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Evaluation of a Rapid Enrichment-PCR Method for the Detection 
of vanA Vancomycin-resistant Enterococci in Fecal Specimens
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Background: Rapid and accurate surveillance is cru-
cial in controlling vancomycin-resistant enterococci 
(VRE). Culture-based surveillance takes more than 4 
days and direct polymerase chain reaction (PCR) is 
rapid but compromised by a low sensitivity. In this 
study, we evaluated the performance of an enrich-
ment-PCR method for vanA VRE surveillance.
Methods: In July 2006, 100 fecal specimens were in-
oculated to Enterococcosel agar (EA) and Enterococ-
cosel broth (EB) containing 6μg/mL vancomycin. After 
1 or 2 day-incubation bacterial pellets were obtained 
from 1 mL of blackened EB and VanA PCR were per-
formed with DNA extract of the pellets (EB+PCR). 
Blackened EB were also subcultured on EA (EB+ 
EA). Black colonies on EA were submitted to identi-
fication and antimicrobial susceptibility test and, if 
necessary, they were confirmed with vanA PCR. The 
electronic medical records were reviewed for previous 
history of colonization or infection of VRE.
Results: A total of 59 specimens were positive for 

VRE by at least one method. VanA VRE was de-
tected from 43, 54, and 53 specimens by EA, EB+ 
PCR, and EB+EA, respectively; 54 EB+PCR positive 
specimens comprised 43 EA-positive, 7 EA-negative/ 
EA+EB-positive and 4 EB+PCR-only-positive, and 11 
EA-negative/EB+PCR-positive specimens were from 
the previous VRE-colonizers. The five EB+PCR-neg-
ative specimens were EB+EA-positive, suggesting false 
negativity, probably due to PCR inhibitors. The average 
turn-around time for EA was 88±35 h, whereas 98% 
of EB+PCR positive results were obtained at day 1.
Conclusion: Enrichment in EB followed by PCR (EB+ 
PCR) appears to be a rapid and sensitive method for 
the detection of vanA VRE in stool specimens. Internal 
control would be required to detect false negative re-
sults. (Korean J Clin Microbiol 2007;10:44-48)
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서      론

  최근 장구균에 의한 심내막염, 패혈증, 요로감염 등의 심각한 

임상감염과 원내감염이 증가하고 있다[1]. 미국에서는 장구균

이 원내감염 패혈증의 세 번째로 흔한 원인균으로 알려져 있다

[2,3]. 국내에서는 장구균이 임상검체에서 분리되는 균의 11.8%
를 차지하고 있으며, 분리된 E. faecium의 25%가 반코마이신 

내성이며 지속적인 증가 양상을 보이고 있다[4]. 이러한 장구균 

감염의 증가는 부분적으로 면역저하자의 증가와 관련이 있지

만, 다제내성 장구균의 확산 때문이기도 하다[5].
  본원의 경우 10여 년간 반코마이신내성장구균(vancomycin- 
resistant enterococci, VRE) 발생이 계속 증가하여 2006년 상반

기에 전체 임상검체에서 분리되는 E. faecium의 40% 정도가 반

코마이신 내성으로 나타나[unpublished data] 감염관리를 위해 

VRE 감시배양의 필요성이 증가하고 있다. 본원에서 분리되는 

획득성 VRE는 모두 반코마이신에 고도내성을 보이는 vanA 
VRE로[6] 표현형질이 확실하기 때문에 고형배지로 선별 후 동

정과 항균제 감수성 검사로 확인하는 방법을 써 왔다.
  VRE의 신속하고 민감한 검출은 VRE 감염 환자에게는 적절

한 항균제 치료를 가능하게 하고, 균 정착이 있는 환자에게는 

적절한 감염관리를 시행하여 VRE의 전파를 예방할 수 있게 한

다[5]. VRE의 감시배양은 통상 VRE에 선별적인 고형배지에 

접종하거나 액체배지에 증균 후 고형배지에 접종하는 방법을 

사용하는데 검사결과 보고까지 4～5일이 소요되어 VRE 감염

관리에 문제가 되고 있다[7,8]. 이에 중합효소연쇄반응(poly-
merase chain reaction, PCR) 등을 이용하여 신속한 VRE 감시

