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임상검체에서 분리한 장구균의 항생제 감수성 및 유전적 다양성
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  The purpose of this study was to investigate the distribution of Enterococci isolated from clinical 
specimens, and identify the aspect of antibiotic susceptibility and analyze the genetic difference by executing 
Rep-PCR over the strains resistant to aminoglycoside-typed antibiotics. From an assortment of the clinical 
specimens, 100 strains were isolated. The collection consisted of 49 strains of E. faecalis, 34 strains of E. 
faecium, 9 strains of E. avium, 4 strains of E. gallinarum, 3 strains of E. casseliflavus, and 1 strain of E. 
hirae. Ninety five were isolated from inpatients, and five strains were isolated from outpatient. Most of the 
E. faecalis and E. faecium were originated from urine, pus, and sputum. Most Enterococci showed 80% 
resistance to the cephalosprin-typed antibiotics. E. faecium showed the high resistance to all the antibiotic 
substances. One tenths of Enterococci showed the resistance to vancomycin. And also, most Enterococci 
showed the high resistance to amikacin and gentamicin as aminoglycoside-typed antibiotics. Genetic diversity 
of the resistant strains to aminoglycoside estimated using Rep-PCR was not significanty different.
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 1)I. 서      론

장구균은 그람양성의 통성혐기성 구균이며 연쇄구균과 

비슷한 형태로 인하여 D군연쇄구균으로 분류되었으나, 
그 후 새로운 균종들이 명명되어 현재 19종이 알려져 있

는데 (Facklam와 Sham, 1995) 그 중 Enterococcus faecalis
와 E. faecium이 가장 흔한 감염을 일으킨다고 보고 되고 

있다(Bryce 등, 1991). 장구균은 대부분이 사람과 동물의 
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장관 상재균으로 존재하며, 요로감염, 창상감염, 심내막

염, 균혈증 등의 중증 감염을 일으키나(Schaberg 등, 
1991), 그 감염은 그다지 흔하지 않았다. 그러나 장구균 

감염이 최근 세계적으로 증가되고 있어 문제가 되고 있

고(Murray, 1990), 우리나라에서도 이 세균의 분리가 현

저히 많아졌다(정, 1993). 장구균 감염의 원인균 중에서 

14%가 vancomycin resistant Enterococcus (VRE)이다

(CDC, 1997). 이는 기존질환을 가진 환자의 증가나 광범

위한 항생제, 특히 cephalosporin 제제의 사용증가와 β 

lactam계 항생제의 과다사용으로 항생제 내성을 나타내

는 그람 양성균주의 증가 때문으로 생각된다. 1990년대 
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들어서부터는 ampcillin내성인 균주가 많아졌고(Herman
와 Gerding, 1991), β-lactamase를 생성하는 균주(Coudron 
등, 1992)가 출현하였다. 1984년 새로운 glycopeptide 제

재인 teicoplanin이 생산됨에 따라 vancomycin이 널리 보

급된 이후로 약 30년까지 내성균의 출현이 거의 없었으

나, 1986년 처음으로 vancomycin 내성 장구균이 보고된 

이후 (Leclercq 등, 1988) 세계 여러나라에서 VRE에 의한 

감염이 보고되었다(Shales 등, 1989; Montecalvo 등, 
1994). 치료를 위한 항생제의 무분별한 사용은 내성전달

과 같은 직접적인 부작용 이외도 항생제의 오용 및 남용

으로 인해 다제내성균이 출현하게 되어 효과적인 치료를 

어렵게 함은 이차감염의 하나인 원내감염의 위험에까지 

이르게 하고 있다. 따라서 본 연구에서는 병원에 내원한 

환자의 모든 검체로부터 분리 동정한 장구균의 임상 분

리주를 대상으로 각 검체별 분리율과 각종 생화학적 특

성을 파악하고, 항생제 감수성에 대한 기초조사를 실시하

여, 검체별, 균종별, 항생제 내성획득의 빈도와 추이를 파

악한 후 aminoglycoside계 항생제에 대해 내성을 보이는 

균종들을 Rep-PCR을 실시하여 유전자 분획유형을 분석

하여 유전적 다양성 및 연관성을 조사함으로써 효율적인 

항생제 치료를 돕고자 연구를 실시했다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 검체의 분리

2003년 1월 1일부터 2003년 12월 30일까지 1년동안 광

주 S병원 임상병리과 미생물검사실에 의뢰된 입원 및 외

래환자의 임상검체를 배양재료로 이용하였다(Table 1).

2. 세균분리 및 동정

Enterococcus sp.의 분리를 위해 혈액검체는 tryptic soy 
broth (BBL)를, 다른 검체는 혈액 한천을 사용하였다. 혈
액 한천에 증식된 집락 중 Enterococcus가 의심되는 것은 

Vitek system을 이용하여 분리하였으며 추가 확인 동정을 

위해서는 Streptococcus faecalis broth (SF broth)에서의 

증식, bile esculin 반응, 6.5% NaCl 내성시험을 하였고 필

요에 따라서 arginine dihydrolase, arabinose, raffinose에서

의 산생성 등을 추가로 시험하였다(Facklam 와 Sahm, 
1995; 정 등, 1991). 분리된 균주는 15% skim milk(Oxide)

에 넣어서 －70℃의 deep freezer에 보관하였다.

