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ABSTRACT
Background: Rapid detection of carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE) is 
desirable to guide antimicrobial therapy and infection control. The NG-Test Carba5 (Carba5; 
NG Biotech, France) rapid multiplex lateral flow immunoassay and BD MAX Check-Points CPO 
Assay (CPO; BD Diagnostic Systems, USA) fully automated real-time PCR assay were evaluated 
for the detection of KPC, NDM, VIM, IMP, and OXA-48-like group in a culture colony compared 
to genotyping using conventional PCR.
Methods: Among the clinical isolates of carbapenem-resistant Enterobacterales 
(CRE) collected from 2013 to 2019, up to 20 isolates for each carbapenemase type, 
and approximately 60 carbapenemase-negative CRE were enrolled. Genotyping of 
carbapenemases were performed using single-target PCR for KPC, NDM, and OXA-48-like 
group and the multiplex PCR for VIM, IMP, GIM, SIM, and SPM. All isolates were tested with 
Carba5 and CPO. The discrepant results were resolved by single-target specific conventional 
PCR or GeneXpert Carba-R Assay (Carba-R; Cepheid, USA).
Results: Of 147 CREs, 82 were CPE (55.8%) including 20 KPC, 22 NDM, 17 VIM, three IMP, and 
13 OXA-48-like group, and seven double carbapenemase-positive (three KPC/VIM, two NDM/
VIM, one KPC/NDM, and one NDM/OXA-48-like group) isolates. Carba5 and CPO detected all 
CPE correctly along with two more IMP-producing CPE. The sensitivity and specificity of both 
kits were equally 100% and 97%. Two false IMP-positives were confirmed IMP-positive with 
Carba-R and IMP-specific single-target PCR.
Conclusion: Carba5 and CPO reliably detect and differentiate five common carbapenemases 
in cultured colonies. Carba5, faster and simpler, is preferred as a spot test.
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INTRODUCTION
카바페넴은 가장 넓은 항균력을 보이는 베타락탐 항균제이면서 다양한 베타락탐 분해효소에 

안정적이기 때문에 광범위 베타락탐 분해효소를 생성하는 장내세균이나 다제내성 포도당 비발
효 그람음성간균에서 사용할 수 있는 거의 유일한 항균제이다[1]. Enterobacterales에 속하는 여러 

그람 음성 간균은 폐렴, 요로감염, 패혈증 등 중요한 인체감염의 원인균이다[2]. 카바페넴에 내성
을 갖는 Enterobacterales (carbapenem-resistant Enterobacterales, CRE)의 빈도는 전세계적으로 증가하
고 있으며, 항균제 치료에 심각한 문제를 초래하고 있다[3].

CRE 중에서 carbapenemase를 생성하는 CRE를 carbapenemase 생성 Enterobacterales 

(carbapenemase-producing Enterobacterales, CPE)라 한다[4]. Carbapenemase 유전자는 플라스미드
와 같은 이동성 유전인자에 의해 수평전파 되기 때문에 CRE 확산의 주요 원인이 된다[5]. 따라서 

CPE를 신속하게 동정하는 것은 감염관리 측면에서도 매우 중요하다[4]. 최근 CPE를 신속하게 

검출하기 위한 다양한 검사법이 개발되고 있다[6]. CPE 보균자를 선별하기 위해 감시용 검체를 

배양하지 않고 검출하는 데는 실시간 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction; 이하 PCR)과 

같은 민감한 방법이 필요하다[7]. BD MAX Check-Points CPO assay (BD Diagnostic Systems, Sparks, 

MD, USA 이하 CPO)와 GeneXpert Carba-R (Cepheid, CA, USA, 이하 Carba-R) 등 상용화된 진단키
트들이 사용되고 있다[7,8]. 하지만 고가의 장비와 키트가 필요하기 때문에 임상검사실에서 배양
균주를 대상으로 CPE를 검출하고 형별분류에 사용하기에는 한계가 있다[4].