를 하고자 하는 시도들이 있었다[5,9,10].
  본 연구에서는 감시배양을 의뢰한 임상검체에 대하여 선택

액체배지로 증균시킨 후 vanA PCR을 시행하는 검사법을 기존
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Fig. 1. Flowchart showing the shortest course of the positive results in EA, EB+PCR, EB+EA methods. (A) Black colonies on EA were 
subcultured on blood agar plate and then identification and susceptibility tests were performed with the suspected colonies. (B) The bacterial
pellets were obtained from blackened EB, and DNA extraction and vanA PCR were performed on the same day. (C) Blackened EB were 
subcultured on EA and then black colonies on EA were processed as in EA method.

의 방법과 비교함으로써 신속증균 PCR법의 유용성을 평가하

고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상 검체

  2006년 7월 13일부터 31일까지 서울아산병원 진단검사의학

과에 VRE 감시배양을 위해 의뢰된 대변 또는 직장도말 100검
체를 대상으로 하였다.

2. VRE 검출방법

  1) 선별고형배지에 직접 접종법(EA): 반코마이신 6μg/mL가 

들어있는 자가 제조한 Enterococcosel 한천(EA)에 검체를 접종

한 후 35oC에서 2일 동안 배양하였다. 검은색으로 자란 집락을 

선택하여 다시 혈액한천배지에 접종한 후 하룻밤 배양하여 자

란 집락으로 생화학적 동정과 디스크확산법에 의한 항균제감

수성검사를 시행하였다[11]. 생화학적 동정은 집락의 성상, 운
동성, bile esculin 검사양성, 6.5% NaCl에서 증식, 1-O-methyl-
α-D-glucopyranoside (MGP)로부터의 산 생성능, arginine dihy-

drolase, arabinose 환원능, tellurite 내성 등을 이용하여 판단하

였다.
  2) 신속증균 PCR법(EB+PCR): 반코마이신 6μg/mL가 들어

있는 Enterococcosel 액체배지(EB)에 검체를 접종한 후 35oC에

서 배양하고 1일과 2일째 판독하였다. 배지가 검게 변하면 1 
mL를 덜어 14,000 rpm으로 2분간 원심분리하여 균 침사를 얻

었다. 이를 증류수로 1회 세척 후 GenElute Bacterial Genomic 
DNA kit (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 DNA를 분

리하였다. vanA 유전자에 특이적인 시발체를 이용하여 PCR을 

시행하였다[12]. 반응조건은 94oC에서 2분간 denaturation 후 

94oC 30초, 56oC 45초, 72oC 45초로 35회 시행하고 마지막으로 

72oC에서 5분간 extension하였다. 최종산물을 전기영동하여 

356 bp에 해당하는 밴드를 확인하였다. 양성대조균주로는 E. 
faecalis A256 (vanA)를 사용하였다[12].
  3) 신속증균 후 선택배지에 접종법(EB+EA): 검게 변한 EB
를 EA에 계대배양하고, 검은색 집락을 따서 다시 혈액한천배

지에 계대배양하였다. 0.5～1.0 mm 크기의 융기되고 회백색을 

띠는 장구균에 합당한 집락에 대해 생화학 동정과 반코마이신, 
테이코플라닌에 대한 감수성 검사를 디스크확산법으로 시행하
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Table 1. Results of EB+PCR, EA, EB+EA method

EA EB+PCR EB+EA No. of isolates 

+ + + 41
+ + -  2
- + +  7
- + -  4
- - +  5
- - - 41

Abbreviations: EB, enterococcosel broth; EA, enterococcosel agar.

