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Vancomycin-Resistant Enterococci (VRE) can be very dangerous to human health particularly because van-
comycin resistance genes can be transferred to other gram-positive bacteria. Multiplex Polymerase Chain Reac-
tion(Multiplex PCR) has been reported as an effective method to detect VRE in clinical samples. Although
researches on VRE in environmental water have been reported, they are not enough to characterize VRE pol-
lution because each of them has collected limited number of samples. In this study, we analyzed 27 water sam-
ples collected from Korean rivers and lakes and performed Multiplex PCR to detect VRE in the water samples.
From this result, it was found that multiplex PCR could be a useful method to detect VRE in environmental
water.
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1. 서 론

엔테로코커스(Enterococcus spp.)는 사람의 장에서 발

견되는 그람양성 구균 중 하나로 하천이나 호소, 수영

장, 해수 등 다양한 물 환경에 분포하고 있다. 이들의

인체 감염은 대부분 일부 종(E. faecalis, E. faecium,

E. avium, E. durans, E. casseliflavus 등)에 국한되

고, 그 병원성도 낮은 것으로 보고되고 있지만 경우에

따라 요로감염, 심내막염, 복막염, 창상감염 등을 유발

하기도 한다1-3). 엔테로코커스는 포유류와 조류(bird)의

장에 존재하는 일반적 세균으로 알려져 있지만, 각종

질병치료 및 농·어업 등 광범위하게 항생제 사용이

증가함에 따라 다양한 항생제에 내성을 지니게 되었으

며, 특히 아미노글리코시드(aminoglycoside)와 ß-락탐(ß-

lactam)계 항생제에 대해서는 높은 내성을 갖는 것으로

보고되고 있다4). 엔테로코커스에 의한 감염증 치료에는

반코마이신(vancomycin)이 유일한 치료제로 사용되어

왔는데5,6), 1988년 영국에서 반코마이신 내성 엔테로코

커스(Vancomycin Resistant Enterococci, VRE)가 처

음으로 분리 동정된 이후 우리나라를 포함한 유럽, 미

국, 오스트리아 등 여러 국가에서 VRE가 계속 분리되

어 보고되고 있다7-9). 건강한 사람의 경우 VRE의 감염

은 대부분 질병을 유발하지 않지만, 면역력이 약한 다

른 환자나 노약자에게 전파할 가능성이 있고, 특히 반

코마이신 내성 유전자가 다른 엔테로코커스나 병원성

이 높은 황색포도상구균(Staphylococcus aureus)과 같은

그람 양성균으로 전이 될 수 있으므로 VRE를 심각한

병원균으로 구분하여 관리할 필요가 있다10).
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VRE는 일부 항생제(반코마이신과 테이코플라닌)에

대한 내성 정도와 항생제 내성 유전형의 유래 및 전이

성에 따라 VanA, VanB, VanC, VanD, VanE 표현형으

로 구분된다. VanA, VanB, VanD 표현형은 반코마이신

에 대한 내성이 높지만 VanC, VanE 표현형은 상대적

으로 내성이 낮고, 테이코플라닌에 대해서는 VanA 표

현형만 높은 내성을 갖으며, 이러한 항생제에 대한 내

성을 갖는 유전형은 VanC 표현형을 제외하고는 모두

획득된 유전형으로 보고되고 있다. 또한 VanA, VanB

표현형은 이러한 항생제 내성 유전형이 다른 그람양성

균에 전이되는 것으로 보고되고 있다. VanC 표현형은

다시 VanC-1, VanC-2, VanC-3로 세분화 되는데

VanC-2와 VanC-3는 유전자 서열의 유사성 때문에

VanC-2/3으로 표현 한다11-13).

