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자동배양기를 이용한 미생물 검출

성혜란·김일회·김지연·이종길·정연복·한상배·송석길*

충북대학교 약학대학 약동력학 국가지정연구실, 충북 BIT 연구중심대학 육성사업단

미생물 자동배양기를 이용한 감염성 물질의 검출은 시험적 오차의 경감은 물론 분리율 향상과 시간 단축을 가능
하게 하였다. BacT/ALERT 3D 자동배양기는 미생물 성장 시 발생되는 이산화탄소를 비색법으로 검출하는 장비
로서 임상시료를 이용한 미생물 배양과 검출에 이용되어왔다. 자동배양기의 효율성을 검증하고 의약품의 무균
시험에 적용 가능한지를 평가하기 위하여 6종의 세균을 이용하여 증식 및 검출특성을 분석하였다. 3종의 호기성
세균 Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus luteus, Bacillus subtilis와 Staphylococcus aureus는 1 CFU가 31.44시간
내에 검출되었고, 혐기성균인 Clostridium sporogenes는 15.96시간에 균의 증식이 감지되었다. 저성장 혐기성세균
인 Propionibacterium acnes는 104 CFU의 균수에서 검출에 129.36 시간이 소요되었다. 이 같은 결과는 전통적 직접
배양법보다 검출감도에 있어서 10~105배 높고, 검출시간을 2~10시간 단축한 것으로서 자동배양법이 미생물 증
식과 검출에 효율적임을 말해준다. 따라서 본시험에서 이용한 자동배양법은 임상시료에서의 감염원 진단뿐 아
니라 생물의약품의 무균시험에 이용 가능하다고 판단된다. 
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혈액이나 감염조직으로부터 감염원을 검출하기 위하여 약 30

년 전부터 BACTEC 460 (Becton Dickinson, USA)을 비롯하여

자동배양 시스템이 개발되어 왔다. 이러한 자동배양기의 기본원리

는 미생물 증식에 의해 생성되는 CO2로 인해 생기는 pH의 변화,

산화환원전위 변화 등을 감지하고 분석하여 미생물의 증식여부를

판단하는 것이다(1, 8). 가장 먼저 도입된 BACTEC 460 (Becton

Dickinson, USA)은 방사성 탄소의 분석 분석방식으로 방사능 배

지의 취급이나 폐기에 주의가 필요하므로 이후 비방사성 분석방

식의 BACTEC 660/730/860 (Becton Dickinson, USA), BioArgos

(Diagnostics Pasteur, France) 등이 개발되었지만, 이들은 자동배

양은 가능할지라도 연속적인 검출이 불가능하여 위양성 결과가 나

타나기 쉬운 단점이 있었다(2, 8, 16). 이러한 단점을 보완하여 연속

모니터링이 가능한 색변화 검출방식의 BacT/ALERT (bioMerieux,

Inc., USA), 형광검출방식의 Vital (bioMerieux vitek, France),

BACTEC 9240 (Becton Dickinson, USA), 압력측정방식의 ESP
(Difco, USA), o.a.s.i.s (Oxoid Automated Septicaemia Investigation

System Unipath, United Kingdom) 등의 여러 배양기들이 개발되

었다(3, 6, 7, 9, 13, 17).

BacT/ALERT 3D 자동배양기(bioMerieux, Inc., USA)는 연속모

니터링이 가능한 최초의 자동배양기인 BacT/ALERT의 최근 모

델로 미생물의 증식에 따라 CO2양이 증가하면 배양액의 pH가

변화하고 배양용기 바닥에 부착된 LED 발광센서의 색깔이 청색

(음성)에서 황색(양성)으로 변한다. 이러한 변화는 매10분마다 자

동으로 탐지자에 의해 감지되어 전극 신호로 변환되고 이는 컴

퓨터에서 자동으로 분석함으로써 효과적으로 미생물을 검출하는

시스템이다(5, 6, 13, 16). 최근 생물의약품의 미생물학적 안전성을

확보하고자 미국 FDA에서는 선진화된 자동배양 시스템을 도입

하여 생물의약품에 적합한 대체무균시험법으로 공인하였으며, 종

합병원의 임상병리실 등에서도 전통적인 맹계대(blind subculture)

혈액 배양법을 자동화된 배양시스템으로 대체함으로써 노력과

비용을 절감하고 신속하고 효과적인 진단을 하고 있다(3, 4, 10,
11, 12).