고, 검사법 간에 서로 다른 결과를 보인 경우 확인을 위하여 고

형배지에 자란 집락에서 DNA를 추출하여 vanA 유전자 검출을 

위한 PCR을 시행하였다(Fig. 1).

3. 의무기록 조회 

  EA로 VRE 선별검사를 실시했을 때의 검체접수에서 결과보

고까지의 시간을 조사하였다. 환자의 의무기록을 검토하여 이

전의 임상검체 또는 VRE 감시배양에서 VRE가 분리되었는지 

조사하였다.

결      과

  최소 한 가지 방법에서 VRE가 검출된 경우는 59검체(59%)
였다. 이 중 EA에서는 43검체(72.9%), EB+PCR에서는 54검체

(91.5%), EB+EA에서는 53검체(89.8%)가 양성이었다. 세 검사

에 모두 양성 41검체, EA와 EB+PCR 양성 EB+EA 음성 2검체, 
EA 음성 EB+PCR, EB+EA 양성 7검체, EB+PCR만 양성 4검
체, EB+EA만 양성 5검체, 모두 음성 41검체였다. 모든 VRE 균
주는 vanA 표현형을 보였고, PCR에서 vanA 양성이었다. EB+ 

PCR 양성 중 43검체는 EA에도 양성이었고, 7검체는 EA 음성

이고 EA+EB 양성이었다. EB+PCR에만 양성인 4검체는 이전

에 VRE가 분리되었던 환자의 검체였다. EB+PCR 음성이고 

EB+EA 양성인 5검체는 EA에 자란 집락으로 PCR 검사를 한 

결과 vanA형임이 확인되었다(Table 1).
  EA는 검체접수에서 최종보고까지 평균 88±35시간이 걸렸

고, EB+PCR은 1일째 53검체에서, 2일째 1검체에서 vanA VRE
를 검출하였다. EB+EA는 양성인 경우 5일 정도 소요되었다

(Fig. 1).

고      찰

  세 가지 검사 방법에서 모두 결과가 일치한 경우는 82검체

(82%)였으며, 불일치한 경우는 18검체(18%)였다. EB+PCR은 

평가한 세 가지 검사법 중 민감도가 가장 높았다. 이번 연구에

서 EB+PCR은 EA 양성인 검체를 모두 검출하고, 11검체(18.6%)
를 더 검출하였는데 이 중 7검체는 EB+EA에도 양성이었고, 
EB+PCR에만 양성인 4검체 또한 이전 감시배양에서 양성이었

던 환자의 검체로서 EB+PCR의 민감도가 높은 데서 기인하는 

불일치로 판단하였다. VRE 감시배양에서 VRE를 선택적으로 

배양하는 고형배지를 이용하는 경우에는 민감도가 검사자의 집

락판독에 의존하게 된다. 또한 EA에서는 혈액한천배지에서 자

란 장구균의 전형적인 집락모양을 관찰할 수 없고 검은색 집락

만을 선택하기 때문에 대변검체를 배양하면 반코마이신에 내재

적 내성인 Pediococcus, Leuconostoc 등과[13] 일부 group D 
streptococci나 enterococci 등이 반코마이신 내성이 없이도 검은

색 집락으로 자라기 때문에 반드시 동정과 감수성 검사로 확인

해야 한다. 이에 비해 선택액체배지에서 증균시켜 균 침사로부

터 DNA를 추출하면 집락판독에 영향을 받지 않는 장점이 있다.
  EB+PCR 음성, EB+EA 양성인 5검체는 대변에 포함된 PCR 
억제물질들에 의한 PCR 위음성을 시사하였다. 이들 5검체 중 

