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Evaluation of a Newly Developed Multiplex Real-time 
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Background: Asymptomatic vancomycin-resistant en-
terococci (VRE) colonization precedes infection. VRE- 
colonized patients serve as silent reservoirs of enter-
ococci that go on to colonize other patients. Rapidly 
identifying colonized patients is crucial to prevent the 
spread of VRE. The culture-based method of VRE 
screening is time-consuming. We evaluated the diag-
nostic performance of a recently developed multiplex 
real-time PCR for the detection of VRE.
Methods: We obtained 105 rectal swabs from patients 
who were being monitored for carriage of VRE. After 
24 hour incubation of swabs in enterococcosel broth 
(EB) supplemented with 6 μg/mL vancomycin, multi-
plex real-time PCR was performed using the Any-
plexTM VanR Real-time Detection (VanR) kit (Seegene, 
Inc., Seoul, Korea). The results of multiplex real-time 
PCR were compared to those of culture. We eval-
uated the specificity and detection limits of multiplex 
real-time PCR using VanR for VRE.
Results: A total of 96/105 (91.4%) samples were 

VRE positive according to multiplex real-time PCR 
with EB while 85/105 (80.9%) samples were positive 
in culture. Eleven discordant results (10.4%) (multi-
plex real-time PCR positive, culture negative) were 
noted. All non-enterococcal bacteria and vancomy-
cin-susceptible enterococci were negative. The DNA 
detection limits of VanR were 0.035 pg per reaction 
(3 μL) for Enterococcus faecium and 0.35 pg for 
Enterococcus faecalis.
Conclusion: The application of multiplex real-time 
PCR after EB incubation allows rapid and sensitive 
detection in 26-28 hours for VRE screening from rec-
tal swabs. This method could facilitate the timely im-
plementation of contact isolation to prevent the 
spread of VRE. (Korean J Clin Microbiol 2011;14: 
138-143)
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서      론

  반코마이신 내성 장구균(vancomycin-resistant enterococci, 
VRE)은 1986년 프랑스에서 처음 보고된 이래 병원 감염균으로

서 분리율이 급격히 증가하고 있다. VRE 감염 환자는, 장내 집

락화가 선행된 후 숙주의 상태에 따라 감염으로 진행되기도 하

고, 감염 증상 없이 다른 환자로 VRE를 전파하는 보균자의 역

할만을 하기도 한다[1]. VRE 전파는 균주 자체가 이동하는 수

직 전이와 내성 유전자만이 전파되는 수평 전이 기전에 의하며

[2-4], VRE 전파를 방지하기 위하여 대부분의 국내 대학병원은

CDC의 Hospital Infection Control Practices Advisory Committee 
(HICPAC) 기준을 따르고 있다[5]. VRE 집락이 형성된 환자는 

신속히 격리하고 적어도 1주 이상의 간격으로 시행한 감시배양

에서 연속적으로 3회 음성인 경우 격리를 해지한다[6]. 그러나 

기존의 VRE 감시배양은 선별적인 고형배지에 접종하거나 액체

배지에 증균 후 고형배지에 접종하는 방법을 사용하며 집락 선

별, 계대 배양, 생화학반응 및 항균제 내성검사 등의 여러 단계

를 거친 동정과정이 필요하므로 결과보고까지 3-5일이 소요되

어 환자나 보균자의 격리나 감염관리가 지연될 수 있다. 또한 

표현형만을 검사하는 방법만으로는 glycopeptide에 저도 내성을 

보이는 VRE의 경우 검출이나 감별이 어려운 경우가 있다[7-9]. 
장내에 VRE를 보균하고 있지만 균수가 적은 경우에도 직장도

말 배양검사의 민감도가 낮아 검출되지 않을 수 있다[10]. 이러

한 문제점을 해결하기 위하여 신속하고 민감한 VRE 검출방법

을 필요로 하게 되었고, 중합효소 연쇄반응이나 실시간 중합효

소연쇄반응을 이용한 VRE 검색방법의 사용이 증가하고 있다

[11]. 최근 직장도말 검체에서 다중 실시간 중합효소연쇄반응

(multiplex real-time PCR)을 이용하여, 2시간 이내에 vanA, 
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vanB, vanC 내성 유전자를 동시에 검출할 수 있는 AnyplexTM 
VanR Real-time Detection (VanR) 검사시약(Seegene, Inc., 
Seoul, Korea)이 개발되었다. 
  본 연구에서 저자들은 VRE의 감시배양 소요시간을 단축할 