혈액제제 및 생물의약품에서 오염, 전파 가능한 미생물 오염원

중 무균시험법의 표준균주를 포함한 3종의 호기성 세균
(Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus),

1종의 통성혐기성균(Staphylococcus aureus) 및 2종의 혐기성 세

균(Clostridium sporogenes, Propionibacterium acnes)을 대상으로

BacT/ALERT 3D 자동배양기의 검출감도와 유용성을 평가하고자

본 연구를 수행하였다. 

재료 및 방법

균주 및 배양용 시료의 제조

American Type Culture Collection (ATCC) 또는 Korean Collection

for Type Cultures (KCTC)에서 구입한 Pseudomonas aeruginosa

(KCTC 2513), Bacillus subtilis (KCTC 1021), Micrococcus luteus

(KCTC 1071), Staphylococcus aureus (KCTC 1927), Clostridium

sporogenes (ATCC 11437), Propionibacterium acnes (ATCC 33179)

6종의 미생물 균주를 이용하였다. 먼저 자동배양기를 이용한 시

험에 사용하기 위한 표준배양균액를 준비하기 위해 각각의 미생
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물마다 적합한 배지에 접종하여 포화될 때까지 충분히 배양하였다.

P. aeruginosa, M. luteus, S. aureus 3종의 미생물은 thioglycollate

배지에(Sigma, USA 또는 Merck, USA) 접종하였고, B. subtilis는

tryptic soy broth (BD, USA) 배지에, 혐기성 세균인 Propionibacterium

acnes와 C. sporogenes는 각각 potato dextrose 배지와 reinforced

clostridial medium (Merck, USA) 배지에 접종하여 배양하였다.

배양한 균액에 20%의 glycerol을 첨가하고 이를 0.2 ml씩 분주하

여 −70oC에 보관하였다. 

BacT/ALERT 3D 자동배양

준비된 배양용 시료는 자동배양용 호기성 표준배지(SA media;
1.7% of pancreatic digest of casein, 0.3% of papaic digest of

soybean meal, 0.035% of sodium polyanetholesulfonate, 0.001%

of pyridoxine HCl) 또는 혐기성 표준배지(SN media; 1.36% of
pancreatic digest of casein, 0.24% of papaic digest of soybean

meal, 0.035% of sodium polyanetholesulfonate, 0.00005% of

menadione, 0.0005% of hemin, 0.376% of yeast extract, 0.0008%

of pyridoxine HCl, 0.08% of pyruvic acid sodium salt)에 접종

하여 BacT/ALERT 3D 자동배양 장비에서 5일간 배양하였다. 호

기성 표준배지(SA)와 혐기성 표준배지(SN) 모두 배지의 성분은

일반적으로 다양한 미생물의 배양에 널리 이용되는 tryptic soy

broth가 주성분이며 혈액샘플의 배양이 용이하도록 하는 sodium

polyanetholesulfonate 항응고제가 첨가되어 있다. 혐기성 표준배

지(SN)는 난배양성 미생물들의 성장을 돕는 Hemin, Vitamin K,

Pyridoxine 등이 추가되어 있다. 

매 시험시마다 초저온냉동고에 보관된 표준배양균액을 꺼내

각각의 배지에 duplicate로 접종하고 적합한 배양온도 및 조건에

서 18시간 동안 배양하였다. 이를 10배 계열희석한 후 일회용

주사기를 이용하여 5 ml씩 호기성 표준배지(SA) 또는 혐기성 표

준배지(SN)에 접종하고 BacT/ALERT 3D 자동배양기에서 5일간

배양하였다. 

