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그람음성세균에 임상적 효용성이 있는 첫 penicillin계
항균제인 ampicillin이 도입된 이후, β-lactam 항균제는 그
람음성세균에 의한 감염증 치료에 광범위하게 사용되어
왔다. 그러나 항균제 사용의 결과로 내성세균이 출현하
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Background : The aim of this study was to survey the nation wide susceptibilities of Esherichia coli

and Klebsiella pneumoniae against cefotaxime and to determine the prevalence of CTX-M-type exten-
ded-spectrum β-lactamases(ESBLs).

Methods : During the period of April to June, 2002, E. coli and K. pneumoniae isolates were colle-
cted from 13 hospitals. Antimicrobial susceptibilities to cefotaxime were tested by the disk diffusion
method. ESBL production was determined by double disk synergy test. Cefotaxime-resistance of
the ESBL-producers was transferred to azide-resistant E. coli J53 by conjugation. MICs of β-lactam
antibiotics were determined by agar dilution method. Searches for blaCTX-M genes were performed by
PCR amplication. pIs of β-lactamases were determined by isoelectric focusing.

Results : Ten percents of E. coli and 35 percents of K. pneumoniae isolates among 260 strains of
each were intermediate or resistant to cefotaxime. Twenty-three isolates of E. coli and 78 K. pneu-

moniae isolates showed positive results in the double disk synergy test. One isolate of E. coli and 2
K. pneumoniae isolates harbored blaCTX-M-3 gene, 2 E. coli isolates harbored blaCTX-M-15 gene, and 2 E. coli

and 2 K. pneumoniae isolates harbored blaCTX-M-14 gene.
Conclusion : E. coli and K. pneumoniae isolates producing CTX-M-type ESBLs are not uncommon

in Korean hospitals. The spread of CTX-M-type ESBL genes could compromise the future useful-
ness of 3rd generation cephalosporins and aztreonam for the treatment of E. coli and K. pneumoniae

infections. (Korean J Clin Microbiol 2004;7(1):48-54)
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였으며, 이들 내성세균의 치료를 위해 보다 강력한 항균
제를 개발해야 하는 악순환이 되풀이되고 있다[1]. 세균
이 항균제에 대한 내성을 획득하는 기전은 다양한데, β-

lactam 항균제에 대한 내성획득의 가장 중요한 기전은 β-
lactamase 생성에의한항균제의불활성화이다[2].

제 3세대 cephalosporin과 aztreonam은 TEM-1, TEM-2,

SHV-1 등 broad-spectrum β-lactamase (BSBL) 생성세균의
감염증 치료를 위해 사용되고 있다. 이들 광범위 항균제
는 BSBL에안정하며, 세포외막투과도가높기때문에그
람음성세균에 강한 항균력을 발휘한다[3]. 그러나 이들
광범위 항균제가 임상에서 사용된 후, 1983년 독일에서
extended-spectrum β-lactamase (ESBL) 생성으로 cefotaxi-

me 내성을 획득한 Klebsiella pneumoniae가 검출되는 등
전 세계적으로 다양한 유형의 ESBL 생성균주가 분리되
었으며, 그빈도는계속증가하고있다[4-7].

TEM 및 SHV형 ESBL은 blaTEM-1, blaTEM-2, blaSHV-1 등
BSBL 유전자의 점 변이에 의한 아미노산 치환에 의해서
생성되었다[8]. Plasmid에의해매개되는이들 ESBL은가
수분해 활성범위가 매우 넓은 효소로, 가수분해 기질특
이성및억제특이성에따른 Bush 등[9]의분류에서 Group

2be, 분자구조에 의한 분류에서는 Class A에 속한다[10].

이들 효소는 penicillin, 협범위 cephalosporin 뿐만 아니라
제 3, 4세대 cephalosporin, aztreonam 등 광범위 항균제도
가수분해하지만, cephamycin과 carbapenem에는 활성이
없으며, clavulanic acid, sulbactam 등 β-lactamase inhibitor

에 의해서 활성이 억제되는 특징이 있다[3]. 지금까지 80

가지 이상의 TEM형 ESBL과 30가지 이상의 SHV형 ES-

BL이보고되었다(http://www.lahey.org/studies/webt.asp)[11].