VRE를 분리 동정하기 위해서는 주로 디스크 확산법

을 사용하여 항생제 감수성을 판정하고, 고체배지 희석

법으로 최소성장 억제농도를 결정한다14,15). 그러나

VRE의 행생제 내성을 나타내는 유전자에 대해 PCR을

수행하면 번거로운 과정 없이 VRE를 표현형별로 분리

검출할 수 있다16,17). 특히 대표적인 VanA, VanB, VanC

세 표현형에 대해 다중 중합효소 연쇄반응(Multiplex

PCR)을 적용하면 VRE를 보다 신속하게 검출 할 수

있을 것이다. 임상 검체나 병원에서 나오는 폐기물에

서의 VRE 검출 여부는 많은 연구에서 보고되고 있는

데18-21), 표현형별 VRE 유전자에 특이적인 primer set

를 이용한 Multiplex PCR을 통해 임상 검체로부터

VRE를 검출할 수 있다는 사실이 보고되었다22-24). 하지

만 임상시료가 아닌 물 환경 시료에 대한 VRE 오염

분포에 대한 연구는 일부 수원에 국한 되어 있어 보다

다양한 수계에 대한 연구가 요구되는 실정이다25,26). 이

에 본 연구에서는 전국의 다양한 물 환경 시료를 대상

으로 엔테로코커스 오염 분포를 조사하였으며, 이 중

검출된 엔테로코커를 대상으로 Multiplex PCR을 적용

하여 VRE의 검출 여부를 확인하고 그 분포 특성을 살

펴보고자 하였다.

2. 실험방법

2.1 막여과법을 이용한 정수장 별 엔테로코커스 오염

실태조사

각각의 조사 지점으로부터 채취한 물 환경 시료 100

mL를 여과장치를 이용하여 막(pore 0.45 µm, φ47mm,
millipore, HAWG047S6)에 여과 하였다. 이 때 시료의

탁질 정도에 따라 10~100배 희석하여 희석하지 않은

시료와 동시에 분석을 실시하였다. 여과한 막은 mE 배

지(mE agar, Difco, 233320)에 옮겨 41±0.5oC에서 48

시간 배양한 후 분홍색 또는 짙은 붉은 색의 집락을 관

찰하였다. 분홍색 또는 짙은 붉은 색의 집락이 검출된

여과막은 다시 EIA 배지(Esculin Iron Agar, Difco,

248810)에 옮기고 41±0.5oC에서 20~30분간 배양한

후 검게 변하는 집락의 수를 계수하여 엔테로코커스 양

성으로 확정하였으며, 100 mL 당 집락수(CFU, Colony

Forming Unit/100 mL)로 산출하였다. 엔테로코커스로

확정한 집락은 genomic DNA 추출을 위해 BHI 배지

(Difco, 241830)에 삼분 도말하여 단일집락으로 분리하

였다.

2.2 VRE 표준균주 및 표준균주의 genomic DNA

반코마이신 민감성 엔테로코커스 균주와 Van C-2 균

주는 한국생명공학연구원 생물자원센터에서 분양받아

DNA 추출 키트(Intron, 17121)를 사용하여 genomic

DNA를 준비하였다. Van A, Van B, Van C-1의 경우

항생제내성균주은행으로부터 genomic DNA를 구매하

여 사용하였다(Table 1). 

2.3 다중중합효소 연쇄반응(Multiplex PCR)

엔테로코커스 양성 집락들을 분리하여 BHI 배지에

도말배양하고 DNA 추출키트를 사용하여 각 집락들로

부터 genomic DNA를 추출하였다. VRE의 Multiplex

PCR은 이전에 보고된 반코마이신 내성 유전자 염기

Table 1. Reference strains of vancomycin resistant or sensitive enterococci used in this study.

Strain No. Strain Name Remarks (Strain/DNA)

Antibiotic-sensitive control KCTC 3206 E. faecalis Strain

Van A CCARM 5024 E. faceium genomic DNA

Van B CCARM 5025 E. faecalis genomic DNA

Van C-1 CCARM 5026 E. gallinarum genomic DNA

Van C-2 KCTC 3638 E. casseliflavus Strain
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서열1)에 따라 PCR 반응 개시자들을 VRE 표현형별

로 각각 제작(Bioneer)하여 VanA의 경우 460 bp(base

pair), VanB의 경우 219 bp, VanC-1의 경우 270 bp,

VanC-2의 경우 388 bp의 PCR 산물이 증폭되도록 하

였다(Table 2). 음성대조군은 반코마이신 민감성 엔테로

코커스 균주로부터 얻은 genomic DNA를 주형 DNA

로 사용하였고, 양성대조군은 VanA, VanB, VanC-1 표

준 genomic DNA와 VanC-2 표현형 표준균주에서 추

출한 genomic DNA를 각각 사용하였다. Multiplex

PCR은 각 genomic DNA 1 nmol에 DNA Taq poly-

merase 0.2 unit(QIAGEN, 203603), 10 mM dNTPs

(QIAGEN), 1X PCR buffer(QIAGEN), VRE의 각

표현형별 primers를 첨가하여 수행하였다. PCR 반응은

94oC에서 2분 30초간 최초 변성 반응(denaturation)

