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Background ： Increased isolation of extended-spectrum β -lactamase (ESBL)-producing 
Entero bacteriaceae resistant to third generation cephalosporins and aztreonam has been noted 
recently. This study was to determine the prevalence of resistance to these drugs and ESBL in 
Enterobacteriaceae and to evaluate the methods for de tection. 

Methods：During the period of October, 1997 and March, 1998, a total of 731 clinical isolates of 
Enterobacteriaceae were collected from patients of the Kosin Medical Center, Pusan, Korea. 
Antimicrobial susceptibility test by disk diffusion method and double disk synergy test were 
performed. MICs of β -lactams were determined by agar dilution method. And ESBL genotypes 
were determined by polymerase chain reaction. 

Results：About 10% of Escherichia coli isolates and 20% of Klebsiella pneumoniae isolates were 
intermediate or resistant to the third generation cephalosporins or aztreonam. Sensitivities of 
cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone and cefpodoxime disks for the detection of ESBL- producing 
strains of E. coli and K. pneumoniae by NCCLS standards were 100%, respectively, but that of 
aztreonam disk was 97%. Positive predictive value of the ceftazidime disk was higher than those of 
other disks. Twenty strains of E. coli, 20 K. pneumoniae, 19 Enterobacter spp., six Citrobacter 
freundii, and eight Serratia marcescens showed positive results in double disk synergy test. The 
transconjugant strain of K. pneumoniae K20482 had blaSHV, and remains of transconjugants of 
ESBL-producing K. pneumoniae, Enterobacter spp. and S. marcescens  had blaTEM. 

Conclusions： In this study, many strains of Enterobacteriaceae isolated in Korea were resistant 
to third generation cephalosporins and aztreonam. Some of the strains of Enterobacter spp. and S. 
marcescens  as well  as E.  co l i  and K. pneumoniae  produced ESBL, and majority
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서    론 
 

Extended-spectrum β-lactamase (ESBL)는 penicillin, 협

범위 cephalosporin 뿐 아니라 제  3세대 cephalosporin, 
aztreonam 등 광범위 항균제를 가수분해한다[1]. 이에 
미국의 National Committee for Clinical Laboratory 
Standards(NCCLS)[2]는 ESBL 생성 장내세균

(Enterobacteriaceae)을 모든 penicillin과 cephem 및 
aztreonam에 임상적 내성으로 간주할 것을 권고한 바 
있다. 더구나 이들 ESBL 생성세균은  aminoglycoside, 
trimethoprim/sulfamethoxazole 등 다른 계열의 항균제에

도 내성인 경우가 많기 때문에, carbapenem을  제외하고

는 그 감염증의 치료에 사용할  수 있는 약제가  마땅하

지 않은 문제가 있다. 
ESBL 생성 장내세균의 분리빈도는  국가 혹은 지역

에 따라 다양하지만, 점차 증가하고 있는 것으로 알려

졌다[3]. 유럽에서는 중환자실 환자에서 유래된 
Klebsiella spp.의 20-25%, 미국에서는 임상검체에서 분

리된 장내세균 중 9%가 ESBL을 생성하는 것으로 보

고되었다[4]. 우리나라에서는 이 등[5]이 E. coli와 K. 
pneumoniae의 cefotaxime에 대한 감수성률이 1986년의 
99%와 94%에서 1993년에는 89%와 70%로 각각 감소

했다고 하였고, 이 등[6]은 혈액배양에서 분리된 K. 
pneumoniae의 41%가 ESBL을 생성하였다고 하였다. 또

한 정 등[7]은 서울의 한 대학병원에서 1995년에 분리

된 K. pneumoniae의 cefotaxime에 대한 감수성률은  57%
이었으나 중환자실 환자에서 분리된 균주의 감수성률

은 26%에 불과하였고, cefotaxime에  중간내성 및  내성

인 K. pneumoniae의 81%가  ESBL을 생성하였다고  보고

한 바 있다. 
이들 보고는 우리나라의 대형병원에는 ESBL 생성 

장내세균이 만연되고 있음을 시사하며, 이는 의료진이 
감염의 치료를 경험적인 요법에  의존하여 광범위  항균

제를 남용해왔기 때문인 것으로 사료된다. 이러한 세

균의 만연은 그  감염의 치료를  위한 carbapenem 사용

의 증대를 유발하여 의료비를 상승시키게 될 뿐  아니

라, 이 항균제에도 내성인 세균의  출현을 앞당기고,  궁

극적으로 인간이 만든 모든  항균제에 내성인  세균이 
등장하여 그 감염을 치료할 수  없는 시대의 도래를  촉

발할 것으로 우려된다. 그러나 지금까지 국내의 ESBL 
생성 장내세균에 대한 연구  대부분은 집단감염만을  다

루거나, ESBL을 흔히 생성하는 것으로 알려진  K. 
pneumoniae 및 E. coli만을 대상으로  하고 있어서,  이들 
만으로는 우리나라에서의 ESBL 생성 장내세균의 만연 
현황을 알기에 충분하지 않다. 