생균수의 측정

BacT/ALERT 3D 자동배양에 접종된 검체의 균수를 확인하기

위하여 가장 보편적으로 사용되는 평판계수법을 이용하여 생균

수를 측정하였다. 각 배양검체 250 µl를 평판 고체배지에 골고루

도말하고 항온기에서 2일 이상 배양한 후 생성된 집락의 수를

헤아려 생균수를 측정하였다. 평판고체배지에서 형성된 집락의

수는 검체 내에 포함되어 있는 집락형성이 가능한 살아있는 세

균의 숫자(CFU; colony forming unit)를 의미한다. 자동배양기를

이용한 세균 검출 시험에서 실제로 각 배양 병에 접종된 검체의

양은 5 ml이므로 헤아린 집락 수에 20배를 곱하고, 접종한 균액

의 희석 배율을 곱해 실제 검체에 존재하는 초기 세균수를 구하

였다. 

직접배양법에 의한 세대시간 측정

자동배양기를 이용한 검출방법과 직접배양법에 의한 미생물의

검출을 비교할 수 있는 객관적 지표를 설정하기 위하여 직접배

양시 각 미생물의 세대시간(generation time)을 구함으로써 검출감

도와 검출한계를 측정하고자 하였다. 배양하는 동안 혐기적 조건에

서 수시로 배양액을 채취하는 것이 불가능한 혐기성균을 제외하고

P. aeruginosa, M. luteus, S. aureus 3종의 미생물은 thioglycollate

(FTM) 배지, B. subtilis는 tryptic soy broth (TSB) 배지에 접종

하여 37oC에서 배양하면서 매 30분마다 흡광도를 측정하였다.

측정한 흡광도를 바탕으로 증식이 활발히 이루어지는 지수기

(exponential phase)의 초기균수(A)와 말기균수(B)를 구하고 이

두 시점 사이의 시간(T) 값들을 Tg=T× log2(1/logB−1/logA) 공

식에 대입, 계산하여 각 미생물의 증식 세대시간(Tg)을 구하였다
(Table 2). 

그람 염색 및 현미경 관찰

BacT/ALERT 3D 자동배양기에 의한 미생물의 검출 결과가 신

뢰성 있는 결과인지 확인하기 위하여 양성으로 판정된 각각의

배양 병으로부터 균을 일부 채취하여 그람 염색법에 의해 염색

하고 현미경(Leica RXA2, Germany)으로 균의 모양을 관찰함으

로써 검출된 균을 확인하였다.

결과 및 고찰

임상시료나 생물의약품에서의 미생물 검출은 전통적으로 직접

배양법에 의존해 왔다. 그러나 직접배양법은 시험자의 조작에 따

른 개인 편차가 크고 긴 시간이 요구되므로 무균시험이나 미생

물 검출법이 다양한 생물학적 원리를 응용하여 개선되어 왔다.

최근에는 분자생물학적 기법이 적용된 핵산 분석법(NAT; nucleic

acid technology), 중합효소연쇄반응(PCR; polymerase chain reaction)

등을 이용한 검출법이 적용되어 왔다(7). 그러나 이들 기법은 단

일 대상미생물 유전자의 특정 염기서열을 검출하는 기법이므로

다양한 미생물을 단일 시험으로 검출하기 어려운 단점을 지닌다.

