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Acinetobacter baumannii는 호기성의 포도당 비발효 그
람음성구간균이다[1]. A. baumannii는 자연과 병원 환경
에 광범위하게 분포하고 있으며, 병원감염의 가장 흔한
원인균 중 하나이다. 이 세균은 호흡기, 요로, 창상 및 혈
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Background : In recent years, Acinetobacter baumannii isolates acquired resistance to cefepime
have increased significantly. The aim of this study was to survey the prevalence of PER-1 extended-
spectrum β-lactamase (ESBL)-producing A. baumannii isolates in a University Hospital, Busan, Korea.

Methods : Antimicrobial susceptibilities were tested by the disk diffusion method, and double disk
synergy test was performed for screening of ESBL-production. MICs were determined by agar
dilution method. The isoelectric points of β-lactamases were determined by isoelectric focusing.
Transferability of cefepime-resistance were tested by conjugation. blaPER-1 and blaPER-2 alleles were
detected by PCR, and the DNA sequences of amplified products were determined by using the
dideoxy-chain termination method.

Results : Among 51 clinical isolates of A. baumannii intermediate or resistant to cefepime, 10 iso-
lates (19.6%) showed positive results in double disk synergy test. PCR-based experiments detected
blaPER-1 gene in all the 10 isolates. All the isolates contained three β-lactamase bands: pI 5.3, 7.9, and
9.4. MICs of ampicillin, piperacillin, cephalothin, cefoxitin, cefoperazone, ceftazidime, cefotaxime,
cefepime, and aztreonam were >256 mg/L, respectively, and them of imipenem were 8-16 mg/L.

Conclusion : The prevalence of PER-1-producing A. baumannii strains in Busan was less than that
of in Seoul. But an outbreak of infection caused by this strain in an intensive care unit shows that
spread of PER-1-producing A. baumannii strains can be anticipated in a near future. Prevention of
hospital infection by these resistant microorganisms are needed.

(Korean J Clin Microbiol 2004;7(1):20-26)
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류의 병원감염을 흔히 유발하며, 복막염, 심내막염, 수막
염, 골수염도 일으키는 것으로 보고되었다. A. baumannii

는 염색체성 AmpC β-lactamase를 생성하기 때문에 여러
β-lactam 항균제에내성이지만 cefepime에는흔히감수성
이다. 그러나 최근 서울의 한 대학병원에서 분리된 A.

baumannii의 cefepime 내성율이 1991년의 29%에서 2000

년에는 47%로 현저하게 증가하였으며, 이들 cefepime 내
성균주중대부분이 class A extended-spectrum β-lactamase

(ESBL)의일종인 PER-1을생성하였다는보고가있었다[2].

PER-1은 프랑스에서 분리된 Pseudomonas aeruginosa

에서 처음 발견되었으며[3], 이후 이태리와 터어키에서
도이효소를생성하는 A. baumanni와 P. aeruginosa가분
리되었다[4,5]. 또한 아르헨티나에서 분리된 Salmonella

enterica serovar Typhimurium에서는 이 효소의 변종인
PER-2가 발견되었다[6]. PER-1을 생성하는 세균은 cefta-

zidime과 cefepime을 포함하는 cephalosporin 대부분과
aztreonam에내성이기때문에임상적으로매우위협적인
존재이다. 그러나아직부산에서는임상검체에서분리되
는 A. baumannii의 cefepime에 대한 내성 현황과 그 기전
에대한체계적인연구가수행된바없다.

이에 본 연구에서는 부산의 한 대학병원에서 분리된
cefepime 내성 A. baumannii를 대상으로 PER-1 ESBL의
생성현황을 조사함으로서 이 세균의 치료지침과 내성세
균의확산방지책을마련하는데필요한기초자료를제공
하고자하였다.

재료 및 방법

1. 대 상

2002년 1월-6월에 부산의 한 대학병원 환자에서 분리
된 cefepime에내성혹은중간내성인 A. baumannii 51주를
대상으로 하였다. 균종 동정은 전통적인 생화학적 방법
으로 하였으며[1], Vitek GNI card (bioMerieux Vitek Inc,

Hazelwood, MO, USA)로동정을확인하였다.