수 있는 VanR 검사시약의 진단 수행능을 평가하기 위하여 

VRE 내성 유전자의 검출 특이도 및 검출 한계를 분석하고, 기
존의 배양법을 이용한 VRE 검출 결과와 비교하였다. 

대상 및 방법

1. 대상 검체 

  2010년 11월부터 2011년 3월까지 아주대학교병원 진단검사

의학과에 일반 세균배양이 의뢰된 임상 검체 중 VRE가 분리되

어 격리 중인 환자의 직장도말 105검체를 대상으로 하였다. 환
자의 개인정보 유출을 차단하기 위한 직장도말 검체의 코드화

를 위하여 본 연구와 직접적 이해관계가 없는 제3자가 해당 검

체를 조회 및 검출하여 일련번호를 기록 코드화하였다. 코드화 

이후 검체는 주어진 일련번호만 기록하여 진행함으로써, 환자

의 개인정보 유출을 방지하였다. 

2. VRE 내성 유전자 검출 특이도(Specificity) 평가

  VanR 검사시약을 이용한 다중 실시간 중합효소연쇄반응의 

VRE 내성 유전자 검출 특이도를 평가하기 위하여 반코마이신 

감수성 Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Streptococcus 
pneumoniae (ATCC 49619), Staphylococcus aureus (ATCC 
25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Serratia marcescens 
(ATCC 8100) 및 Klebsiella pneumonia (ATCC 13883)를 사용

하였다. 양성 대조 균주로 반코마이신 내성 Enterococcus fae-
cium (BM 4147, vanA), E. faecalis (ATCC 51299, vanB)를 사

용하였으며 각 균주 시험관에 phosphate buffered saline 1 mL
씩을 첨가하고 교반 후, QIAampⓇ DNA Mini Kit (QIAgen 
Korea Ltd., Seoul, Korea)를 사용하여 제조사의 지시대로 DNA
를 추출하여 3회씩 반복 측정하였다. 

3. 검출 한계(Detection limits) 평가

  검출 한계를 평가하기 위하여 반코마이신 내성 E. faecium 
(BM 4147, vanA)과 E. faecalis  (ATCC 51299, vanB) 균주에서 

추출한 DNA 농도를 Nanodrop ND-1000 분광광도계(Thermo 
Fisher Scientific, Inc., Wilmington, DE, USA)를 이용하여 측정

하였다. 350 pg/reaction (3μL)부터 0.35 fg/reaction (3μL)까지 

연속적으로 10배씩 단계 희석한 다음, VanR 검사시약을 이용

하여 다중 실시간 중합효소연쇄반응을 3회씩 반복 시행하였다. 

4. 기존 배양법과의 VRE 검출 결과 비교

  1) VRE 배양검사: 직장도말 검체를 반코마이신이 8 μg/mL 

포함된 ChromID VRE (ChromID) agar (bioMerieux, Marcy 
I’Etoile, France) 배지에 접종하였다. 35oC 배양기에서 24시간 

배양 후 장구균으로 의심되는 집락을 골라 혈액한천 배지에 계

대 배양하였다. 혈액한천 배지에서 자란 집락으로 균 동정 및 

항균제 감수성 검사를 시행하여 VRE를 확인하였다. 