3. 항생제 감수성 시험

본 실험에 사용한 항생물질은 디스크확산법에는 BBL
사의 12종류 ampicillin, streptomycin, ciprofloxacin, 
penicillin, tetracycline, teicoplanin, vancomycin, amikacin, 
ceftazidime, cefmetazole, gentamicin, ticarcillin/clavulanic 
acid와 Oxoide사의 chloramphenicol, nitrofurantoin, imi-
penem, rifampin, ceftriaxone, cefotaxime, cefepime 등 7종

류로 총 19종류의 항생제를, 희석방법으로는 ampicllin, 
chloramphenicol, ciprofloxacin, gentamicin, imipenem, 
teicoplanin, nitrofurantoin, penicillin, streptomycin, tetra-
cycline, vancomycin 등의 11종류 항생제를 사용하였다. 

1) 디스크 확산법 감수성 시험

Kirby and Bauer (1966) 등의 디스크 확산법에 따라 12
종류의 BBL사의 디스크와 7종류의 Oxoide사의 디스크로 

항생제 감수성검사를 실시하였고,  디스크 확산법에 의한 

항생제 내성 검사의 결과는 NCCLS(national committee 
for clinical laboratory standards)를 기본으로 판정하였고

(NCCLS, 2000), 그 결과를 희석법의 항생제 농도 기준 

범위를 정하는 데 사용하였다.

2) 최소발육억제농도

(minimal inhibitory concentration, MIC)
표준 한천 희석법인 NCCLS (2000)의 술식을 토대로 

하여 실험균주를 trypticase soy broth에 접종하여 3～4시

간 배양한 후에 식염수를 사용하여 McFaland의 제 0.5관

에 혼탁도를 맞추어 이를 다시 1/10로 희석하여 GPS-430 
(gram positive susceptibility-430) card를 이용 bioMerieux 
Vitek에서 측정하였다. GPS-430 card에 들어있는 항생제

는 ampicllin 등 11종류의 항생제로 항생제 감수성 검사

를 실시하였다. 감수성 시험의 정도관리를 위해서 표준균

주로는 E. faecalis ATCC29212와, S. aureus ATCC29213, 
E. faecalis ATCC51299를 이용하였다.

4. Repetitive sequence-based PCR

Rep-PCR을 위한 DNA 추출은 －70℃에 보관된 균주

를 녹여 혈액한천배지에 37℃에서 24시간 배양한 다음 

이를 1.5㎕ microcentrifuge tube에 넣고 이를 원심분리
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(12,000 rpm, 5min, 4℃)하여, 상층 액은 버리고, 침전물

을 잘 혼합 한 후 378㎕ TE buffer (10mM tris [pH 8.0], 
1mM EDTA 10% sodium dodecyl sulfate(SDS) 20㎕, 
20mg/ml proteinase K를 첨가하여  2㎕, 37℃ water bath
에 1시간 반응 후 시료에 5M NaCl 66.66㎕를 넣고 잘 혼

합한 후, 53.3㎕ CTAB/NaCl을 넣고 섞은 후 heating 
block 65℃에서 10분간 배양 후 chloroform/isoamyl 
alcohol 동량 (520㎕)을 넣어 vortex한 후, microcentrifuge
로 원심분리 한 다음, 두층으로 분리되면 상층액을 다른 

tube에 옮긴 후 phenol/chloroform/ isoamyl alcohol을 동

량 넣어 vortex한 후, microcentrifuge로 원심분리, 상층액 

300㎕를 다시 다른 tube에 옮긴 후, 전체량의 0.6× 
isopropanol을 넣고 microcentrifuge를 사용해 원심분리 후 

상층액을 버리고 침전물에 70% ethanol 1ml를 넣고 

microcentrifuge로 원심분리 한 후 냉동 동결건조기에서 

30분 건조시킨 후, DNA strand를 증류수에 용해시키고 

분광기를 이용, 260 nm에서 흡광도를 측정, 정량한 다음 

－20℃ deep freezer에 보관하면서 사용하였다. Rep-PCR
을 위한 시발체는 BOXA1R(5'-CTACGGCAAGGCGA-
CGCTGACG-3')를 사용(Versalovic 등, 1994), Taq DNA 
polymerase 0.4㎕, 10× reaction buffer 2.5㎕, primer 
(BOXA1R 10 pmole/㎕) 5.0㎕, dNTP 2.5㎕, 25mM 
MgCl2 6.7㎕, 10% DMSO 2.5㎕, H2O 6.1㎕를 넣어 전체 

부피가 25㎕가 되게 하였으며, DNA 1㎕를 가하여 잘 섞

은 후, microcentrifuge로 약 5초 동안 spin-down한 후 

mineral oil을 첨가하여 PCR 반응 mixture의 표면을 덮었

다. PCR의 증폭은 Perkin-Elmer사(USA gene AMP)의 

Gene Amp PCR system 2400을 사용하였다. 이때 PCR의 

조건은 95℃에서 9분 pre- denaturation, 90℃에서 30초 

denaturation, 52℃에서 1분 annealing, 65℃에서 8분 

extension을 한 주기로 30회 반복하였고, 65℃에서 16분

간 최종적으로 post-extension 시켰다. 증폭된 DNA가 분

해되는 것을 막기 위해  증폭 후 PCR 반응은 곧 －20℃
로 보관하였다. DNA fingerprint 형태의 정확한 비교 분

석을 위하여 PCR의 생성물을 loading buffer 1에 DNA 추
출물 2 그리고 증류수 3의 비율로 섞은 다음, 2% agarlose 
gel에 loading 한 후 TAE buffer (40mM tris-acetate, 1mM 
EDTA, pH 8.0) 내에서 전기영동 장치를 이용하여 5V/cm
로 전기영동을 8시간 정도 하였다. 전기영동 후 gel을 0.5
㎍/㎕ ethidium bromide로 20분 염색하고 증류수로 20분 

탈색하였다. 이 gel을 UV transilluminator에 옮겨 증폭된 

DNA절편을 확인하고 polaroid camera system을 이용하

여 사진을 촬영하였다. 