이후, 94oC에서 45초 동안 변성 반응, 46oC에서 1분

동안 재결합(annealing), 72oC에서 1분 30초 동안 연장

반응(extension)하는 과정을 35회 반복하였고, 마지막

연장반응은 72oC에서 15분간 지속함으로써 완전한 증

폭 산물이 생성되도록 하였다(Fig. 1). Multiplex PCR

이 끝난 후 PCR 증폭산물은 0.5 µg/mL의 염색액

(Ethidium Bromide, EtBr)을 첨가한 2% 한천젤

(agarose gel)에 전기영동하여 자외선 조사장치에서 각

각의 증폭 산물을 양성, 음성대조군과 비교함으로써

VRE 표현형을 분석하였다. 또한 Multiplex PCR을 통

해 증폭된 PCR 산물은 염기서열 분석(솔젠트)과, blast

search(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)를 통해 종 판정을

수행하였다.

3. 결과 및 고찰

2005년부터 2008년까지 총 9회에 걸쳐 하천수 및 호

소수 27개 지점의 물 환경 시료(원수)를 대상으로 엔테

로코커스 오염 실태를 조사한 결과, 검출된 시점과 검

출 범위는 다소 차이가 있었으나 모든 지점에서 1회 이

상 검출되었다. 연도별로는 모든 수계에서 2006년에 비

교적 높은 검출율을 보였으며, 수계별로는 한강수계, 금

강·섬진강 수계, 낙동강 수계 순의 검출율을 보였다

(Fig. 2). 하지만 동일 시점에 조사한 모든 정수시료에서

는 엔테로코커스뿐만 아니라 지표 세균 및 어떠한 병원

성 세균도 모두 검출되지 않아 이들 세균들이 정수처리

공정에서 안전하게 제거됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

본 연구에서는 이처럼 연도별로 전 수계의 원수에서

엔테로코커스가 꾸준히 검출되는 결과를 바탕으로,

2008년 3분기에 검출된 엔테로코커스를 대상으로 VRE

Table 2. Oligonucleotide primers used in Multiplex PCR for detection of VRE

Target gene
PCR product

size(bps)

Oligonucleotide

Pair Sequence(5' to 3')

vanA 460
AF AAAAAGGCTCTGAAAACGCA

AR AGCCAGTTCTTTTGCCTTCA

vanB 219
BF GAATTGTCTGGTATCCCC

BR GTTTACTTTGGTTACGCC

vanC-1 270
C1F ACTAACAATAGCTTCCCC

C1R ACTTCATATTTCAGCGGG

vanC-2 388
C2F CCTTTACTTATTGTTCCGC

C2R TCTTGATAGGATAAGCCG

Fig. 1. The reaction condition of Multiplex PCR.
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의 분포 특성을 조사하였다.

2008년 3분기에 27개 지점의 물 환경 시료를 대상으

로 엔테로코커스 오염 실태를 조사한 결과 18개 지점

에서 엔테로코커스가 검출되었는데, 한강 수계는 10개

조사 지점 중 11~61 CFU/100 mL 농도 범위로 9개

지점(90%)에서, 금강/섬진강 수계는 11개 조사 지점 중

7개 지점에서, 낙동강 수계는 6개 조사 지점 중 2개

지점에서 엔테로코커스가 검출되었다. 금강/섬진강 수

계의 경우 두 지점은 검출 농도가 19 CFU/100 mL와

58 CFU/100 mL였으나, 나머지 지점과 낙동강 수계의

Table 3. Examined water samples from Korean river system

Han river Nak dong rirer Kum/Sumjin river

SJ-1 YS CJ-2

WB GM GS

SN HY DH

CJ-1 SC BA

BW MY HS

SH BS SS-1

HJ

-

SS-2

IS CA

DS AS

SJ-2 BR

- DJ

 

Fig. 2. Detection rate of Enterococcus spp. in Korean
water samples from 2005 to 2008 by membrane
filtration method.