2. 항균제 감수성 시험

National Committee for Clinical laboratory Standards

(NCCLS) 디스크 확산법으로 시험하였다[7]. 즉, 시험세
균을 MacConkey 한천 (Difco, Detroit, MI, USA)에계대배
양하여서 1개의 독립된 집락을 백금침으로 채취한 후,

Tryptic soy broth (TSB, Difco)에 접종하여 McFarland ne-

phelometer No. 0.5로 탁도를 맞추었다. 세균 부유액을 면
봉으로 Mueller-Hinton 한천 (Difco)에 접종한 후, 시험항
균제 디스크를 놓았다. 세균이 접종된 배지는 35℃ 항온
기에 18시간배양하고, 각항균제디스크주위에생긴억
제대의크기를측정후 NCCLS 기준에따라감수성을판
정하였다. 항균제 디스크로는 ampicillin, piperacillin, am-

picillin-sulbactam, pipeacillin-tazobactam, cephalothin, cefo-

xitin, cefotetan, cefotaxime, ceftazidime, aztreonam, cefe-

pime, imipenem, amikacin, gentamicin, tobramycin 및 cipro-

floxacin 디스크 (이상 BBL, Cockeysville, MI, USA)를 사
용하였다. 결과의 정확성을 위하여 참조균주 Escherichia

coli ATCC 25922의감수성을동시에시험하였다.

3. Double disk synergy (DDS) 시험

Jarlier 등[8]의 방법으로 시험하였다. 즉, 순배양된 집
락을 백금침으로 채취한 후, TSB에 접종하여 McFarland

nephelometer No. 0.5로 탁도를 맞추었다. 세균 부유액을
면봉으로 Mueller-Hinton 한천에 고르게 접종한 후, 배지
의중앙에는 amoxicillin-clavulanic acid (20/10㎍, BBL), 그
주위에는 30㎍의 cefotaxime, ceftazidime, aztreonam 및 ce-

fepime 디스크를놓았다. 중앙과주변디스크의가장자리
간격은 1 cm가 되게 하였다. 세균이 접종된 배지는 35℃

항온기에 18시간 배양 후 결과를 판독하였는데, 두 디스
크사이에서상승효과에의한억제대의확장현상이관찰
되면양성으로판정하였다(Fig. 1).

4. 최소억제농도(minimal inhibitory concen-
tration, MIC) 측정

NCCLS 평판희석법[9]으로 시험하였다. 시험항균제로

Fig. 1. An example of double disk synergy obtained with A.
baumannii producing PER-1 extended-spectrum β-lacta-
mase. Four 30 μg-antibiotic disks (cefotaxime, ceftazidime,
cefepime, and aztreonam) were placed 1cm apart (margin to
margin) around a disk of 20 μg of amoxicillin plus 10 μg of
clavulanic acid. Distortion of the zone sizes in a synergic fa-
shion indicates production of extended-spectrum β-lac-
tamase.
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는 ampicillin (동화, 서울), ampicillin-sulbactam, piperaci-

llin, pipeacillin-tazobactam (일성, 안산), cephalothin, cefo-

perazone, cefoxitin (Merck Sharp & Dohme), cefotaxime (한
독, 서울), ceftazidime (한미, 화성), aztreonam (동아, 안
산), cefepime 및 imipenem (중외, 서울)을 사용하였다. 순
배양된집락을멸균된 TSB에풀어서McFarland No. 0.5로
탁도를 맞춘 후, Steers replicator (Craft Machine, Chester,

PA. USA)로시험항균제가각각 0.06-256 mg/L 농도로함
유된 Mueller-Hinton 한천에 접종하였다. 35℃로 호기성
환경에서 18시간 배양 후 집락의 증식 양상을 관찰하여
MIC를 결정하였다. 정도관리를 위하여 참조균주인 E.

coli ATCC 25922를동시에시험하였다.

5. 접합에 의한 내성 전달

Yong 등[2]의 방법으로 시험하였다. DDS 양성인 균주
를 대상으로 하였으며, azide-내성인 A. baumannii YMC-

02/8/P534를 내성수여자로 사용하였다. 내성공여자와 수
여자를 각각 Brain heart infusion (Difco) 액체배지에 접종
하여서 3시간 진탕배양하였다. 공여자 배양액 0.2 mL와
수여자 배양액 2.2 mL를 시험관에 넣어서 37℃ 로 1시간
배양 후, cefepime 2 mg/L와 azide 100 mg/L가 함유된
MacConkey 한천에 접종하였다. 37℃ 에서 18시간 배양
후 transconjugant를 선별하였다. 내성 전달의 확인을 위
해서 transconjugant의 cefepime에 대한 감수성을 디스크
확산법으로확인하였다.