한편 미생물 검사실에서의 통상적인 ESBL 검출은 
쉽지만은 않다. 임상검체에서 분리되는 모든 장내세균

을 대상으로 double disk synergy 시험, 중합연쇄반응

(polymerase chain reaction, PCR) 등을 시행해서 ESBL을 
검출하려면 너무 많은 노력과 돈이 소요된다. 즉, ESBL 
생성이 의심되는 세균의 선별 기준이 필요하다. 1998년 
NCCLS[2]는 디스크 확산법에 의한 ESBL 생성 E. coli 
및 Klebsiella spp.의 검출 기준을 제안하였다. 이 제안에

서는 cefpodoxime, aztreonam, ceftazidime, cefotaxime 및 
ceftriaxone 디스크에 의한 억제대가 각각 ≤22mm, ≤

27mm, ≤22mm, ≤27mm 및 ≤25mm이면 ESBL 생성세

균일 가능성을 고려하라고 하였는데, 이는 종래의 감

수성 세균 판정 기준보다도  더 큰  것이다. 이와  같이 
강화된 기준을 적용하면 ESBL 검출 감도는 높일  수 
있겠지만, 위양성 결과가 증가할  우려가 있으므로,  이 
기준에 대한 평가가 필요한 것으로 사료된다. 또한 이 
제안에서는 cefpodoxime, ceftazidime 및 aztreonam 디스

크의 ESBL 검출 감도가 cefotaxime 혹은 ceftriaxone 디

스크보다 높다고 하였다.  그러나 우리나라의  미생물 
검사실에서는 장내세균의 제 3세대  cephalosporin 감수

성 시험에 cefotaxime 디스크를 흔히 사용하고 있으며, 
우리나라의 ESBL 중에는 cefotaxime 가수분해를 잘하

는 것이 많다고 알려져 있으므로[8], 이에 대한  연구 
역시 필요한 것으로 생각된다. 

이에 본 연구에서는 부산의 한 대학병원에서 분리된  
장내세균 모두의 β-lactam 항균제에  대한 내성율  및 
ESBL 생성 현황을 조사함으로서, 우리나라에서의 
ESBL 만연 현황 및 E. coli나 K. pneumoniae 이 외의 장

내세균의 ESBL 생성여부를 알아보고자 하였다. 또한 
NCCLS 기준에 의한 ESBL 생성 세균의 검출방법을  평

가함으로서, 우리나라의 미생물 검사실에서 사용하기 
적당한 ESBL 검출방법을 알아보고자 하였다. 

 

재료 및 방법 
 
1. 장내세균의 분리 및 동정 

of these strains had blaTEM. In the detection of ESBL-producing strains of E. coli and K. 
pneumoniae by NCCLS standards, all of the antimicrobial agent disks tested were useful, but 
ceftazidime disk was most effective because of its highest positive predictive value. 

(Korean J Clin Microbiol 1999;2:28~39) 

Key words： Enterobacteriaceae, Extended-spectrum β-lactamase, TEM, SHV, Third generation 
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1997년 10월-1998년 3월에 배양 의뢰된 고신의료원 
환자의 변을 제외한 모든 검체를 대상으로 하였다. 전

통적인 생화학적 방법[9]에 따라서 균종을 동정하였고, 
필요한 경우에는 Vitek GNI card (bioMerieux Vitek Inc., 
Hazelwood, Mo., U.S.A.)로 동정을 확인하였다. 동일 환

자에서 반복 분리된 세균은  연구 대상에서  제외하였

다. 

2. 디스크 확산법에 의한 항균제 감수성 시험 

장내세균의 cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, cefoxitin, 
cefotetan 및 aztreonam(이상 BBL, Cockeysville, Md., U.S.A.)
에 대한 감수성을 NCCLS 기준[2]에 따라서 디스크 확

산법으로 시험하였다. Double disk synergy 양성인 세균

에 대해서는 cefpodoxime(BBL)에 대한 감수성을  추가

로 시험하였다. 정도관리를 위하여 대조균주인 E. coli 
ATCC 25922의 감수성을 동시에 시험하였다. 

3. Double disk synergy 시험 

디스크 확산법에서 억제대가 cefotaxime에 27 mm 이

하, ceftazidime에 22mm 이하, ceftriaxone에 25mm 이하 
또는 aztreonam에 27mm 이하인 E. coli 및 K. pneumoniae
와 제 3세대 cephalosporin 혹은 aztreonam 중  한가지 
이상에 중간내성 또는 내성인  다른 장내세균를  대상으

로 하였다. Jarlier 등[10]의 방법에 따라서  시험하였다. 
즉, 세균 부유액을 면봉으로 Mueller-Hinton 한천(Difco, 
Detroit, Mi., U.S.A.)에 고르게 접종한 후, 배지의 중앙에

는 ticarcillin-clavulanic acid(20/10 μg; BBL), 그 주위에

는 30 μg의  cefotaxime, ceftazidime 및 aztreonam 디스

크를 놓되, 중앙과 주변 디스크의 가장자리 간격은 
2cm가 되도록 하였다. 접종  배지는 37℃ 항온기에  18
시간 배양 후 결과를 판독하였다. Cefotaxime, 
ceftazidime 및 aztreonam 디스크에 의한 억제대가 
ticarcillin-clavulanic acid 디스크 쪽으로 커지거나 없던 
억제대가 새로 생기면 양성으로 판정하였다. 염색체성 
K1 β-lactamase를 과량생성하는 K. oxytoca는 TEM 혹

은 SHV형 ESBL을 생성하지 않아도 double disk synergy 
양성이므로[11] 연구 대상에서 제외하였다. 

4. NCCLS 기준의 ESBL 생성세균 검출능 평가 

NCCLS 기준[2]에 따른 제 3세대 cephalosporin 및 
aztreonam 디스크의 ESBL 생성 E. coli 및  K. 
pneumoniae 검출 감도와  양성예측도를 계산하였다.  감

도는 double disk synergy 양성인 균주의 억제대 크기가 
NCCLS의 ESBL 생성세균 검출기준보다 작은 확율, 양

성예측도는 억제대 크기가 NCCLS 기준보다 작은 세

균이 double disk synergy 양성인 확율을 계산하여서 구

하였다. 