4검체는 이전에 감시배양이나 임상검체에서 VRE가 나온 적이 

없었던 환자들의 것으로 VRE 균 수가 상대적으로 적었을 것으

로 추정된다. Palladino 등[5]의 연구를 보면 직장도말을 액체배

지에 증균시킨 후 실시간 다중 PCR을 시행한 경우 억제율

(inhibition rate)이 10%인 반면 검체를 직접 PCR한 경우 억제

율이 55%였다. 이 결과를 볼 때 검체를 직접 PCR하는 방법은 

임상검사실에 적용하기 어렵다. 2006년 Drews 등[9]은 직장도

말로 PCR을 시행하였는데, 내부대조물질이 음성인 경우 DNA
를 다시 추출하고 10배로 희석하는 방법을 이용해 PCR 억제현

상을 해결하였다. 이번 연구에서는 검사에 사용한 정성 PCR의 

검출 한계치를 검증하지 않았고 억제물질에 의한 위음성을 검

출하기 위한 내부대조물질을 사용하지 않은 한계점이 있었다. 
따라서 PCR 위음성 문제를 해결하기 위해서는 내부대조물질

을 사용하여 PCR 억제현상을 발견하고 DNA 재추출 및 검체

희석 등의 조치를 취할 수 있어야 하겠다. 
  EB+PCR 양성 검체는 대부분 1일째에 액체증균배지가 검게 

변하여 한 검체를 제외한 모든 검체의 결과를 1일째에 얻을 수 

있었다. 반면 EA는 88±35시간이 소요되었다. EA에 자란 집락

을 다시 비선택배지에 배양한 후 생화학적 동정을 하는 방법은 

4～5일이 걸린다[7,8]. 이 동안 병원환경이 VRE 감염 환자 또

는 균 정착 환자로부터 VRE에 오염될 가능성이 있고 다른 환

자에게 전파될 수 있어 시기적절한 감염관리에 문제가 된다[5]. 
Pearman[10]은 대규모 VRE 유행을 종결시킨 경험에서 VRE 
감시의 신속성이 결정적인 역할을 했다고 보고하였다. 1995년 

PCR을 이용한 van 유전자 검출법이 소개되어[14] 고형배지에 

자란 집락으로 PCR을 시행하여 VRE를 동정할 수 있게 되었다

[14,15]. PCR을 임상검체에 직접 적용하면 8시간 안에 결과

를 얻을 수 있는 반면 PCR 억제물질로 인해 민감도가 낮았

다[16]. 이에 비해 임상검체를 액체선택배지에 증균시켜 PCR
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로 확인하는 방법은 24～30시간 내에 동정할 수 있고 기존의 

감시배양을 대치할 만한 민감도, 특이도를 보였다[5,17]. 액체

배지 증균 후 실시간 다중 PCR법으로 vanA, vanB 유전자를 

함께 검출하는 경우 24～28시간 안에 결과를 보고할 수 있고, 
민감하며, 내부대조물질을 사용함으로써 PCR 억제물질에 의

한 위음성도 교정하여 우수한 수행능을 보였다[5,9]. 본 연구

에서처럼 정성 PCR을 시행하면 실시간 PCR보다 2～3시간이 

더 소요되지만, 2가지 방법 모두 검체 접종한 다음날 양성결

과를 보고할 수 있는 검사체계로서 임상에서 느끼는 turn- 
around time에는 큰 차이가 없을 것이다. 국내 검사실에서 실

시간 PCR 장비를 갖추지 못한 곳이 많고 검사비용 또한 비싸

기 때문에 EB+PCR이 실제적인 방법일 것으로 생각한다. 본 

연구에서는 vanA VRE의 검출만을 목표로 하였기 때문에 액

체배지 증균 후 정성 PCR법을 고안하는 데 유리한 점이 있었

다. vanA 외에 다른 유전자형도 검출하려면 다중 PCR을 시행

해야 하고, 이 경우 민감도가 떨어질 가능성이 있으므로[18] 
실시간 정량 PCR을 시행하여 민감도를 보완하거나 정성 PCR
의 민감도를 높이는 방법이 필요할 것이다. 
  EB+PCR에만 양성인 4검체는 이전에 VRE가 분리된 환자에서 