Fig. 3. Detection of Enterococcus spp. in Korean water samples during the third quarter of 2008 by membrane filtration.
(a) Raw water samples; some Enterococcal colonies were detected. (b) Treated water sample; no colonies were
detected.

Fig. 4. Detection rate of Enterococcus spp. in Korean
water samples during the third quarter of 2008 by
membrane filtration.
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검출 농도 범위는 1~4 CFU/100 mL로써 상대적으로

한강 수계보다 검출 농도가 낮았다(Fig. 4).

엔테로코커스가 검출된 18개 평판으로부터 양성으로

확정된 집락은 BHI 배지에 삼분 도말하여 단일집락으

로 분리하고 geonmic DNA를 추출한 후 Multiplex

PCR을 통해 VRE 분포 특성을 분석하였다. 이 때 음

성대조군인 반코마이신 민감성 엔테로코커스 genomic

DNA를 대상으로 한 Multiplex PCR에서는 어떤 증폭

산물도 확인할 수 없었으며, 양성대조군인 Van A, Van

B, Van C-1 및 Van C-2 genomic DNA 혼합물과 각

각의 표현형별 genomic DNA를 대상으로 한 Multiplex

PCR에서는 각각 예상했던 크기(Van A: 460 bp, Van

B: 219 bp, Van C-1: 270 bp, Van C-2/3: 388 bp)의

PCR 산물이 증폭되는 것을 확인함으로써 Multiplex

PCR이 제대로 수행되었음을 확인하였고(Fig. 5), 이후

혼합 genomic DNA의 Multiplex PCR에 대한 증폭

산물을 현장 엔테로코커스 검출 시료에 대한 양성대조

군으로 사용하였다.

엔테로코커스가 검출된 18개 지점별 시료로부터 획

득한 370개의 양성 집락 중 비교적 생장이 잘되는 집

락을 지점별로 일부 선별하여 48개(13%) 집락에 대해

Multiplex PCR을 수행한 결과, 12개(67%) 지점의 모

든 시료에서 동일하게 388 bp 크기의 PCR 산물만 증

폭됨을 확인함으로써 네 가지 표현형 중 Van C-2/3에

해당하는 VRE만 수계에 오염되어 있음을 확인하였으

며, 엔테로코커스 양성 집락에 대한 VRE 검출률은

48%였다. 검출된 VRE의 수계별 분포 특성을 보면, 한

강 수계는 9개 검출 지점 중 8개(89%) 지점에서

VanC-2/3 표현형의 VRE가 검출되었으며, VRE 검출률

은 61%였고, 금강/섬진강 수계는 7개 검출 지점 중 4

개(57%) 지점만 한강 수계와 동일한 VanC-2/3 표현형

의 VRE가 검출되었으며, 검출률은 40%였다. 반면 낙

동강 수계는 조사된 6개 지점 중 2개 지점에서 엔테로

코커스가 검출되었으나, VRE는 전혀 검출 되지 않았

다(Table 4, Fig. 6~8).

위의 결과를 보면 한강 수계의 VRE 오염이 다른

수계보다 높은 것으로 나타났는데, 이것은 한강 수계의

엔테로코커스 검출 농도가 상대적으로 다른 수계보다

높았고, 금강/섬진강 수계와 낙동강 수계는 대부분 검

출 집락수가 4개 이하인 지점이 많았기 때문에 나타난

Fig. 5. Agarose gel electrophoresis of amplicons generated by Multiplex PCR with reference strains. Lane 1, molecular
Lane 2, E. faecalis KCTC 3206(vancomycin sensitive negative control). Lane 3, E. faceium CCARM 5024(vanA). L
CCARM 5025(vanB). Lane 5, E. gallinarum CCARM 5026(vanC-1). Lane 6, E. casseliflavus KCTC 3638(vanC-
mixture of vanA, vanB, vanC-1, vanC-2.

