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서    론 
 

최근 vancomycin 내성  장구균(vancomycin-resistant 
enterococci：VRE)의 급증으로 인하여  감염 질환 분야에
서는 새로운 도전에 직면하고 있다. 장구균은 지난 수
년간 병원감염의 주원인균이었고 또한 VRE의 경우는 
대부분 다약제 내성을 나타내므로  치료에 어려움이  따
르며[1-3], 아직 실험실내에서만 증명된 바 있으나 내
성이 Staphylococcus aureus등에 전달될 수 있다는 문제
가 있다[4]. 이러한 심각성으로 인하여 Hospital Infection 
Control Practice Advisory Committee(HICPAC)에서는 1995
년 vancomycin 내성 전파  방지를 위한  권장 지침을  발
표한 바 있다[5]. 병원내 VRE 전파를 예방하기  위해서
는 빠르고 정확하게 VRE를  동정하고 내성형을  결정하
여 VRE 발생원을 찾아내고 전파를 방지하여야 한다. 
이에 저자는 분자생물학적 방법을  이용한 VRE 내성 
유전자형 결정법에 관하여 알아보고, 신속하고 간단하
게 미생물 검사실에서 적용할 수 있는 방법을  소개하
고자 한다. 
 

분자생물학적 방법을 이용한 장구균에서의 
vancomycin 내성유전자형 결정 

 

VRE에 대한 신속하고  정확한 진단은 환자의 치료  
뿐만 아니라 다른 환자에게로의 전파를 방지해야하는 
병원감염관리 측면에서도 필수적이다. 장구균에서의 
vancomycin 내성은 현재까지 통상적인 디스크감수성 

검사나 자동화기기를 이용한 방법에서 정확하게 검출
되기 힘들다[6]. 특히  중등도나 저도  내성의 검출은  그 
민감도가 현저히 떨어지기 때문에 vancomycin 6 ug/mL  
함유한 brain heart infusion 배지를 이용한 VRE 검색을 
통해 VRE를 검출하여야 한다[7]. 이 방법은 정확하고 
신뢰도가 높은 반면 내성 유전자형  결정은 할 수  없는 
단점이 있다. 그래서 검색 배지에서 검출된 VRE는 분
자생물학적 방법을 이용하여 내성 유전자형을 결정하
여야 한다. van 유전자는 세포벽 합성에 필수적인 
D-alanine:D-alanine ligases와 유사한 역할을 단백을 코드
화하는 유전자로, 지금까지 알려진 바로는 vanA, vanB, 
vanB2, vanC1, vanC2, 및 vanC3가 있고 최근 Perichon 등
[8]에 의해 vanD형까지 밝혀져 있다. vanA형은 
vancomycin과 teicoplanin에 대해 고도 내성이며 유도성
이고 내성 전달은 plasmid(pIP816) 매개에 의한 
conjugation을 통한다[10]. vanB형은 vancomycin에 대해
서는 다양한 내성 정도를 보이며 teicoplanin에는 감수
성을 보인다. 대부분 유도성이나 최근 구성적 mutants
가 있음이 보고된 바 있다. 유전자는 염색체내에 위치
하며 내성 전달은 conjugation에 의한다[11]. vanB2형은 
vanB 균주와는 달리 vancomycin에 대한 MIC가 64μ
g/mL이상의 고도 내성을  보이면서 teicoplanin에는  감수
성을 보인다[12]. vanC형은 vancomycin에 대해 구성적으
로 저도 내성을 보이고  유전자는 염색체내에  존재하며 
vanC1, C2, 및 C3 3종류의 유전자형이  있는데 균종  특
이성을 보여 vanC1은 E. gallinarum에서, vanC2는 E. 
casseliflavus, vanC3는 E. flavescens에서 표현되나[13] 
vanC2와 vanC3 유전자는 98% 동일성을 보여 구분은 
불가능하다[14]. 현재까지는 전달성 vanC에 대한 보고
는 없었으나 최근 E. faecium와 E. faecalis 각각 1주에서 
vanC1 유전자가 검출되었다는 보고가 있었다[15]. vanD
형은 1997년 Perichon 등[8]에 의해  명명되었는데 
vancomycin에 대한 MIC가 64 ug/mL, teicoplanin MIC 4 
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ug/mL이고 구성적이며 기존의 어떠한 내성형도  나타내
지 않으며 vanA와 vanB 유전자와는 69%의 동일성을, 
vanC 유전자와는 43%의 동일성을 나타내고 conjugation
에 의해 전달되지 않는다. 내성 유전자형 결정은 환자
의 치료와 감염관리 시행에 있어서 중요하다. vanA와 
vanB형의 경우 vancomycin MIC가 가능한 치료 농도이
상인(>32 ug/mL) 경우가 흔하고, 내성 전달이  가능하여 
접촉격리를 시행하여야 한다. 반면 vanC형은 저도 내
성을 나타내므로 치료 농도를 높인다면 vancomycin 치
료가 가능하고, 내성 전달이 되지 않으므로 감염관리 
차원에서는 중요성이 vanA나 vanB형에 비하여 덜 하

다.  

