
서 론

반코마이신 내성 장구균(vancomycin resistant enterococci,

VRE)은 1988년 영국과 프랑스에서 처음 보고된[1, 2] 이후 분

리 빈도가 급속히 증가하여 미국내 중환자실 환자에서는 1989년의

0.4%에서 1993년에는 13.6%로 급증하였다[3]. 국내에서는 1992

년에 박 등[4]이 백혈병 환자의 가검물에서 vancomycin에 고도

내성을 보이는 E. durans 1예를 처음으로 보고한 이래, 여러 병원

에서 입원환자의 VRE 장내 보균율을 3.2-8.2%, 그리고 임상검체

에서의 분리율을 4.6-7.3%로 보고한 바 있다[5-7]. VRE는 내성

유전자에 따라 6개의 형으로 분류가 되는데 내성 획득형인 VanA,

VanB, VanD, VanE 및 VanG형과[8-10] 자연 내성을 가지고

있는 VanC형이다. 그 중 VanA형 VRE는 vancomycin에 고도
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Background : The vanA gene cluster of vancomycin-resistant enterococci (VRE) is carried as a
part of Tn1546-like elements. In this study we characterized the structure of Tn1546-like elements in
Enterococcus. faecium isolated from patients in Korea. The isolates were also typed by pulsed-field
gel electrophoresis (PFGE).

Methods : During 2000, 21 clinical isolates of vanA-containing E. faecium were collected from ten
university hospitals in Korea. E. faecium BM4147 was used as a control. PFGE was performed on a
CHEF-DR III apparatus. For structural analysis of Tn1546, the overlapping PCR amplification of inter-
nal regions of Tn1546 was performed. The purified PCR products were directly sequenced by using
ABI Prism 3100 DNA SEQUENCER. 

Results : All isolates were divided into 3 types according to the distribution of insertion sequences
(IS elements) integrated Tn1546 elements. Type I and II were characterized by an IS1542 insertion
in the orf2-vanR intergenic region and an IS1216V insertion in the vanX-vanY intergenic region. Type
III represented two copies of IS1216V at the orf1 and in the vanX-vanY intergenic region as well as
IS1542 in the orf2-vanR intergenic region. No isolates were identical to the prototype, which was iden-
tical to the predicted pattern for the published sequence of Tn1546. The PFGE results revealed that
all strains except A13, C1, A2 and A9 were genetically unrelated.

Conclusions : The distribution of IS in Tn1546-like elements of the Korean isolates is similar to that
of the European VREs. Considering the results of PFGF and Tn1546 typing, the horizontal transfer
of vanA resistance gene may be occurring among genetically diverse strains of E. faecium in Korea.
(Korean J Lab Med 2005; 25: 241-6)
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내성, teicoplanin에 중등도에서 고도내성을 가지고 있어 VRE 중

가장 심각한 문제가 되며, 내성유전자는 대부분 10.8 kb 크기의

Tn1546 내에 위치하고 있다. 내성 유전자의 전파는 유행성 균주

의 단클론성 전파나 내성유전자의 균주간 수평전파로 가능하여

VRE의 분자생물학적 역학적 연구를 위해서는 균 전체의 DNA

분석과 함께 내성 유전자가 포함된 Tn1546의 구조적 특징도 같

이 분석되어야만 VRE 균주의 내성 전파양상을 추정할 수 있다.