따라서 검출대상의 다양성 때문에 최근에 직접배양법에 의한 미

생물 검출이 주목 받고 있다. 하지만 직접배양법 역시 배양이 까

다로운 미생물의 검출이 어렵고 노력과 시간이 많이 소요된다는

단점이 있다(1, 3, 8). 따라서 이러한 단점을 보완하고 미지의 다

양한 오염원을 자동으로 배양 가능하며 미생물의 성장을 연속적

으로 검출할 수 있는 자동배양기가 이용되어 오고 있다. 자동배

양기는 이미 초기 스크리닝 단계로 임상시료 분석, 백신의 무균시

험, 식품분야 및 혈액제제의 미생물 검출 및 무균시험법으로 이용

되고 있다(6, 14, 15). 그러므로 3종의 호기성 세균(Pseudomonas

aeruginosa, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus), 1종의 통성혐기

성균(Staphylococcus aureus), 2종의 혐기성 세균(Clostridium sporo-

genes, Propionibacterium acnes)을 대상으로 직접배양법에 따른

미생물 검출법과 호기성 표준배지(SA) 및 혐기성 표준배지(SN)

를 사용한 BacT/ALERT 3D 자동배양기를 이용한 미생물 검출

법의 효율성 및 검출감도를 비교 평가하고자 하였다. 

각 미생물의 표준 배양균액을 재배양하여 호기성 또는 통성혐

기성균은 약 0.01 CFU부터 약 1,000 CFU까지 계열희석 하였고

혐기성균은 약 0.01 CFU부터 약 1,000,000 CFU까지 계열희석
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하였다. 이를 자동배양용 호기성 표준배지(SA) 및 혐기성 표준배

지(SN)에 각각 반복배수로 접종하고 BacT/ALERT 3D 자동배양

에서 5일간 배양하여 검출감도를 확인하였다. 직접배양 시 배양

조건이 까다로운 혐기성 세균인 Propionibacterium acnes와 C.

sporogenes은 5일 이상 배양, 관찰하였다. 자동배양기를 이용한 시

험 결과, 통성혐기성균인 S. aureus와 호기성균인 B. subtilis는 호

기성 표준배지(SA)와 혐기성 표준배지(SN)에서 모두 약 1 CFU

까지 검출 가능하였다. S. aureus는 호기성 표준배지(SA)에서 18

시간, 혐기성 표준배지(SN)에서는 21.84시간 후에 검출되었으며,

B. subtilis는 호기성 표준배지(SA)에서 12.32시간, 혐기성 배지

(SN)에서는 18.36시간 후에 검출되었다. 그러나 P. aeruginosa와

M. luteus는 혐기성 표준배지(SN)에서는 전혀 검출되지 않았고,

호기성 표준배지(SA)에서 각각 약 1 CFU까지 18.48시간, 31.44

시간 후에 검출되었다. 혐기성세균인 Propionibacterium acnes와

C. sporogenes은 모두 호기성 표준배지(SA)에서는 전혀 검출되지

않았고 혐기성 표준배지(SN)에서 C. sporogenes는 약 1 CFU까지

15.96시간 후에 검출되었다. 직접 배양시 배양조건이 매우 까다

로운 Propionibacterium acnes는 129.36시간 후에 약

10,000 CFU 이상에서 검출되었다(Table 1 and Fig. 1). 직접배양

법의 미생물 검출감도와 비교하기 위하여 자동배양기를 이용한

미생물 검출법의 검출감도를 다음의 방법에 따라 환산하여 직접

배양법과 비교하였다. 각 미생물의 최초접종균수와 세대시간(Tg),

그리고 약 1 CFU로 접종한 미생물이 BacT/ALERT 3D 자동배양

기의 호기성 표준배지(SA bottle)에서 양성으로 판정되는 데까지

걸린 시간(Tb)을 이용한 Pb=2(Tb/Tg) 공식에 근거하여 양성판정시

점의 실제 균수(Pb)를 구하였다(Table 3). 이 때, 각 미생물의 세

대시간(Tg)은 Table 2를 참고하였다. 이 결과, BacT/ALERT 3D

자동배양기를 이용한 미생물을 검출법으로 B. subtilis는 2.98×103

개의 균을 12.12시간에 검출할 수 있었고, S. aureus는 18시간

내에 1.05×106개의 균을, P. aeruginosa는 18.48시간 내에 1.52×
106개의 균을 검출하였다. 또한, M. luteus는 7.71×107개의 균을

31.44시간 내에 검출가능 하였다.

