
서 론

반코마이신 내성 장구균(vancomycin-resistant entero-

cocci, VRE)은 1987년 유럽에서 처음 출현한 이래 세계적으로

원내감염의 중요한 병원균이 되었다[1, 2]. 국내에서 1992년 처

음 보고되었고 1990년대 중반부터 균주 분리가 급격히 증가하

였다[3, 4]. 현재 중환자실에서 분리되는 Enterococcus faeci-

um의 30-45%에서 반코마이신에 내성을 보인다[5]. VRE에 대

한 적절한 감염관리가 필요한 상황이다.

신속하고 정확한 검출은 VRE의 감염관리에 매우 중요하다.

VRE 선별 고형배지에 접종하거나 선별 액체배지에 증균 후 고

형배지에 접종하는 통상의 검출방법은 결과 보고까지 2-5일이

걸린다. VanB형과 VanC형 VRE는 검출이 어려운 경우도 있다

[6]. 이에 중합효소연쇄반응법(PCR)과 실시간-중합효소연쇄반

응법(real-time PCR) 등 glycopeptides 내성유전자 검사법이

VRE 감시배양에 사용되었다[7-13]. 실시간-중합효소연쇄반응

법은 중합효소연쇄반응법보다 VRE를 더 빠르게 검출하고 업무

량도 적다[12]. 반응시간이 짧고 실시간으로 반응산물이 모니터

링되어 전기영동이 필요하지 않기 때문이다. 하지만 염기서열

에 특이한 소식자를 사용하는 경우 시약 비용이 증가하는 단점

이 있다.

본 연구에서 저자들은 염기서열에 특이한 소식자를 사용하지

않고 융해곡선(melting curve) 분석을 이용하여 VRE를 검출

하는 다중 실시간-중합효소연쇄반응법(multiplex real-time

PCR)을 개발하여 유용성을 평가하였다.
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Background : We developed and evaluated the utility of a multiplex real-time PCR assay that uses
melting curve analysis and allows simultaneous identification of vancomycin-resistant genotypes
and clinically relevant enterococci. 

Methods : The specificity of the assay was tested using 4 reference strains of vancomycin-resis-
tant enterococci (VRE) and 2 reference strains of vancomycin-susceptible enterococci. Ninety-three
clinical isolates of enterococci with different glycopeptide-resistant phenotypes were genotyped
and identified using a multiplex real-time PCR assay and melting curve analysis. 

Results : Representative melting curves were obtained for Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis, vanA-containing E. faecium, vanB-containing E. faecalis, Enterococcus gallinarum, and
Enterococcus casseliflavus. Phenotypic and genotypic analysis of the isolates revealed same results
for 82 enterococcal isolates, while in 4 isolates, the glycopeptide-resistant phenotypes were incon-
sistent with the glycopeptide-resistant genotypes and in the 4 other isolates, species could not be
accurately identified. Three isolates with mixed strains, which were detected by the PCR assay,
could not be correctly identified using phenotypic methods.

Conclusions : VRE genotyping and identification of clinically relevant enterococci were rapidly and
correctly performed using multiplex real-time PCR assay and melting curve analysis. (Korean J Lab
Med 2010;30:138-46)
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재료 및 방법

1. 대상 균주

본원 진단검사의학과에 의뢰된 임상검체에서 분리된 93주의

장구균(E. faecium 72주, Enterococcus faecalis 13주, Ente-

rococcus avium 3주, Enterococcus durans 2주, Entero-

coccus gallinarum 2주, Enterococcus casseliflavus 1주)을

대상으로 하였다. 표준 균주로는 E. faecium ATCC 700221

(vanA), E. faecalis ATCC 51299 (vanB), E. gallinarum

ATCC 49573 (vanC1), E. casseliflavusATCC 25788 (vanC2/

C3), E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 19434를

사용하였다.