최근 배양균주를 대상으로 carbapenemase를 검출하는 용도로 lateral flow immunoassay (LFIA) 

기법을 이용한 carbapenemase 신속검출 키트가 개발되었으며 NDM carbapenemase에 대한 민감도
와 특이도가 100%에 이르는 성능을 보였다[9]. 이후 개선된 키트는 NDM, KPC, IMP, VIM, OXA-

48 계열의 5가지 주요 carbapenemase를 동시에 검출하고, 형별분류를 할 수 있었는데, 민감도는 

99.58%, 특이도는 99.98%였다[10]. LFIA 기법은 기존의 방식과 비교하여 검사 소요시간이 20

분 이내로 짧고, 검사방식이 간편하고, 비용이 저렴하며, 별도의 분석장비가 불필요하다는 장점
이 있다[9,10].

이에 저자들은 서울아산병원에서 분리 및 동정된 CRE 균주들을 대상으로 NG-Test Carba5 (NG 

Biotech, Guipry, France, 이하 Carba5)와 CPO의 CPE 검출능을 수기 PCR의 형별분류 결과와 비교
하여 평가하고자 하였다.

MATERIALS AND METHODS

대상 균주
2013년 11월 25일부터 2019년 11월 18일까지 서울아산병원 검사실에서 임상검체에서 분
리된 CRE 중 각 carbapenemase 형별마다 가능한 20개 이상, carbapenemase 음성 CRE는 50개 이
상을 설정하여 연구대상으로 하였다. CRE의 동정 및 항균제 감수성검사는 MicroScan WalkAway 

96 Plus system (Siemens Healthcare Diagnostics Inc., West Sacramento, CA, USA)과 Neg Combo Panel 

Type 72 (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)를 이용하여 실시하였다. CRE 표현형은 modified Hodge 

test (MHT)와 carbapenemase 억제시험(carbapenemase inhibition test, CIT)으로 결정하였다[11,12]. 
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표현형 검사에서 CPE로 분류된 균주는 수기 PCR, CPO, Carba5를 사용하여 carbapenemase 생성 

여부와 형별분류를 확인하였다. CRE 균주들은 -70℃ 냉동 보관하였으며, 하룻밤 MacConkey 한
천배지(Synergy Innovation, Seongnam, Korea)에 계대배양하여 실험에 사용하였다.

수기 PCR
세균의 DNA는 GenElute Bacterial Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 이용
하여 추출하였다. KPC, NDM, IMP, VIM, OXA-48 등 다섯 가지 carbapenemase 유전자를 검출하
는 수기 PCR을 실시하였다. KPC, NDM, OXA-48계열은 단독 PCR을 시행하였으며 VIM, IMP는 

GIM, SIM, SPM 등 다른 MBL과 함께 다중 PCR을 시행하였다[13-17]. 반응에 사용한 시발체 염
기서열을 Table 1에 기재하였다.

BD MAX CPO 검사
모든 대상균은 MacConkey 한천배지에서 신선한 집락을 따서 MicroScan inoculum water 

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA)에 0.5 McFarland 탁도로 부유한 후, 50 μL를 BD MAX CPO 검체
완충액에 접종하였다. Sample buffer tube를 10초간 진탕혼합 후 시약 스트립, PCR 카트리지와 함
께 BD MAX system (BD Diagnostic Systems)에 장착하여 제조사의 지침대로 실행하였다.

Carba5 검사
Carba5 키트에서 제공하는 시험관에 추출완충액을 5방울 첨가하였다. Mueller-Hinton 한천배지
에서 균 집락을 채취하여 추출완충액에 부유시켰다. 용액이 균질해질 때까지 3분간 진탕혼합 후 

10분 실온에서 항온 후 키트에 포함된 피펫으로 부유액 100 μL을 Carba5 카세트에 떨어뜨렸다. 실
온에서 15분까지 Carba5의 결과를 육안으로 판독하였다.

