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Candidiasis is a fungal infection of the most common causes; generally, opportunistic infections 
occur often in patients with weakened immune systems. Because of high rates in fungal infection 
patients and increasing frequency of being isolated from clinical materials, quickly identifying of 
Candida albicans is critical. By identifying 404 yeast cell strains of referred samples via API 20C 
kits, NGL and PRO tests and Germ tube (GT) test were conducted and compared. In the 3.0 
McFarland yeast cells, 0.1% ρ-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide (NGL) and 0.04% 

L-proline β-naphtylamide (PRO) were each put in test tubes and incubated at 35oC for 15, 30, 60 
and 90 minutes. Afterwards, 1 drop of 2% NaOH was applied, and if the color turned yellow; it was 
positive for NGL test. Afterwards, 1% ρ-dimethylaminocinnamaldehyde was applied, and if the 
upper layer turned pink or red, it was positive for PRO test. NGL and PRO tests were conducted for 
all C. albicans and identified accurately within 30 minutes. In NGL, PRO test, false-positive, 
negative were not seen, whereas, GT test showed false-positive in 1 strain and false-negative in 3 
strains. Therefore, sensitivity and specificity of NGL, PRO tests were 100% and 99.5%, respectively, 
and positive and negative predictive rate were 99.5% and 100%, respectively. However, GT test 
sensitivity and specificity were 98.5% and 99.5%, respectively, and positive and negative 
predictive rates were 99.5% and 98.5%, respectively. In conclusion, NGL, PRO tests are better than 
GT tests for sensitivity and specificity, therefore, these reliable tests will be useful in clinical 
laboratories.
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서  론

C. albicans는 임상 검체에서 가장 흔히 분리되는 진균이면서 

병원성이 강하고 또한 항진균제에 내성인 균주가 증가하고 있어 임

상 검사실에서 신속한 분리 및 동정이 더 중요시 되고 있다

(Kauffman 등, 1986; Hunter 등, 1989; Odds, 1993; Russell 등, 

1999; Cateau 등, 2012). C. albicans를 포함한 효모양 진균의 동

정은 주로 자동화 장비나 동정용 키트를 많이 이용하고 있으나, 비

용이 많이 들고 시간이 소요되는 등의 단점이 있어 임상적으로 중

요한 C. albicans를 빠르게 동정하기 위한 여러 종류의 다른 방법들

이 고안되어 있다(Perry와 Miller, 1990; Rousselle 등, 1994; 

Simpanya 등, 1995; Campbell 등, 1998). 사람 혈청에 효모양 진

균을 접종하고 37oC에서 2∼4시간 동안 배양한 후 발아관의 형성

유무를 보는 발아관 시험(germ tube test, GT)은 C. albicans의 신

속 예비동정법 중에서 가장 많이 이용되는 방법이나 Candida 

dubliniensis와는 구별되지 않으며 C. albicans 중음성으로 나오

는 균주가 있고(Salkin 등, 1987; Perry와 Miller, 1990), Candida 

tropicalis, Candida parapsilosis, Cryptococcus gastricus 등의 

균주 중 일부가 발아관 시험에 양성으로 나타나는 것으로 보고 되

었으며(Fell과 Meyer, 1967; Katsura와 Uesaka, 1974; Martin, 

1979), 가균사나 분아포자와 발아관의 구별이 어려우며 사람 혈청

의 사용으로 인한 감염의 위험성이 존재하는 등(Berardinelli와 

Opheim, 1985)의 여러 가지 단점으로 인해 더 빠르고 용이하게 예

비 동정할 수 있는 방법이 요구된다.

Fung과 Liang (1998)은 0.01% aniline blue dye가 함유된 YB 

배지를 이용하여 C. albicans를 신속히 동정하는 방법을 개발하였
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Table 1. Reaction results of NGL and PRO tests over time using commercialized reagents

Organism
NGL and PRO tests results over time

15' 30' 60' 90'

Candida albicans (198) - (0/198) + (198/198) + (198/198) + (198/198)

', mintues.