5. 최소억제농도(minimal inhibitory concentration) 측

정 

Double disk synergy 양성인 세균을 대상으로 NCCLS 
한천희석법[12]으로 시험하였다. 시험항균제로는 
amoxicillin(동화, 서울), amoxicillin-clavulanic acid(일성, 
안산), cefoxitin(Merck Sharp & Dohme, West Point, Pa., 
U.S.A.), cefotaxime(한독, 서울), ceftazidime(한미, 화성), 

aztreonam (동아, 안산) 및 imipenem(중외, 서울)을 사용

하였다. 순배양된 집락을 멸균된 Trypticase soy 
broth(TSB, Difco)에 풀어서 McFarland No. 0.5로 탁도를 
맞춘 후, Steers replicator(Craft Machine, Chester, Pa. 
U.S.A.)로 약 104 colony forming unit을 시험항균제가 각

각 0.06-256μg/mL 농도로 함유된 Mueller-Hinton 한천

에 접종하였다. 37℃로 호기성 환경에서 18시간 배양 
후 집락의 증식 양상을 관찰하였다. 정도관리를 위하

여 참조균주인 E. coli ATCC 25922를 동시에 시험하였

다. 

6. 접합 (conjugation)에 의한 내성전달 

Jacoby 및 Han[13]의 방법을 참조하여서 시험하였다. 
Double disk synergy 양성인 K. pneumoniae 20주, 
Enterobacter spp. 19주, C. freundii 6주, S. marcescens 8주 
등 총 53주를 donor, E. coli ML 4953을 recipient로 하였

다. Double disk synergy 양성인 E. coli의 내성전달은 시

도하지 않았다. Donor와 recipient를 각각 Brain heart infusion 
(Difco)에 접종하여서 3시간 진탕배양하였다. Donor 배

양액 0.2 mL와 recipient 배양액 2.2 mL를 시험관에 넣

어서 37℃로 1시간 배양 후, cefotaxime 3.1 μg/mL와 
rifampin 25 μg/mL가 들은 Mueller-Hinton 한천에 접종

하였다. 37℃에서 18시간 배양 후 transconjugant를 선택

하였다. 내성 전달의 확인을 위하여 transconjugant의 
cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone, aztreonam, cefoxitin 및 
cefotetan에 대한 감수성을 디스크 확산법으로 시험하였

고, double disk synergy 를 검사하였다. 

7. PCR을 이용한 ESBL 유전형 시험 

정 등[8]의 방법에 따라 시험하였다. TEM 형 primer로
는 sense 5'-AAGCCATACCAAACGA-CGAG-3'과 antisense 
5'-ATTGTTGCCGGGAAGCTAGA-3', SHV형 primer로는 
sense 5'-TC- TCCCTGTAAGCCACCCTG-3'과 antisense 
5'-CCACTGCAGCAGCTGCAGTT-3'을 사용하였다. 양성

대조로는 blaTEM-1, blaSHV-2 및 blaSHV-3를 각각 갖고있

는 E. coli를  사용하였다. 시험세균  및 대조세균을  TSB
에 접종하여 37℃로  하룻밤 진탕배양하였다.  배양액 
1mL를 취하여서 5분간 13,000g로 원침하였다. 상층액

은 버리고, 침사는 증류수 500μL에 부유시켰다.  이를 
10분간 끓인 후,  13,000g로 원침하고, 상청액을 취하여

서 DNA 추출액으로 사용하였다. DNA 추출액 5μL, 
primer 각 1μL, deoxynucleotide triphosphates(dNTP) 2.5mM 
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(8μL), Taq DNA polymerase 2.5U(0.5μL), 10X buffer 10μ
L 및 증류수  75.5μL를 혼합하여  premix를 만들었다. 
이를 Gene Amp PCR System 9600(Perkin-Elmer Centus Corp., 
Norwalk, Ct., U.S.A.)으로 94℃로 1분간 denaturation, 
60℃로 1분간 annealing, 72℃로  1분간 extension하는  25 
cycle의 중합연쇄반응을 시행하였다. 증폭산물 10μL를 
2% agarose gel(Promega, Madison, Wi., U.S.A.)의 홈에 넣

고 40분간 전기영동하여서, 108 bp의 TEM 혹은 593 bp
의 SHV band가 있는지를 확인하였다. 

8. Plasmid 분석 

Double disk synergy 양성 장내세균 및 transconjugant
를 대상으로 Birnboin 및 Doly의 방법[14]으로 plasmid
를 분리하였다. 즉, 3 mL의 TSB에 시험세균을 접종하

여 37℃로 하룻밤 진탕배양 후, 배양액 0.7mL를  12,000 
rpm으로 2분간 원침하여 침사를 취하였다. 이를  RNase
가 포함된 lysozyme 용액(2 mg/mL lysozyme, 50mM 
dextrose, 10mM EDTA, 25mM Tris, 1mg/mL RNase) 100μL
와 혼합하여 30분간 반응시킨 후, alkali sodium dodecyl 
sulfate 용액(0.2N NaOH, 1% sodium dodecyl sulfate) 200μ
L를 첨가하여 5분간 얼음에 냉각시켰다. 3M sodium 
acetate(pH 4.8) 150μL를 첨가하여 60분간 얼음에  방치 
후, 12,000 rpm으로 원침하여 상층액을 얻고, 이를 
ethanol 침전시켰다. 침전된 DNA를 70% ethanol로 세척

하고 공기 중에서 건조시킨  후, 증류수에  용해시켰다. 
이를 0.7% agarose gel에 전기영동하였다. 분자량의 측정

을 위하여서 E. coli V517의 plasmid 분석을 함께 시행

하였다. 
 

결    과 

 
1. 장내세균의 β-lactam 항균제에 대한 감수성 

시험기간 중 임상검체에서 E. coli 362주, K. pneumoniae 93
주, K. oxytoca 31주, Enterobacter spp. 107주, Citrobacter 
freundii 47주, Serratia marcescens 30주, Morganella 
morganii 23주, Proteus spp. 28주, Providentia spp. 3주 및 S. 
typhi 7주가 분리되었다. E. coli의 10% 이하, K. 
pneumoniae의 20% 내외, Enterobacter spp. 및 C. freundii
의 50% 내외가 제 3세대 cephalosporin 및 aztreonam에 
중간내성 혹은 내성이었다. Proteus spp., Providentia spp. 
및 S. typhi는 시험항균제 모두에 감수성이었다(Table 1). 