전통적으로 미생물 검출에 이용되어온 직접배양법은 육안으로

배양액의 탁도를 관찰하여 미생물의 검출여부를 판정하는 것이

일반적이다. 보통 배양액의 탁도를 육안으로 보아 미생물의 증식

Table 1. Growth detection of 6 microorganisms in both aerobic (SA
bottle) and anaerobic (SN bottle) culture conditions

Microorganism Growth condition SA SN

B. subtillis Aerobic ○ ○

C. sporogenes Anaerobic × ○

M. luteus Aerobic ○ ×

P. acnes Anaerobic × ○

P. aeruginosa Aerobic ○ ×

S. aureus Facultative ○ ○

* ○ ; detected,            × ; not detected

Fig. 1. Detection time of 5 microorganisms in BacT/ALERT 3D
automated culture system at 37oC under aerobic (SA) or anaerobic
(SN) bottles. The indicated number of cells from subculture of B.
subtilis, M. luteus, P. aeruginosa, and S. aureus were inoculated in
standard aerobic (SA) bottles and cultured until flagged as positive or
for 5 days. The anaerobic bacteria C. sporogenes was inoculated in
standard anaerobic (SN) bottles and cultured until flagged as positive
or for 7 days. 1 CFU, inoculated about 1 cell; 10 CFU, inoculated
about 10 cells 100 CFU, inoculated about 100 cells.

Microorganism
Detection time (hr)

≥100 CFU ≥10 CFU ≥1 CFU

Bacillus subtilis 10.08 11.04 12.12

Clostridium sporogenes 12.24 14.88 15.96

Micrococcus luteus 25.32 29.04 31.44

Pseudomonas aeruginosa 15.48 18.00 18.48

Staphylococcus aureus 15.60 17.28 18.00

Table 2. Generation time and viable cell numbers per OD600

Microorganism
Generation time

(min)
Viable cell numbers

(cells/OD600·ml)

B. subtilis 63 1×109

M. luteus 72 1×109

P. aeruginosa 54 1×1010

S. aureus 54 1×1010

Table 3. Detection sensitivity of 4 bacteria cultured by conventional
culture method and BacT/ALERT 3D automated culture system

Microorganism

Conventional
culture method

BacT/ALERT
3D system

Tc (hr) Pc Tb (hr) Pb

B. subtilis 21.5 5×108 12.12 2.98×103

M. luteus 22.8 5×108 31.44 7.71×107

P. aeruginosa 20.9 5×109 18.48 1.52×106

S. aureus 22.8 5×109 18.00 1.05×106

* Tc; Time to reach at 0.5 OD600, Pc; Probable number of cells at time,
Tc, Tb; time to automatic detection, Pb; Probable number of cells at
time Tb



Vol. 44, No. 2 자동배양기를 이용한 무균시험 133

이 확인되는 시점의 흡광도가 대략 OD600=0.5 정도이므로 이

시점을 양성으로 판정되는 시점으로 결정하였다. 이를 근거로 직

접배양법에 의한 미생물 검출법의 검출감도를 다음과 같이 구하

였다. 흡광도 측정이 불가능한 혐기성 미생물을 제외한 4종의 미

생물을 각 미생물의 최적 배양 조건에서 OD600=0.1 이하(약 1

CFU 접종 시와 같은 조건)로 접종한 후 배양하면서 매 30분마

다 600 nm 파장에서 흡광도 값을 측정하여 각 미생물의 성장곡

선을 나타내었다(Fig. 2). 성장곡선을 토대로 각 미생물의 세대시

간(Tg) 및 OD600=1당 세균수, 그리고 OD600=0.5가 되기까지 걸

리는 시간 즉, 직접배양법에 의해 양성으로 판정되는데 걸리는

시간(Tc)을 구하였다. 또한 직접배양법에 의해 양성으로 판정되

는 시점(OD600=0.5)의 실제 균수(Pc)는 각 미생물의 OD600=1

당 세균수(cells/OD600=1)를 이용해서 구하였다(Table 2 and 3).