CTX-M형 ESBL 역시 plasmid에 유전자가 매개되는데,

TEM 혹은 SHV형 ESBL과 기질특이성 및 억제특이성이
유사하지만, ceftazidime에 대한 가수분해 활성이 cefota-

xime에비해강하거나비슷한 TEM 혹은 SHV형 ESBL과
달리 cefotaxime에대한활성이 ceftazidime에비해상대적
으로 강한 특성이 있다. 1996년 Bauerfeind 등[12]에 의해
CTX-M-1과 CTX-M-2가 처음 보고 된 이후 30여가지 변
종이 알려졌다. 국내에서는 CTX-M-14를 생성하는 K.

pneumoniae 2주, Esherichia coli 1주및 Shigella sonnei 1주
를 임상검체에서 분리하였다는 한 연구 외엔 지금까지
CTX-M형 ESBL의보고가없었다[13].

본 연구에서는 전국 13개 병원에서 수립한 cefotaxime

에 중간 혹은 내성인 E. coli와 K. pneumoniae를 대상으로
CTX-M형 ESBL 생성현황을 조사하고 내성유전자의 유
전형을규명하고자하였다.

재료 및 방법

1. 균주의 수집

2002년 4월-6월에 전국 13개 병원(서울 4개, 경기 3개,

강원 1개, 대전 1개, 경북 1개, 광주 1개, 부산 1개, 제주 1

개)에서분리된 E. coli와 K. pneumoniae각 20주를분리된
순서대로 수집하였으며, 동일 환자에서 반복 분리된 균
주는 수집대상에서 제외하였다. 분리된 균주의 균종은
전통적인 생화학적 방법 및 Vitek GNI card (bioMerieux

Vitek Inc., Hazelwood, MO, USA)로확인하였다.

2. 항균제 감수성 시험

디스크 확산법[14]으로 시험하였다. 항균제 디스크로
는 cefotaxime 디스크(BBL, Cockeysville, MI, USA)를 사
용하였다. 결과의정확성을위하여 E. coli ATCC 25922의
감수성을동시에시험하였다.

3. ESBL 생성균주의 검출

Double disk synergy 시험을 사용하였다[15]. 세균 부유
액을 면봉으로 Mueller-Hinton 한천에 고르게 접종한 후,

배지의 중앙에는 amoxicillin-clavulanic acid (20/10 μL,

BBL), 그주위에는 30 μL의 cefotaxime, ceftazidime 및 azt-

reonam 디스크를 놓았다. 중앙과 주변 디스크의 가장자
리간격은 1.5㎝가되게하였다. 세균이접종된배지는 37

℃항온기에 18시간배양후결과를판독하였는데, 두디
스크사이에서상승효과에의한억제대의확장현상이관
찰되면양성으로판정하였다.

4. 접합에 의한 내성 전달

Jacoby 및 Han[16]의 방법을 참조하여서 시험하였다.

Azide에 내성인 E. coli J53을 내성수여자로 사용하였으
며, 내성공여자와수여자를각각 Brain heart infusion (Di-

fco, Cockeysville, MI, USA) 액체배지에 접종하여서 3시
간 진탕배양 하였다. 공여자 배양액 0.2 mL와 수여자 배
양액 2.2 mL를 시험관에 넣어서 37℃로 1시간 배양 후,

cefotaxime 8 ㎍/mL와 azide 100 ㎍/mL가 함유된 Mac-

Conkey 한천에 접종하였다. 37℃에서 18시간 배양 후
transconjugant를선별하였다. 내성전달의확인을위해서
transconjugant의 cefotaxime에대한감수성을디스크확산
법으로시험하였다.

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

NCCLS 한천희석법으로 시험하였다[17]. 시험 항균제
로는 ceftazidime과 cefotaxime을 사용하였다. 시험균주
104 colony forming unit을 시험항균제가 각각 0.06-256

mg/L 농도로 함유된 Mueller-Hinton 한천에 Steers repli-

cator (Craft Machine, Chester, PA, USA)로접종하였다. 37

℃ 호기성 환경에서 18시간 배양 후 항균제 농도에 따른
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집락의 증식 양상을 관찰하였다. 참조균주인 E. coli AT-

CC 25922의감수성을동시에시험하였다.

6. Isoelectric focusing (IEF)에 의한 등전점
(pI) 측정

세균 crude extract 10 μL와 동량의 sample buffer (TEF-

CO Corporation, Tokyo, Japan)를 섞어 agarose gel (pH 3-

10, TEFCO Corporation, Tokyo, Japan)에 100V 1시간,

200V 1시간 및 300V 40분간 전기영동 하였다. Nitrocefin

(OXOID, Hampshire, England)에 적신 여과지로 gel을 덮
고 20초간염색하였다. Gel에나타난붉은색의 band를관
찰하여β-lactamase의 pI를확인하였다.