2. NCCLS 기준에 따른 ESBL 생성 E. coli 및 

Klebsiella spp.의 검출 

항균제 디스크에 따라서 E. coli의 10-15%, K. 
pneumoniae의 23-36%, K. oxytoca의 29-42%가 ESBL 생

성이 의심되는 균주로 분류되었다. 항균제 디스크별로는 
cefotaxime 디스크에 의한 ESBL 생성균의 검출율이 가

장 높았으며, ceftazidime 디스크가 가장 낮았다(Table 1). 

3. Double disk synergy 시험 

E. coli 20주(5.5%), K. pneumoniae 20주(21.5%), 
Enterobacter spp. 19주(17.8%), C. freundii 6주(12.8%) 및 S. 
marcescens 8주(26.7%)는 double disk synergy 양성이었으

며, 다른 장내세균 균종 중에는 double disk synergy 양

성인 균주는 없었다(Table 1). NCCLS 기준에 의한 
ESBL 생성 E. coli 및 K. pneumoniae 검출 감도는 
cefotaxime, ceftazidime 및 ceftriaxone은 100%였으며, 
aztreonam 디스크는 97%였다. Double disk synergy 양성인 
균주 모두의 cefpodoxime 디스크 억제대  크기는 

Table 1. Antimicrobial susceptibilities of Enterobacteriaceae isolates to β-lactams and detection of ESBL-producers. 

% susceptibilities to: Isolates with zone diameter less than 
ESBL breapoints to disks of*: 

CTX 
(≤27mm) 

CAZ 
(≤22mm) 

CRO 
(≤25mm) 

AZT 
(≤27mm) 

Microorganism 
(No. isolated) 

CTX CAZ CRO AZT FOX CTT 
No. % No. % No. % No. % 

No. isolates  
with double 
disk synergy 

positive 

No. 
isolates  

conjugated 

E. coli (362)  92  93  92  94  89  96 55 15 35 10 41 11 45 12 20 ND 

K. pneumoniae (93)  77  80  79  81  91  96 33 36 21 23 25 27 27 29 20 10 

K. oxytoca (31)  65 100  65  65 100 100 13 42  9 29 12 39 13 42 ND ND 

Enterobacter spp.(107)  42  45  43  46   1  42         19  3 

C. freundii (47)  51  50  51  53   0  50          6  0 

S. marcescens (30)  20  70  20  40   3  63          8  1 

M. morganii (23)  83  78  83  87  31  74          0 ND 

Others (38)* 100 100 100 100 100 100          0 ND 

*Recommanded by NCCLS[2] 
Abbreviations: CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; CRO, ceftriaxone; AZT, aztreonam; FOX, cefoxitin; CTT, cefotetan; ND, 
not done. 
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NCCLS의 ESBL 검출 기준인 22 mm보다 작았다(Fig. 1). 
양성예측도는 ceftazidime 디스크가 70%로 가장 높았으

며, cefotaxime, ceftriaxone 및 aztreonam 디스크는  각각 
43, 58 및 54%였다. ESBL 생성 K. pneumoniae 검출  양

성예측도는 ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone 및 
aztreonam 디스크가 각각 95, 61, 80 및 74%로 E. coli의 
56, 34, 45 및 43%보다 높았다. 

4. 최소억제농도 

Amoxicillin의  최소억제농도는 double disk synergy 양

성인 장내세균 모두에 >256 μg/mL이었다. Amoxicillin/ 
clavulanic acid의 최소억제농도는 amoxicillin에 비하여 
감소하는 양상을 보였다. 제 3세대 cephalosporin 제제 
및 aztreonam의 최소억제농도는 균주에 따라  다양하였

다. E. coli 4주와 K. pneumoniae 1주는 cefoxitin에 내성이

었다. Enterobacter spp., C. freundii 및 S. marcescens 대부

분은 cefoxitin에 내성이었다(Table 2). 

5. 접합에 의한 내성 전달 

Double disk synergy 양성인 K. pneumoniae 10주, 
Enterobacter spp. 3주 및 S. marcescens 1주의 제 3세대 
cephalosporin 및 aztreonam에 대한 내성이  각각 
recipient에게 전달되었다(Table 1). 그 외의 균주는 3회

씩 반복해서 시험했지만 내성이 전달되지 않았다. 
Transconjugant 모두는 cefoxitin 및 cefotetan에 감수성이

었고, double disk synergy 양성이었다(Table 3). 

6. ESBL 유전형 

ESBL 유전형을 규명하기 위하여 transconjugant를 대

상으로 PCR을 하였다. K. pneumoniae  K20482의 
transconjugant는 SHV 유전자 만을 갖고 있었으며,  그 
외의 K. pneumoniae의 transconjugant 8주, Enterobacter spp.
의 transconjugant 3주 및 S. marcescens의 transconjugant 1
주 모두는 TEM 유전자 만을 갖고 있었다(Fig. 2, 3). 