추적감시를 하는 검체였기 때문에 위양성 가능성은 낮다. PCR은 

항상 교차오염에 의한 위양성 가능성이 있기 때문에 특이도를 검

증할 수 있는 방법이 필수적이다. 이번 연구에서 PCR 음성대조

물질은 모두 음성결과를 보였다. 기존의 VRE가 분리된 환자들을 

대상으로 감시배양을 하는 검체가 대부분이었기 때문에 대상검

체의 59%가 VRE 양성으로 양성예측도가 높았다. 또한 과거 검

사가 양성인 것으로 진양성 여부를 판단하는 것이 가능했다. 하
지만 VRE 집락률이 낮은 환자군을 대상으로 처음 감시하는 경우

라면 수행능 평가에서 특이도가 더 중요한 요인이 될 것이다[19]. 
특이도에 대한 검증은 향후 다양한 환자군에서 많은 수의 검체로 

더 평가할 필요가 있다.
  결론적으로 EB+PCR은 VRE 보균 여부를 감시하는 데 EA를 

대체할 수 있는 민감하고 신속한 방법이었다. EB+PCR의 민감

도와 특이도를 보증할 수 있는 내부대조물질이 필수적일 것으

로 생각한다.
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=국문초록=

대변검체에서 vanA형 반코마이신 내성 장구균을
검출하기 위한 신속 증균 중합효소연쇄반응법 평가 

울산대학교 의과대학 서울아산병원 1진단검사의학과, 2울산대학교 의과대학 의학과

김솔잎1, 성흥섭1, 전홍선1, 박숙자1, 박상혁2, 김미나1

배경: 반코마이신내성 장구균(vancomycin-resistant enterococci, VRE)을 신속하고 민감하게 검출하는 감시배양 체계는 

VRE 전파를 막는 데 매우 중요하다. 감시배양 검체를 배양하여 VRE를 검출, 확인하는 데는 4일 이상 소요되며, 검체에

서 직접 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)을 시행하는 것은 민감도가 낮다. 본 연구에서는 vanA VRE 감
시배양을 위한 신속증균 PCR법의 수행능을 평가하고자 하였다.
방법: 2006년 7월 13일부터 31일까지 VRE 감시배양을 위해 의뢰된 대변 또는 직장도말 검체 100개를 대상으로 세 가지 

검사를 비교하였다. 각 검체를 반코마이신 6μg/mL이 든 Enterococcosel 평판배지(EA)와 액체배지(EB)에 배양하였다. EB
를 접종 후 1일째와 2일째에 판독하여 검게 변한 경우 1 mL를 따서 균 침사를 얻고 DNA를 추출하여 vanA PCR을 실시하

고(EB+PCR), 남은 EB를 EA에 계대배양하였다. EA는 2일 후 판독하여 검은색 집락을 골라 동정과 항균제감수성 검사를 

시행하고 필요시 vanA PCR로 확인하였다(EB+EA). VRE 감염 여부와 감시배양 결과를 전자의무기록으로 조회하였다.
결과: 59검체가 최소 한 가지 이상의 방법에서 VRE 양성이었다. EA, EB+PCR, EB+EA에서 각각 43, 54, 53검체가 양성이

었다. EB+PCR 양성 54검체는 EA 양성 43개, EA 음성/EA+EB 양성 7개, EB+PCR에만 양성 4개 등이었다. 11개의 EA 
음성/EB+PCR 양성 검체는 이전에 VRE가 분리되었던 환자의 검체였다. EB+PCR 음성/EB+EA 양성인 5검체는 EB+PCR
법에서 PCR 억제물질에 의한 위음성 가능성이 있었다. EA는 검체접수에서 최종보고까지 평균 88±35시간이 걸렸고, 
EB+PCR은 양성검체의 98%에서 1일째에 결과를 얻을 수 있었다.
결론: 신속증균 PCR법은 vanA VRE를 검출하는 데 신속하고 민감한 방법이었다. 신속증균 PCR법의 위음성을 검출하고 

교정하기 위해 내부대조물질이 필요할 것이다. [대한임상미생물학회지 2007;10:44-48]
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