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Purpose : The serotyping results of the Quellung reaction was compared with the newly

developed multiplex latex assay and the sensitivity of the Quellung reaction was compared.

Methods : We checked the serotypes of 35 samples obtained from patients treated at

Yonsei University Medical Center using the multiplex latex bead method and compared the

results with the serotypes previously obtained via the Quellung reaction.

Results : A decrease in the mean fluorescence was detected in the samples tested with

the multiplex assay. Seventeen samples out of the 27 samples agreed to the results of the

Quellung assay. We were only able to confirm the concordance of 11 serotypes out of 14

serotypes available.

Conclusion : The Quellung reaction is time consuming procedure and prone to errors

even with expertise in the procedure, and other alternate methods in serotyping have been

investigated to overcome these problems. The newly developed multiplex latex bead assay can

test more samples at the same time and has a higher degree of sensitivity. A large scale trial

is required to test the sensitivity of the new assay across various serotypes along with efforts

to increase the sensitivity of the Quellung assay. The preliminary data suggests that this

method may be widely used.

. Key Words : Pneumococci, Serotype, Quellung reaction, Multiplex latex bead flow cy-

tometry analysis
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중요한 원인균이며, 이 외에도 다양한 질병을 유발

한다. 특히, 2세 미만의 소아와 노령층에서 폐구균

에 의한 침습성 질환에 높은 감수성을 보여 소아에

서는 중이염, 부비동염, 폐렴 등의 비침습성 질환

뿐 아니라 균혈증, 뇌수막염 등의 침습성 질환이

발병하게 된다
1)
. 그러나, 항균제 등의 발달에도 지

속적인 항생제 내성의 증가로 그 치료에 많은 어려

움이 있어 폐구균에 의한 균혈증은 아직까지도 높

은 사망률을 보이고 있는 상태이다
1)
. 미국의 경우

인구 10만명당 매년 68∼260명의 빈도로 폐구균성

폐렴이 발생하여 이중 5%가, 균혈증은 7∼25명 정

도 발생하며 이중 20%가, 뇌막염은 1.2∼1.8명 정

도 발생하며 이중 30%가 사망한다
2∼4)

.

폐구균은 피막(capsule)을 가진 그람양성세균으로

피막 다당질(polysaccharide, PS)의 특성에 따라 90

개의 혈청형으로 분류된다
5)
. 그 중 일부의 혈청형

들이 사람에게 심각한 질환을 일으키는데, 특히 이

러한 혈청형의 분포는 나라와 지역에 따라 다른 차

이를 보이고 있으며
6∼11)

, 폐구균 혈청형 분포 파악

은 질병 관리 측면에서 매우 중요한 의미를 지닌

다. 7가 백신이 도입된 이후 혈청형의 분석은 더욱

중요한 의미를 가지게 되었는데, 이는 7가 폐구균

단백 결합 백신의 효과를 정확히 판정하기 위해서

는 폐구균 혈청형 분포에 대한 자료가 필수적이기

때문이며, 각 지역의 폐구균 혈청형 분포에 따라

예방 접종의 효과가 다르게 나타날 수 있기 때문이

다.

현재 폐구균 혈청형 분석은 Quellung 반응을 표

준으로 이용하는데, 이 방법은 수십 가지의 비싼

항혈청을 필요로 하며 수기로 실험하므로 결과판정

에 숙련성이 요구된다
12)
. 또한 판정에 많은 시간을

필요로 하므로 다량의 검체를 검사하는데 제한이

있다
12)
. 따라서 Quellung 반응을 대체할 수 있는 다

양한 방법의 혈청형 분석법이 현재 시도되고 있는

상태이다
13∼16)

.

본 연구에서는 혈청형 분석의 새로운 방법으로

제시되고 있는 multiplex latex bead를 이용한 유세

포 분석기(flow cytometry) 기법
17, 18)
을 기존의 Quel-

lung 반응 검사와 비교하여 두 방법 간의 일치 여

부를 검토하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 폐구균 수집

Multiplex latex bead 유세포 분석을 위한 폐구균

은 2001년 9월부터 2005년 7월까지 세브란스 병원

에 내원한 308명의 환자로부터 분리된 308주의 폐

구균을 대상으로 하였다. 이 중 Quellung 반응을

통해 혈청형 분석을 시행한 35주를 임의로 선택하

였다. 35주 각각의 Quellung 반응에 의한 혈청형은

Table 1과 같다.