7. Plasmid 분석 

K. pneumoniae,  S. marcescens, E. aerogenes  및  E. 
cloacae 임상 분리주와 그 transconjugant의 plasmid를 분

 

Fig. 1. Distribution of zone diameters in ESBL-producing isolates of E. coli and K. pneumoniae. Filled area is the zone diameter 
smaller than breakpoints recommanded by NCCLS. Blanked area is the zone diameter larger than breakpoints. ECO, E. coli; KPN, 
K. pneumoniae. 
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석하여서, 임상 분리주의 plasmid가 transconjugant로 전

달되었는지 확인하였다. 임상 분리주 모두에서는 30 MDa 
이상의 plasmid가 검출되었으며, transconjugant에서는 임

상 분리주와 같은 분자량의 plasmid가 검출되었다. 
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고    찰 
 

근래 β-lactam 항균제에  내성인 세균에 의한 감염의  
증가가 중요한 문제로 대두되었다[15]. 세균이 β

-lactam 항균제에  대한 내성을  획득하는 기전은  β

-lactamase 생성, penicillin-binding protein의 변성, β

-lactam 항균제의 세포막 투과성 저하, 세포 외로의 항

균제 유출 등 다양하며[16], 장내세균은 흔히 β

Table 2. Antimicrobial activities of β-lactams to isolates of ESBL-producing Enterobacteriaceae. 

Minimal inhibitory concentration (μg/mL) Organism (no. of isolates), 
antimicrobial agent 
(resistance breakpoint, μg/mL*) Range MIC50 MIC90 

Resistance 
isolates (%) 

E. coli (20)     
 Amoxicillin (≥32) >256 >256 >256 100 
 Amoxicillin/clavulanic acid (≥32)  16-256  32  128  90 
 Cefoxitin (≥32)   1->256  8  128  20 
 Cefotetan (≥64) 0.13-256  1  4   5 
 Ceftazidime (≥32)   2->256  32  256  55 
 Cefotaxime (≥64)   2->256  16  64  30 
 Aztreonam (≥32) 0.06->256  32 >256  60 
 Imipenem (≥16) 0.13-8  0.25  1   0 
K. pneumoniae (20)     
 Amoxicillin >256 >256 >256 100 
 Amoxicillin/clavulanic acid  16-128  32  64  90 
 Cefoxitin   2-256  4  8   5 
 Cefotetan 0.13-32  0.5  1   0 
 Ceftazidime   8->256  128 >256  85 
 Cefotaxime   8->256  64  256  80 
 Aztreonam   2->256  256 >256  65 
 Imipenem 0.13-0.5  0.25  0.25   0 
Enterobacter spp. (19)     
 Amoxicillin >256 >256 >256 100 
 Amoxicillin/clavulanic acid 256->256  256 >256 100 
 Cefoxitin 128->256  256 >256 100 
 Cefotetan   4-256  32  256  47 
 Ceftazidime  64->256  128 >256 100 
 Cefotaxime  16->256  32 >256  47 
 Aztreonam  64->256  128 >256 100 
 Imipenem 0.25-2  1  2   0 
S. marcescens (8)     
 Amoxicillin >256 >256 >256 100 
 Amoxicillin/clavulanic acid 256->256  256 >256 100 
 Cefoxitin  16-256  128  256  83 
 Cefotetan   4-64  32  64  38 
 Ceftazidime  32-256  64  256 100 
 Cefotaxime >256 >256 >256 100 
 Aztreonam   32-256  64  256 100 
 Imipenem  0.5-2  1  1   0 
C. freundii (6)     
 Amoxicillin >256 >256 >256 100 
 Amoxicillin/clavulanic acid 256->256  256  256 100 
 Cefoxitin  64->256 >256 >256 100 
 Cefotetan   1-64  2  64  33 
 Ceftazidime  64-256  128  256 100 
 Cefotaxime   8-32  16  32   0 
 Aztreonam 128-256  128  256 100 
 Imipenem 0.25-4  0.5  4   0 

* Based on the criteria of the National Committee for Clinical Laboratory Standards. 
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-lactamase의  생성에 의하여  β-lactam 항균제에  대한 
내성을 획득한다[17]. 

Salmonella spp.를 제외한 대부분의 장내세균은 원래

부터 염색체성 β-lactamase를 가지고 있었다[4]. 그러나 
이들 효소는 penicillin 만을  가수분해할 수  있거나, 
cephalosporin을 가수분해할 수 있어도 그 생성량이 작

기 때문에, 과거에 분리되는 장내세균  대부분은 
cephalosporin에 감수성이었다. 그러나 근래 임상에서 
분리되는 장내세균 중 많은 세균이 penicillin 뿐 아니

라 협범위 cephalosporin에도 내성이 되었는데, 이는 이

들 세균이 TEM -1, TEM -2, SHV-1 등의 plasmid성 

broad-spectrum β-lactamase를 생성하기 때문이었다

[1,18]. 이들 효소는 협범위 cephalosporin, cefamandole, 
cefoperazone 뿐 아니라 temocillin을 제외한 모든 항그람

음성간균 penicillin 제제를 가수분해할 수 있어서, 이 효

소를 생성하는 장내세균 감염의  치료에 어려움이  많았

다. 이에 이들 내성세균에 의한 감염증의 치료를 위하

여 1980년대 초에 broad-spectrum β-lactamase에  안정한 
제 3세대 cephalosporin, aztreonam 등 광범위  항균제가 
개발되어 임상에서 널리 사용되어 왔다. 

그러나 광범위 항균제가 임상에서 사용된 지 얼마  
되지 않아서 이들 항균제에  내성인 장내세균이  등장하

였는데, 1982년 영국에서는  ceftazidime에 내성인  K. 

oxytoca[19], 1983년 독일에서 cefotaxime에 내성인  K. 