  2) 다중 실시간 중합효소연쇄반응 검사(Multiplex real-time 
PCR): 직장도말 검체를 반코마이신(Sigma Chemical Company, 
St. Louis, MO, USA) 6 μg/mL이 첨가된 enterococcosel broth 
(EB) (Becton Dickinson, Sparks, MD, USA)에 접종한 후 35oC 
배양기에서 24시간 배양하였다. 검게 변한 배지 액 50 μL를 취

해 VanR 검사시약에 포함된 DNA extraction solution 200 μL와 

혼합한 뒤 heat block (100oC)에서 10분간 비등화시킨 후 13,000 
rpm에서 5분간 원심 분리하여 DNA를 추출하였다. DNA 3 μL
와 VanR 검사시약에 포함된 5x VanR Oligo Mix (primer, tem-
plate of internal control) 4 μL, 8-methoxypsoralen 3 μL, 2x  
Detection Mix (DNA polymerase, buffer containing dNTPs) 10 
μL를 제조사의 지시에 따라 혼합한 뒤 다음과 같은 조건으로 

다중 실시간 중합효소연쇄반응을 수행하였다. CFX96TM 
Real-Time PCR System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, 
CA, USA) 장비를 사용하여 95oC에서 2분간 반응시킨 후 95oC
에서 30초, 60oC에서 30초 반응을 총 45회 반복하였다. Fluoro-
phore FAM (vanA), QuasarⓇ 670 (vanB), Cal FluorⓇ  Red 610 
(vanC), Cal FluorⓇ  Gold 540 (internal control)에 대한 기준주기

(cycle threshold, Ct) 값이 40 미만일 경우 양성으로 판독하였으

며, 증폭반응 곡선 및 분석결과를 확인하였다. 양성 대조 균주로

는 E. faecalis (ATCC 51299, vanB)를 사용하였다.

결      과

1. VRE 내성 유전자 검출 특이도(Specificity) 평가

  반코마이신 감수성 E. faecalis (ATCC 29212), S. pneumoniae 
(ATCC 49619), S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25922), 
S. marcescens (ATCC 8100), K. pneumonia (ATCC 13883) 모두 

VanR 검사시약을 이용한 다중 실시간 중합효소연쇄반응의 증

폭반응이 일어나지 않아 VRE 내성 유전자가 검출되지 않았다. 
억제제로 인한 위음성을 확인할 수 있는 내부 대조물질의 증폭

반응은 양성이었으며, 양성 대조 균주인 반코마이신 내성 E. 
faecium (BM 4147, vanA)과 E. faecalis (ATCC 51299, vanB) 균
주에서만 각각 3회씩 반복 측정 결과 3회 모두 vanA와 vanB 내
성 유전자가 검출되었다(Fig. 1).

2. 검출 한계(Detection limits) 평가

  반코마이신 내성 E. faecium (BM 4147, vanA)과 E. faecalis 
(ATCC 51299, vanB) 균주의 DNA를 10배씩 단계 희석하여 다
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Fig. 1. Results of multiplex real-time PCR for the detection of VRE in triplicate. (A) E. faecalis (ATCC 29212). (B) E. faecium (BM 4147,
vanA). (C) E. faecalis (ATCC 51299, vanB).

Table 1. Comparative results of multiplex real-time PCR using 
AnyplexTM VanR Real-time Detection kit and culture method for the 
detection of VRE

VRE detection 
Multiplex real-time PCR Total No. (%)

of specimensPositive Negative

Culture
　Positive
　Negative
Total No. (%) 

85 (80.9%)
11 (10.4%)*
96 (91.4%)

0 (0%)
9 (8.5%)
9 (8.5%)

85 (80.9%)
20 (19.1%)

105 (100%)

*Discordant results between multiplex real-time PCR and culture 
method. 
Abbreviation: VRE, vancomycin-resistant enterococci.

중 실시간 중합효소연쇄반응을 3회씩 반복 시행한 결과, E. fae-
cium 균주는 0.035 pg/reaction (3 μL), E. faecalis 균주는 0.35 
pg의 DNA 농도까지 각각 3회 모두 증폭반응이 관찰되었다.