Fig. 1. NGL and PRO tests. Positive seen in NGL and PRO tests. 
With NGL positive (On the left in yellow) and PRO positive (On 
the right in red), positive results were seen in all 30-minute, 
60-minute and 90-minute tests.

고, Odds와 Bernaerts (1994)는 CHROMagar Candida (Hardy 

Diagnostics, U.S.A) 에서 임상적으로 중요한 효모양 진균인 C. 

albicans, C. tropicalis 및 C. krusei의 세 종류를 99% 이상 간편하

게 동정할 수 있다고 하였다. Perry 등(1990)은 기질액 

ρ-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide (NGL)와 

L-proline β-naphtylamide (PRO)를 이용하여 90분 만에 C. 

albicans를 신속히 예비 동정법할 수 있음을 보고하였다. 본 저자들

은 NGL 및 PRO test 를 국내 임상검체에서 분리된 404주의 진균을 

대상으로 반응시간의 차이를 비교하여 C. albicans의 보다 신속한 

예비동정 방법을 찾고자 하였으며 시험의 예민도 및 특이도를 조사

하여 신뢰할 수 있는 검사법임을 증명하였다.

재료 및 방법

1. 재료

2011년에서 4월부터 2012년 4월까지 경기도 소재 병원에 의뢰

된 각종 임상 검체에서 분리된 진균 404 균주를 대상으로 실험을 하

였으며, 균종의 동정은 API 20C kit (bioMerieux, France)를 이용

하였고, 90% 이상의 신뢰도로 동정된 균주들을 실험 대상으로 하

였다. 또한 동일 환자의 반복된 검체에서 같은 균이 계속 검출된 경

우에는 실험에서 제외하였으며, 시험 균주는 Sabouraud dextrose 

agar (SDA, BBL Co, U.S.A)에 접종한 후 30oC에서 18-24시간 배

양하여 집락이 명확히 형성된 후 실험을 하였다. 발아관 검사시 표

현형이 같은 Candida dubliniensis가 C. albicans로 잘못 동정되

는 것을 방지하기 위해 신선한 사람 혼주혈청(human pooled 

serum, HPS)을 사용하여 실험을 진행하였다(Park 등, 2008; Kim 

등, 2009).

2. 방법

1) 발아관 시험(Germ tube test)

0.5 mL의 사람 혈청에 집락을 접종하여 37oC에서 2시간 및 4시

간 동안 배양한 후 광학 현미경으로 400배에서 관찰하여 발아관이 

형성되는 것을 양성으로 판정하였다. 발아관은 효모 세포에서 평형

하게 자라면서, 격벽과 기시부에 협착이 없는 것을 양성으로 판정

하였다(Terrence와 Ihrke, 1971; Berardinelli와 Opheim, 1985).

2) NGL와 PRO 시험

0.1% ρ-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide (Sigma, 

U.S.A)와 0.04% L-proline β-naphtylamide (Sigma, U.S.A)를 시

험관(110×12 mm)에 각각 0.15 mL를 분주한 다음 시험할 효모

균을 진하게 접종(McFarland turbidimeter 3.0에 맞춤)하여 

35oC에서 15분, 30분, 60분, 90분으로 시간별 배양하여 비교 하

였다. 배양 후 시험관에 2% NaOH 1방울을 떨어뜨려 황색이 되면 

NGL 시험 양성으로 판정하였고, 그 후 1% ρ-dimethylamino-

cinnamaldehyde (cinnamaldehyde reagents; remel, U.S.A) 용

액을 같은 시험관에 1방울을 떨어뜨린 후 혼합하지 않고 1분간 방

치하였다가 상층이 분홍색 또는 적색으로 변하면 PRO 시험 양성

으로 판정하였다. 또한 결과에 대한 예민도 및 특이도, 양성예측율 

및 음성예측율을 조사하였다.