5. 유사도 및 Dendrogram

본 실험에서 Rep-PCR로 얻어진 균주간의 군집분석은 

DNA절편 양상을 이용하여 band가 있으면 1, 없으면 0으

로 계수화하여 character matrix를 작성하였다. 작성된 정

보를 통계 프로그램인 NTSYS-pc(version 1.51, Applied 
Biostatistics Inc, USA)에서 Dice의 coefficient법으로 유사

성지수(similarity value)를 구하고 unweighted pair-group 
method, arithmetic average (UPGMA)법으로 시행한 다음 

dendrogram(phylogenetic tree 구조)을 그려서 균주들간의 

유사성 및 분자형을 구하였다. 가장 높은 유사도를 나타

내는 두 균주의 평균을 대표값으로 하고 이 대표값과 가

장 높은 유사도를 나타내는 균주와 군집해 나가는 방법

이다. 유사성지수는 0에서 1범위로 표현되는데, 1인 경우 

두 균주가 유전적으로 같음을 의미하고 0인 경우 유전적

으로 상동성이 없음을 시사한다. 

III. 결      과

1. 장구균의 검체별 분리

본 시험에 사용된 Enterococcus sp. 100주 중 56주는 

요 검체에서 분리되었으며, 23주는 농검체에서, 20주는 

객담, 3주는 기관지흡입액, 2주는 혈액, 기타 답즙, 변, 인
후, 창상에서 각각 1주씩 분리되었다(Table 1). 이 균주들 

중 95 %는 입원환자에게서 분리되었다.

Table 1. Number of Enterococcus sp. strains isolated from 
clinical specimens

Source No. of isolates
Urine 56
Pus 23
Sputum 12
Bronchial aspiration 3
Blood 2
Bile 1
Throat 1
Wound 1
Stool 1

Total 100
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Table 2. Distribution of Enterococci sp. isolated by clinical source 

Species No.(%) of isolates
Urine Sputum Pus Bronchial Blood Stool Throat Wound Bile Total
(56)a (12) (23) (3) (2) (1) (1) (1) (1)

E. faecalis 24(43%) 10(83%) 9(39%) 2(67%) 1(50) 1(100) 1(100)

E. faecium 22(39%) 1(8%) 9(39%) 1(33%) 1(50) 1(100)

E. avium 4(7%) 1(8%) 3(13%) 1(100)

E. gallinarum 4(7%)

E. casseliflavus 2(4%) 1(4%)

E. hirae 1(4%)

a : No. of isolates

2. 장구균의 종별 분리

Enterococcus sp.의 검체별 분리 빈도율은 Table 1에서 

보는바와 같다. 가장 많이 분리된 요에서는 56균주 중에

서 E. faecalis가 24균주, E. faecium이 22균주로 대부분을 

나타내었다. 농에서는 E. faecalis와 E. faecium이 각각 9
균주씩 분리되었고, 객담에서는 E. faecalis가 대부분 분

리되었다(Table 2).

3. 항생제 감수성

1) Enterococcus 항생제 감수성

E. faecalis는 teicoplanin과 vancomycin에 각각 98%, 
96%로 가장 높은 감수성을 보였고, 이어서 86% 이상 감

수성을 보인 항균제는 ampicllin, chloramphenicol, 
nitrofurantoin, imipenem, penicillin이었으며, streptomycin
과 ticarcillin/clavulanic acid는 각각 73%와 71%의 감수성

을 보였다. 다른 항균제 즉 ciprofloxacin, rifampin, 
tetracycline, ampicillin, gentamicin 및 cephalosporin 계열

은 10-37%의 낮은 감수성을 보였다(Table 3). 한편 E. 
faecium은 teicoplanin과 vancomycin에 각각 100%, 79%
로 가장 높은 감수성을 보였고, 이어서 chloramphenicol과 

tetracycline은 각각 76%, 73%의 감수성이었으며, 사용된 

다른 항균제제 즉 ampicllin, ciprofloxacin, nitrofurantoin, 
imipenem, penicillin, rifampin, streptomycin, ampicillin, 
gentamicin, cephalosporin 계열 및 ticarcillin/clavulanic 
acid는 6-35%의 낮은 감수성을 보였다(Table 3).