3. 기존 배양법과의 VRE 검출 결과 비교

  다중 실시간 중합효소연쇄반응을 시행한 결과 105검체 중 

96 (91.4%)건에서 VRE 양성이었으며 기존의 배양검사에서는 

85 (80.9%)건이 양성이었다. 검출된 내성 유전자형은 vanA 79
건, vanC 2건 및 vanA와 vanC 동시검출이 15건이었다. 두 검사

방법 간에 11 (10.4%)건의 결과가 일치하지 않았다. 불일치 11
건은 모두 다중 실시간 중합효소연쇄반응에서는 VRE 양성이

었으나 배양검사에서 음성인 경우였고, 배양검사에서 양성이

었으나 다중 실시간 중합효소연쇄반응에서 음성인 경우는 한 

예도 없었다(Table 1). 불일치 11예의 경우 내성 유전자형은 

vanA 8건, vanC 2건, vanA와 vanC 동시검출 1건이었다. 다중 

실시간 중합효소연쇄반응에서 vanA와 vanC가 동시에 검출된 

14건 중 6건은 배양검사에서 E. faecium과 Enterococcus galli-
narum이 동시에 검출되었고 7건은 E. faecium만 검출되었으며, 
1건은 E. gallinarum만 검출되었다. 배양검사의 VRE 검출 및 

균 동정에 필요한 평균 검사 소요시간은 72-96시간이었으며, 

다중 실시간 중합효소연쇄반응 방법의 경우 직장도말 검체를 

선별 액체배지인 EB에 배양하는 시간까지 포함해 26-28시간에 

VRE 검출 및 내성 유전자형을 확인할 수 있었다. 

고      찰

  VRE 보균자를 신속하게 검출하고 격리하여 전파를 방지하

는 것이 병원 내 VRE 감염을 줄이는 주된 감염관리 방법이므

로, 국내외 많은 병원에서 VRE 감시배양을 시행하고 있다[11]. 
CDC의 HICPAC 기준[6]에 따라 아주대학교병원 진단검사의

학과에서도 미생물 배양검사가 의뢰된 임상 검체에서 VRE가 

분리 동정된 경우, 감염관리실에 연락하여 환자를 신속히 격리

한다. 격리 후 일주일에 한 번씩 VRE 보균 여부를 직장도말 검

체를 배양하여 검사하고 3주간 연속적으로 음성 결과가 나온 

경우에만 격리조치가 해제된다. 그러나 격리 해지가 된 환자에

서 VRE의 재집락화가 보고되고 있으며[12], 같은 병동에 입원

하고 있는 환자의 경우 원래 보균하고 있던 균주의 재발이 

pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)와 Tn1546 분석에 의해 

밝혀진 바 있어[13] 감염관리의 문제점으로 대두되고 있다. 검
출 민감도가 높은 실시간 중합효소연쇄반응 방법으로 VRE 내
성 유전자를 검출한다면, 위의 경우처럼 배양으로 검출하지 못

하는 적은 수의 균주를 보균하는 경우에도 격리대상 환자나 보

균자에 대한 효율적인 감염관리를 시행하여 VRE 전파를 방지

할 수 있을 것으로 생각된다. 본 연구에서도 다중 실시간 중합

효소연쇄반응에서 반코마이신 내성 유전자가 검출되었으나 배

양검사에서 음성인 경우가 11건(vanA 8건, vanC 2건, vanA & 
vanC 1건)으로 11.4% (11/96)가 배양에서 위음성을 보였다. 이
는 보균자의 장내 집락화된 균 수가 적을 경우 배양검사에서 

검출되지 않은 것으로, 균 수가 적다고 하더라도 전파의 원인

이 되므로 VRE 검색 시 배양검사보다 민감도가 높은 방법을 

사용하여야 함을 알 수 있었다. 
  표현형만을 검사하는 배양검사에서는 glycopeptide에 저도 
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내성을 보이는 VanC VRE의 경우 검출이나 감별이 어려운 경