2. Quellung 반응

Quellung 반응은 폐구균 항혈청(Statens Serum

Institut, Copenhagen, Denmark)을 이용해 시행하였

으며, 폐구균을 각각의 항혈청과 반응시키고, me-

thylene blue로 염색한 후 광학 현미경 상에서 유침

오일을 이용한 1,000배의 배율로 피막의 팽창을 관

찰하여 양성 여부를 판정했다.

Table 1. Comparison between Quellung Reac-
tion and Multiplex Latex Bead Flow Cytometry
Assay

Serotype
by Quellung
reaction

No. of
isolates
examined

No. of
isolates
matched

No. of
isolates

unchecked

1

3

4

5

6A

6B

7F

9N

9V

14

18C

19A

19F

23F

1

2

2

2

4

4

2

2

2

2

2

4

4

2

1

1

2

1

3

2

1

0

1

1

0

0

3

1

0

0

0

0

0

0

0

2

0

0

2

4

0

0

Total 35 17 8
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3. Multiplex assay

1) 폐구균 다당체 항원 및 항체

균 용해질(lysate)은 혈액한천배지에서 배양된 폐

구균 1개의 집락을 0.5% 효모 추출물을 포함한 0.3

mL의 Todd-Hewitt 배지에 넣고 37℃에서 6시간을

배양하였고, 다시 50 mL 용해 완충액(0.2% sodium

deoxycholate, 0.02% sodium dodecyl sulfate, 0.3 M

sodium citrate)를 넣고 1시간 더 배양하여 얻었다.

각 다당체에 대한 단클론 항체(1, 3, 4, 5, 6A,

6B, 7F, 9N, 9V, 14, 18C, 19A, 19F, 23F에 대한

각각의 단클론 항체)는 미국 University of Alabama

의 Dr. Moon H. Nahm를 통해 항체생성 세포주 혹

은 항체를 분양 받았으며, 각 다당체에 대한 단클

론 항체가 없는 것(항혈청 S, T, E, F)은 해당 혈청

형에 대한 토끼 혈청을 Statens Serum Institut에서

구입하여 사용하였다.

2) Latex bead와 피막 다당체의 접합

Latex bead(Bangs Laboratories, Fishers, USA)는 5

가지의 다른 크기(2∼4.8 µm)를 선택한 후, 각

bead는 붉은 색 형광을 띠는 Did oil(분자 탐침자)

과 섞어 밤새도록 교반시켰다. Did oil은 DMSO에

녹여 1∼10 mg/mL, 1∼5 mg/mL의 농도가 되도록

사용하며, 이후 각 bead를 0.25% Triton X-100으로

세척하여 보관하였다. 각 bead의 형광은 정도에 따

라 형광이 없는 것, 중강도 형광, 고강도 형광을 띰

으로써 총 15가지가 유세포 분석기 상 구별이 가능

하도록 하였다(Fig. 1).

각 종류의 bead를 피막 다당체(0.1% wt/vol)와

결합시킨 후 세척하여 희석 완충액(1% BSA, 0.05

% Tween 20 PBS)에 보관하였다. 필요한 피막 다

당체를 모두 결합시킨 후 각각 혹은 혼합 용액을

만들어 유세포 분석기(FACSCalibur; Becton Dickin-

son, San Jose, California)를 시행하였다.