2. 장구균의 동정검사 및 항균제 감수성검사

대상 균주는 반코마이신 6 mg/mL를 첨가하여 자가제조한

Enterococcosel agar (EA) (Becton Dickinson, Sparks, MD,

USA)와 반코마이신을 첨가하지 않은 EA에서 선별되었다. 배

양 1일과 2일째 검은색으로 변한 집락을 혈액한천배지에 계대

배양하여 균 동정과 항균제 감수성검사를 시행하였다. 균 동정

은 MicroScan (Dade Behring, West Sacramento, CA, USA)

과 API 20 STREP (bioMerieux, Hazelwood, MO, USA)을

사용하였으며, 반코마이신과 타이코프라닌의 최소억제농도

(minimum inhibitory concentration, MIC)는 E-test (AB

Biodisk, Solna, Sweden)로 측정하였다. 항균제별 MIC의 해

석은 CLSI의 기준[14]을 따랐다.

3. DNA 추출

중탕가열(boiling)법으로 DNA를 추출하였다. EA에서 자란

검은색 집락 적당량을 면봉에 묻혀 증류수 0.5 mL가 들어있는

1.5 mL microtube에 풀고 10분 동안 끓은 물에 중탕시켰다.

13,000 rpm으로 3분간 원심 분리한 후 상청액을 사용하였다.

상청액의 DNA 농도는 20-90 ng/mL가 되도록 멸균증류수로

조절하였다.

4. 다중 실시간-중합효소연쇄반응법

네 종류의 glycopeptide 내성 유전자(vanA, vanB, vanC1,

vanC2/C3)와 E. faecalis와 E. faecium 균종에 특이한 D-

alanine-D-alanine ligase 유전자(ddl)를 검출부위로 하는 시

발체를 Primer3 프로그램을 이용하여 설계하였다[15]. 각 시발

체의 염기서열, 반응산물의 크기, 온도(Tm)는 Table 1과 같다.

Type-it HRM PCR 키트(QIAGEN Inc., Germantown,

MD, USA)를 사용하여 실시간-중합효소연쇄반응을 실시하였

다. 5 mL의 2× HRM PCR Master Mix, 0.8 mL의 시발체 혼

합액(E. faecalis시발체, 0.6 mM; E. faecium시발체, 0.3 mM;

vanA 시발체, 0.8 mM; vanB 시발체, 0.2 mM; vanC1 시발체,

0.2 mM; vanC2/C3 시발체, 0.2 mM), 3.2 mL의 증류수에 1 mL

의 DNA를 넣어 반응액 10 mL를 제조하여 중합효소연쇄반응을

실시하였다.

중합효소연쇄반응은Rotor-gene 6000 (QIAGEN Inc., Ger-

mantown, MD, USA)를 이용하였다. 95℃에서 5분 반응 후

95℃에서 10초, 53℃에서 30초, 63℃에서 20초의 반응을 40

회 반복하였다. 마지막 PCR 반응이 끝난 후 65℃에서 89℃까

지 초당 0.2℃의 속도로 온도를 증가시키면서 융해곡선을 모니

터링하였다.

결 과

저자들은 융해곡선을 분석하여 네 종류의 glycopeptide 내성

유전자의 검출과 E. faecalis와 E. faecium의 동정이 가능한

다중 실시간-중합효소연쇄반응법을 개발하였다. ATCC 표준균

주들의 융해곡선은 Fig. 1과 같다. 융해곡선분석이 용이하도록

반응산물 간에 Tm 차이가 나도록 시발체를 설계하였다. 가능

한 2℃ 이상 차이가 나도록 제작하였지만 vanB와 vanC1 반응

Abbreviations: Tm, melting temperature; ddl, gene encoding D-alanine-
D-alanine ligase; E. faecalis, Enterococcus faecalis; E. faecium, Ente-
rococcus faecium.