본 연구에서는 국내 10개의 대학병원의 임상검체에서 분리된 21

주의 VRE를 대상으로 DNA 형별분석과 내성유전자의 구조분석

을 통해 각 균주들 간의 유전적 관련성과 함께 vanA 내성유전자

의 구조를 비교하여 병원감염관리에 있어 지역간 또는 병원내 전

파양상을 규명하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상균주

2000년 1월부터 12월 동안 전국 10개 대학병원에서 분리된

vanA형 vancomycin 내성 E. faecium 21균주(균주명: H7, S12,

S20, A2, A6, A7, A9, A12, A13, A17, AJ6, AJ9, W3, W13,

W15, C1, G20, J10, SN5, Ca14, 동일 알파벳은 동일병원)를 대

상으로 하였다. 각각의 균주는 vancomycin 6 mg/L을 함유한

brain heart infusion (BHI) agar를 이용하여 vancomycin 내성

여부를 검색하였고, VRE로 검색된 모든 균주에 대하여 API 20

STREP (bioMerieux, Hazelwood, MO.) strip 및 Vitek system

(bioMerieux, Hazelwood, MO.)을 이용하여 동정하였다. 양성대

조균주로는 E. faecium BM4147을, 음성대조균주로는 vancomycin-

susceptible enterococci (VSE) ATCC 29212를 사용하였다. VRE

유전자형은 중합효소 연쇄반응법을 이용하여 vanA 유전자를 확

인하였다.

2. 연구방법

1) 최소억제농도(minimal inhibitory concentration, MIC)

National Committee for Clinical Laboratory Standards (NC-

CLS)에서 제시한 한천희석법에 따라 vancomycin과 teicoplanin

에 대한 MIC를 측정하였다[11]. 

2) 유전적 형별 분석: Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

PFGE는 Murray 등[12]의 방법을 따라 제한효소 SmaI을 이

용하여 시행하였다. PFGE의 분석은 Bio-Gene software (Vilber

Lourmat, Marne la-valles, France)를 이용하여 UPGMA 법으

로 군집 분석하여 유전적 연관성을 결정하였다.

3) PCR mapping

vanA형 반코마이신 내성 유전자가 포함된 transposon Tn1546

내부를 overlapping 되도록 시발체를 이용하여 증폭한 후 표준 균

주인 E. faecium BM4147 (prototype)과 비교하는 PCR mapping

과 증폭산물 중 prototype과 비교하여 크게 증폭된 부분에 관하여

IS1216V, IS1542, IS1251 및 IS1476에 대한 IS-specific PCR을

시행하여 내성유전자의 구조를 분석하였다. 사용되었던 시발체는

Table 1과 같고, 표준 균주로는 prototype인 E. faecium BM4147

을 이용하였다. 각 시발체와 융점 온도는 OLIGO program v. 6.0

(National Biosciences, Inc., Plymouth, MN)을 이용하였다.

4) 염기서열 분석

PCR 증폭 산물을 gel로부터 GENECLEAN kit (Qbiogene

Inc, Carsbad, CA)를 이용하여 추출한 후, ABI Prism 3100 DNA

SEQUENCER (Perkin-Elmer, Norwalk, CT)를 사용하여 염기

서열을 분석하였다.

결 과

1. 최소억제농도(MIC) 및 내성유전자형

반코마이신에 대한 MIC는 모든 균주가 128 mg/L 이상으로

고도 내성을 보였다. Teicoplanin에 대한 MIC는 14균주가 32 mg/

L 이상의 내성을 나타내었고, 나머지 8균주는 16 mg/L였다. 유

전자형은 21균주 모두 vanA 유전자를 보유하고 있었다.

2. 유전적 형별 분석: Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

PFGE를 이용한 21균주의 유전적 형별분석 결과는 Fig. 1에서

보이는 바와 같이 A13과 C1 및 A2와 A9을 제외한 나머지 균주

들은 그 양상이 다양하여 유전적 연관성이 없는 것으로 나타났다.

