도를 시

험하였다.

결과 : S. aureus 1,915주 중에 oxacillin에 내성, cefoxitin에

감수성이었던 1주는 mecA 유전자 음성이었고, oxacillin에 감수

성, cefoxitin에 내성이었던 다른 1주는 mecA 유전자 양성이었

다. Coagulase-negative Staphylococcas 1,208주 중에 oxacillin

에 내성, cefoxitin에 감수성인 15주는 mecA 유전자 음성이었다.

반면 2주는 oxacillin에 감수성, cefoxitin에 내성이었고, mecA

유전자 양성이었다. mecA 유전자 음성인 16주 중에 15주는 oxa-

cillin 최저억제농도가 2 g/mL 이하로 methicillin 감수성으로,

나머지 1주는 4 g/mL로 methicillin 내성으로 판정되었다.

결론 : Methcillin 내성 Staphylococcus 검출에 있어서 oxacillin

과 cefoxitin 디스크 시험 결과의 불일치율은 1.9%로 추정되었다.

Oxacillin에 내성이고 cefoxitin에 감수성인 균주 중에 mecA 유전

자 양성인 균주는 없었으며, cefoxitin 디스크 시험법이 더 정확하

다고 판단되었다. 
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