Amplified gene
Primer sequences

(5′-3′)
Size of the PCR

product (bp)
Product 
Tm (℃)

vanA TATTGACTTCGTTCAGTACA 53 72.7±0.3
TGTGGATATGTTTTTACAAG

vanB CAGACCCTGTATCGCACCAT 195 83.7±0.3
AACGGCGTATGGAAGCTATG

vanC1 TGCTTGTGATGCGATTTCTC 204 84.1±0.4
ATCGCTCCTTGATTGGTGAC

vanC2/C3 GGGAAGATGGCAGTATCCAA 102 80.6±0.3
GCAGCAGCCATTTGTTCATA

ddl E. faecalis GTGGCTTAAGTCGCTGTGAT 74 74.9±0.3
AGGCATGGTGTTCAATTCAT

ddl E. faecium TTTACAAGCTGCTGGTGTGC 140 78.1±0.3
AACCCATATTCGCAGGTTTG

Table 1. Multiplex real-time PCR primers for the detection of van-
comycin-resistant enterococci
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산물간에는0.5℃밖에차이가나지않았다. 시발체에따른반응

정도 차이는 시발체의 농도, 불림(annealing) 및 확대(exten-

sion) 온도와 유지시간을 조절하여 6가지 검출부위 모두 반응이

잘 일어날 수 있도록 조건을 최적화하였다.

임상검체에서 분리된 장구균 93주의 항균제 감수성 결과에

따라 대상 균주들의 내성 표현형은 다음과 같았다. E. faecium

65주, E. faecalis 5주, E. avium 2주, E. durans 1주 및 E.

gallinarum 1주는 VanA형(반코마이신 MIC, ≥256 mg/mL;

타이코프라닌 MIC, 16- ≥256 mg/mL)이었고 E. faecium 4

주는 VanB형(반코마이신 MIC, 16- ≥256 mg/mL; 타이코프

라닌 MIC, 8- 12 mg/mL)이었으며 E. gallinarum 1주와 E.

casseliflavus 1주는 VanC형(반코마이신 MIC, 6-12 mg/mL;

타이코프라닌 MIC, 2 mg/mL)이었다. 그리고 E. faecium 3주,

E. faecalis 8주, E. avium 1주 및 E. durans 1주는 감수성(반

코마이신 MIC, 0.38-4 mg/mL; 타이코프라닌 MIC, 0.05-4

mg/mL)을 보였다.
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Fig. 1. Melting curve analysis of amplicons obtained from reference strains by using multiplex real-time PCR. Melting curves for Entero-
coccus faecium (A); Enterococcus faecalis (B); E. faecium/vanA (C); E. faecalis/vanB (D); Enterococcus gallinarum/vanC1 (E); and Ente-
rococcus casseliflavus/vanC2/C3 (F) are shown.
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균종별 유전자형 분석결과는 다음과 같았다(Table 2). VanA

형 E. faecium 65주와 VanB형 E. faecium 4주는 모두 vanA

유전자형의 E. faecium으로 분석하였다. Glycopeptides에 감

수성을 보인 E. faecium 3주 중 2주는 E. faecium으로 동정되

었으나 한 균주에서는 vanC2/C3 (E. casseliflavus/E. fla-

vescens) 유전자가 검출되어 생화학적 동정과 불일치하였다.

VanA형 E. faecalis 5주는 모두 vanA 유전자형의 E. faecalis

로 분석하였고 감수성을 보인 E. faecalis 8주는 E. faecalis의

ddl 유전자만 검출되어 생화학적 동정과 일치하였다. VanA형

E. avium 1주는 vanA 유전자만 검출되었고 VanC형 E. cas-

seliflavus 1주는 vanC2/C3 유전자가 검출되어 생화학적 동정

과 일치하였다. VanA형 E. durans 1주는 vanA 유전자형의

E. faecium으로 동정되고 감수성을 보인 E. avium 1주와 E.

durans 1주는 모두 E. faecalis로 동정되어 생화학적 동정결과

Abbreviations: ddl, gene encoding D-alanine-D-alanine ligase; E. faecium, Enterococcus faecium; E. faecalis, Enterococcus faecalis; E. gallinarum,
Enterococcus gallinarum; E. casseliflavus, Enterococcus casseliflavus; E. avium, Enterococcus avium; E. durans, Enterococcus durans.