Table 1. Primer sequences for the carbapenemase genotyping
Primer target Sequence (5' to 3') References

KPC 5'-GGC AGT CGG AGA CAA AAC C-3'
5'-CCC TCG AGC GCG AGT CTA-3'

[13]

NDM 5'-ACC GCC TGG ACC GAT GAC CA-3'
5'-GCC AAA GTT GGG CGC GGT TG-3'

[14]

IMP 5'-GGA ATA GAG TGG CTT AAT TCT C-3'
5'-CCA AAC CAC TAC GTT ATC T-3'

[15]

5′-CAT GGT TTG GTG GTT CTT GT-3′*

5′-ATA ATT TGG CGG ACT TTG GC-3′*
[17]

VIM 5'-GAT GGT GTT TGG TCG CAT A-3'
5'-CGA ATG CGC AGC ACC AG-3' [15]

OXA-48 like 5'-TTG GTG GCA TCG ATT ATC GG-3'
5'-GAG CAC TTC TTT TGT GAT GGC-3' [16]

*Primer set for IMP-specific single-target PCR.
Abbreviations: KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM, New Delhi metallo-β-lactamase; 
IMP, imipenem-resistant Pseudomonas; VIM, Verona integron-encoded metallo-β-lactamase; OXA, 
oxacillinase.
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민감도와 특이도 평가 및 불일치 결과에 대한 추가 검사
Carba5와 CPO의 민감도와 특이도는 수기 PCR 결과를 기준으로 평가하였다. Carba5와 CPO의 

검사결과가 수기 PCR과 일치하지 않은 경우 수기 PCR을 재검하였고 Carba-R 검사를 추가로 시
행하였다. IMP 검출에 불일치가 있는 경우 IMP 유전자를 단독 검출하는 용도의 시발체로 재검하
였다(Table 1). Carba-R 검사를 위해 0.5 McFarland 탁도의 CRE 부유액 10 μL를 검체시약병에 넣었
다. 10초간 진탕혼합 후 키트에 포함된 피펫을 이용하여 Carba-R 카트리지에 첨가하였다. 카트리
지를 GeneXpert System (Cepheid, Sunnyvale, CA, USA)에 장착 후 실시간 PCR 검사를 실시하였다.

RESULTS
총 147주의 CRE를 대상으로 평가하였다. 이 중 82주(55.8%)가 CPE였다. CPE 균주는 KPC 20주, 

NDM 22주, VIM 17주, IMP 3주, OXA-48계열 13주, 2종의 carbapenemase를 생성하는 균주 7주 등
을 포함하였다. 2종의 carbapenemase를 생성하는 균주는 KPC와 VIM 동시 생성 3주, NDM과 VIM 

동시 생성 2주, KPC와 NDM 동시 생성 1주, NDM과 OXA-48-계열 동시 생성 1주로 구성되었다
(Table 2).

KPC 생성 CPE 총 24주, NDM 생성 CPE 총 25주, OXA-48 계열 생성 CPE 총 14주는 CPO와 

Carba5에서 모두 100%의 민감도를 보였다(Table 3). VIM 생성 CPE 22주는 Carba5에서 100% 

VIM으로 검출되었지만 CPO에서는 VIM/IMP로 검출되었다. IMP를 생성하는 3주는 CPO는 VIM/

IMP 양성으로, Carba5는 IMP 양성으로 검출되었다. 2종의 carbapenemase를 생성하는 7주는 CPO

와 Carba5에서 100% 정확하게 둘 다 검출되었다. 유전형검사 음성이었던 2주는 CPO는 VIM/

IMP, Carba5는 IMP 양성으로 검출되었다. 이 불일치 균주 2주는 IMP 유전자를 목표로 하는 다른 

시발체를 사용하여 재검한 결과와 Carba-R 검사를 추가로 시행한 결과 IMP 양성임을 확인하였다.