3) Multiplex latex bead 유세포 분석기 기법

각 다당체가 결합된 latex bead 혼합 용액(각

bead당 4 mL), 각 다당체에 대한 항체 혼합 용액

30 mL 그리고 폐구균 용액 30 mL를 96 well U 판

(plate)의 웰(well)에 넣고 30분간 반응시킨 후, 각

웰을 0.05% Tween 20이 함유된 용액으로 세척한

후 FITC-결합 항면역글로불린을 넣어 30분간 반응

시켰다. Bead를 다시 위와 같이 세척한 후 유세포

분석기를 시행하였다. 각 bead의 분포를 붉은 색

형광과 크기[전방산란(forward scatter)]로 확인한 후

15가지의 bead를 게이팅(gaiting)하고 FITC 형광 변

화를 관찰하였다. 각 bead의 형광에 대한 기하평균

(geometric mean) 값을 구하여 형광의 변화정도를

다음의 공식[(임상시료의 기하평균-배경의 기하

평균)/(대조군 균의 기하평균-배경의 기하평균)]

으로 구했다. 이때 배경의 기하평균은 bead 혼합액

에 FITC-결합 항면역글로불린만을 넣어 얻은 것이

다. 최대치의 형광은 피막이 없는 변종 폐구균의

용해물(피막 다당체가 없어 bead 혼합액과 항체 혼

합액 결합에서 경쟁적 억제를 못하므로 최대의 형

광이 나타남)를 이용하여 얻었다. 계산값이 33% 이

하로 감소되는 경우
17, 18)

해당 혈청형으로 판정하였

다.

4. Multiplex latex bead 유세포 분석기

기법 및 Quellung 반응의 일치도 평가

다양한 폐구균을 이용하여 유세포 분석기 기법

과 Quellung 반응을 실시한 후 두 검사법 사이의

결과 일치 여부를 비교하였다.

Fig. 1. Red Fluorescence and Forward Scatter of
15 Different Types of Beads. It shows latex beads
of five different diameters ranging from 2 to 4.6
µm, dyed with Did oil to prepare them with three
different levels of red fluorescence.
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결 과

1. 대조군 다당질의 multiplex assay

대조군 다당질 검체로 제시된 혈청형 1, 3, 4, 5,

6A, 6B, 7F, 9N, 9V, 14, 18C, 19A, 19F 및 23F에

대한 분석 결과 혈청형 1, 3, 4, 5, 6A, 6B, 7F, 9V,

14 및 23F에서 평균 형광치 값이 33% 이하로 감소

됨을 확인하였다. 19F 혈청형의 경우 19A 및 19F

혈청형에 대한 평균 형광치 값의 감소를 확인한다.

혈청형 9N, 18C 및 19A 혈청형의 경우 33% 이하

의 값을 보이지 않았고, 19F 혈청형의 경우 19F에

서는 33% 이하의 값을 보였으나, 19A에서는 평균

형광치 값의 감소를 보이지 않았다. 이러한 결과는

실험을 반복한 경우에도 동일하게 나타났다.

2. Quellung 반응 및 단클론 항체를 이용한

폐구균 혈청형 분석 일치도 비교

새로운 방법을 통해 혈청형 분석이 가능한 것으

로 알려진 혈청형 중 일부 혈청형에서 Quellung 반

응 및 multiplex latex bead를 이용한 유세포 분석기

방법을 시행하여 혈청형을 비교 분석하였다(Table

1). 분석을 통해 비교가 가능했던 27개의 검체 중

두 방법 간의 혈청형이 일치한 경우는 17례였다.

비교 결과 Quellung 반응을 통해 19A로 판정되었

던 1례는 19F로 추정되었다.

Multiplex latex bead를 이용한 유세포 분석기 방

법에서 혈청형 9N, 18C 및 19A의 경우 대조군에서

형광 감소 반응을 관찰할 수 없어 비교가 불가능하

였다. 그 외 일치하지 않는 10주의 경우 Quellung

반응에서의 실험자에 의한 오차에 의할 것으로 생

각되어 진다. 최종 혈청형에 대한 결정은 Quellung

반응의 재검을 통해 시행 예정이다.