7. Primer 고안

CTX-M형 β-lactamase 유전자의 염기서열을 GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)에서 취하였다. DNASpace

version 3.02 (Genetic Systems, Hitachi, Japan)와 Vector

NTI Suite (InforMax, Frederick, MD, USA)을사용한 multi-

aligment 분석 결과에 기초하여 CTX-M형 β-lactamase 유
전자에 특이적인 부분을 primer로 고안하였다(Table 1).

고안된 primer와 CTX-M형 β-lactamase 유전자 염기서열
동정은 BLAST로 분석하였다 (http://www.ncbi.nlm.nih.

gov).

8. 분자생물학적 방법에 의한 내성유전형 확인

PCR로 CTX-M형 ESBL의 유전형을 시험하였다. 시험
세균을 Tryptic Soy broth (Difco)에접종하여 37℃로하룻
밤진탕배양하였다. 배양액 1 mL를취하여 5분간 13,000

Xg로원침하였다. 상청액은버리고, 침사는증류수 500 μ

L에 부유시켰다. 이를 10분간 끓인 후, 13,000 Xg로 원침
하고, 상청액을취하여 DNA 추출액 5 μL, primer 각 1 μL,

deoxynucleotide triphosphates 2.5 mM (8 μL), Taq DNA po-

lymerase 2.5 U (0.5 μL), 10X buffer 10 μL 및증류수 75.5 μ

L를 혼합하여 premix를 만들었다. 이를 Gene Amp PCR

System 9600 (Perkin-Elmer Centus Corp., Norwalk, CT,

USA)으로 94℃로 30초간 denaturation, 58℃로 1분간 an-

nealing, 72℃로 1분간 extension하는 35 cycle의 PCR을시
행하였다. 증폭산물 10 μL를 2% agarose gel (Promega,

Madison, WI, USA)에 40분간 전기 영동하여 증폭산물의
band를 확인하였다. PCR 증폭산물을 Sequenase Version

2.0 DNA sequencing kit (U.S. Biochemicals, Cleveland, OH,

USA)를이용하여 dideoxy-mediated chain termination 법으
로염기서열을양방향으로분석하였다.

결 과

1. 항균제 감수성 양상

항균제 감수성 조사에 참여한 전국 13개 기관에서 시
험기간중분리된 E. coli 260주와 K. pneumoniae 260주중
E. coli가 25주(10%)와 K. pneumoniae는 90주(35%)가
cefotaxime에중간혹은내성이었다.

2. ESBL 생성 확인과 접합에 의한 내성 전달

Cefotaxime에 중간 혹은 내성인 E. coli 25주 중 23주와
K. pneumoniae 90주중 78주가 double disk synergy 양성이
었다. 이 중 E. coli 17주와 K. pneumoniae 43주의 cefota-

xime 내성이 recipient인 E. coli J53으로전달되었다.

3. ESBL 유전형

Double disk synergy 양성인 E. coli 23주 중 3주와 K.

pneumoniae 78주 중 2주는 CTX-M-1F 및 CTX-M-1R pri-

mer를이용한 PCR, 그중 2주는 CTX-M-4F 및 CTX-M-4R

primer를 이용한 PCR에 양성반응을 보였다. CTX-M-1F

및 CTX-M-1R이나 CTX-M-3F 및 CTX-M-3R primer를 이
용한 PCR에 양성반응을 보인 균주는 없었다. CTX-M-2F

및 CTX-M-2R primer에의한 PCR산물중 E. coli 1주와 K.

pneumoniae 2주의 산물은 blaCTX-M-3, E. coli 2주의 산물은
blaCTX-M-15와 일치하였다(Table 2). CTX-M-4F 및 CTX-M-

4R primer에 의한 E. coli 2주와 K. pneumoniae 2주의 PCR

산물모두는 blaCTX-M-14와일치하였다.

Table 1. Sequences of the PCR primers

Name Nucleotide Sequence GenBank Accession No. Product Size(bp)

CTX-M-1F 5’-atgatgactcagagcattcgc- 3’
CTX-M-1R 5’-tcgctccatttattgcatca- 3’
CTX-M-2F 5’-cccatggttaaaaaatcactg- 3’
CTX-M-2R 5’-ccgtttccgctattacaaac- 3’
CTX-M-3F 5’-gattgaccgtattgggagttt- 3’
CTX-M-3R 5’-tattgagagttacagcccttcg- 3’
CTX-M-4F 5’-atgttaatgacgacagcctgtg- 3’
CTX-M-4R 5’-ccgcttttatccccgaca- 3’

AJ272538 893

AF488377 891

AF174129 909

AY157676 689



4. MIC 및 pI

CTX-M형 ESBL 유전자를지닌균주에대한 cefotaxime

의 MIC는 ≥128 mg/L 로 높았으며, ceftazidime의 MIC는
8-64mg/L로 상대적으로 낮았다. Isoelectric focusing으로
blaCTX-M-3 유전자를 지닌 균주에서는 pI 8.4, blaCTX-M-14 유전
자를 지닌 균주에서는 pI 8.1, blaCTX-M-15 유전자를 지닌 균
주에서는 pI 8.6의 β-lactamase band를 확인할 수 있었다.