Resistant
phenotype

No. of 
strains

Species
Results obtained by multiple real-time PCR

ddl E. faecium ddl E. faecalis vanA vanB vanC1 vanC2/C3

E. faecium VanA 65 65 - 65 - - -
VanB 4 4 - 4 - - -
Susceptible 3 2 - - - - 1

E. faecalis VanA 5 - 5 5 - - -
Susceptible 8 - 8 - - - -

E. gallinarum VanA 1 1 1 1 - 1 -
VanC 1 - - - - 1 1

E. casseliflavus VanC 1 - - - - - 1
E. avium VanA 2 1 1 2 - - -

Susceptible 1 - 1 - - - -
E. durans VanA 1 1 - 1 - - -

Susceptible 1 - 1 - - - -

Table 2. Genotype analysis of 93 enterococcal isolates with different glycopeptides-resistant phenotypes by using multiplex real-time
PCR and melting curve analysis
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Fig. 2. Melting curve analysis for the identification of mixed strains.
(A) Melting curve for DNA extracted from black colonies growing on
the Enterococcal agar plate. VanA, ddl Enterococcus faecalis, and
ddl Enterococcus faecium peaks are shown. (B) Melting curve for
DNA extracted from pure colonies of E. faecium with phenotype VanA
growing on the blood agar plate. Peaks for E. faecium with VanA and
ddl genes. (C) Melting curve for DNA extracted from pure colonies of
E. faecalis with phenotype VanA growing on the blood agar plate.
Peaks for E. faecalis with VanA and ddl genes.



142 Choong-Hwan Cha, Hae Kyong An, and Jeong Uk Kim

와 일치하지 않았다.

한편, 한 검체에 2종 이상의 장구균이 섞여 있는 경우도 있었

다. 장구균 93주 중 VanA형 E. faecium 1주와 VanA형 E.

faecalis 1주는 한 검체에서 분리된 균주로 EA 선택배지에서

자란 집락에서 vanA E. faecium과 vanA E. faecalis가 검출

되었고 혈액한천배지에 계대배양했을 때 두 종류의 순수 집락

으로 구분되어 분리되었다(Fig. 2). 그러나 VanA형 E. avium

1주, VanA형 E. gallinarum 1주 및 VanC형 E. gallinarum 1

주는 2종 이상의 균주가 혼합된 것처럼 VanA형 E. avium 1주

는 vanA 유전자와 E. faecium과 E. faecalis의 ddl 유전자가

동시에 검출되었으며 VanA형 E. gallinarum 1주는 vanC1 유

전자 및 vanA 유전자와 E. faecium과 E. faecalis의 ddl 유전

자가 동시에 검출되었고 VanC형 E. gallinarum 1주는 vanC1

유전자와 vanC2/C3 유전자가 함께 검출되었으나 EA 선택배

지에 자란 집락을 계대배양하였을 때 순수 집락으로 분리할 수

없었다(Fig. 3).

고 찰

최근 국내에 실시간-중합효소연쇄반응 장비를 도입하는 검

사실이 증가하는 추세이다. 실시간-중합효소연쇄반응 장비는

고가의 기기이지만 중합효소연쇄반응보다 더 민감하고 특이적

인 검사법의 개발이 가능하다. 염기서열에 특이한 소식자를 사

용하고 융해곡선분석으로 특이도가 높다[16]. 융해곡선분석은

1997년 처음 소개되었다. 융해는 두 가닥 DNA가 가온되면 한

가닥 DNA로 분리되는 현상을 말한다. 두 가닥 DNA에 비특이

적으로 결합하는 형광색소(fluorescent dye)인 SYBR Green

을 사용하여 융해과정이 실시간으로 측정된다. 반응산물의 염

기서열, 크기 및 GC 비율에 따라 특징적인 융해곡선을 보여 전

기영동 없이도 융해곡선분석만으로 반응산물을 확인할 수 있었

다[17]. 널리 사용되는 SYBR Green은 고농도에서 중합효소연

쇄반응을 저하시키고 융해과정에서 형광색소의 재분포가 일어

나 유전자형결정(genotyping)까지 가능한 고해상 융해곡선

(high-resolution melting curve)분석에는 적합하지 않았다.

