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Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the severe nosocomial infectious 
agents. The traditional diagnostic methods including biochemical test, antibiotic susceptibility test 
and PCR amplification are time consuming and require much work. The Surface enhanced Raman 
spectroscopy (SERS) biosensor is a rapid and powerful tool for analyzing the chemical composition 
within a single living cell. To identify the biochemical and genetic characterization of clinical MRSA, 
all isolates from patients were performed with VITEK2 gram positive (GP) bacterial identification 
and Antibiotic Susceptibility Testing (AST). Virulence genes of MRSA also were identified by DNA 
based PCR using specific primers. All isolates, which were placed on a gold coated nanochip, were 
analyzed by a confocal Raman microscopy system. All isolates were identified as S. aureus by 
biochemical tests. MRSA, which exhibited antibiotic resistance, demonstrated to be positive gene 
expression of both femA and mecA. Furthermore, Raman shift of S. aureus and MRSA (n=20) was 
perfectly distinguished by a confocal Raman microscopy system. This novel technique explained 
that a SERS based confocal Raman microscopy system can selectively isolate MRSA from 
non-MRSA. The study recommends the SERS technique as a rapid and sensitive method to detect 
antibiotic resistant S. aureus in a single cell level.
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서  론

Staphylococcus aureus는 임상에서 흔히 분리되는 병원체로

서 화농성 감염과 패혈증 등을 유발할 수 있고(Park SY 등, 2011), 

여러 가지 enterotoxin 등을 분비하기 때문에 식중독, 원내 감염 및 

지역 감염 등관 관련되어 큰 문제를 일으킬 수 있다. 특히 항생제의 

과잉처방으로 인하여 꾸준하게 methicillin에 대한 항생제 내성 균

주가 증가하여 methicillin resistant S. aureus (MRSA)는 임상에

서 일상적인 검사의 대상이 되었다(Nam HM 등, 2011).

Methicillin내성 균주는 최근 oxacillin 등을 포함한 여러 가지 

항생제에 내성을 나타내는 병원체로 확대되어 그 발생빈도가 점점 증

가하고 있는 추세이며(Champion A 등, 2014) MRSA 선택배지, 항생

제 내성 검사, real time polymerase chain reaction (PCR), DNA 

fragment sequence analysis, pulsed-field gel electrophoresis 

(PFGE) 등을 이용하여 MRSA를 분리 동정할 수 있다(Castellano 

MJ 등, 2014). 그러나 이러한 방법들은 일상적으로 사용되는 반면 

오래 시간이 소요되고 여러 가지 검사 절차를 거쳐야 하기 때문에 

경험과 노력이 필요하다.

전통적인 검출방법의 한계를 극복하기 위하여 nano- 

biotechnology 기술을 이용한 보다 정확하고 빠르게 검출할 수 있

는 기술 개발 연구가 진행되고 있다(Lu X 등, 2013). Raman 

spectroscopy는 다양한 세균의 형태학적 특징과 분류학적인 연구

에 많이 이용되고 있으며 세균의 세포벽의 항생제유도로 인한 화학

적 변화까지도 동정 및 구별이 가능하다(Liu TT 등, 2009). 게다가 

Surface enhanced raman spectroscopy (SERS)라는 기술을 이용

하여 gold coated nanochip을 제작하여 raman scattering을 증

폭하면 수천 배 신호가 증폭되어 한 개의 세포단위에서 조차 구별

이 가능하다(Lin HY 등, 2014). 최근에는 이러한 세포 단백질의 구
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Fig. 1. Gold coated nanochip preparation.

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of femA and mecA PCR 
products. M, marker; N, negative control; 1, S. aureus ATCC 29213;
2-5, S. aureus; 6-9, MRSA.

성성분을 이용한 세균의 동정이 활성화 되었으며 Matrix assisted 

laser desorption/ionization-time of flight (MALDI-TOF) 방식

의 임상검사 장비들이 이미 상용화되어 운영되고 있지만, 항생제내

성 균주의 구별은 아직 요원한 단계이다(McElvania와 Burbham, 

2014).