결  과

효모균 404주를 대상으로 NGL, PRO (Sigma, U.S.A) test를 시

간별 배양한 결과 15분에서는 반응결과가 나오지 않았으며 30분, 

60분, 90분 결과에서 모두 양성반응을 나타내 30분만으로도 정확

한 반응 결과를 얻어낼 수 있었다(Table 1). 30분 반응으로 NGL 및 

PRO 시험에서 C. albicans는 시험한 198주 모두가 NGL 및 PRO 
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Table 2. Comparison of the NGL and PRO test with the GT test for the identification of 404 yeast isolates previously identified by API 
20C kit

Organism

No. of isolates GT

Total
NGL +
PRO +

NGL +
PRO -

NGL -
PRO +

NGL -
PRO -

+ -

Blastoschizomyces capitautus 2 1 1 2
Candida albicans 198 198 195 3
Candida famata 3 3 3
Candida glabrata 45 45 45
Candida glutinis 1 1 1
Candida guillicera 1 1 1
Candida guilliermondii 2 2 2
Candida humicola 1 1 1
Candida krusei 3 3 3
Candida lusitaniae 3 3 3
Candida parapsilosis 18 18 18
Candida pseudotropicalis 1 1 1
Candida tropicalis 92 72 20 1 91
Cryptococcus albidus 2 2 2
Cryptococcus uniguttrulatus 2 2 2
Pichia ohmeri 5 4 1 5
Prototheca wickerhami 1 1 1
Rhodotorula glutinis 1 1 1
Rhodotorula pilimanae 2 2 2
Rhodotorula rubra 1 1 1
Saccharomyces cerevisiae 2 2 2
Trichosporon beigelli 18 1 14 1 2 18

NGL, ρ-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide; PRO, L-proline β-naphthylamide; GT, germ tube test.

시험에 양성(100%)이었으며, C. albicans를 제외한 효모 중 NGL 

및 PRO시험에 동시 양성인 균은 Trichosporon beigelli 1주 이었

다. 따라서 NGL, PRO test의 예민도 및 특이도는 각각 100% 및 

99.5%였으며, 양성 예측율과 음성 예측율은 각각 99.5% 및 100%

였다(Fig. 1).

발아관 시험에서는 2시간에는 C. albicans 198주 중 191주가 

양성(96.5%)으로 나왔으며, 4시간에는 195주가 양성(98.5%)이었

고, C. tropicalis는 92주 중에서 1주(1.1%)가 위양성이었다. 따라서 

발아관 시험의 예민도 및 특이도는 각각 98.5% 및 99.5% 였으며, 양

성 예측율 및 음성 예측율은 각각 99.5%와 98.5% 였다(Table 2).

고  찰

최근 효모양 진균을 신속히 동정하는 제품들이 널리 사용되고 

있다. 이들 동정용 제품을 이용할 경우 대부분의 효모양 진균이 쉽

게 동정될 수 있지만 때론 재검이 필요하고, 정확한 동정임을 확인

하기 위해서는 corn meal agar에서 형태학적 검사를 하여야 한다

(Warren과 Hazen, 1999). Fenn 등(1994)은 Vitek YBC에서 24시

간 만에 동정을 할 경우 C. tropicalis 59주 중 14주가 C. 

parapsilosis로 잘못 동정되었고, 몇 C. krusei도 다른 균으로 잘못 

동정되었으며, API 20C를 이용할 경우 21.9%에서, Vitek YBC의 

경우 12.6%에서 형태학적 확인이 필요하다고 하였다. 이와 같이 C. 

albicans를 동정하는데 있어서 Vitek YBC나 API 20C kit는 예민

도와 특이도가 다소 낮으면서 최종 동정하는데 48시간이나 시간이 

걸린다는 단점을 가지고 있다. Odds 등(1994)은 C. albicans는 

CHROM agar candida에서 특징적인 초록색을 나타내므로 발아

관 시험 등의 추가 동정검사가 필요 없다고 하였으며 동정율은 99%

가 넘는다고 하였다. 이 방법도 CHROMagar에서 자란 집락의 색

상으로 판독하기 때문에 색상 판독이 애매할 때가 있으며, 또한 최

종 판정하기까지는 48시간이나 걸리기 때문에 C. albicans를 신속

히 동정하는 데에는 적합지 않다. 또한 Goldschmidt 등(1991)은 

0.01% aniline blue dye가 함유된 YMAB 배지를 이용하여 형광을 

띄는 것을 C. albicans로 동정하는 방법을 보고하면서, 이 배지의 

예민도와 특이도를 각각 98%와 99.5%라고 하였으나 이 방법 또한 

최종 판정하는 데는 24시간이 걸린다. Simpanya 등(1995)은 기질 

4-methylumbelliferyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide (UAG)

를 이용하여 30분 만에 형광 유무를 조사하여 효모양 진균들 중 C. 

albicans의 86.6%를 동정할 수 있음을 보고하였다. 