우도 있는데[7-9] 본 연구에서도 기존의 배양검사법으로 VRE 
음성이지만 다중 실시간 중합효소연쇄반응에서 vanC 내성 유

전자가 검출된 경우가 2건, 배양검사에서 E. faecium이 배양되

었지만 다중 실시간 중합효소연쇄반응에서는 vanA와 vanC가 

동시에 검출된 경우가 7건 있었다. vanC 내성 유전자는 자연 

내성이며, 내성이 전파되지 않으므로 분리 시 격리를 할 필요

가 없지만, 불필요하게 감염관리를 하게 되는 경우를 방지하고, 
만약 반코마이신에 다양한 정도의 내성을 보이는 vanB형이 

vanC형으로 잘못 동정된 경우는 감염관리가 필요한 경우임에

도 불구하고 방치하게 될 수 있으므로 이를 방지하기 위하여 

정확한 균 동정이나 내성 유전자형 감별이 필요하다[14]. 
  배양검사에서 E. gallinarum이 검출되었으나 다중 실시간 중

합효소연쇄반응에서 vanA와 vanC 내성 유전자가 동시에 검출

된 경우도 1건 있었다. E. gallinarum이 vanA를 획득한 경우로 

이러한 경우에는 VanC VRE라고 하더라도 vanA 내성 유전자

를 같이 가지고 있으므로 내성 전파의 위험이 있어서 격리 등

의 감염관리가 필요하다. VanC VRE가 vanA나 vanB 내성 유전

자를 수평 전달받은 경우에, 다른 장구균에 반코마이신 고도 

내성을 전달할 수 있으므로 임상적으로는 VanA나 VanB VRE 
감염과 같으며, 감염관리도 동일하게 하여야 하기 때문이다[5]. 
  기존 배양법을 이용한 경우 검출까지의 시간이 최소한 72-96
시간이 걸리므로, 검사 소요시간을 줄이기 위하여 대변이나 직

장도말 검체에서 직접 DNA를 추출하여 VRE 내성 유전자를 

검출하는 방법들에 관한 몇몇 보고가 있었으나, 검체에서 직접 

DNA를 추출하는 방법은 검체에 포함된 인간 DNA, 화학물질, 
heme 등의 억제제로 인하여 중합효소연쇄반응이 저하되는 단

점이 있다[11,15-17]. Palladino 등[11]에 의하면 직장도말 검체

에 대해 직접 다중 실시간 중합효소연쇄반응을 시행하는 경우

에는 억제율이 55%였지만 선별 액체배지에 증균 후 시행한 경

우에는 10%로 감소하였으며, VRE 검출률은 45%에서 88%로 

2배가량 증가하였다. Kim 등[18]도 추출한 DNA를 희석하여 

다중 중합효소연쇄반응을 시행한 결과 위음성 문제가 해결되

었다고 보고하였다. 검체에서 직접 검사를 할 경우 억제제에 

의한 위음성을 확인하기 위해서 내부 대조물질의 사용과 증폭

반응 곡선의 확인 및 교정조치가 중합효소연쇄반응 결과 판독

과정에 반드시 필요하다고 생각된다.
  vanA E. faecium에 의한 병원 내 집단 발병 시 직장도말 검체

를 액체배지에 증균시킨 후 vanA에 특이한 중합효소연쇄반응

으로 확인하는 방법은 24-30시간 내에 94.5%의 민감도와 

100%의 특이도를 보여 평균 4-5일이 걸리는 배양법의 민감도

(액체배지에 증균하지 않고 직접 배양한 경우 89%, 증균 후 배

양한 경우 98%) 및 특이도(100%)와 비교할 때 우수하였다[19]. 
Kim 등[20]도 내부 대조물질을 사용하여 위음성을 확인하고, 
선택 액체배지를 이용한 신속 증균 중합효소연쇄반응을 시행

하는 것이 VRE 보균 여부를 감시하는데 빠르고 민감한 실제적

인 방법이라고 하였지만 vanA 이외에 다른 유전자형을 검출하

려면 다중 중합효소연쇄반응을 시행해야 하고 이 경우, 민감도

가 떨어질 가능성이 있어[15] 실시간 정량 중합효소연쇄반응을 

시행하여 민감도를 보완하여야 한다고 하였다. 직장도말 검체

를 선택 액체배지에 증균 배양 후 실시간 중합효소연쇄반응을 

시행하는 방법은, 시약 내에 포함된 내부 대조물질의 증폭 여

부로 억제제로 인한 위음성을 확인할 수 있었으며, 배양검사보

다 신속하고 민감하게 26-28시간 내에 VRE 검출로 감염 환자

나 보균자의 격리조치 등 신속한 결정 및 대응을 할 수 있게 하

고, 검사실의 검사정보시스템(Laboratory Information System, 
LIS)과도 연동이 가능하므로 VRE 감시배양에 적합한 검사법이