DISCUSSION
Carba5와 CPO의 검사결과는 동일하게 민감도는 100%, 특이도는 96.92%였다(Table 3). IMP 위

양성 2주는 추가로 시행한 검사에서 IMP에 양성으로 확인되었다. IMP 계열은 다양한 변이주가 

있기 때문에 Carba-R 검사나 Carba5검사에서 위음성을 보인다는 보고가 있다[18]. 2019년 Volland 

등은 IMP의 위음성율을 낮추기 위해 당시 보고된 모든 IMP 변이주를 검출하도록 Carba5를 개선
하였다[19]. 검사결과가 불일치한 2주는 다른 시발체로 수기 PCR을 재검 했을 때는 IMP 양성으로 

확인되었기 때문에 다중 PCR에 사용한 IMP 시발체가 검출하지 못하는 IMP 변이주일 것으로 추
정되었다. IMP 생성주에 대한 수기 PCR법의 위음성이 Carba5와 CPO에서 특이도가 낮아지는 결
과를 초래하였다.

Carba5는 Carbapenemase의 검출 및 형별분류가 100% 정확하였다. CPO 역시 VIM과 IMP를 감
별하지 못하는 것 이외에는 100% 정확도를 보였다. 두 키트는 모두 carbapenemase가 음성인 CPE

가 생성하는 다른 베타락탐 분해효소에 대한 교차반응이 없었고, 5종류의 목표 carbapenemase 사
이에서도 교차반응이 없었다. CPO가 KPC나 NDM에서 위양성이 보고되었던 것과는 달리[20] 

Carba5는 이전 연구에서 위양성이 보고된 적이 없을 정도로 특이도가 높았다[4,20-23]. KPC, 
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Table 2. Species distribution and carbapenemase types of 147 study isolates
Carbapenemase No. of isolates Species (No. of isolates)
KPC 20 Citrobacter freundii (4)

Citrobacter koseri (1)
Escherichia coli (5)

Klebsiella pneumoniae (10)

NDM 22 Citrobacter amalonaticus (1)
Citrobacter braakii (1)

Citrobacter freundii (3)

Enterobacter cloacae (3)

Enterobacter kobei (1)

Escherichia coli (6)

Klebsiella aerogenes (1)

Klebsiella pneumoniae (4)

Klebsiella variicola (1)

Raoutella ornithinolytica (1)

VIM 17 Enterobacter cloacae (1)
Klebsiella oxytoca (3)

Klebsiella pneumoniae (8)

Klebsiella oxytoca (1)

Raoutella ornithinolytica (4)

IMP 3 Klebsiella oxytoca (2)
Klebsiella pneumoniae (1)

OXA-48 like 13 Escherichia coli (5)
Klebsiella pneumoniae (8)

Double carbapenemases 

NDM+VIM 2 Klebsiella pneumoniae (2)
KPC+VIM 3 Klebsiella pneumoniae (1)

Raoutella ornithinolytica (2)

KPC+NDM 1 Klebsiella oxytoca (1)
NDM+OXA-48 like 1 Escherichia coli (1)

Carbapenemase-negatives 65 Citrobacter freundii (2)
Enterobacter cloacae (4)

Enterobacter kobei (2)

Escherichia coli (12)

Klebsiella aerogenes (8)

Klebsiella pneumoniae (37)

Abbreviations: KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM, New Delhi metallo-β-lactamase; 
VIM, Verona integron-encoded metallo-β-lactamase; IMP, imipenem-resistant Pseudomonas; OXA, 
oxacillinase.
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NDM, VIM, IMP, OXA-48 계열 등은 국내에서도 가장 유병률이 높은 carbapenemase이므로[24], 

이를 정확히 감별할 수 있는 것은 큰 장점이다.