Perry 등(1990)은 C. albicans가 두 가지 효소 β-galactosaminidase

와 L-proline aminopeptidase를 가지고 있는 성질을 이용하여 90분
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의 색상반응만으로 C. albicans를 신속하고 정확히 동정할 수 있는 

ρ-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-galactosaminide와 L-proline 

β-naphthylamide 시험의 예민도와 특이도를 모두 99% 이상으로 

보고하여 저자들의 예민도 100%, 특이도 99.5%와 유사한 결과를 

보였다. Perry 등(1990)의 실험에서는 C. albicans 422주 중 NGL, 

PRO 양성이 419주(99.3%)였으며, C. parapsilosis 및 C. 

tropicalis 각각 1주가 위양성으로 나온 것으로 보고하였다. 본 연

구에서는 국내에서 Perry 등(1990)의 방법으로 상품화된 

cinnamaldehyde 시약을 사용하여 재연하여 시간별 반응시간을 

비교한 결과 15분에서는 반응이 나타나지 않았지만 30분이상의 

시간에서 정확한 결과를 얻을 수 있었다. 30분 반응으로도 C. 

albicans는 198주 모두가 NGL 및 PRO 시험 양성(100%)이었으

며, 위양성은 Trichosporon beigelli 1주(0.49%)였다. 검사의 예민

도 및 특이도 수준도 99.5% 이상이므로 기존의 GT시험은 2∼4시

간에 C. albicans를 예비동정하였으나 본 연구방법으로는 30분만

에 C. albicans를 비색법으로 신속, 정확히 예비동정할 수 있어 의

의가 크다고 할 수 있다. 또한 1995년 재발성 구강염을 가진 HIV 

(Human Immunodeficiency Virus)감염환자의 구강에서 처음으

로 분리보고 된 Candida dubliniensis는 이후 꾸준히 임상검체 분

리율이 증가하고 있고 국내에서는 2012년 처음으로 Candida 

dubliniensis에 의한 Candida증이 보고되었으나 국내 분리나 빈

도에 관한 보고는 명확하지 않으며(Yu 등, 2012) 유의수준도 극히 

낮다. 그러나 국내 분포가 증가하고 있는 Candida dubliniensis의 

혼동을 배제하기 위해 신선한 사람의 혼주혈청(human pooled 

serum, HPS)을 사용하여 발아관 형성을 통해 C. albicans을 확인

하였다. 또한 42oC 또는 45oC, 6.5% NaCl, xylose 또는 lactate에

서 자라지 않은 점으로 구분하는 것으로 알려져 있으나 계대배양이

나 보관 등에 의해 표현형이 불안정하므로 구분에 잘 이용되지 못

하고 있다(Kim 등, 2009). 그러므로 아직까지 일반 병원 미생물 검

사실에서 발아관 형성 및 비색법에 근거하여 동정된 C. albicans로

부터 C. dubliniensis를 간편하며 신속한 경제적인 일상검사로 감

별하기에는 어려운 실정이다. 앞으로 더 나아가 더 많은 균주를 확보

하여 Candida 균종으로부터 C. dubliniensis 분리를 시도하여 확인

하고 검사 방법을 모색할 필요가 있을 것으로 생각된다.

결론적으로 NGL 및 PRO 시험은 기존의 C. albicans 신속 예비 

동정법 보다 소요되는 시간이 짧고 조작법이 간단할 뿐만 아니라 

현미경적 수준의 관찰 결과를 색상반응만으로 결과를 알 수 있으며 

예민도와 특이도가 우수하므로 임상 검사실에서 유용하게 사용될 

수 있을 것으로 사료된다.
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