6. Isoelectric focusing (IEF)

Matthew 등[10]의 방법에 따랐다. 순수 배양된 집락에
서 crude extract를 추출하였다. Crude extract를 polyacry-

lamide gel (pH 3.5 to 9.5; Pharmacia LKB, Piscataway, NJ.

USA)에 접종하고 LKB Multiphor II apparatus (Pharmacia

LKB)를 이용하여 전기 영동하였다. IEF한 Gel을 0.05%

(500㎍/ml) nitrocefin 용액 (Becton Dickinson Microbiology

Systems, Cockeysville, MD, USA)에 염색하여서 β-lacta-

mase의 pI를측정하였다.

7. Primer 고안

PER-1과 PER-2 ESBL의 염기서열은 GenBank (http:

//www.ncbi.nlm.nih.gov)에서 취하였다. DNA Space ver-

sion 3.02 (Genetic Systems, Hitachi, Japan)와 Vector NTI

Suite (InforMax, Frederick, MD, USA)을 사용한 multiali-

gement 분석결과에기초하여 PER-1과 PER-2 ESBL 유전
자의 특이적인 부분을 primer로 고안하였다. 고안된 pri-

mer와 유전자의 염기서열 동정은 BLAST (http://www.

ncbi.nlm.nih.gov)로 분석하였다. blaPER-1 및 blaPER-2 유전자
의 검출을 위해 고안한 시발체의 염기서열은 PER-1-F

(5’-GTT AAT TTG GGC TTA GGG CAG A-3’), PER-1-R

(5’-CAG CGC AAT CCC CAC TGT-3’) 및 PER-2-F (5’-
GGA CAG TCG TAT GAA TGT CAT C-3’), PER-2-R (5’-
GCT CAA TCC GGA CTC ACT-3’)이었다.

8. ESBL 유전형 시험

중합연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)으로 시
험하였다. 시험세균을 TSB에 접종하여 37℃ 로 하룻밤
진탕배양하였다. 배양액 1 mL를 취하여서 5분간 13,000

Xg로원침후, 상층액은버리고, 침사는증류수 500 μL에
부유시켰다. 이를 10분간끓인후, 13,000 Xg로원침하고,

상청액을 취하여서 DNA 추출액으로 사용하였다. DNA

추출액 5 μL, primer 각 1μL, deoxynucleotide triphosphates

(dNTP) 2.5 mM (8μL), Taq DNA polymerase 2.5 U (0.5μL),

10X buffer 10μL 및 증류수 75.5μL를 혼합하여 premix를
만들었다. 이를 Gene Amp PCR System 9600 (Perkin-El-

mer Centus Corp., Norwalk, CT, USA)으로 94℃로 25초간
denaturation, 54℃로 40초간 annealing, 72℃로 50초간 ex-

tension하는 30 cycle의 PCR을 시행하였다. 증폭산물 10μ

L를 2% agarose gel (Promega, Madison, WI, USA)에 넣고
40분간 전기영동하여서 band를 확인하였다. 증폭산물을
DNA extraction kit (Quiagene, Hiden, Germany)로 agarose

gel에서 분리 후, Sequenase Version 2.0 DNA sequencing

kit (U.S. Biochemicals, Cleveland, OH, USA)를 이용하여
서 dideoxy-mediated chain termination법으로 양방향으로
염기서열을분석하였다[11].

결 과

1. 항균제 감수성 양상

대상균주 51주 중 4주는 cefepime에 중간내성이었으
며, 나머지 균주 모두는 이 항균제에 내성이었다. 시험균
주 대부분은 imipenem을 포함한 β-lactam 항균제 모두에
내성이었으며, aminoglycoside와 ciprofloxacin에도 내성
이었다 (Table 1).

2. ESBL 생성균주 선별

대상균주 51주 중 10주 (19.6%)에서 amoxicillin-

clavulanic acid와 cefepime 디스크 사이의 억제대가 확장
되는 양상이 관찰되었으며, amoxicillin-clavulanic acid와
cefotaxime, ceftazidime 혹은 aztreonam 디스크 사이의 억
제대가확장되는양상이관찰된균주는없었다 (Fig. 1).