Table 4. Detection situation of Enterococcus spp. and VRE in Han, Nakdong and Kum/sumjin rivers

Water system
Number of examined

water samples

Number of Enterococcus spp. 

detected samples (%: Enterococcus 

spp. detected/examined)

Number of VRE detected samples 

(%: VRE detected/examined,

VRE/Enterococcus spp

Han river 10 9 (90%) 8(80%, 89%)

Nakdong river 16 2 (33%) 0(10%, 10%)

Kum/Sumjin river 11 7 (64%) 4(37%, 57%)
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결과로 판단된다. 또한 2005년부터 조사된 엔테로코커

스 검출 특성을 보면 동일 조사 지점에서도 시기별로

검출되는 농도가 다른 점을 감안할 때 이번 조사를 통

한 VRE 오염 분포는 1회성 결과로써 당해 시점의 분

포 특성을 파악할 수 있을 뿐 전체적인 수계별 VRE

오염 실태를 파악하기 위해서는 지속적인 조사가 이루

어져야 할 것이다. 다만 문헌에 따르면 한강유역에서

발생되는 축산폐수의 양이 국내 축산폐수 발생량의

28%로 높은 비중을 차지하고 있어27) 동물용 항생제가

한강수계에 유입될 가능성이 높고, 또한 한강 수계의

산업 발달이나 인구 밀집 등으로 인한 항생제 및 항생

제 내성 세균이 오·폐수를 통해 유입될 가능성이 높

Fig. 6. Agarose gel electrophoresis of amplicons generated by Multiplex PCR with Enterococcus genomic DNA detected
in Han river. (a) Lane 1: molecular weight marker. Lane 2: E. faecalis KCTC 3206(vancomycin sensitive negative
control). Lane 3: DNA mixture of vanA, vanB, vanC-1, vanC-2. Lane 4~6, Lane 7~10, Lane 11~14, Lane 15~17:
Enterococcus spp. from site SJ, WB, SN, DS respectively. (b) Lane 1~3: same with (a), Lane 4~8, Lane 9~10,
Lane 11~12, Lane 13~15, Lane 16~17: Enterococcus spp. from site CJ, BW, SH, HJ, IS respectively.

Fig. 7. Agarose gel electrophoresis of amplicons generated by Multiplex PCR with Enterococcus genomic DNA detected
in Kum/Sumjin river. (a) Lane 1: molecular weight marker. Lane 2: E. faecalis KCTC 3206(vancomycin sensitive
negative control). Lane 3: DNA mixture of vanA, vanB, vanC-1, vanC-2. Lane 4, Lane 5~6, Lane 7, Lane 8, Lane
9~10, Lane 11~16: Enterococcus spp. from site CJ, GS, DH, BA, HS, SS-1 respectively. (b) Lane 1~3: same with
(a), Lane 4~5: Enterococcus spp. from site SS-2.
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기 때문에 이러한 환경적 영향이 VRE 오염을 가중할

가능성을 배제할 수는 없을 것이다.

엔테로코커스 양성으로 확정된 집락을 관찰한 결과

집락의 색이 크게 흰색, 베이지색, 노란색의 세 종류로

구분되었는데(Fig. 9), 이번 연구에서 검출된 VRE Van

C-2/3 표현형은 특이하게도 모두 베이지색 집락으로부

터 유래하였으며, 흰색과 노란색의 집락에서는 어떤

VRE 표현형도 검출되지 않았다. 이는 VRE의 항생제

내성과 관련된 유전자가 엔테로코커스 집락의 발색과

상관성이 있는지 향후 지속적인 연구를 수행해 볼 가

치가 있으며, 이러한 상관성이 연구되면 VRE에 대한

수계 오염 분포 조사를 보다 쉽게 수행할 수 있을 것

으로 판단된다.

Multiplex PCR의 증폭 산물은 염기 서열 분석과

blast search(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)를 통해 VanC-

2/3 표현형에 해당하는 VRE임을 재확인 하였으며, 종

판정 결과 문헌에 보고된 것과 같이 E. casseliflavus와

E. flavescens 종이 해당되는 것을 확인하였다(data not

shown).