100% 90% 80% 70% 60% 50% 40% 30% 20% 10% 0%
KOREA/A12

KOREA/A6

KOREA/AJ9

KOREA/AJ6

KOREA/W15
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KOREA/S12

KOREA/A17

KOREA/H7

KOREAG20

KOREA/J10

KOREA/SN5

KOREA/A13

KOREA/C1

KOREA/S20

KOREA/A2
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Fig. 1. Dendrogram of vanA PFGE of E. faecium isolates.
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3. 유전자 구조 분석(Transposon typing) (Fig. 2)

트랜스포존 유형분석 결과 3가지 주 유형으로 분류되었고(I-III),

표준 균주인 BM4147과 동일한 트랜스포존형(prototype)에 속하

는 형은 한 균주도 없었다. I형과 II형은 prototype에 비하여 orf2-

vanR intergenic region과 vanX-vanY intergenic region의 두

부분의 증폭 산물이 커져있는 형으로 II형은 I형에 비하여 orf2-

vanR intergenic region 앞부분이 결실되어있었다. 대상 균주 중

B1, B3의 6균주에서 I형이 B2, B4, A의 14균주가 II형을 나타내

었다.

III형은 I, II형과 같이 orf2-vanR intergenic region과 vanX-

vanY intergenic region의 두 부분의 증폭 산물이 커져있고 orf1

부분이 추가로 커져있는 형이었고 A9균주에서 관찰되었다.

4. 유전자 염기 서열 분석

대상 균주의 유전자 구조 분석 결과 prototype과 비교하여 PCR

증폭 산물의 크기가 커진 부위를 유전자 염기 서열 분석한 결과 커

진 부위는 IS1542와 IS1216V의 삽입으로 인한 결과였다(Fig. 2).

orf2-vanR intergenic region 부위가 커진 것은 크기 1,324 bp

의 IS1542가 Tn1546 중 염기 서열 #3932 부위에 삽입된 것으로

삽입시 표적 유전자의 8 bp 크기의 유전자 부위(CTATAATC,

#3925-3932)의 반복 삽입이 동반되었다.

vanX-vanY intergenic region 부위가 커진 것은 크기 809 bp

의 IS1216V가 Tn1546 중 염기 서열 #8658-8832 부위에 삽입

된 것으로 삽입 위치는 동일한 부위에 삽입된 IS1542와는 다르게

vanX-vanY intergenic region (#8625-#9051) 사이의 다양한

Primer Sequence Specificity Location Reference

170F 5′-AGGGCGACATATGGTGTAACA orf1 170-190 32
1913R 5′-CGTCCTGCCGACTATGATTATTT orf1 1913-1891 32
949F 5′-GCATGTAGTGATGAAACACCTAGCTGC orf1 949-975 32
2976R 5′-TGAAGATGAATGGATACTGGGGACC orf1 2,976-2,952 32
3514F 5′-ACTGTAATGGCTGGTGTTAAC orf2 3,514-3,534 33
3978R 5′-CATAGTTATCACCCTTTCACATA orf2 3978-3956 33
3907F 5′-ATGCTTATAAATTCGGCCC vanR 3907-3925 33
4794R 5′-ATCCAATCCCCAAGTTTCCC vanR 4794-4775 33
3992F 5′-TTATTGTGGATGATGAACATG vanR 3992-4012 33
4511R 5′-TCGGAGCTAACCACATTC vanR 4,511-4,494 33
4676F 5′-AACGACTATTCCAAACTAGAAC vanS 4,676-4,697 32
5769R 5′-GCTGGAAGCTCTACCCTAAA vanS 5,769-5,749 32
5235F 5′-ATATCACGTTGGACAAAGC vanS 5,235-5,253 33
7035R 5′-TTACGTCATGCTCCTCTGAG vanA 7,035-7,017 33
8448F 5′-GATGAACGCTCTCATCATGC vanX 8,448-8,467 32
9138R 5′-TTCCTGAGAAAACAGTGCTTCA vanY 9,138-9,117 32
9341F 5′-ATGGATACGGGTTGCTTGATAT vanY 9,341-9,362 32
10577R 5′-GGTACGGTAAACGAGCAATAATACG vanZ 10,177-10,533 32
ISV650F 5′-AACTTCACGATAGCTAAGGTT IS1216V 650-670 This study
ISV744R 5′-AAGATAGCAGGAGGAATGAC IS1216V 744-725 This study
IS1542F 5′-TCAAGCCGATGACTATGA IS1542 245-263 This study
IS1542R 5′-CTATTTCCGATAACCGTGTAT IS1542 1076-1056 This study
IS1251F 5′-GCATCCACTGTAAACAACAG IS1251 272-292 This study
IS1251R 5′-CGCTGTGTTTGACCATCCAT IS1251 699-680 This study
IS1476F 5′-CGCAACGGTTCCTATACGAC IS1476 310-329 This study
IS1476R 5′-GATTGAAGCTGCGATTGATG IS1476 874-893 This study