한편 blaCTX-M-3 유전자를지닌 1주, blaCTX-M-14 유전자를지닌
2주, blaCTX-M-15 유전자를 지닌 2주는 pI 5.4 band를 동시에
갖고있었다(Table 2).

고 찰

CTX-M형 ESBL은 plasmid에 매개되며 class A에 속한
다. Cephalosporin 대부분에대해가수분해활성을지니고
있지만, carbapenem과 cephamycin에대한활성은없으며,

clavulanic acid에 의해서 활성이 억제된다. 이 효소는
TEM 및 SHV형 ESBL과의 상동성은 40% 이하에 불과하
지만 Klebsiella oxytoca의 염색체성 K1 β-lactamase와의
상동성은 70% 이상으로높으므로이효소가진화한것으
로 추측된다[18-20]. CTX-M형 ESBL은 1989년 독일에서
분리된 E. coli에서처음발견되었으며, 이후유럽, 남아메
리카, 동아시아, 아프리카 등 전 세계 여러국가에서 보고
되었다[12]. 아시아에서는 1993년일본에서 Toho-1 ESBL

을생성하는 E. coli가분리된것을필두로[21], 대만, 중국
등에서 다양한 CTX-M형 ESBL이 보고되었다. 국내에서
는 2001년 CTX-M-14를 생성하는 Shigella sonnei, E. coli

및 K. pneumoniae가보고된바있으나[13] 아직전국적인
분리빈도및효소의유형에대한조사는전무하다.

본 연구에서는 CTX-M형 ESBL을 염기서열에 따라서
4군으로 분류하였다. 제 1군은 주로 유럽에서 보고된 것
으로, CTX-M-2, -4와 kluA-1 ~ 5 등이포함된다[22]. 제 2

군에는 CTX-M-1, -3, -10, -12, -15와 Toho-1 등이 포함되
며 유럽, 동아시아, 아프리카 등에서 분리되었다[23-27].

제 3군에는 CTX-M-8, -25, -26 등이 포함되며 유럽, 북미

및 남미에서 분리되었다[28]. 제 4군은 CTX-M-9, -13, -

16, -17와 Toho-2 등이 포함되며 남유럽, 남미 및 동아시
아에서 보고되었다[29-33]. 본 연구에서는 CTX-M형
ESBL 생성균주의 선별 대상을 cefotaxime에 중간 혹은
내성인 균주로 한정하였는데, 이는 이 효소를 생성하는
균주 대부분이 cefotaxime에 고도내성인 것으로 보고되
었기때문이다. 본연구에서검출된 CTX-M형 ESBL 생성
균주에대한 cefotaxime의MIC 모두 128 mg/L 이상이었다.

위의 분류를 바탕으로 PCR을 시행한 결과 제 1군과 3

군의 효소는 검출되지 않았지만 제 2군(CTX-M-3, -15)과
4군의 효소(CTX-M-14)는 국내에 존재함을 확인할 수 있
었다. E. coli 1주와 K. pneumoniae 2주는 blaCTX-M-3 유전자,

E. coli 2주는 blaCTX-M-15유전자를지니고있었다. CTX-M-3

은 1996년폴란드에서분리된 E. coli에서처음알려졌다.

유럽, 동아시아, 남아메리카 등지에서 분리가 보고된 바
있으며, 본 연구를 통해 국내에도 존재함이 처음 입증되
었다[34,35]. 이효소는 CTX-M-1의아미노산중 4개(Val-

177→Ala, Asp-114→Asn, Ser-140→Ala, Asn-288→Asp)가
치환된 것이며 pI값은 8.4이다[24]. CTX-M-15는 2001년
인도에서처음분리되었으며, 아시아와유럽등지에서도
분리가 보고되었다. CTX-M-3과 유사하지만 240번째 아
미노산 Asparagine이 Glysine으로 치환되어 있고, pI값은
8.6이다[36-38]. 이효소또한본연구를통하여국내에존
재함이 처음 보고 되었다. 제 4군의 효소로는 CTX-M-14