Table 3. Antimicrobial susceptibilities of the strains of ESBL-producing Enterobacteriaceae and their transconjugants* 

Susceptibilities to: 
Laboratory No. Microorganism  

CTX CAZ CRO AZT FOX CTT 

K20482 K. pneumoniae W I S I S S S 

  T I S R S S S 

K7-4 K. pneumoniae W R I R S S S 

  T R R R I S S 

K1815 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R R I R S S 

K3188 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R R R I S S 

K2627 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R R R I S S 

K15299 K. pneumoniae W R I R S S S 

  T R S R I S S 

K2141 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R I R I S S 

K2371 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R I I S S S 

K2869 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R R R I S S 

K4776 K. pneumoniae W R R R R S S 

  T R R R I S S 

K19793 E. cloacae W R R R I R S 

  T R R R I S S 

KB5896 E. aerogenes W R R R I R R 

  T R R R I S S 

K3207 E. aerogenes W R R R R R R 

  T R R R I S S 

K7-1 S. marcescens W R R R R S S 

  T R R R I S S 

*All of the wild type strains and their transconjugants were double disk synergy positive. 
Abbreviations: CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; CRO, ceftriaxone; AZT, aztreonam; FOX, cefoxitin; CTT, cefotetan; W, wild 
type strains; T, transconjugants; S, susceptible; I, intermediate; R, resistant. 
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pneumoniae 및 S. marcescens[20]가 보고되었다. 이 후 
세계 여러나라에서 이와 같은  내성 표현형의  장내세균

이 보고되었는데, 그 대부분은 K. pneumoniae 및 E. coli
에 의한 것이었다[21-25]. 이들 세균은 plasmid에 의하

여 매개되는 새로운 효소의 생성에 의하여 광범위  항

균제에 대한 내성을 획득하였는데, 이 효소는 항그람

음성간균 penicillin, 협범위 cephalosporin 뿐 아니라 광

범위 항균제인 제 3세대 cephalosporin, monobactam 등

도 가수분해할 수 있어서 ESBL로 명명되었다[26]. 
 

 

현재까지 알려진 장내세균 생성 ESBL의 유형은 40
가지 이상으로 매우 다양하다[27]. 이들 효소는 TEM -1, 
TEM -2 혹은 SHV-1의 아미노 산 중 1-4개가 유전자의 
점 변이(point mutation)에 의하여 다른 아미노 산으로 
치환됨으로서 광범위 항균제에 대한 가수분해 활성을 
지닌다. 이와 같은 TEM 혹은 SHV형 ESBL은 
cephamycin 및 carbapenem에는 활성이 없으며, 
clavulanic acid에 의하여 활성이 억제되는 특성이 있다

[28]. ESBL은 Bush 등[29]의 기능에 따른 β-lactamase 
분류에서는 2be군에, β-lactamase 유전자의 염기배열 
상동성을 기준으로 한 분류에서는 class A에 속한다[30]. 
ESBL 유전형은 국가에  따라 다른데[4], 프랑스에는 
TEM -3, 미국에는 TEM -10, TEM -12 및 TEM -26, 그리스

에는 SHV-5가 많은 것으로 알려졌으며,  우리나라에서

는 SHV-5[31] 및  TEM -52[32]가 흔한 것으로 보고된 바 
있다. 

 
 

우리나라에서 분리되는 장내세균의 광범위 β-lactam 
항균제에 대한 내성율 및  ESBL 생성율은 외국에  비해

서 높은 편이다. 본 연구에서는 E. coli 및 K. 
pneumoniae의 10% 및  20% 내외가 제  3세대 
cephalosporin 및 aztreonam에 중간내성 혹은 내성이었

는데(Table 1), 이들 내성세균 중 많은 수가 ESBL을  생

성할 것으로 추측되었다. 한편 E. coli의 11% 및 K. 
pneumoniae의 9%가 cefoxitin에 중간내성 또는  내성이

었는데, 이들 세균이 cefoxitin에 대한 내성을 획득하는 
기전으로는 외막의 porin 소실에 의한 항균제 투과성 
저하[33] 및 plasmid에 매개되는 ampC형 β-lactamase 
유전자 획득[34,35]이 알려져 있다. 국내의 다른 보고에

 

Fig. 2. TEM gene products detected from the transconjugant strains of ESBL-producing Enterobacteriaceae by polymerase chain 
reaction after 2% agarose gel electrophoresis. Lanes: M, φχ 174 DNA/HaeIII marker (Promega); 1, 2, the products of negative 
controls (SHV-2, SHV-3); 3, a TEM gene product of positive control (TEM -1); 4-11, TEM gene products from the transconjugant 
strains of ESBL-producing K. pneumoniae; 12-14, TEM gene products from the transconjugant strains of Enterobacter spp.; 15, a 
TEM gene product from a transconjugant strain of S. marcescens. 

 

Fig. 3. SHV gene products detected from the transconjugant 
strains of ESBL-producing Enterobacteriaceae  by polymerase 
chain reaction after 2% agarose gel electrophoresis. Lanes: M, 
φχ 174 DNA/HaeIII marker (Promega); 1, 2, SHV gene 
products of positive controls (SHV-2, SHV-3); 3, a product 
from a negative control strain (TEM -1); 4, a SHV gene 
product from the transconjugant strain of ESBL-producing K. 
pneumoniae (K20482). 
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서도 cefoxitin 내성 E. coli (19%) 및 K. pneumoniae (17%)
가 드물지 않음이 보고된 바 있으며[36], 권 등[37]은 
국내에서 분리되는 cefoxitin 내성 K. pneumoniae 중 
CMY-1을 생성하는 균주가 있음을 보고한 바 있다. 본 
연구에서 분리된 균주의 cefoxitin 내성도 이들 중  하나 
혹은 여러 기전의 복합에 의한 것으로 추측되었으며, 
이에 대한 추가 연구가 필요한 것으로 사료되었다. 