최근 개발된 SYTO 9, EvaGreen, LCGreen 등의 형광색소는

이러한 단점이 개선되어 고해상 융해곡선분석에 사용되고 있다

[16, 18]. 본 연구에 사용된 Type-it HRM PCR 키트의 master

mix에는 EvaGreen이 들어 있다.

다중 중합효소연쇄반응법은 두 쌍 이상의 시발체를 사용하여

두 가지 이상의 검출부위를 동시에 검출할 수 있게 고안된 중합
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Fig. 3. Melting curve analysis of amplicons obtained from 3 mixed
strains of 2 or more enterococci by using multiplex real-time PCR.
Melting curves for Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium
with vanA gene (A); E. faecalis and E. faecium with vanA gene and
Enterococcus gallinarum with vanC1 gene (B); and Enterococcus
casseliflavus/Enterococcus flavescens with vanC2/C3 gene and E.
gallinarum with vanC1 gene (C).
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효소연쇄반응법이다. 일회 반응으로 여러 대상을 검출할 수 있

어 검사 시간과 시약 비용을 줄일 수 있다. 실시간-중합효소연

쇄반응 장비에서도 소식자의 형광색상과 반응산물의 Tm 차이

를 이용하여 다중검사가 가능하다[19-21]. 융해곡선분석을 이

용하는 다중 실시간-중합효소연쇄반응법은 다중 중합효소연쇄

반응법과 달리 반응산물의 크기보다 반응산물의 Tm에 차이가

나도록시발체를설계한다. 다중반응은dNTP, Taq polymerase

등 반응 시약들의 농도가 한정된 조건하에 놓이게 되어 시발체

간에 경합 반응이 일어난다. 상대적으로 약한 반응이 일어나는

시발체는단일반응때보다민감도가저하될가능성이있다. Sa-

take 등[9]은 다중 중합효소연쇄반응으로 VRE 유전자를 검출

하는 경우 단일반응 때보다 검출률이 저하되는 것을 보고하였

다. 저자들은 EA 선택배지에 자란 집락에서 DNA를 추출하도

록 고안하였기에 주형 DNA의 농도를 민감도 이상으로 유지할

수 있어 다중반응에서 민감도가 저하되는 문제는 유의하지 않

다고 추정하였다. 본 검사법은 DNA를 추출할 때 증류수 50 mL

를 사용하면 EA 선별배지에 자란 집락 한 개로 내성 유전자형

결정과 균 동정이 가능하였다. 과량의 주형 DNA를 사용하면

융해곡선이 오른쪽으로 이동되며 Tm 차이가 적은 vanB와

vanC1 반응산물 간의 구분이 어렵게 되었다. 그래서 중합효소

연쇄반응에 사용되는 주형DNA 농도를 20-90 ng으로 조정하

여 반응산물이 검출되지 않거나 Tm값이 증가되는 현상이 일어

나지 않도록 하였다.