2) 검체별 항생제 감수성 결과

Enterococcus sp.의 검체별 항생제 감수성 결과는 

Table 5에 나타나 있다. 요로부터 분리된 Enterococcus 
sp.의 경우 chloramphenicol, vancomycin에 각각 89%, 
teicoplanin 100%의 감수성을 보였으며, ampicillin, 
nitrofurantoin, imipenem, penicillin, streptomycin 등에 

57%이하의 감수성을 보였고 기타 다른 항생제에 있어서

는 감수성이 낮았다. 요에서 분리된 Enterococcus sp.의 

경우 chloramphenicol, teicoplanin, vancimycin에 높은 감

수성을 나타내고 대부분의 항생물질에 있어서는 내성을 

관찰함으로써 요로부터 분리된 Enterococcus sp.가 농이

나 객담에서 분리된 것 보다 대부분의 항생물질에서 더 

높은 내성을 보이며 요로감염의 주요 원인균으로 최근에 

그 심각성이 증가됨을 알 수 있었다. 기타 담즙, 혈액, 변, 
창상에서 분리된 소수 Enterococcus sp.는 요, 농, 객담의 

항생제 감수성 결과와 비슷한 양상을 보였다. 
Aminoglycoside계인 streptomycin에 대해서 농에서 분리

된 Enterococus sp.는 69%의 감수성을 보였고, 평균치 

59%보다 높게 나타났지만 요, 객담에 있어서는 각각 

41%, 57%의 감수성을 보여 평균치보다 낮은 결과로 내

성빈도의 점차 증가추이를 파악할 수 있었다. 이와는 대

조적으로 amikacin과 gentamicin에 대해서는 요, 농, 객담

등 대부분의 검체들이 강한 내성을 보였다. 또한 

vancomycin에 내성을 보이는 군집은 전체적으로 10%를 

차지하였는데 이군집들은 대부분이 aminoglycoside계 항

생제에 고도내성을 보인 검체와 마찬가지로 요, 농, 객담

에서 분리된 Enterococcus sp.가 대부분을 차지하였다.
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Antibiotics
No.(%) of E. faecalis No.(%) of E. faecium

S I R S I R
Ampicillin 45 0 4 12 0 22
Chloramphenicol 42 3 4 26 6 2
Ciprofloxacin 15 9 25 5 1 26
Nitrofurantoin 43 2 4 11 0 23
Imipenem 45 0 4 8 2 24
Penicillin 44 1 4 7 0 27
Rifampin 12 8 29 11 0 23
Streptomycin 36 0 13 12 0 22
Tetracycline 15 5 29 25 2 7
Teicoplanin 48 0 1 34 0 0
Vancomycin 47 0 1 27 1 6
Amikacin 12 0 37 4 1 29
Ceftazidime 6 0 43 2 0 32
Cefmetazole 5 0 44 3 1 30
Ceftriaxone 8 0 41 3 1 30
Cefotaxime 10 0 39 3 1 30
Cefepime 18 1 30 4 1 29
Gentamicin 18 0 31 8 0 26
Ticarcillin/Clavulanic acid 35 1 13 9 0 25

Table 4. Antimicrobial susceptibility of E. faecalis and E. faecium by disk diffusion test

Table 3.  Antibiotics susceptibility of Enterococcus sp. isolates 

Antibiotics 
No.(%) of susceptible isolates against Enterococcus sp. 

E. faecalis E. faecium E. avuim E. gallinarum E. hirae E. casseliflavus 
49(%)a 34(%) 9(%) 4(%) 1(%) 3(%) 

Ampicillin 45(91) 12(35) 6(67) 1 1(33) 
Chloramphenicol 42(86) 26(76) 9(100) 4(100) 1 3(100) 
Ciprofloxacin 15(31) 5(14) 8(89) 1(33) 
Nitrofurantoin 43(88) 11(32) 6(67) 1 1(33) 
Imipenem 45(91) 8(24) 9(100) 1(25) 1 1(33) 
Penicillin 44(90) 7(21) 7(78) 1 1(33) 
Rifampin 12(24) 11(32) 7(78) 
Streptomycin 36(73) 12(35) 6(67) 3(75) 1 1(33) 
Tetracycline 15(31) 25(73) 1(11) 4(100) 2(67) 
Teicoplanin 48(98) 34(100) 9(100) 4(100) 1 3(100) 
Vancomycin 47(96) 27(79) 9(100) 4(100) 1 2(67) 
Amikacin 12(24) 4(12) 3(33) 1(25) 1 
Ceftazidime 6(12) 2(6) 7(78) 1(25) 1 
Cefmetazole 5(10) 3(9) 7(78) 1(25) 1 
Ceftriaxone 8(16) 3(9) 7(78) 1(25) 1 
Cefotaxime 10(20) 3(9) 7(78) 1(25) 1 
Cefepime 18(37) 4(12) 8(89) 1(25) 1 
Gentamicin 18(37) 8(24) 6(67) 1(25) 1 1(33) 
Ticarcillin/Clavulanic acid 35(71) 9(26) 8(89) 1(25) 1 3(100) 

a : No. of isolates
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 Antimicrobial agents

No.(%) of susceptible isolates

Bile Blood Pus Sputum Stool Urine Throat Wound

(1) (2) (23) (12) (1) (56) (1) (1) 

Ampicillin 1 2 17(74) 10(83) 1 31(55) 1 
Chloramphenicol 1 2 17(74) 11(92) 50(89) 1 1 
Ciprofloxacin 1 1 8(35) 3(25) 15(27) 1 
Nitrofurantoin 1 16(69) 10(83) 1 30(53) 1 
Imipenem 1 2 19(83) 9(75) 30(53) 1 1 
Penicillin 1 2 17(74) 9(75) 28(50) 1 1 
Rifampin 1 10(43) 4(33) 1 11(20) 1 1 
Streptomycin 1 1 16(69) 5(41) 32(57) 1 1 
Tetracycline 1 2 12(52) 3(25) 1 27(48) 
Teicoplanin 1 2 23(100) 11(92) 1 56(100) 1 1 
Vancomycin 1 2 21(91) 10(83) 1 50(89) 1 1 
Amikacin 2 3(13) 3(25) 12(21) 
Ceftazidime 7(30) 2(17) 6(11) 1 
Cefmetazole 7(30) 2(17) 6(11) 1 
Ceftriaxone 8(35) 2(17) 8(14) 1 
Cefotaxime 7(30) 2(17) 11(20) 1 
Cefepime 11(48) 3(25) 15(27) 1 1 
Gentamicin 1 2 13(57) 4(33) 12(21) 1 
Ticarcillin/Clavulanic acid 1 17(74) 11(92) 26(46) 1 1 