Table 1. Sequences and position of PCR primers used in this study

Fig. 2. The genetic maps of 21 E. faecium Tn1546 types. The
positions of genes and open reading frames (orf1 and orf2) and
the direction of transcription are depicted with open arrows. The
thick short horizontal lines represent IS elements. The position
of the first nucleotide upstream and the first nucleotide down-
stream from the IS insertion sites are depicted. Filled arrows indi-
cate the transcriptional orientations of the inserted IS elements.
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위치였다.

III형인 A9은 orf1 region (#631-623)에 IS1216V 삽입되어

있었다. 삽입 부위는 #631였고, 삽입시 표적 유전자의 8 bp 크

기의 유전자 부위의 반복 삽입이 동반되었고, 삽입 위치 앞부분의

orf1 유전자 서열은 결실되었다.

고 찰

VRE 감염은 지난 15여년간 미국과 유럽에서 각기 다른 양상

을 보여왔다, 미국에서의 장구균은 Escherichia coli와 Staphylo-

coccus aureus 다음으로 병원감염을 유발하는 흔한 균주로 대두

되었고[13, 14] 다제내성포도상구균, 폐렴구균 및 Clostridium

difficile 감염의 치료제로 vancomycin의 사용이 증가하면서 VRE

가 급격히 증가하였다[15] 이와는 달리 유럽에서는 vancomycin

이나 teicoplanin과 같은 glycopeptide계 항균제인 avoparcin을

1970년대부터 동물의 사료에 첨가하여 사용한 이후 1980년대에는

vanA형 VRE가 가축과 애완동물뿐만 아니라 건강인과 입원환자

에게서도 관찰되어 환경으로부터 사람에게로의 내성전파가 VRE

증가의 주요 원인으로 간주되고 있다[16, 17]. 우리나라의 경우는

2001년에 시행한 전국 79개 병원을 대상으로 한 연구[18]에 의하

면 54.4%의 병원에서 이미 VRE가 검출된 바 있고 이들 병원에

서 동정된 임상 미생물 중 VRE 출현빈도가 높게는 27.7%까지

차지하는 것으로 보아 중환자들이 많고 항생제 사용이 많은 대도

시 대형병원을 중심으로 VRE가 만연함을 알 수 있었다. 또한 국

내에서는 임상과 가축 분리균주 사이의 항생제 내성양상, PFGE

양상 및 vanA gene cluster 유형분포가 달라[19, 20] VRE 증가

원인은 유럽과 같이 환경으로부터의 전파라기보다는 미국의 양상

과 같이 항생제 사용, 장기입원 및 원내 감염관리 소홀 등 병원 내

원인에 의한 증가로 사료된다.

장구균은 비교적 독성이 약한 균종이나 VRE에 의한 감염은

이미 숙주의 저항력이 떨어진 경우가 대부분이고 치료제가 효과적

으로 작용하지 않아 VRE 균혈증의 경우 사망률이 약 37%이고

[21] 특히 vanA형 VRE는 vancomycin에 고도내성을 보여[19,

20] 치료가 어렵기 때문에 균혈증에 의한 사망률이 높다[10, 22].

vanA VRE 중에는 E. faecium이 가장 흔한 균종[8]으로 알려

져 있는데 본 연구에서도 21개의 VanA형 VRE 모두 E. faecium

으로 vancomycin에 대한 MIC가 128 mg/L 이상의 고도내성을

보였다. Teicoplanin에 대해서는 8균주들의 MIC가 16 mg/L로

증등도 내성을 보여 표현형과 유전형이 불일치하였는데 이는 Clark

등[23]의 연구와 마찬가지로 내성조절유전자의 변이에 의한 결과

로 추정된다.