신속하고 정확한 VRE의 검출은 적절한 감염관리를 시행하

여 전파를 차단하는데 매우 중요하다[13]. 더욱이 vanA 유전자

를 가진 반코마이신 내성 Staphylococcus aureus의 출현으로

VRE 감염관리의 중요성이 강조되고 있다[22]. 중합효소연쇄반

응법으로 VRE 유전자를 검출하는 방법은 가장 특이도가 높은

검사법이고 저도내성을 갖는 VRE 검출에도 유용하다[6]. 실시

간-중합효소연쇄반응 기기의 등장으로 중합효소연쇄반응보다

신속하게 내성 유전자의 검출이 가능하게 되었다[12]. 지금까지

여러 방식의 내성 유전자 검출법이 보고되었으나[7-13], 융해

곡선분석을 이용한 방법은 없었다. 이에 저자들은 염기서열에

특이한 소식자를 사용하지 않고 융해곡선분석을 이용하여 van

유전자의 검출과 장구균의 동정이 동시에 가능한 다중 실시간-

중합효소연쇄반응법을 개발하게 되었다. VRE는 7종류(VanA,

VanB, VanC, VanD, VanE, VanG, VanL)의 표현형이 있으

며 해당 유전자형에 의해 발현된다[6, 23]. 주로 VanA, VanB,

VanC형이 임상검체에서 검출되며 균종으로는 E. faecium과

E. faecalis가 대부분을 차지하고 있다[4, 24-27]. vanA와

vanB 유전자와 달리 vanC 유전자는 내인성의 균종 특이성이

있으며 유전자형의 결정만으로 균 동정이 가능하다. vanC1은

E. gallinarum, vanC2는 E. casseliflavus, vanC3는 E. fla-

vescens에 특이적이지만 vanC2와 vanC3 유전자는 염기서열

이 98.3%가 동일하여 중합효소연쇄반응으로 구분하기 어렵다

[28]. 저자들은임상검체에서주로검출되는VanA, VanB, VanC

형의 VRE가 갖고 있는 vanA, vanB, vanC1, vanC2/C3 유전

자를 검출하고 E. faecium, E. faecalis, E. gallinarum, E.

casseliflavus/E. flavescens의 동정이 가능하도록 시발체를

설계하였다.

유용성 평가에 사용된 장구균 93주는 2000년 2월 이후 강릉

아산병원 진단검사의학과에서 분리되어 -70℃에 보관된 균주

들과 2009년 5월과 6월 두 달 동안 반코마이신 6 mg/mL가 첨

가된 EA 선택배지에 의뢰된 대변 및 직장주변도말 검체를 배양

하여 분리한 균주였다. 신속하게 VRE를 검출하는 방법으로 대

변이나 직장주변도말 검체에서 직접 DNA를 추출하거나[9, 13,

29-31], 선택배지로 장구균을 선별하는 방법들이 연구되었다

[32-34]. 검체에서직접DNA를추출하는방법은억제제로인하

여 VRE 검출률이 저하된다[9, 13, 34]. 이에 저자들은 6 mg/mL

가 첨가된 EA 선택배지로 장구균을 선별하여 중탕 가열법으로

DNA를 추출하는 방법을 사용하였다. 이 방법으로 중합효소연

쇄반응의 저하 없이 EA 선별배지에 검은색 집락을 형성한 당일

에 내성 유전자형 결정과 동정이 가능하였다. 생화학적 균 동정

과 MIC의 측정은 EA 선별배지에 자란 검은 집락을 혈액한천배

지에 계대배양하여 실시하였으므로 실시간-중합효소연쇄반응

법을 이용한 VRE 검출보다 2일 이상이 더 소요되었다.

감시배양에서는 한 검체에 두 종 이상의 장구균이 섞여 있는

경우도 있었다. EA 선택배지에 검은 집락을 형성하는 장구균들

은 집락의 형태 감별만으로 2종 이상의 장구균이 섞여 있는지

알 수가 없었고 순수 집락을 분리하는데 2차 계대배양이 필요하

였다. 대상 균주 중 3주는 2차 계대배양에서도 순수집락으로 분

리할 수 없어 2차 계대배양의 집락으로 균 동정과 MIC를 측정

하여 VanA형 E. gallinarum, VanA형 E. avium, VanC형 E.

gallinarum으로 판정하였다. 본 검사법으로는 이런 경우에도

EA 선택배지에 집락을 형성한 당일에 정확하게 유전자형의 결

정과 균 동정을 할 수 있었다. VanA형 E. gallinarum은 vanA

E. faecium, vanA E. faecalis, E. gallinarum가 혼합된 경우

였고, VanA형E. avium은vanA E. faecium과vanA E. fae-

calis가 혼합된 경우였으며 VanC형 E. gallinarum은 E. cas-

seliflavus/E. flavescens와E. gallinarum이혼합된경우였다.