직접배양법으로 배양한 결과 S. aureus와 M. luteus는 배양 22.8

시간 후에 양성으로 판별되었으며 이 시점의 실제 균수는 각각

약 5×109, 약 5×108 정도였다. P. aeruginosa 역시 같은 조건에

서 약 5×109 정도 증식하였을 때 양성으로 판별되었으며, 양성

으로 판정되기까지는 20.9시간이 걸렸다. B. subtilis는 배양 후

21.5시간이 지나서 양성으로 판별되었고, 이때의 실제 균수는 약

5×108 정도였다(Table 3). 

미생물의 특성상 직접배양법에 의한 미생물의 검출감도 측정

이 불가능한 혐기성 미생물을 제외한 4종의 미생물에 대하여 호

기성 표준배지(SA)를 사용하는 BacT/ALERT 3D 자동배양기에

의해 양성으로 판정될 때까지 걸리는 시간 및 검출감도를 직접

배양법과 비교한 결과, 자동배양기를 이용한 검출법이 직접배양

법보다 약 10~10만 배 더 검출감도가 높았으며 검출시간도 약

2~12시간 정도 단축하였다(Table 3). 그러므로 자동배양기에 의

한 검출법이 적어도 호기성 미생물의 검출에 있어서는 직접배양

법에 비해 훨씬 더 감도가 높은 효율적인 방법이라고 판단된다.

또한, 혐기성 균에 대해서도 검출시간이 직접배양 시와 거의 유

사하거나 단축되는 결과를 관찰하였다. 호기성 세균이 자동배양

기에서 검출되는 시점에서의 OD600값은 육안으로 관찰이 용이하

지 않은 0.1 이하였으므로 자동배양기의 검출능은 감지시스템의

우수성에서 기인한다고 판단된다. 또한, 세포배양액에 spiking하

여 일정양의 미생물에 대한 검출감도를 비교하여 세포배양액이

미치는 영향을 검토한 결과, 세포배양액에 항생물질이 포함되어

있지 않는 한 미생물 검출에 어떠한 영향도 미치지 않음을 확인

할 수 있었다. 그러므로 혈액제제 뿐만 아니라 세포배양으로 제

조되는 각종 생물의약품에 대한 미생물 검출법으로도 적용 가능

함을 확인하였다. 
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ABSTRACT : Detection of Microbial Growth in an Automated Culture System 
Hyeran Sung, Il Hoi Kim, Jee Youn Kim, Chong-Kil Lee, Yeon Bok Chung, Sang-Bae
Han, and Sukgil Song* (National Research Laboratory of PK/PD, CBITRC, College of Phar-
macy, Chungbuk National University, Cheongju 361-763, Republic of Korea)

Modern automated culture systems have increased the isolation rate of microorganisms and shortened the time
to detection, reducing experimental errors in diagnosis of infecting agents. BacT/ALERT 3D system is based on
the colorimetric detection of CO2 produced by the growing microorganisms. In order to evaluate the efficiency
of the detection system, sterility test were performed using 6 bacteria. With standard aerobic and anaerobic bot-
tles containing the liquid media, both three aerobic bacteria (P. aeruginosa, M. luteus, B. subtilis) and a fac-
ultative bacterium S. aureus were detected up to 1 CFU in 31.44 hr. In addition, growth of anaerobic C.
sporogenes was recognized up to 1 CFU in 15.96 hr. The slowly growing bacteria P. acnes was detected up to
10,000 CFU in 129.36 hr. In comparison with conventional culture method, BacT/ALERT 3D automated cul-
ture system was more sensitive and saved detection time up to 2~10 hr. Therefore, this automated culture system
enables to efficiently detect bacteria in clinical samples and biological medicines. 