항생제내성 균주의 세포 단위에서 신속하고 정확하게 구별하고 

동정할 수 있는 SERS 기술이 MRSA를 포함한 항생제 내성 균주를 

신속하게 검출할 수 있는 새로운 nano-biotechnology로 이용될 

수 있을 것이다. 

재료 및 방법

1. MRSA 분리 및 생화학적 검사

2013년 8월 서울 소재 대학병원 환자의 샘플에서 분리배양 동정

된 균주를 그람 염색, catalase test, coagulase test를 검사하였고 

VITEK 2 compact (Biomerieux, Marcy l’Etoile, France)로 균명

을 동정한 후에 다시 항생제 감수성 검사키트로 S. aureus와 MRSA 

균주를 각각 구분하였다.

2. MRSA 핵산추출

S. aureus ATCC 29213, S. aureus, MRSA 균주를 각각 

Luria-Bertani (LB) broth 10 mL에 접종 한 후에 37oC 배양기에서 

24시간 배양한 후 VERSAmax microplate reader (Molecular 

devices, CA, USA) 600 nm에서 optical density가 0.5가 되도록 

조정한 후 각각 1 mL을 취하여 14,000 rpm으로 원심분리하고 상

층액은 버리고 pellet을 모아 DNeasy mini kit (QIAGEN, CA, 

USA)와 QIAcube (QIAGEN, CA, USA)를 이용하여 DNA를 추출하

였다.

3. 유전자증폭

MRSA에 특이적인 유전자 검출을 위하여 femA, mecA primer

를 이용하여 PCR을 진행하였다(Barski 등 1996; Vandenbroucke- 

Grauls과 Krusters, 1996). PCR 반응액은 10X reaction buffer 

2 uL, dNTP 2 uL, 10 pmol primer 1 uL, 1 U exTaq DNA 

polymerase, bacterial DNA 1 uL의 혼합액에 증류수를 최종 20 

uL로 첨가하여 T3000 thermal cycler (Biometra, Gottingen, 

Germany)에서 증폭시켰다. PCR 산물은 1.5% agarose gel에서 

100 V로 30분간 전기영동하고 UV image analyzer (Bio-Rad, CA, 

USA)로 확인하였다.

4. 나노칩 제작 

Gold particle을 전기화학적 방법을 이용하여 Indium Tin 

Oxide (ITO) substrate에 고정시켰다. Au nano-dot-deposited 

ITO substrate를 이용하여 제작된 fabricate gold nano-island 

film (GNIF)을 사용하기 전까지 건조시켜 보관했다(An JH 등, 

2011) (Fig. 1).

5. 라만 분석

Gold coated nanochip 위에 0.1 mL 1X PBS (pH 7.4)를 이용하

여 Blood agar plate에서 자란 S. aureus ATCC 29213, S. aureus, 

MRSA 단일 집락을 얇게 펴서 바르고 실온에서 약 10분 정도 건조

시켰다. 각각의 검체가 얇게 코팅된 슬라이드를 inverted optical 

microscope (Olympus IX71)로 먼저 관찰한 후에 785 nm의 파장

을 방출하는 레이저 광원의 NTEGRA spectroscopy (AFM-Raman 

Spectrometer, NT-MDT, Russia)로 분석하였다(El-Said 등, 

2011).

결  과

1. 생화학적 검사

이번 연구에 이용된 S. aureus ATCC 29213, S. aureus, MRSA 

등 모든 균주는 그람 양성 구균, catalase test 양성, coagulase test 

양성으로 동정되었으며 VITEK 2 compact로 동정한 결과 모두 S. 

aureus로 동정되었다. MRSA를 구분하기 위하여 항생제 감수성 검
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Fig. 3. Raman graph of S. aureus
and MRSA. (A) S. aureus raman data,
n=20, (B) MRSA raman data, n=20.

Fig. 4. Average raman shift of S. aureus and MRSA.

사키트로 MRSA 균주와 S. aureus 균주를 각각 분리 확인하였으며 

MRSA 균주는 모두 Oxacillin 2 ug/mL 이상의 내성을 나타냈다.

2. 특이적 유전자 증폭

MRSA의 항생제 내성과 연관된 특이적인 유전자 검출을 femA, 

mecA primer를 이용하여 PCR을 진행한 결과 MRSA 균주들은 모

두 특이적인 밴드가 관찰되었으며, S. aureus ATCC 29213, S. 

aureus는 femA, mecA에서 밴드가 관찰되지 않았다(Fig. 2).