대상 균주 중 4주는 생화학적 동정결과와 분자생물학적 동정

결과가 불일치하였다. E. faecium 1주, E. avium 1주, E. dur-
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ans 2주는 실시간-중합효소연쇄반응법으로 각각 E. casseli-

flavus/E. flavescens, E. faecalis, vanA형 E. faecium, E.

faecalis로 동정되었다. 상용화된 생화학적 동정 키트만으로 장

구균을 정확하게 동정하는데 한계가 있는 것 같다. Angeletti

등[35]은 임상검체에서 분리한 장구균 279주 중에 26주에서 중

합효소연쇄반응법과 16S 리보소옴 DNA의 염기순서분석법을

사용한 분자생물학적 동정결과와 생화학적 동정결과가 불일치

함을 보고하였다. Leuconostoc spp, Aerococcus spp, Strep-

tococcus bovis 등을 장구균으로 잘못 동정하였거나 장구균의

종명에 차이를 보였다. 한편, glycopeptides 내성유전자형과

표현형이 일치하지 않는 VRE 균주도 검출되었다. VanB형 E.

faecium 4주는 vanA 유전자가 검출되었다. 최근 국내병원에

서 vanA 유전자를 지닌 VanB형 E. faecium이 높은 비율로 검

출되고 있는데 임상적 의미는 아직 명확하게 밝혀지지 않고 있

다[36, 37]. 이런 VRE는 생체 내에서 타이코프라닌에 내성을

보일 가능성이 있어 병원 검사실에서는 내성 유전자검사의 실

시가 필요하다. 결론적으로 저자들의 융해곡선분석을 이용한

다중 실시간-중합효소연쇄반응법은 EA 선택배지에서 검은 집

락을 형성한 당일에 유전자형의 결정과 균 동정이 가능할 뿐만

아니라 여러 van 유전자를 갖는 경우나 2종 이상의 장구균이

섞여 있는 경우에도 정확하고 신속하게 검출할 수 있어 VRE 감

시배양에 유용할 것이다.

요 약

배경 : 저자들은 융해곡선(melting curve)분석을 이용하여

반코마이신 내성 장구균(VRE)의 유전자형 결정과 임상에서 흔

히 검출되는 장구균의 동정이 동시에 가능한 다중 실시간-중합

효소연쇄반응법(multiplex real-time PCR)을 개발하여 그 유

용성을 평가하였다.

방법 : 검사법의 특이도는 반코마이신 내성 장구균 4개 표준

균주와 반코마이신에 감수성이 있는 장구균 2개 표준균주로 평

가하였고, 다양한항균제감수성양상을갖는임상검체에서분리

된 장구균 93 균주에 대한 내성유전자와 균 동정을 실시하였다.

결과 : Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,

vanA형 E. faecium, vanB형 E. faecalis, Enterococcus gal-

linarum 및 Enterococcus casseliflavus의 대표적인 융해곡

선을 얻었다. 장구균 93주 중 82주는 유전자형과 표현형이 모

두 일치하였다. 4주는 glycopeptides 내성양상이 불일치하였

고 다른 4주는 균 동정에 불일치를 보였다. 그리고 3주에서는

순수집락을 분리할 수 없어 glycopeptides 내성양상과 균 동정

에 불일치를 보였다.

결론 : 융해곡선분석을 이용한 다중 실시간-중합효소연쇄반

응법으로 VRE 유전자 검사와 장구균 동정검사를 신속하고 정

확하게 실시할 수 있었다.
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