고 찰

폐구균은 약 90여개의 혈청형이 존재하고 있으

나, 이중 일부의 혈청형들이 사람에게 중요한 질병

을 유발한다. 이러한 혈청형의 분포는 시대와 지역

에 따라 차이를 보이기 때문에 각 시대, 지역 별로

정확한 혈청형 분포에 대한 조사가 필수적이다. 실

례로 1928∼1998년까지 분리된 폐구균 중 7가 폐

구균 단백 결합 백신에 포함된 혈청형 관련 질환은

15%에서 59%로 증가하였으나
19)
, 7가 폐구균 단백

결합 백신 도입 이후 7가 폐구균 단백 결합 백신에

포함되지 않은 혈청형이 7가 폐구균 단백 결합 백

신에 포함된 혈청형을 대체하여 그 빈도가 높아지

고 있다
20∼22)

. 따라서 폐구균 혈청형 분포에 대한

지속적인 조사가 매우 중요하다고 하겠다. 이러한

조사를 통해 예방 접종에 포함되어야 할 혈청형을

결정할 수 있을 뿐 아니라, 현재 시행 중인 폐구균

예방접종의 정확한 효용을 판정할 수 있다. 폐구균

백신은 고가이므로 경제적 부담이 막대하여 선진국

에서는 자국의 예방접종에 따른 폐구균 혈청형 분

포의 변화를 파악하여 적절한 예방접종 정책을 세

우는 기초로 활용하고 있다. 그러나 백신에 의한

항체는 해당 혈청형 및 일부 교차 항원성을 갖는

폐구균에만 예방 효과를 나타내므로 7가 백신이 예

방 가능한 혈청형이 적고 지역마다 혈청형 분포가

달라 백신의 효용성에 문제점이 제기되었다
23)
. 실

제로 년도에 따라 다른 폐구균 혈청형이 관찰되었

고
24)
, 7가 백신 접종 후 폐구균 혈청형의 변화가

나타나고 있다. 따라서 우리 나라의 폐구균 혈청형

분포에 대한 지속적 조사가 매우 필요하며, 이를

통해 향후 우리 나라 폐구균 예방 접종 정책 수립

에 도움을 줄 수 있을 것이다.

본 연구에서는 현재 폐구균 혈청형 분석을 위해

사용되고 있는 Quellung 반응을 대체할 새로운 방

법으로 제시되고 있는 multiplex latex bead를 이용

한 유세포 분석기 기법
17, 18)
을 기존의 Quellung 반

응과 비교하여 그 적용 가능성 여부를 검토해 보고

자 하였다. 이 새로운 방법에서는 현재 사용되고

있는 7가, 혹은 11가 폐구균 단백 결합 백신에 포

함되어 있는 혈청형에 대한 단클론 항체를 사용함

으로써 보다 객관적이고 빠른 시간에 검사가 이루

어지도록 한 것이 특징이라 하겠다. 이 방법은 또

한 다량의 검체를 동시에 검사함으로써 기존의

Quellung 반응에 비해 좀더 빠른 혈청형 판독을 가

능하게 한다. 또한 Quellung 반응 시 필연적으로

존재하는 검사자에 의한 오류를 차단하는 효과가

있다. 기존 Quellung 반응의 경우 수기로 이루어지

는 검사의 특성 상 검사 시행에 많은 시간과 노력
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이 소요되어, 하루 10여개 이상의 검체를 검사하기

가 힘들었다. 또한 검사 수행을 위해서는 숙련된

연구원을 필요로 하는 증의 제한점이 있었으며, 숙

련된 연구원이라도 약 10% 정도의 오차를 나타내

어
12)
, 다량의 검체를 정확히 검사하기에 한계가 있

다. 이러한 오차의 발생은 백신 포함 혈청형의 결

정에 있어 심각한 오류를 초래하여, 고가의 예방접

종을 시행함에도 실제 접종 효과의 감소라는 예기

치 못한 결과를 가져올 수 있다. 이러한 문제점들

로 인해 Quellung 반응을 대체하기 위한 counter 면

역 전기영동, 공동응집 검사, 라텍스 응집반응검사,

젤 확산검사 등의 방법이 시도되고 있으나
25, 26)

, 아

직까지 Quellung 반응을 대체하지는 못하는 상태이

다.