3. SERS 기법을 이용한 MRSA의 분리동정

Gold coated nanochip을 이용하여 S. aureus 세포벽의 단백질 

구성에 대한 신호를 증폭시켜 raman signal을 측정한 결과 S. 

aureus와 MRSA의 Raman signal peak는 상당히 다르게 구분이 

되었다. 특히 SERS signal peak intensity의 차이로 인하여 Raman 

shift가 발생하였으며 각각 20개의 단일 세포 S. aureus와 MRSA를 

신속하고 명확하게 구별하였다(Fig. 3). 또한 MRSA의 평균 raman 

signal peak를 구성하여 샘플을 측정하여 MRSA와 S. aureus의 

peak pattern을 구별하여 MRSA만을 동정할 수 있었다(Fig. 4).

고  찰

MRSA는 식품, 환경 등에 흔히 존재하며 원내 감염의 주요원인

으로 임상 검체에서 흔하게 분리가 된다. MRSA는 점점 원내감염의 

주요 원인이 되며 화농성 질환, 패혈증 등을 야기하고 이를 막기 위

해 여러 가지 노력을 하지만 발생 빈도가 점차 증가하는 추세의 병

원체이다. MRSA는 oxacillin, penicillin 등 여러 가지 항생제 내성

을 보이며 면역저하환자나 만성질환환자 등에서 더욱 발생빈도가 

높고 치료가 어려우며 이러한 항생제 내성을 야기시키는 특이적인 

유전자로 femA, mecA, necA, Sa442, coa, hla, hlb 등이 있으며 

이러한 유전자의 확인을 통해 MRSA 감염여부를 확정할 수 있다. 

최근에는 분자진단의 증가로 인하여 real time PCR로 대부분 동정

이 가능하며 이러한 결과는 생화학적 검사, 항생제 감수성 검사 등

을 기반으로 진행해야 하기 때문에 시간과 노력이 많이 소요되고 

여러 가지 검사과정을 거쳐야 하기 때문에 그 절차와 비용이 많이 

든다. 

본 실험에서 생화학적, 표현형적 방법으로 분리된 MRSA 균주는 

모두 항생제 감수성 검사에 내성을 나타내었으며 MRSA에 특이적

인 femA, mecA 유전자도 보유하고 있었다. PCR 검사방법은 항생

제 내성 유전자를 지닌 MRSA를 구별하기에는 좋은 방법이기는 하

지만 3∼4일 배양에 생화학적 검사를 거쳐 진행해야 하기 때문에 

시간이 오래 걸리고 또한 장비와 제반 연구시설이 갖추어져야 가능
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하다. 따라서 MRSA가 한 개의 세포 단위로 존재할 때 MRSA가 분

리 동정 되지 않을 수도 있기 때문에 한 개의 시료에서 분리된 여러 

개의 집락을 개별적으로 빠르게 검사한다면 이러한 검사의 오류를 

줄일 수 있을 것이다.

Gold coated nano-biochop을 이용한 MRSA의 신속검출은 이

러한 단점을 극복해 줄 수 있는 새로운 기법이라 할 수 있을 것이다. 

한 개의 세포 단위의 집락을 SERS 기법으로 세포벽 성분의 스펙트

럼을 분석하면 고유의 세포벽 성분들이 다르기 때문에 raman 

signal scattering 현상이 다르게 발생하고 이러한 결과로 균주에 

대한 특별한 전처리 없이 S. aureus와 MRSA의 구별이 수분 내에 가

능하게 된다. 더욱이 단일세포 단위로 측정이 가능하기 때문에 여

러 개의 집락이 있어도 모두 측정이 가능하고 빠르고 정확한 결과

를 도출할 수 있게 된다.

이러한 raman spectrum은 gold를 이용한 신호의 증폭으로 가

능하기 때문에 nano-biotechnology를 접목한 항생제 내성 균주

의 동정은 진단검사 분야에서“Lab-on-a-chip”에 가장 근접한 기

술로 제시될 수 있을 것이다.
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