vanA형 내성 유전자는 vanS, vanR, vanH, vanA, vanX와

vanY 구조 유전자들로 구성되어 있는 mobile DNA element인

Tn1546에 위치하는데[24, 25] vanA type의 Tn1546은 E. fae-

cium BM4147의 Tn1546을 원형으로 하여 point mutations, inser-

tion sequence (IS) elements와 deletions 등에 의해 다양한 양

상을 보인다[25, 26] 본 연구에서도 대상균주들의 Tn1546구조가

E. faecium BM4147의 prototype Tn1546을 근간으로 하면서

left-end deletion을 보이거나 IS1216V 및 IS1542가 삽입되었음

을 알 수 있었다. 본 연구의 대상 균주 중 일부는 허 등의 보고에

서 언급된 바 있다[27].

IS1542는 영국과 브라질의 입원환자에서 반코마이신 감수성 균

주에서도 관찰된다는 보고가 있기는 하지만 내성균주에서 주로 발

견된다[25]. Woodford 등[28]의 연구에 의하면 영국 내 병원입

원환자에서 분리된 vanA형 장구균의 45%, 인체 이외의 대상에

서 분리된 vanA형 장구균의 19%는 IS1542의 삽입위치가 orf2-

vanR intergenic region이었다. Darini 등[26]의 연구에서는 orf2-

vanR intergenic region에 IS1542가 삽입된 경우는 대상균주 vanA

형 E. faecium의 약 8% (2/24균주)이고 나머지 vanA형 E. fae-

cium는 다른 유전자에 IS1542가 위치하여 모든 대상균주에 IS1542

가 삽입되어있음이 관찰되었다.

국내에서는 유 등[20]이 대상균주의 17%에서 IS1542의 삽입이

관찰되었음을 보고한 바 있는데 삽입위치는 모두 orf2-vanR inter-

genic region이었다. 본 연구에서는 대상 균주 모두에서 IS1542의

삽입이 관찰되었고, 삽입 위치는 orf2-vanR intergenic region으로

Tn1546내 orf2-vanR intergenic region이외의 부위에서 IS1542

의 삽입이 관찰되었다는 보고들[25, 26]과는 차이가 있었다. 연구

결과 국내에서 발견된 IS1542의 지역이나 병원별 분포의 차이는

발견할 수 없었고 삽입된 균주에서는 모두 orf2-vanR intergenic

region내 nucleotide 3932위치에서 vanR에 대해 upstream방향으

로 8 bp (CTATAATC)가 반복하여 위치하였는데 이는 Wood-

ford 등[28]의 결과와 일치하였다.