Table 5. Antimicrobial susceptibility of Enterococcus sp. by clinical specimens

4.  항생물질의 최소억제농도(MIC)

E. faecalis에 대한 MIC는 ampicillin이 0.25-16 ㎍/ml이
었고, MIC50와 MIC90가 모두 16 ㎍/ml으로 100%의 감

수성을 나타내었다. Imipenem, tetracycline이 1-16 ㎍/ml
으로 50%MIC는 각각 1 ㎍/ml과 16㎍/ml이었고 E. 
faecalis를 90% 억제시킨 농도는 각각 4㎍/ml와 16 ㎍/ml
이었다. Chloramphenicol의 경우 4-32 ㎍/ml로 MIC50과 

MIC90은 각각 8 ㎍/ml과 32 ㎍/ml로 84%의 감수성을 보

였고, ciprofloxacin, penicillin, vancomycin의 경우 각각 

0.5-4 ㎍/ml, 0.5-16 ㎍/ml, 0.5-8 ㎍/ml로 ciprofloxacin의 

경우 57%의 내성을 보인 반면, penicillin과 vancomycin의 

경우 각각 82%, 96%의 감수성 결과를 보였다(Table 6). 
E. faecium의 경우에는 Table 6, 7에서 보듯이  ampicillin, 
ciprofloxacin이 각각 0.12-16㎍/ml, 0.5-4 ㎍/ml이었고, 
MIC50와 MIC90가 16㎍/ml, 4 ㎍/ml으로 disk법의 결과

와 유사하게 ampicillin은 E. faeclis의 경우 100%의 감수

성을 나타낸 것과는 대조적으로 71%정도의 내성을 나타

내었고, 반대로 ciprofloxacin은 82%의 감수성을 보였다. 

chloramphenicol, tetracycline, vancomycin의 경우 각각 

8-32 ㎍/ml, 1-16 ㎍/ml, 0.5-32 ㎍/ml로 50% MIC 8 ㎍
/ml, 1 ㎍/ml, 0.5 ㎍/ml, 90%MIC는 32 ㎍/ml, 16 ㎍/ml, 
32 ㎍/ml로 80%이상의 높은 감수성을 나타냈으나, E. 
faecalis, E. avium, E. gallinarum에 경우 높은 감수성 결

과를 보인 반면,  E. faecium과 E. casseliflavus의 경우 각

각 20%와 33%의 내성률을 나타내 최근 VRE의 증가 추

세를 알수 있었다. 고농도의 aminoglycoside계 항생제인 

gentamicin, streptomycin에는 71%의 내성을, 기타 E. 
avium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. hirae의 경우에

도 항생물질에 대한 MIC의 결과는 nitrofurantoin의 경우

에만 비교적 넓은 범위인 32-128㎍/ml의 범위에서 나타

났었고, 대부분의 항생물질이 낮은 농도의 범위에서 disk
확산법의 감수성 양상과 거의 유사하게 관찰되었다. 고농

도의 aminoglycoside계 항생제인 gentamicin, streptomycin
에서의 MIC결과는 분리된 Enterococcus sp. 대부분이 

streptomycin보다는 gentamicin에 대해 높은 내성을 나타

내었다. 



82

Table 6. Antimicrobial susceptibility of E. faecalis and E. faecium isolates by agar dilution method

Species
Antimicrobial

agent
MIC (㎍/m) % of isolates

Range 50% 90% S I R

E. faecalis (49)a

Ampicillin 0.25-16 16 16 49 0
Chloramphenicol 4-32 8 32 41 3 5
Ciprofloxacin 0.5-4 4 4 18 3 28
Gentamicin 500 ≥500≤ 20 29
Imipenem 1-16 1 4 48 1
Nitrofurantoin 32-128 32 128 48 1
Penicillin-G 0.5-16 16 16 40 9
Streptomycin 2000  ≥2000≤ 41 8
Teicoplanin 4 4 4 49
Tetracycline 1-16 16 16 33 2 14
Vancomycin 0.5-8 2 8 47 2

E. faecium (34)

Ampicillin 0.12-16 16 16 10 24
Chloramphenicol 1-32 8 32 29 5 1
Ciprofloxacin 0.5-4 4 4 28 6
Gentamicin 500 ≥500≤ 10 24
Imipenem 1-32 16 32 8 3 23
Nitrofurantoin 32-128 128 128 10 18
Penicillin-G 0.12-16 16 16 7 27
Streptomycin 2000 ≥2000≤ 10 24
Teicoplanin 4 4 4 34
Tetracycline 1-16 1 16 27 7
Vancomycin 0.5-32 0.5 32 27 1 6

a : No. of isolates tested
S, susceotible; I, intermediate; R, resistant

5. Aminoglycoside계 항생제 내성 장구균의 

repetitive sequence-based PCR에 의한 분석

1) 양상

Aminoglycoside계의 항생제에 내성을 나타낸 30주의 

Enterococcus sp. 사이의 유전적 관련성을 알기 위하여 

BOXA1R primer를 사용한 Rep-PCR을 실시한 결과 PCR 
생성물의 띠는 6-13개이었고, a-d의 4개의 띠는(Fig. 1) 모
든 균주에서 관찰되었다. Versalovic 등(1991)은 Rep-PCR
의 primer에는 ERIC(enterobacterial repetitive intergenic 
consensus), REP(repetitive extragenic palinddrome)와 