라고 할 수 있다. 그러나 국내 병원의 검사실에서 실시간 중합

효소연쇄반응 장비를 갖추지 못한 곳이 많고, 검사비용 또한 고

가이며 숙련된 기술을 요하는 검사방법[18,20]이기 때문에, 국
내 모든 병원에서 실제적으로 사용하기는 어렵다. 또한 현재 

국내 보험급여 고시에 따르면 VRE 검출을 위한 중합효소연쇄

반응법은 과거 VRE 보균자 및 고위험군 환자에게 선별적으로 

실시할 때 인정하되 배양검사와 동시에 실시한 경우 각각 인정

하는 것으로 되어있어서 배양검사와 함께 시행하여야 한다는 

제한이 있다. 그러므로 과거 VRE 보균자 및 고위험군 환자를 

대상으로 배양검사와 함께 다중 실시간 중합효소연쇄반응법을  

시행한다면 병원 내 VRE 환자나 보균자로부터 내성 유전자의 

전파 및 원내 감염확산을 초기에 방지하는 데 유용할 것으로 

기대된다. 
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=국문초록=

반코마이신 내성 장구균 검출을 위한 다중 실시간 중합효소연쇄반응 검사시약 평가
1세란병원 진단검사의학과, 2아주대학교 의과대학 진단검사의학교실

정민권1, 이위교2, 박명화2

배경: 반코마이신 내성 장구균(vancomycin-resistant enterococci, VRE) 감염 환자는 장내 집락화가 선행된 후 감염 증상 

없이 다른 환자로 VRE를 전파하는 보균자의 역할을 한다. VRE의 전파 방지를 위하여 장내 집락화된 환자의 신속한 

검출이 중요하지만 배양에 기초한 VRE 검색 방법은 시간이 오래 걸리는 문제점이 있다. 이번 연구는 VRE 검출을 위해 

최근 개발된 다중 실시간 중합효소연쇄반응(multiplex real-time PCR)법의 진단 수행능을 평가하고자 하였다.
방법: VRE 감시배양을 위하여 의뢰된 직장도말 105검체를 대상으로, 반코마이신 6 μg/mL이 첨가된 enterococcosel broth 
(EB)에 24시간 배양한 후 AnyplexTM VanR Real-time Detection (VanR) (Seegene, Inc., Seoul, Korea) 검사시약으로 다중 실

시간 중합효소연쇄반응을 시행하였고 기존 배양검사 결과와 비교하였다. 또한 VanR 검사시약의 VRE 내성 유전자 검출 

특이도와 검출 한계를 조사하였다. 
결과: 다중 실시간 중합효소연쇄반응을 시행한 105검체 중 96 (91.4%)건에서 VRE 양성이었으며, 배양검사에서는 85 
(80.9%)건에서 VRE가 배양되었다. 두 검사방법 간에 11 (10.4%)건의 결과가 일치하지 않았으며, 모두 다중 실시간 중합

효소연쇄반응 양성, 배양 음성이었다. 반코마이신 감수성 장구균을 포함한 그람 음성과 양성 표준균주를 대상으로 시행

한 다중 실시간 중합효소연쇄반응결과는 모두 VRE 음성이었으며, 10배씩 단계 희석한 반코마이신 내성 vanA 
Enterococcus faecium 균주의 DNA는 0.035 pg/reaction (3 μL), vanB Enterococcus faecalis 균주의 DNA는 0.35 pg의 농도까

지 증폭반응이 관찰되었다.
결론: 직장도말 검체를 EB에 배양한 후 시행한 다중 실시간 중합효소연쇄반응 검사법은 26-28시간에 VRE 내성 유전자

를 신속하고 민감하게 검출할 수 있었다. 이 방법은 시기적절한 격리시행에 도움을 주어 VRE 내성 유전자의 전파를 

방지할 수 있을 것으로 기대된다. [대한임상미생물학회지 2011;14:138-143]
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