1. 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction： PCR) 

내성형 결정에 가장 많이 이용되며 대개 PCR후 특
이 소식자와 교잡반응하여 확인한다. 각 내성 유전자
형을 검출하기 위한 다수의  시발체 종류들이  보고되어
있다 

(Table 1)[8, 16-20]. VRE 중에는  유전자 표현이 비전
형적인 경우가 있는데 이  경우 표현형  검사만으로는 
불충분하고 반드시 PCR을 이용하여 내성 유전자형을 
규명하여야 한다. 예를 들어 구성적 mutant인 vanB형 

VRE는 vancomycin과 teicoplanin 모두에 내성을 보이므
로 표현형을 이용한 검사법으로는 vanA형과 구별이  어
렵다[21]. Clark 등[22]은 vancomycin에 중등도 내성(MIC, 
16 ug/ml)을 보이고 teicoplanin에 감수성(MIC, 1 ug/ml)을 
보인 E. raffinosus를 보고하였는데 이 균주는 PCR 분석
에서 vanA형을 나타냈고 34-kb plasmid에 의해  전달되
었다. 이 plasmid는 동일 병원에서 분리된 E. faecalis와 
E. faecium의 vanA 유전자를 전달하는 plasmid와 크기가 
유사하였지만 이들 E. faecalis/ E. faecium 균주는 모두 
전형적인 VanA형 표현형을  나타냄으로 미루어 E. 
raffinosus에서 vanA 유전자의 통제 기능에 이상이  있었

음으로 추정된다. vanC 형은 구성적, 내인성 내성으로 
vanC1, vanC2, vanC3 형이 각각 E. gallinarum, E. 
casseliflavus 및 E. flavescens에 특이하므로 동정  검사로
도 사용된다. 이 중 vanC2와 vanC3는 DNA 동일성이 
거의 유사하여(98.3%) 구분이 가지않고 생화학적으로 
E. flavescens는 ribose로부터 산을 생성하지 못한다는 차
이만이 있어 일부에서는 E. flavescens가 E. casseliflavus의 
음성변이형이라는 주장도 있다[23]. Clark 등[20]의  보고
에 의하면 vanC1, vanC2, 및 vanC3 특이 시발체를 이용
하여 PCR을 시행한 결과 vanC2(+)/vanC 3(-)의 결과를 
보인 균주는 모두 E. casseliflavus였고 

Table 1. PCR primers for detection of vanA, vanB, vanB2, vanC1, vanC2, vanC3, and vanD in VRE 

  Gene Primers ( 5' to 3' ) Product size(bp) Reference  

vanA 
 
 
 
 
 
 vanB 
 
 
 
 
 
 vanB2 
 
 vanC1 
 
 
 
 
 
 vanC2/3 
 
 
 
 vanC2 
 
 vanC3 
 
 vanD 
 

CATGAATAGAATAAAAGTTGCAATA 
CCCCTTTAACGCTAATACGATCAA 
GGGAAAACGACAATTGC 
GTACAATGCGGCCGTTA 
GCGGTATTGGGAAACAGTGCC 
GCGGTCAATCAGTTCGGGAAGTGC 
ACCGGGCAGRGTATTGAC 
GTGACAAACCGGAGGCGAGGA 
CCGCCATCCTCCTGCAAAAAA 
ATGGGAAGCCGATAGTC 
GATTTCGTTCCTCGACC 
GGAATGGGAAGCCGATAGTCTCC 
GTTTAGAACGATGCCGCCATCC 
ATTGTCTGGATCCCCTATG 
GCAAGCCCTCTGCATCAAG 
GGTATCAAGGAAACCTC 
CTTCCGCCATCATAGCT  
CCCACTTTGCTTTTATCCCGC 
GAAAGACAACAGGAAGACCGC 
ATCGCATCACAAGCACCAATC 
ACCCGTCAATCCCAAGTTTCG 
CTCCTACGATTCTCTTG 
CGAGCAAGACCTTTAAG 
CCTCTCTTTGATCGGGATCGCC 
CGGGGAAGATGGCAGTAT 
CGCAGGGACGGTGATTTT 
GCCTTTACTTATTGTTCC 
GCTTGTTCTTTGACCTTA 
TAAGGCGCTTGCATATACCG 
TGCAGCCAAGTATCCGGTAA  