제시된 방법에 따라 실험을 진행한 결과 대조군

으로 제공받은 다당질 검체 혈청형 1, 3, 4, 5, 6A,

6B, 7F, 9V, 14 및 23F의 경우 원하던 결과를 얻을

수 있었으나, 9N, 18C 및 19A 혈청형의 경우 33%

이하의 값을 보이지 않았으며, 19F 혈청형의 경우

19F에서만 33% 이하의 값을 보였다. 이러한 결과

는 실험을 반복했을 때도 동일하게 나타났다. 이러

한 결과는 제공받은 bead의 시간 경과에 따른 유효

성 감소에 의한 것으로 생각되어 진다. 향후 bead

의 유효성이 유지될 수 있는 시간 내에서 재검토가

필요할 것으로 생각된다. 대조군으로 제시되고 있

는 혈청형에 대한 양성 반응이 모두 확인 된 것은

아니지만 현재까지의 예비 결과로 볼 때 그 적용

가능성은 매우 높다고 할 수 있겠다. Quellung 반

응과 비교할 때 보다 다량의 검체를 빠르게 분석할

수 있는 장점을 확인할 수 있었다. 그러나, 향후 보

다 많은 검체를 대상으로 반복적인 검증이 이루어

져야 할 것으로 생각된다.

Multiplex 방법을 통한 혈청형 분석과 기존 Quel-

lung 반응에 의한 혈청형 분석을 14개 혈청형을 이

용하여 비교한 결과 새로운 방법을 보다 확대하여

시행하는 것이 필요할 것으로 생각된다. 대조군의

결과 부족으로 비교가 불가능했던 3개 혈청형을 제

외한 11개 혈청형의 27검체 중 17검체에서 혈청형

분석이 일치하는 결과를 얻을 수 있었으나 그렇지

않은 혈청형에 대해서는 Quellung 반응의 재검 등

을 통한 재확인 절차가 이루어져야 하며, 이러한

재확인 과정을 통해 혈청형 분석에 있어 좀 더 정

확한 결과를 얻을 수 있을 것으로 기대된다. 아울

러, Quellung 반응의 정확도 향상을 위한 노력이

수반되어야 할 것이다. Quellung 반응의 정확도를

향상시키기 위해서는 편광 현미경과 같은 기기의

구비와 함께 전문 연구원의 양성과 같은 문제가 해

결이 되어야 한다. 특히, 전문 연구원의 양성이 시

급해 해결되어야 할 문제이나 이는 많은 시간과 노

력이 수반되어야 하는 일로 많은 어려움이 예상된

다.

유세포 분석기의 FL4 detector를 사용해야 하는

과정상의 어려움이 있지만, 향후 폐구균 혈청형 분

석을 시행함에 있어 기존의 Quellung 반응의 단점

을 보완한 새로운 방법의 적용이 가능할 것으로 사

료된다.

요 약

목 적:현재 폐구균 혈청형 분석을 위해 사용중

인 Quellung 반응과 비교하여, multiplex assay 방법

에 의한 폐구균 혈청형 분석의 유용성을 확인하고,

Quellung 반응에 의한 혈청형 분석의 정확성을 검

증하였다.

방 법:연세 의료원 신촌 세브란스 병원에서 폐

구균 감염이 확인된 환자로부터 분리된 35주의 검

체를 이용하였다. Quellung 반응을 통한 혈청형 분

석과 multiplex latex bead를 이용한 유세포 분석기

기법을 통한 혈청형 분석을 시행한 후 양 방법간의

혈청형 분석을 비교하였다.

결 과:Multiplex assay 방법에 제시된 대로 각각

의 혈청형에서 평균 형광치 값의 감소를 확인할 수

있었다. 비교를 위해 시행한 14개 혈청형 중 11개

혈청형에서 비교가 가능했으며, 분석 비교가 가능

했던 27검체 중 17검체에서 혈청형이 일치하는 결

과를 보였다.

결 론 :기존의 Quellung 반응의 경우 혈청형 분

석에 많은 시간과 노력이 소요되며 일정량의 오차

가 발생하는 문제가 있어, 이를 보완하기 위한 새

로운 방법들이 시도되고 있다. 향후 보다 많은 혈

청형을 대상으로 multiplex latex bead를 이용한 혈

청형 분석을 시행할 필요가 있으며 이를 통해 mul-
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tiplex assay와 Quellung 반응을 비교하며, Quellung

반응의 정확도를 올리기 위한 노력이 함께 수반되

어야 할 것이다. 현재까지의 예비 결과로 볼 때 새

로운 방법의 적용 가능성은 매우 높다고 할 수 있

다.
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