Carba5는 배양된 집락에 적용할 때 실시간 PCR로 유전형을 검출하는 Carba-R에 비견할만한 

정확도를 보였다[20]. 하지만 NDM이나 VIM은 양성 밴드가 희미하거나 위음성이 보고된 바 있
다[4,21]. 저자들도 NDM 밴드가 상대적으로 훨씬 약하다는 것을 경험하였고, 양성 밴드의 판독 

정확도를 높이기 위해 제조사가 권장하는 추출시간과 반응시간을 정확히 준수하는 것이 중요하
였다(미보고자료).

Carba5와 CPO는 위 5가지 carbapenemase 이외의 CPE는 검출하지 못한다. 2019년 질병관리
청의 국내 CRE내성 경향분석 자료에 의하면 5가지 주요 형별은 주요 CPE의 99.8%를 차지하
였다[24]. 지난 10여년간 저자들의 검사실에서 분리되는 CPE중 이들 유전형은 99.4%를 차지
한다(미보고자료). 따라서 임상적으로 CPE가 의심되나 Carba5와 CPO 등에서 음성일 경우 GES

등 드문 carbapenemase를 배제하기 위한 추가 검사가 필요하다[20]. Carba5와 같이 LFIA 기법을 

사용하여 배양된 집락으로 CPE를 검출하는 검사키트는 최근 수년간 개발되고 있다. RESIST-4 

O.K.N.V. assay (Coris BioConcept, Gembloux, Belgium)는 OXA-48계열, KPC, NDM, VIM 4종류의 

carbapenemase를 정확하게 검출하며, Carba5와 비슷한 성능을 보였다[25-26]. 그러나 2019년을 

기준으로 국내에서 IMP가 1% 미만이지만 꾸준히 분리되고 있어서[24], Carba5가 IMP를 정확히 

감별하는 것은 큰 장점이다.

하룻밤 배양을 해야 하는 표현형검사에 비해 Carba5와 CPO는 당일 결과보고가 가능하다. 실시
간 PCR 장비를 기반으로 한 CPO는 임상검체에 직접 적용할 수 있으나 검사소요시간이 약 2.5시
간 소요된다[8]. 그에 비해 Carba5는 20분이면 결과 판독이 가능하고, 복잡한 수기나 고가의 장비 

없이 검사를 할 수 있는 것이 장점이다. 따라서 임상검사실에서 CRE 집락에 대해 Carba5를 이용
하여 형별검사를 실시한 후, 음성이거나 판독이 모호할 경우에만 추가검사를 함으로써 검사 소
요시간, 검사인력, 검사비용을 절감하였다는 보고가 있다[27]. 국내에서도 CRE 대비 CPE가 차지
하는 비중이 2012년 4.0%에서 2019년 74.4%로 급격하게 높아졌기 때문에[24,28], Carba5의 

Table 3. Comparison of CPO and Carba5 to genotyping using conventional PCR

Genotyping results No. of isolates
No. of positives Sensitivity (%) / Specificity (%)

Carba5 CPO Carba5 CPO
Carbapenemase-positives 82 84 84 100 / 96.9 100 / 96.7
KPC 24 24 24 100 / 100 100 / 100
NDM 25 25 25 100 / 100 100 / 100
VIM 22 22 27† 100 / 100 100 / 98.4†

IMP  3  5 100 / 98.6
OXA-48 like 14 14 14 100 / 100 100 / 100
Carbapenemase-negatives   65* 63 63
*Two carbapenemase negative isolates were confirmed to be IMP carbapenemases later by re-testing 
conventional PCR and using the Carba-R assay.
†The CPO assay was not designed to distinguish between VIM and IMP carbapenemases
Abbreviations: PCR, polymerase chain reaction ; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM, 
New Delhi metallo-β-lactamase; VIM, Verona integron-encoded metallo-β-lactamase; IMP, imipenem-
resistant Pseudomonas; OXA, oxacillinase.
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정확도를 고려할 때 CPE 집락에 대해 표현형 검사를 생략하고 바로 Carba5로 CPE 신속검출 및 

형별분류를 하는 것이 비용-효과적인 것으로 판단되었다.