3. ESBL 유전형

대상균주 중 10주는 blaPER-1 유전자 검출을 위한 PCR에



양성이었고, 이들 균주 모두는 중환자실 환자의 검체에
서분리된것이었다 (Table 2). blaPER-2 유전자양성인균주
는없었다. PCR 증폭산물을이용하여서염기서열분석을
하였으며, A. baumannii 10주 모두의 유전자 증폭산물의
염기서열은 P. aeruginosa RNL-1 (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov/, accession no. Z21957)에서 검출된 blaPER-1 유전자
와 100% 일치하였다.

4. IEF

blaPER-1 유전자 양성 균주를 대상으로 pI를 측정하였으
며, 대상균주 모두에서 pI 5.3, 7.9 및 9.4의 β-lactamase가
관찰되었다.

5. 접합에 의한 내성 전달

3회 이상 반복된 시험에도 불구하고 blaPER-1 유전자 양
성 A. baumannii의 cefepime 내성은 수여자에게 전달되지
않았다.

6. MIC

blaPER-1유전자양성인 10주모두에대한 ampicillin과 pi-

peracillin의 MIC는 >256 mg/L로 높았으며, ampicillin-sul-

bactam의 MIC는 32/16-64/32 mg/L, piperacillin-tazobactam

은 256/32 mg/L로β-lactamase 억제제를첨가한경우 MIC

가 현저하게 낮아졌다. Cephalothin, cefoxitin, cefopera-

zone, ceftazidime, cefotaxime, cefepime 등 cephalosporin계

항균제 모두와 aztreonam의 이들 균주에 대한 MIC는
>256 mg/L로높았으며, imipenem의 MIC는 9주에대해서
는 8 mg/L로중간, 1주에대해서는 16 mg/L로내성이었다
(Table 2).

고 찰

β-lactam 제제는 가장 널리 사용되고 있는 항균제의 하
나로, penicillin, cephem, monobactam, carbapenem 등다양
한 계열로 분류되는 150가지 이상의 β-lactam 항균제가
임상에서 사용되고 있다[12]. β-lactam 항균제는 pepti-

doglycan의 생성에 필수 효소인 penicillin binding protein

을 불활성화하여서 세포벽 합성을 억제함으로서 그람음
성간균을 살균한다[13]. 장내세균 감염증에 임상적 효용
성이있는첫 penicillin계항균제인 ampicillin이소개된이
후, β-lactam 항균제는 장내세균에 의한 감염증의 치료에
광범위하게사용되어왔다[14]. 그러나항균제사용의증
가는내성세균을양산하는부작용을동반하였으며, 이들
내성세균의 치료를 위해서 새로운 항균제를 개발하여야
하는악순환이되풀이되어왔다.

광범위 cephalosporin과 aztreonam은 세균의 세포외막
투과도가 높고 TEM-1, SHV-1 등 broad-spectrum β-lacta-

mase에 안정하기 때문에 Acinetobacter에 의한 감염증의
치료제로 널리 사용되어 왔다[15]. 그러나 근래 이들 광
범위β-lactam 항균제에대한내성을획득한 Acinetobacter

가 현저히 증가하고 있으며, class A ESBL인 PER-1의 생
성은그내성의중요한기전으로간주되고있다[2].

본연구에서확인된 blaPER-1양성 10주모두는 DDS 시험
에서 cefepime과 amoxicillin-clavulanic acid 디스크사이에
억제대가 확장되는 양상을 보였기에 class A의 ESBL을
생성함을 추측할 수 있었다[8]. 또한 이들 균주에 대한
ampicillin의 MIC는 >256 mg/L인데 반하여 ampicillin-sul-

bactam의 MIC는 32/16-64/32 mg/L로 β-lactamase 억제제
가 첨가된 경우 MIC가 현저하게 감소하는 class A ESBL

생성균주의특징적인양상을보였다[16].

blaPER-1양성 10주모두는 pI 5.3, 7.9 및 9.4의β-lactamase

를 생성함을 IEF으로 확인할 수 있었는데, 이중 pI 5.3 β-

lactamase는 PER-1, pI 9.4 β-lactamase는 A. baumannii의종
특이적 염색체성 cephalosporinase로 추측된다[5,17]. 본
연구의 대상균주 10주에 대한 imipenem의 MIC는 8-16

mg/L로 중간내성 혹은 내성이었는데, PER-1 ESBL이나
염색체성 cephalosporinase는 imipenem에 대한 활성이 없
으므로 다른 내성 기전이 존재하는 것으로 추측된다.