Pneumococcal BOX가 분자형의 분석을 위해 있다고 보

고한 바 있다. 김 (2003)은 Versalovic 등 (1991)이 보고한 

위의 3가지 primer 모두를 이용하여 MRSA의 Rep-PCR을 

실시했었는데 BOX primer가 MRSA의 Rep-PCR에 가장 

적합한 primer라고 보고하였다. 이에 본 연구에서는 김

(2003)의 보고를 토대로 BOX primer를 사용하여 

Rep-PCR을 실시하였는데 Enterococcus sp.에 또한 적합

한 primer라고 사료되었다. 

2) 아형의 분류 및 해석

Baron 등(1995)의 세균분류에 의해 Rep-PCR은 dendro-
gram상에서 유사도 76%이상 일 때 동일 균주로 판정하

여 유전적 연관성이 높은 집단으로 분류하였다. Amino-
glycoside계의 항생제에 내성을 나타낸 30주의 Enteroco-
ccus sp.의 Rep-PCR을 분석한 결과 84%의 유사도 수준

에서 5개의 군으로 분리되었다(Fig. 2). 30개의 Entero-
coccus sp.의 균주에서 가장 흔한 Rep-PCR pattern은 A 
군집이 15균주 (50%)로 전체 균주 중 높은 비중을 나타

냈고, 요로부터 분리한 균주들이 대부분을 구성하였다.
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 Antimicrobial
  agents

No. (cumulative %) of isolates inhibited at(㎍/㎖)

0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256∼ SYN-R SYN-S

Ampicillin 6(12) 15(43) 17(78) 5(88) 1(90) 4(98) 1(100)

Chloramphenicol 1(2.0) 5(12) 34(81) 3(7) 5(100)

Ciprofloxacin 5(10) 23(57) 3(63) 18(100)

Gentamicin 500 29(60) 20(100)

Imipenem 40(82) 4(90) 4(98) 1(100)

Nitrofurantoin 48(98) 1(100)

Penicillin-G 1(2.0) 1(4.0) 3(10) 23(57) 9(75) 3(81) 9(100)

Streptomycin 2000 40(82) 9(100)

Teicoplanin 4(100)

Tetracycline 12(24) 2(28) 2(32) 33(100)

Vancomycin 22(45) 1(47) 25(98) 1(100)

Table 7. MIC of  11 antibiotics against E. faecalis

Antimicrobial 
agents 

No. (cumulative %) of isolates inhibited at(㎍/㎖)

0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256∼ SYN-R SYN-S

Ampicillin 1(3) 2(8) 1(11) 5(26) 1(29) 24(100)

Chloramphenicol 1(3) 2(9) 5(24) 20(83) 5(97) 1(100)

Ciprofloxacin 2(6) 4(18) 28(100)

Gentamicin 500 24(71) 20(100)

Imipenem 6(18) 1(21) 1(24) 3(33) 22(97) 1(100)

Nitrofurantoin 10(29) 6(47) 18(100)

Penicillin-G 1(3) 1(6) 2(12) 1(19) 2(6) 27(100)

Streptomycin 2000 24(71) 20(100)

Teicoplanin 34(100)

Tetracycline 25(74) 2(80) 7(100)

Vancomycin 24(71) 3(80) 1(83) 6(100)

Table 8. MIC of  11 antibiotics against E. facium
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Fig. 2. Dendrogram analysis of aminoglycoside antimicrobial-resistant Enterococcus 
isolated by Rep-PCR.

2000 ▶

Size (bp)

1000 ▶

500 ▶

1 2 4 5 6 7 9 10 12 14 15 16 17 19 20 M MM 887456565343373230282425272321
 

◀a

◀b

◀c

◀d

Fig. 1. Rep-PCR pattern of aminoglycoside antimicrobial-resistant Enterococcus sp.(BOXA1). M, size marker; lane 1,
6, 7, 10, 12, 15, 16, 20, 24, 43, E. faecalis; lane 2, 4, 5, 9, 14, 19, 28, 32, 37, E. faecium; lane 23, 30, 74, 88,  
E. gallinarum; lane 22, 25, 31, E. avium; lane 27, 53, 56, E. casselaflavus



85

D 군집 또한 11균주 (37%)로 pus. stool, sputum에서 분리

된 균주가 각각 1균주씩, 나머지는 요로부터 분리된 균주

들이 대부분을 구성하였다. B, C, E의 군집도 1, 2, 1의 

균주로 구성되었으며, 모두가 요로부터 분리한 균주였다. 
A, B, C, D군집도 76%의 유사도 수준에서 Ⅰ군집군에 

속했으며, E군집도 역시 하나의 군집군 Ⅱ를 형성하였다. 
장구균의 항생제와 유전적 연관성은 디스크 확산법에 따

른 aminoglycoside계의 항생제에 내성의 표현형과 

Rep-PCR의 유사도 84%로 분류된 군집으로 조사되었다. 
Rep-PCR을 실시한 30개의 균주 모두가 aminoglycoside
계의 항생제에 내성을 보인 균주들로 21균주가 urine에서 