만이 검출되었다. 이 효소는 동아시아에서 주로 분리되
었으며, 국내에서도 분리가 보고된 바 있다. 스페인에서
는 닭의 변에서 이 효소를 생성하는 E. coli가 분리된 바
있다[39]. 한편 CTX-M-3가 검출된 1균주, CTX-M-15가
검출된 2균주, CTX-M-14가 검출된 2균주는 CTX-M형
ESBL에 해당되는 β-lactamase band 이외에 pI 5.4의 β-
lactamase band가관찰되었으며, 이들 band는 TEM-1인것
으로추측된다.

지역별로 서울의 현대중앙병원에서 CTX-M-15가 2주
검출되었으며, 경기도의 수원에 소재한 아주대병원에서
CTX-M-3이 1주, 강원도의 원주기독병원에서 CTX-M-14

가 1주, CTX-M-3이 1주 검출되었고 대전의 건양대병원
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Table 2. Characteristics of CTX-M-type β-lactamase-producing E. coli and K. pneumoniae isolates

MICs(mg/L)

ceftazidime cefotaxime

CTX-M-3 AJ 19 E. coli 32 128 8.4

JN 9 K. pneumonia 16 >256 5.4, 8.4

WK 6 K. pneumonia 8 256 8.4

CTX-M-15 HJ 1 E. coli 32 256 5.4, 8.6

HJ 7 E. coli 32 256 5.4, 8.6

CTX-M-14 KY 14 K. pneumonia 32 256 5.4, 8.1

WK 7 K. pneumonia 32 256 8.1

SC 1 E. coli 64 128 5.4, 8.1

SC 7 E. coli 64 128 8.1

Genotype Isolates Species pI
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에서 CTX-M-14 1주, 경북 구미의 순천향병원에서 CTX-

M-14 2주, 광주의 전남대병원에서 CTX-M-3 1주가 검출
되었다. 이 결과는 국내에 TEM, SHV 외에도 CTX-M형
ESBL을생성하는 E. coli와 K. pneumoniae가만연되고있
음을 시사한다. CTX-M형 ESBL의 만연은 cephalosporin

과 aztreonam의 임상적 유용성을 제한하여 carbapenem의
사용빈도를 높게 하고 이로 인한 의료비의 상승과 carba-

penem 내성균주 등장을 촉진하는 부작용을 초래할 것으
로우려된다. 향후 CTX-M형 ESBL의만연정도를감시하
기위한추가적인조사가필요할것으로생각된다.

요 약

목배적：본 연구에서는 전국의 13개병원에서 분리된
Esherichia coli와 Klebsiella pneumoniae를 대상으로 CTX-

M형 extended-spectrum β-lactamase (ESBL)의 생성빈도를
조사하고자하였다.

방배법：2002년 4-6월에 전국 13개 병원에서 분리된
E. coli와 K. pneumoniae를수집하였다. cefotaxime에대한
감수성을 디스크 확산법으로 시험하였으며, ESBL 생성
은 double disk synergy 시험으로 조사하였다. ESBL 생성
균주의 cefotaxime 내성을 접합으로 azide 내성인 E. coli

J53에게 전달하였다. 한천희석법으로 β-lactam 항균제의
최소억제 농도를 측정하였으며, PCR로 blaCTX-M 유전자를
검출하였고, PCR 산물의염기서열을양방향으로분석하
였다. Isoelectric focusing으로 β-lactamase의 pI값을 측정
하였다.

결배과：E. coli와 K. pneumoniae의 cefotaxime 내성율
은각각 10%와 35%이었다. 13개병원에서수집된 cefota-

xime 중간 혹은 내성인 E. coli와 K. pneumoniae중 E. coli

23주와 K. pneumoniae 78주가 double disk synergy 양성이
었다. E. coli 1주와 K. peumoniae 2주에서 blaCTX-M-3유전자,

E. coli 2주에서 blaCTX-M-15 유전자, E. coli 2주와 K. pneu-

moniae 2주에서 blaCTX-M-14유전자가검출되었다.

결배론：국내 병원에서 분리되는 cefotaxime 내성 E.

coli 나 K. pneumoniae 중 CTX-M형 ESBL의 분리 비율이
증가하고있으며, 그종류역시증가하고있다. CTX-M형
ESBL 유전자의확산은제 3세대 cephalosporin이나 aztre-

onam의 E. coli혹은 K. pneumoniae감염증치료가제한될
것으로우려된다.
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