Carbapenemase의 존재를 확인하기 위해 Hodge 변법[18]

으로 시험하였으나 대상균주 모두 음성반응을 보였으므
로 (data not shown), 이들균주의 imipenem 내성은세포외
막의투과도저하에의한것으로생각되었다[17]. 따라서
pI 7.9의β-lactamase는 imipenem에대한활성이없는효소
로 추측되며, 이 효소의 특성을 규명하기 위한 추가적인

23A. baumannii의 PER-1 ESBL 생성현황

Table 1. Antimicrobial susceptibilities of A. baumannii

isolates (n=51) intermediate or resistant to cefepime

%

Susceptibile Intermediate Resistant

Ampicillin 0 0 100

Ampicillin-sulbactam 2 8 90

Piperacillin 0 0 100

Piperacillin-tazobactam 0 2 98

Cephalothin 0 0 100

Cefoxitin 0 0 100

Cefotetan 0 0 100

Cefotaxime 0 0 100

Ceftazidime 0 2 98

Cefepime 0 8 92

Aztreonam 0 2 98

Imipenem 2 0 98

Gentamicin 0 0 100

Tobramycin 0 0 100

Amikacin 0 0 100

Ciprofloxacin 2 0 98

Antimicrobial agents
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연구가필요한것으로생각된다.

본 연구에서는 cefepime 내성 A. baumannii 중 19.6%

(10/51)만이 PER-1을생성하였는데, 이는서울의한대학
병원에서 분리된 cefepime 내성 Acinetobacter 중 86.9%

(53/61)가 PER-1을 생성하였다는 Yong 등[2]의 보고보다
현저하게 낮은 빈도였다. 본 연구에서 확인된 PER-1 생
성 A. baumannii 10주 모두는 2003년 2월-6월에 중환자실
환자의 검체에서 분리된 것으로 (Table 2), 이 기간 중
PER-1 생성 A. baumannii에의한감염이집단발생한것으
로추측된다. 본연구의결과는서울에비해부산의 PER-

1 생성 A. baumannii의 만연정도가 낮으며, 감염의 집단
발생을 통해 확산하는 초기단계에 있음을 시사한다. 이
들 내성균주의 확산을 방지하기 위한 감염관리 대책의
마련이시급한것으로생각된다.

요 약

배배경：최근임상검체에서분리된 Acinetobacter bau-

mannii의 cefepime 내성율이 현저하게 증가하였음이 보
고되었다. 본 연구에서는 부산의 한 대학병원에서 분리
된 cefepime 내성 A. baumannii를 대상으로 PER-1 extend-

ed-spectrum β-lactamase (ESBL)의 생성현황을 조사하고
자하였다.

재료 및 방법：2003년 1월-6월에 부산의 한 대학병원
에서분리된 cefepime 내성 A. baumannii를대상으로하였
다. 항균제 감수성은 디스크 확산법으로 시험하였으며,

double disk synergy (DDS)법으로 ESBL 생성균주를 선별
하였다. 평판희석법으로 항균제의 MIC를 측정하였으며,

isoelectric focusing으로 β-lactamase의 pI를 확인하였다.

또한 cefepime 내성 전달성을 접합으로 시험하였다 .

blaPER-1과 blaPER-2유전자를 PCR로검출하였으며, 증폭산물
의염기서열분석을통하여유전형을확인하였다.

결배과：Cefepime에 중간 혹은 내성인 균주 51주 중
10주 (19.6%)가 DDS 양성이었으며, 10주 모두는 blaPER-1

유전자 양성이었고, pI 5.3, 7.9 및 9.4의 β-lactamase를 생
성하였다. 이들 균주 모두에 대한 ampicillin, piperacillin,

cephalothin, cefoxitin, cefoperazone, ceftazidime, cefotaxi-

me, cefepime 및 aztreonam의 MIC는 >256 mg/L로 높았으
며, imipenem의MIC는 8-16 mg/L이었다.

결배론：본 연구의 결과로 부산의 PER-1 생성 A. bau-

mannii 만연 정도는 서울에 비해서 낮음을 확인할 수 있
었다. 그러나 중환자실에서의 이 세균에 의한 감염의 집
단발생은 적절한 대비책이 마련되지 않는 한 부산에도
PER-1 생성 A. baumannii가만연될가능성이있음을시사
한다. 이들 내성균주의 확산을 방지하기 위한 감염관리
대책의마련이시급한것으로생각된다.
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