1,030 
 

732 
 

356 
 

433 
 

635 
 

741 
 

528 
 

822 
 

429 
 

796 
 

439 
 

322 
 

484 
 

224 
 

461 
 

16 
 

17 
 

18 
 

16 
 

17 
 

18 
 

19 
 

17 
 

18 
 

20 
 

17 
 

18 
 

20 
 

20 
 
8 
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vanC2(+)/vanC3(+)인 균주 중 일부는 E. flavescens였다
고 보고하면서 vanC2에만 양성일 경우 E. casseliflavus
로 보고하고 vanC2(+)/vanC3(+)인 경우는 E. casseliflavus- 
E. flavescens로 보고하였다.  E. gallinarum과 E. 
casseliflavus에서 vanA 유전자가 발견된 보고가  있는데 
이는 vanA와 함께 각각 자신의 고유한 vanC1과 vanC2
를 동시에 가지고 있는 경우였다. 또한 이 보고에서는 
vanC1 양성인 E. faecalis와 E. faecium 각각 1주씩  보고
하였는데 아직까지 전달성인 vanC1은 확인된 바 없음
으로 미루어 표현형 변이주인 E. gallinarum으로 생각된
다. 저자 등의 경우에서도 비운동성이면서 자동동정기기
상 E. faecium으로 동정된 균주를 vanC1 PCR과 E. 
faecium 특이 ligase PCR을 통하여 E. gallinarum으로 동
정한 바 있다.  

2. Multiplex PCR 

vanA, B, 및 C 시발체를  각각 약 10pmol정도 반응액
에 한꺼번에 넣고 PCR을 시행하는 방법으로 여러번 
PCR을 해야하는 번거로움을 피할 수 있으나 증폭반응
후 소식자로 확인하지 않을  경우는 되도록이면  반응 
산물의 크기 차이가 많이 나는 시발체의 조합으로  선
택하는 것이 편리하다. 또한 3쌍 이상의 시발체를 사
용하여 multiplex PCR 시행시 결과가 제대로 나오지 않
는 경우가 있으므로 임상적으로 긴급한 vanA/vanB를 
먼저 multiplex PCR로 시행하고, 이후에 vanC1/vanC2를 
multiplex PCR 하는 것이 바람직하다.  

3. PCR from colony  

원하는 시발체쌍을 각각 약 10pmol정도 넣은  PCR 
반응액을 먼저 준비한 후  하룻밤 배양한  혈액한천배지
로부터 백금이를 이용하여 집락을 취하여 바로 PCR 
반응액에 접종한 후, 증폭반응전에  95℃, 10분간  가열
하는 cycle을 추가하여  세포를 용해시킨 후  PCR반응을 
시행하는 방법으로 DNA 추출로 인한 인력과 시간 소
모를 줄일 수 있고 DNA 추출 과정에서 plasmid를  소
실하여 위음성 결과가 나오는 것을 막을 수 있다. 

4. Multiplex PCR-RFLP 

Multiplex PCR은 여러 번 PCR을 시행해야하는 번거
러움을 덜어주기는 하나 반응 산물의 크기 차이가  명
확한 시발체의 조합이 필요하고 오염이나 amplicon 
carryover등의 문제점이 있다. Multiplex PCR-RFLP는 이
러한 단점의 보완을 위한 방법으로 각 시발체쌍을  함
께 넣어 multiplex PCR을 통한 증폭후 증폭산물을 제한
효소(MspI)로 37℃ 하룻밤 처리한 후 전기영동하여 각 
내성형에 따른 일정한 제한띠를  보고 내성형을  결정하
는 방법이다. 이 방법  역시 집락을  바로 취하여  시행
하여도 무방하고 저자 등의  경험에 의하면  제한효소 
처리 시간을 1시간 정도만  하여도 충분하였으므로  시

간도 단축하면서 특이도를 높일  수 있어  임상검사실에
서 적용하기에 유용하다고 사료된다. 제한점은 van 유
전자의 서열 다양성인데 이는 vanB에서 보고되어있고
[24] 이 경우 vanB PCR을 다시 시행하여 확인한다.  
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