K. oxytoca는 모든 균주가 ceftazidime, cefoxitin 및  
cefotetan에 감수성이었지만, 35%는 ceftriaxone 및 
aztreonam에 각각 내성이었다. 이와 같은 내성 표현형

은 염색체 β-lactamase를 과량생성하는 세균에서 나타

나는 것으로 알려져 있으므로[11], 이들 세균이  plasmid
에 매개되는 TEM 혹은 SHV형 ESBL을 생성하지는  않

을 것으로 추측되었다. 한편 Enterobacter spp., C. 
freundii, S. marcescens 및 M. morganii 중에는 제  3세대 
cephalosporin 및 aztreonam에 내성인 균주가 많았는데, 
이들 내성세균 대부분은 염색체성 ampC형 β-lactamase
를 과량생성하는 탈억제(derepressed) 세균으로 추측되

었지만[4], 이들 중 일부는 plasmid에 매개되는 TEM 혹

은 SHV형  ESBL을  생성할 가능성도  있는 것으로  생각

되었다. 
Double disk synergy 시험은 TEM 및 SHV형  ESBL이  

clavulanic acid에 의하여 활성이 억제되는 특성을 이용

한 것으로, 이  효소를 생성하는  세균의 검출에  널리 
사용되고 있다. 본 연구에서는 E. coli 20주(5.5%), K. 
pneumoniae 20주(21.5%), Enterobacter spp. 19주(17.8%), C. 
freundii 6주  (12.8%) 및 S. marcescens 8주(26.7%)가 
double disk synergy 양성이었다. E. coli, K. pneumoniae 이 
외의 ESBL 생성 장내세균의 보고는 국내에서는 매우 
드문데, 본 연구에서 분리된 Enterobacter spp. 3주 및 S. 
marcescens 1주는 제 3세대 cephalosporin 및 aztreonam 내

성이 recipient에 전달되었고, blaTEM 유전자 검출을 위한 
PCR에서 양성이었으므로, TEM 형 ESBL을 생성하는 것

으로 판단되었다. ESBL 생성 S. marcescens의 분리는 국

내에서는 본 연구가 처음인 것으로 사료된다. 한편 
double disk synergy 양성인 C. freundii 6주 역시 ESBL을 

생성할 가능성이 있는 것으로 추측되었다. 그러나 이

들 균주 모두의 내성이 recipient에 전달되지 않았기  때

문에, ESBL 생성을 확인할 수는 없었다. 
NCCLS[2]의 ESBL 검출기준을 본 연구의 결과에 적

용하면 사용 항균제 디스크에 따라서  E. coli의  10-15% 
및 K. pneumoniae의 23-36%가 ESBL을 생성하는 것으로 
의심되었다(Table 1). 이 기준에 의한 ESBL 생성 E. coli 
및 K. pneumoniae 검출 감도는 시험 디스크 모두 매우 
높았으므로, NCCLS의 권고와는 달리 국내에서는 이들 
중 어떠한 디스크를 사용하여도  ESBL 검출 감도에  문

제가 없는 것으로 사료되었다. 한편 양성예측도가 낮

은 검출기준을 사용하면 ESBL의 확인을 위한 검사실 
업무량이 증가하며, 그 확인 없이 임상에 보고하면 감

염증의 치료제 선택에 제한을 주는 결과를 초래할  우

려가 있다. 본 연구에서는 ceftazidime 디스크의 양성예

측도가 70%로 cefotaxime, ceftriaxone 및 aztreonam 디스

크보다 높았으므로, 이 디스크를 사용하는 것이 가장 
효율적인 것으로 생각되었다. 또한 cefotaxime 디스크의 
검출기준을 25mm로 완화해서 사용하면 검출 감도의 
떨어짐 없이 양성예측도를 향상시킬  수 있을  것으로 
사료되었다. 본 연구에서는 ESBL 검출 감도가 가장 좋

은 것으로 알려진 cefpodoxime 디스크의  양성예측도는 
측정하지 않았다. 이에 대한 추가적인 연구가 필요한 
것으로 생각된다. 

Amoxicillin/clavulanic acid의 ESBL 생성 E. coli 및 K. 
pneumoniae에 대한 최소억제농도는  amoxicillin에  비하

여 저하되는 양상을 보였는데, 이는 이들 세균이 생성

하는 ESBL의 활성이 clavulanic acid에 의하여 억제되기 
때문인 것으로 생각되었다. Ceftazidime, cefotaxime 및 
aztreonam의 E. coli에 대한  최소억제농도의 범위는  각

각 2->256 μg/mL, 2->256 μg/mL 및 0.06->256 μg/mL, 
K. pneumoniae에 대한 범위는 각각  8->256 μg/mL, 
8-256 μg/mL 및 2->256 μg/mL로 매우 넓었으며, 이

는 이들 세균이 생성하는  ESBL의  유형이 다양하기  때

문인 것으로 생각되었다. 한편 이들 ESBL 생성 세균 
중 E. coli 4주와 K. pneumoniae 1주는 cefoxitin에 내성이

었는데, 이는 이들 세균의 cefoxitin 내성이 
transconjugant로 전달되지 않았으므로, 세포외막  변성에 
의한 것으로 추측되었다[38]. Imipenem에는 ESBL 생성 
E. coli와 K. pneumoniae 대부분이  감수성이었지만 E. 
coli 1 주는 중간내성이었다. 한편 ceftazidime, cefotaxime 
및 aztreonam의 최소억제농도는 ESBL 생성 
Enterobacter spp., C. freundii 및 S. marcescens에서 E. coli
와 K. pneumoniae보다 높았는데, 이는 이들 세균이  생

성하는 염색체성 β- lactamase가 ampC형으로 
cephalosporin 제제에 대한 활성이 있고 탈억제에 의하

여 과량생산될 수 있기 때문으로 생각되었다[4]. 한편 
이들 세균 대부분은 cefoxitin에 내성이었는데, 이 또한 
염색체성 β-lactamase 활성에 기인하는 것으로 사료되

었다. 
세균의 시험관내 β-lactam 항균제  감수성은 막투과

성, β-lactamase에 의한 항균제  가수분해, PBP의 항균

제 친화성이 종합된 결과로 나타나게 된다[8]. 따라서 
ESBL 생성에 의한 내성 양상을 밝히기 위해서는 
transconjugant의 내성 양상 시험이 필요하다. 본  연구에