이 연구의 가장 큰 제한점은 carbapenemase 형별 중 흔히 분리되는 KPC, NDM, VIM을 제
외한 OXA-48계열, IMP는 충분한 숫자를 확보하지 못했다는 점이다. 이전 연구에서 이들 

carbapenemase에 대해 Carba5, Carba-R 등이 IMP 변이에 따라 검출능이 떨어진다는 보고가 있
기 때문에[18], 차후 더 많은 수의 다양한 변이형에 대해 평가가 필요하다. 두번째로는 Carba5가 

NDM에 대해 약양성 밴드를 보이는 경우 판독 경험이 많지 않은 검사자는 위음성으로 판독할 수 

있다는 보고가 있었으나[4,21], 이에 대해 제대로 평가하지는 못하였다. NDM 밴드가 약한 경우 

Carba-R과 같은 민감한 방법으로 확인해야 할 수 있기 때문에 NDM검출에 대한 Carba5의 성능은 

더 많은 균주를 대상으로 한 추가적인 평가가 필요할 것이다.

결론적으로 Carba5는 국내 CRE 분리주의 검출과 형별분류에 우수한 민감도와 특이도를 보였
다. 임상검사실에서 CRE 집락에 대해 Carba5를 적용함으로써 신속하고 정확하게 CPE를 동정할 

수 있을 것으로 판단된다.

요약
배경: Carbapenemase 생성 Enterobacterales (CPE)를 신속하게 검출하는 것은 적절한 항균제 선
택과 감염관리에 있어서 중요하다. KPC, NDM, VIM, IMP, OXA-48 계열 carbapenemase 검출능
을 평가하기 위하여 다중 lateral flow immunoassay 기법을 사용하는 NG-Test Carba5 (Carba5; NG 

Biotech, France)와 전자동 실시간 PCR 기법을 사용하는 BD MAX Check-Points CPO Assay (CPO; 

BD Diagnostic Systems, USA) 등 2가지 검사법을 수기 PCR을 이용한 유전자형 분석과 비교평가 

하였다.

방법: 2013년부터 2019년까지 서울아산병원에서 분리된 카바페냄 내성 Enterobacterales (CRE) 중 

가급적 carbapenemase 형별 당 20주 이상, carbapenemase 음성인 CRE는 60주 정도를 연구대상에 

포함하고자 하였다. Carbapenemase 유전자형 분석을 위해 KPC, NDM, OXA-48 계열의 경우 단독 

PCR을 시행하였고, VIM, IMP, GIM, SIM, SPM은 다중 PCR을 시행하였다. 모든 분리주는 Carba5

와 CPO로 검사하였다. 유전자형 검사 결과가 불일치할 경우 단일 목표 유전자에 특이적인 수기 

PCR과 GeneXpert Carba-R Assay (Carba-R; Cepheid, USA)를 추가로 시행하였다.

결과: 총 147주의 CRE를 평가하였고 82주(55.8%)의 CPE를 포함하였다. CPE는 KPC 20주, 

NDM 22주, VIM 17주, IMP 3주, OXA-48계열 13주, 두 종류의 carbapenemase 양성인 7주(KPC/

VIM 3주, NDM/VIM 2주, KPC/NDM 1주, NDM/OXA-48-계열 1주)로 구성되었다. Carba5와 

CPO는 모든 CPE를 정확하게 검출하였으며, 2주의 IMP 양성 CPE가 추가로 검출되었다. Carba5

와 CPO의 민감도와 특이도는 둘 다 각각 100%, 97%로 동일하였다. IMP 위양성인 2주는 

Carba-R과 IMP-특이적인 단일 유전자 PCR에서 IMP 양성임을 확인하였다.

결론: Carba5와 CPO는 배양된 집락으로부터 다섯 가지 주요 carbapenemase를 정확하게 검출하고 

형별을 분류할 수 있었다. Carba5는 더 신속하고 간편하여 임상검사실에서 즉석검사로 사용할 수 

있다는 장점이 있다.
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