본 연구에서는 기존에 보고된 임상 검체를 대상으로

한 VRE 검출 연구22-24) 및 일부 수계에서 분리한 엔테

로코커스의 항생제 감수성에 대한 연구와26) 달리 물 환

경 시료를 대상으로 VRE를 검출하기 위해 Mulplex

PCR법이 유용함을 확인하였으며, 이는 향후 증가되는

항생제 사용에 따른 VRE를 포함한 항생제 내성 세균

의 오염 실태 파악에 적용됨으로써 수계의 상수원 관

리에 기여할 것으로 판단된다.

4. 결 론

본 연구에서는 지난 몇 년 동안 물 환경 시료(원수)

에서 지속적으로 엔테로코커스가 검출됨에 따라 물 시

료를 대상으로 Mulitiplex PCR법을 VRE 분석에 적용

하고자 하였으며, 그 결과 검출된 엔테로코커스 양성

집락을 대상으로 Multiplex PCR을 수행하여 VRE의

표현형을 구분하여 분석할 수 있었다.

2008년 3분기에 채취한 여러 물 환경 시료를 대상으

로 분석한 결과 한강 수계 및 금강/섬진강 수계 일부

지점의 시료에서 VRE를 검출하였으며 검출된 VRE의

표현형은 모두 항생제 내성이 약한 VanC-2/3로 분석되

었다. Multiplex PCR법을 이용한 VRE 표현형별 분석

법은 PCR 증폭 산물의 염기서열 분석을 통하여 결과

를 재확인함으로써 물 환경 시료의 VRE 오염 실태 조

사에 적용 가능함을 확인할 수 있었다. 또한 VanC-2/3

표현형의 VRE가 특이적으로 동일하게 베이지색을 띠

Fig. 8 Agarose gel electrophoresis of amplicons
generated by Multiplex PCR with Enterococcus
genomic DNA detected in Nakdong river. Lane 1,
molecular weight marker. Lane 2, E. faecalis
KCTC 3206(negative control). Lane3, DNA
mixture of vanA, vanB, vanC-1, vanC-2. Lane
4~5, Lane 6~8: Enterococcus spp. from site YS,
GM respectively and there was't any band in
Nakdong river samples.

Fig. 9. Enterococcal colony's phenotype detected in Korean river is represented white, beige, yellow color. All of the
colonies appeared enterococcal physiological character on the BHI agar.
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는 집락에서만 검출됨으로써 향후 집락의 색과 표현형

과의 상관성을 통한 VRE 분포 특성의 유추도 가능할

것으로 기대되었다. 다만 이번 연구의 결과가 당일 시

점의 일회성 결과로서 특정 지점에서의 검출률이 높은

이유와 집락의 발색과 관련한 메카니즘에 대해서는 보

다 면밀한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

이번 연구에서 검출된 VanC-2/3형은 VanC에 속하는

세부 표현형으로 최소억제농도(MIC, Minimal Inhibitory

Concentration) 분석에 의한 내성 농도가 반코마이신은

2~32 µg/mL, 테이코플라닌은 0.5 µg/mL 이하로 상대

적인 항생제 내성이 약하며, 항생제 내성과 관련한 유

전적 형질이 획득되지 않고 자체적으로 유해한 VRE로

써 아직 수계의 항생제 오염에 의한 VRE 오염 실태는

심각하지 않은 것으로 판단되나, 최근 질병 치료나 농

업, 축산업, 수산업 등에 다양한 항생제 사용이 증가하

는 추세이고 이 항생제가 수계로 유입될 가능성이 상

존하므로 항생제 내성이 강한 다른 표현형의 VRE를

포함한 다른 항생제 내성세균 또한 수계에 출현할 가

능성을 배제할 수 없다. 특히 항생제 내성 유전 형질을

다른 그람 양성세균으로 전이하는 특성을 지닌 VanA와

VanB 표현형의 VRE가 출현될 경우 항생제 내성을 갖

는 세균들의 출현 빈도는 증가할 가능성이 매우 높기

때문에 수계에 대한 지속적인 VRE의 분포 실태조사가

요구된다. 따라서 본 연구에서 물 환경 시료를 대상으

로 VRE를 표현형별로 분석하기 위해 Multiplex PCR

법을 적용한 것은 항생제 오염과 연계하여 수계의

VRE 오염 실태를 파악하고 상수원을 관리하는데 있어

중요한 자료를 제공할 것으로 기대한다. 
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