서는 내성의 전달을 디스크 확산법에 의한 항균제  감

수성 시험, double disk synergy 시험 및 plasmid 분석으

로 확인하였다. K. pneumoniae의 내성을  전달받은 
transconjugant의 제 3세대  cephalosporin 및 aztreonam에 
대한 감수성 양상은 임상  분리주와 대부분  비슷하였으

나, 그 양상이 다른 경우도 있었다. 그 예로 K2371 임

상 분리주는 cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone 및 
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aztreonam 모두에 내성이었으나, 그 transconjugant는 
cefotaxime에는 내성이었지만, ceftazidime 및 ceftriaxone
에는 중간내성이었고, aztreonam에는 감수성이었다. 이

와 같은 차이는 막 투과성  등 ESBL 외의 다른  내성기

전에 의한 것으로 생각된다. 한편 Enterobacter spp. 3주
의 cefoxitin 혹은 cefotetan에 대한 내성은 transconjugant
로 전달되지 않았다. 

본 연구에서 transconjugant 대부분은 TEM 형 ESBL 
유전자를 지니고 있었으며, K. pneumoniae  K20482의 
transconjugant만이 SHV형 ESBL 유전자를 지니고 있었

다. 이와 같은 결과는 국내에서 분리되는 ESBL 생성 
장내세균 중에는 SHV형을 생성하는 세균이 많았다는 
손 등[39]의 보고와 상반되는 것이었는데, 이러한 차이

는 국내에서도 지역에 따라 유행하는 ESBL형이 다를 
수 있음을 보여준다. 

이상의 결과에서 장내세균 중에는 제 3세대 
cephalosporin 제제 및 aztreonam에 내성인 균주가 흔하

며, 일반적으로 plasmid 매개 ESBL을 흔히 생성하는 
것으로 알려진 E. coli와 K. pneumoniae  외에 
Enterobacter spp.나 S. marcescens도 이 효소를 생성하고, 
그 유전형은 SHV형보다는 TEM 형이 많음을 알 수 있

었다. 또한 ESBL 생성 E. coli 및 K. pneumoniae의 검출

에 cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone 디스크 모두의  감

도가 높으며, 이들 중 ceftazidime 디스크의 양성예측도

가 가장 높음을 알 수 있었다. 
 

요    약 
 

배  경：제 3세대 cephalosporin 제제와 aztreonam은 그

람음성 간균에 의한 감염증  치료에 유용한  항균제이나, 
최근 extended-spectrum β-lactamase (ESBL) 생성에 의

하여 이들 항균제에 내성인  장내세균의 분리  비율이 
높아졌다는 보고가 있다. 본 연구에서는 고신의료원에

서 분리된 장내세균의 β-lactam 항균제에 대한  내성율

과 ESBL 생성 현황을  조사하고, NCCLS 기준에  의한 
ESBL 생성 세균의 검출 방법을 평가하고자 하였다. 

방  법：1997년 10월-1998년 3월에 고신의료원 환자에

서 분리된 장내세균 731주를  대상으로 디스크  확산법

으로 감수성을 시험하였고, double disk synergy 를 시험하

여서 ESBL 생성 세균을 검출하였으며, NCCLS 기준에 
따른 각 항균제 디스크의 ESBL 생성 E. coli 및 K. 
pneumoniae 검출 민감도와 양성 예측도를 구하였다.  또

한 ESBL 생성  세균에 대한  β-lactam 항균제의  최소억

제농도를 측정하였고, 접합으로 이들 세균의 내성전달

을 시험하였다. 임상 분리주와 transconjugant의 plasmid를 
분석하였으며, ESBL 유전형을 중합연쇄반응으로 시험

하였다. 
결  과：시험기간 중 분리된 E. coli의 10% 이하, K. 

pneumoniae의 20% 내외, Enterobacter spp. 및 C. freundii

의 50% 내외가 제 3세대 cephalosporin 및 aztreonam에 
중간내성 혹은 내성이었다. E. coli 20주(5.5%), K. 
pneumoniae 20주(21.5%), Enterobacter spp. 19주(17.8%), C. 
freundii 6주(12.8%) 및 S. marcescens 8주(26.7%)는 double 
disk synergy 양성이었으며, K. pneumoniae 10주, 
Enterobacter spp. 3주 및 S. marcescens 1주의 내성이 접

합에 의하여 recipient에게로 전달되었다. K. pneumoniae 
K20482의 transconjugant는 SHV형, 그 외의 
transconjugant 모두는 TEM 형 ESBL 유전자를 갖고 있

었다. NCCLS 기준에 의한 ESBL 생성 E. coli 및 K. 
pneumoniae 검출 감도는 cefotaxime, ceftazidime 및 
ceftriaxone 디스크는 100%, aztreonam은 97%였다. 
Double disk synergy 양성인 균주 모두의 cefpodoxime 디

스크 억제대 크기는 NCCLS의 ESBL 검출 기준보다  작

았다. 양성예측도는 ceftazidime 디스크가 70%로  가장 
높았다. 

결  론：이상의 결과에서 장내세균 중에는 제 3세대 
cephalosporin 제제 및 aztreonam에 내성인 균주가 흔하

며, 일반적으로 plasmid 매개 ESBL을 흔히 생성하는 
것으로 알려진 E. coli와 K. pneumoniae  외에 
Enterobacter spp.나 S. marcescens도 이 효소를 생성하고, 
그 유전형은 SHV형보다는 TEM 형이 많음을 알 수 있

었다. 또한 ESBL 생성 E. coli 및 K. pneumoniae의 검출

에 cefotaxime, ceftazidime, ceftriaxone 디스크 모두의  감

도가 높으며, 이들 중 ceftazidime 디스크의 양성예측도

가 가장 높음을 알 수 있었다. 
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