Handwerger 등[29]에 의해 처음 보고된 IS1216V는 본 연구에

서 모든 대상균주의 vanX-vanY intergenic region에서 그리고

A9 한 균주의 orf1 region에 위치하였다. 유 등[20]의 연구에서는

대상균주의 74%에서 IS1216V가 vanX-vanY intergenic region

에 삽입되어 다른 삽입염기인 IS1542 (17%)보다 삽입빈도가 높았

다. 영국과 이스라엘에서 분리된 균주들에서는 IS1216V의 삽입이

vanX-vanY intergenic region이외에 orf2-vanR intergenic region

에서도 관찰되었는데 orf2-vanR intergenic region에 삽입되는 경

우들은 좌측 말단의 결손(3418-3862 bp)이 있거나 IS1216V inser-

tion부위에 작은 결손이 있었고[30] 이러한 deletion은 본 연구에

서도 관찰할 수 있었다. IS1216V는 vanX-vanY intergenic region

에 삽입되는 경우도 다양한 결손을 동반할 수 있는데 이때는 vanY

의 발현에 영향을 주어 vanA 유전자를 가지는 균주라도 teico-

planin에 감수성을 보일 수 있어[31] 본 연구의 대상균주 선별과

정에서 제외되었기 때문에 IS1216V가 삽입되는 vanX-vanY inter-

genic region에서의 결손은 관찰되지 않았다. 유럽에서의 IS1216V

의 분포는 나라에 따라 좀 다른 양상을 보여 네덜란드에서 분리되

는 균주들은 영국과 이스라엘에서 분리된 균주들과는 달리 467 bp

앞 부위에서 결손을 보이고 position의 8,234 bp 부위에서 G→T
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point mutation이 관찰되었다. 이는 네덜란드에서는 돼지를 주로

먹고 영국에서는 가금류를 주로 먹는 환경적 차이에 기인한 것으

로 추측할 수 있어 유럽에서의 VRE 발현 및 전파가 환경에 의한

다는 것을 반증하는 결과라 할 수 있다.

국내에서 분리된 VRE의 트랜스포존 구조 분석 결과 지역이나

병원의 차이가 없이 모든 균주에서 IS1542와 IS1216V의 삽입이

관찰되었다. IS1216V는 전세계적으로 널리 분포하는 삽입서열이

나 IS1542의 경우는 현재까지 유럽의 분리주에서만 보고된 바 있

어 국내 VRE의 내성유전자 구조는 유럽 분리주와 유사함을 알

수 있었다. 또한 PFGE 분석결과 대부분의 균주들이 서로 다양

한 양상을 보이나 내성 유전자형은 특정 병원과 상관없이 대부분

II형이었다. 상기 결과는 국내에서의 vanA 유전자 전파양상이 수

직 전이에 의한 것이 아니고 수평 전이에 의한 병원간 전파임을

나타내었다.

요 약

배경 : VRE의 vanA 유전자는 Tn1546내에 존재하며 vanR,

vanS, vanH, vanA, vanX, vanY 및 vanZ로 구성되어 있는데,

Tn1546 트랜스포존은 유전자내의 점 돌연변이, 결실 및 삽입서

열의 삽입 등에 의해 유전적 다양성을 나타낸다. 이에 연구자는

국내에서 분리된 vanA형 VRE의 Tn1546의 유전자 구조를 분석

하여 vanA 유전자의 전파양상을 연구하였다.

방법 : 2000년 1월에서 12월 동안 전국 10개 대학병원에서 분리

된 vanA형 vancomycin 내성 Enterococcus faecium 21균주를

대상으로 하였다. 한천희석법에 따라 최소억제농도를 측정하고

연쇄중합효소반응법(PCR)으로 내성유전자형을 확인하였다. Over-

lapping PCR과 DNA 염기서열분석기를 이용하여 내성유전자의

구조와 염기서열을 분석하고 유전적 연관성은 pulsed-field gel

electrophoresis를 한 후 Bio-Gene software를 이용하여 분석하

였다.

결과 : 트랜스포존의 유형분석 결과 3가지 주 유형으로 분류되

었고(I-III), 표준 균주인 BM4147과 동일한 트랜스포존형(proto-

type)에 속하는 형은 한 균주도 없었다. I형과 II형은 orf2-vanR

intergenic region에 IS1542의 삽입과 함께 vanX-vanY intergenic

region에 IS1216V의 삽입을 보였다. III형은 I, II형의 특징과 함

께 orf1부분에 IS1216V의 삽입이 추가로 관찰되었다. PFGE를

이용한 유전형별 분석결과 A13과 C1 그리고 A2와 A9를 제외한

나머지 균주들은 다양한 양상을 보였다.

결론 : 국내에서 분리된 VRE의 내성유전자 구조 분석 결과 IS

의 분포 양상이 유럽의 분리주와 유사하였다. PFGE를 이용한 균

형 형별 결과 다양한 양상을 보이고 내성유전자 구조 분석 결과

대부분의 균주가 병원에 상관없이 II형을 나타내는 것으로 보아 수

평전이가 내성전이의 주요기전으로 추측된다.
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