분리된 균이었고, 9균주는 pus, sputum, stool, bronchial 
aspiration에서 각각 분리되었다. Rep-PCR의 군집 또한 

유사도로 분류된 84%의 군집에서 가장 많은 균들이 속해

있는 A(50%), E(37%) 군집 모두 요에서 분리된 Entero-
coccus sp.가 속해 항생제에 내성양상과 상동성을 나타내

었다. PCR 생성물의 분석으로 볼 때 유전적으로 크게 차

이를 보이지는 않았다. 위의 결과로 볼 때 이는 요 검체

의 유전적 배경이 같음을 알 수 있어 최근에 심각성이 대

두되고 있는 요로감염증에 있어서 Enterococcus sp.가 중

요한 원인균임을 알 수 있었다. 본 실험의 내용으로 볼 

때 Enterococcus sp.의 감염원이 다양한 외부감염보다는 

요에 의한 내부 감염일 가능성이 크다고 사료되었다. 

Ⅳ. 고        찰

원인 세균종의 동정과 항생제 감수성 검사의 시험 결

과는 수시로 임상의에게 알려지고 또한 환자의 치료의 

지침이 되어야 함이 당연하다(김, 1996). 병원에서 분리되

는 세균의 균종과 항생제 감수성 결과는 국내에서 자주 

보고 되고 있다 (김, 1996). 장구균은 최근에 사람과 동물

의 장관 상재 균으로 존재하며 요로감염, 창상감염, 심내

막염, 균혈증 등의 중증감염을 일으키는 빈도가 증가되어 

문제가 되고 있고(Murray, 1990; Herman와 Gerding, 
1991), 우리나라에서도 장구균의 분리가 현저히 많아졌다

(정, 1993). 최근 병원 감염의 원인균 중에서 10%가 장구

균으로 4번째로 많이 분리되며, 요로 감염증의 16%정도

를 차지하고 있다(CDC, 1997). 이는 기존질환을 가진 환

자의 증가나 광범위한 항생제, 특히 cephalosporin 제제의 

사용증가와 beta lactam계 항생제의 과다사용으로 항생제 

내성을 나타내는 그람 양성균주의 증가 때문으로 생각된

다(Chenoweth와 Schaberg, 1990). 병원 감염 증가 뿐만 

아니라 전반적인 내성의 증가 때문에 VRE에 대한 관심

이 집중되고 있고(Murray, 1990; CDC, 1993; 정과 이, 
1998), Enterococcus sp.는 자연적으로 저농도 amino-
glycoside계 항생제에 내성이지만, β-lactam계 항생제가 

공존할 때는, aminoglycoside계 항생제의 균체 내 이행이 

촉진되므로 두 항생제의 상승작용을 나타내게 된다

(Eliopouios와 Eliopolous, 1990). 이러한 병합요법은 

Enterococcus sp.로 인한 감염질환에 널리 이용되어 왔다. 
Gryson 등은 1969에서 1988년 사이에 분리한 E. faecium 
중에는 gentamicin 고도 내성균이 없었으나 1989년에서 

1990년에 분리한 균주 중에는 61%가 gentamicin에 83%
가 streptomycin에 고도내성임을 보고하였다. 이희주 등은 

1991에서 1992년에 분리된 E. faecalis 중 20%가, E. 
faecium에서는 59%가 gentamycin에 고도내성임을 보고

하였고, 권경란은 1993년에 E. faecalis에서 60%의 고도

내성임을 보고하였다 본 연구에서는 검체로부터 분리된 

전체 균주의 대부분을 차지하고 있는 E. faecalis와 E. 
faecium의 두 균종의 경우 E. faecalis의 경우 다수의 항생

물질에 감수성을 보인 반면에 E. faecium이 대부분의 항

생물질에 대해서 보편적으로 높은 내성을 나타났다. 
Aminoglycoside계 항생제인 amikacin, gentamicin, 
streptomycin에 대해서는 amikacin, gentamicin 두 항생제

의 경우 전체적으로 70% 이상의 높은 내성을 나타낸 반

면에 streptomycin의 경우에는 59%의 감수성을 나타내었

다. 이 결과를 볼 때 Enterococcus sp.에 의한 심한 감염증

이나 요로감염 등 중증염증의 치료에는 저농도의 

aminiglycoside계 항생제요법을 시행 시 효과적이라 알려

져 있었으나 최근에 Enterococcus sp.가 다양한 amino-
glycoside계 항생제에 대한 내성을 획득함으로써 상승작

용이 소실되고 있다는 보고와 일치함을 알 수 있었고, 또
한 aminoglyside는 단독사용보다는 복합사용을 해야 하겠

다고 생각된다 (Markowiz, 1992). MIC의 경우 E. faecalis
에서는 gentamicin에 40%, streptomycin에 87%의 고도내

성임을 관찰할 수 있었다. E. faecium에서는 gentamicin, 
streptomycin에 모두 71%의 내성양상을 나타내 과거보다

는 현저하게 증가 되었음을 알 수 있었다. Vancomycin의 

경우 사용되기 시작한 후로 약 30년까지 내성균의 출현

이 거의 없었으나, 1986년 처음으로 vancimycin 내성 장

구균(VRE)이 보고된 이후(Leclercq 등, 1988), 세계 여러

나라에서 VRE에 의한 감염이 보고되었으며(Frieden 등, 
1993;  Montecalvo 등, 1994;), 근래 미국에서의 VRE확산
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은 큰 문제가 되고 있다. 미국의 질병통제센터(Center for 
Disease Control and Prevention, CDC, 1993)의 국내 원격 

감시체계(National Nosocomial Infection Surveillance 
System, NNISS)는 미국에서 원내감염을 일으킨 장구균 

중 VRE균주 비율이 1989년에 0.3%이었던 것이 1993년

에는 7.9%로 증가하였으며, 중환자실 환자에서는 1989년

의 0.4% 구균에서 1993년에는 13.6%로 20배가 급격히 

증가하였음을 보고하였고, 국내에서는 박 등(1992)이 

vancomycin 내성 E. durans 1균주를 첫 보고한 이래, 김 

등 (1995)이 vancimycin 내성 E. casseliflavus 4균주를, 정 

등 (1998)이 VRE 2균주를, 정 등(1996)이 VRE 2균주를, 
김 (1998)은 아주대학 병원 환자에서 1996년 3월부터 1년

간에 분리된 1,286균주의 장구균 중에 41균주 (3.2%)의 

VRE를 보고하였고, 최 (2001)는 서울의 한 대학병원에서 

장구균의 vancomycin 내성률이 1989년의 8%에서 1996년

에는 32%로 현저히 증가하였음을 보고하였다. 본 연구에

서도 임상검체로부터 분리한 100균주 중에서 VRE가 차

지하는 비율은 전체적으로 10%를 차지하였는데 E. 
faecalis, E. avium, E. gallinarum에 경우에 높은 감수성 

결과를 보인 반면 E. faecium과 E. casseliflavus의 경우 각

각 20%와 33%의 내성률을 나타내 최근 VRE의 증가 추

세를 알 수 있었다. 검체별로는 aminoglycoside계 항생제

에 고도내성을 보인 검체는 요, 농, 객담에서 분리된 

Enterococcus sp.가 대부분을 차지하였으나, VRE는 요에

서 모두 검출되었다. E. faecalis는 vancomycin의 경우 

0.5-8㎍/m로 96%가 감수성을 나타냈으며, E . faecium은 

0.5-32 ㎍/ml로 50% MIC는 0.5 ㎍/ml, 90% MIC는 32 ㎍
/ml로 80%가 감수성을 나타내 E. faecalis에 비해 높은 내

성을 나타내었다. 이와 같이 VRE의 보균율은 증가추세에 

있고, vancomycin 내성은 다른 그람양성균에 시험관 내

에서 전파될 수 있으며 (Noble 등, 1992) 다른 대부분의 

항생제에서도 내성이어서 임상적으로 심각한 위협이 되

고 있다. 이에 vancomycin 내성 장구균의 확산을 막으려

면 감염원을 차단하고, 감염환자를 신속하게 알아낼 수 

있어야 하며, 이 균종을 정확히 동정하기 위해서는 디스

크 확산법이나 자동화 방법에 의한 균종 동정에만 의존

하지 말고, 전통적인 방법과 PCR법에 의한 유전자형 시

험을 병행함으로써 전파를 억제하기 위한 감시체계의 구

축이 필요할 것으로 사료되었다.

Ⅴ. 요        약

본 연구에서는 임상검체에서의 Enterococcus sp.의 균

종별 분리현황을 조사하고, 분리균의 항생제 감수성 양상

을 알아보는 한편, aminoglycoside계 항생제에 내성을 나

타내는 균주를 대상으로 Rep-PCR을 실시하여 유전적인 

다양성을 알아보고자 하였다. 각종 임상검체로부터 E. 
faecalis 49주, E. faecium 34주, E. avium 9주, E. 
gallinarum 4주, E. casseliflavus 3주, E. hirae 1주 등 총 

100주를 분리하였다. 대부분 외래를 통하기보다는 입원

환자의 검체로부터 분리됨을 관찰하면서 원내감염의 원

인균 중의 하나임을 알 수 있었다. Urine과 pus, sputum에

서 대부분의 균들이 분리되었고 E. faecalis와 E. faecium
이 주 종을 이루었다. 항생제 감수성양상으로는 disk법과 

ViteK GPS-430의 MIC결과와 유사하게 관찰 되었으며, 
대부분의 Enterococcus sp.가 cephalosporin계 항생제에는 

80% 정도의 내성을 보였다. E. faecalis의 경우 항생물질

에 대해 고른 감수성양상을 볼 수 있었고, E. faecium의 

경우 다른 Enterococcus sp.와는 차별적으로 항생물질에 

대해 높은 내성 양상을 볼 수 있었다. 또한 vancomycin에 

대한 내성을 보이는 Enterococcus sp.는 전체 10%정도를 

차지하였고 aminoglycoside계 항생제인 amikacin과 

gentamicin에 대해서 높은 고도내성을 나타냈었고, 
streptomycin의 경우에는 50% 정도의 내성률을 나타내었

다. Aminoglycoside계 항생제에 내성을 보이는 Entero-
coccus sp.를 대상으로 Rep-PCR을 실시하여 유전자 분획

유형을 분석하였으나 유전적 다양성에 있어 크게 차이를 

보이지 않아 DNA양상의 기원이 크게 다르지 않다는 것

으로 생각되었다.
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