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Klebsiella oxytoca는 저농도의 penicillinase를 생성하여
aminopenicillin, ticarcillin, piperacillin 등에 내성이며 ex-

panded-spectrum cephalosporin제나 aztreonam에도 내성인
경우가 있다[1, 2]. K. oxytoca가 expanded-spectrum β-lac-

tam제에 내성을 나타내는 기전은 유전자의 promotor 부
위의변이로인해염색체성 penicillinase가과량생성되는
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Background : Klebsiella oxytoca strain exhibiting an unusual inducible β-lactam resistance
phenotype was isolated from a wound specimen of a patient at a university hospital in August 2002.
The isolate was resistant to ampicillin, ampicillin-sulbactam, cephalothin, cefoxitin, and demonstra-
ted reduced inhibition zone diameters for ceftazidime in combination with clavulanate versus those
for ceftazidime when tested alone.

Methods : Antimicrobial susceptibilities were tested using the Etest and disk diffusion method.
AmpC β-lactamase production was determined by modified Hodge test. The disk antagonism
method was used to detect inducibility of β-lactamase. Conjugation experiments were performed by
the filter mating method using the recipient Escherichia coli J53 Azir strain. PCR and DNA
sequencing of DHA-specific PCR products were tested.

Results : The double disk synergy test was negative and the modified Hodge test was positive for
the K. oxytoca isolate. Antagonism was observed between cefoxitin and oxyimino-cephalosporins.
Sequence analysis of the DHA-specific PCR products revealed that they were identical to the amino
acid sequence of the DHA-1 β-lactamase. Transfer of the resistance by conjugation experiments
was successful.

Conclusions : We found a plasmid-mediated DHA-1 β-lactamase-producing K. oxytoca posse-
ssing an unusual inducible β-lactam resistance phenotype was found in a university hospital in
Korea. The resistance phenotype was conferred by DHA-1 encoded by a self-transferable plasmid.
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경우[3]와 플라스미드성 extended-spectrum β-lactamase

(ESBL)가 생성되는 경우가 있다[4]. 최근 들어 주로 K.

pneumoniae와 Escherichia coli에서 cephamycin제에 내성
을 보이는 균주들이 증가하고 있는데, 이는 Pseudomonas

aeruginosa나 Enterobacter spp. 등의 그람음성간균에 존
재하는 염색체성 AmpC β-lactamase 유전자에서 전이된
플라스미드성 AmpC β-lactamase 때문이다[5, 6]. 대부분
의장내세균과(family)의 AmpC는유도성이며과량생성
되는 경우 oxyimino-β-lactam제, 7-α-methoxy-cephalospo-

rin제및 monobactam제에내성을나타낼수있다[5, 6]. 대
부분의 플라스미드성 AmpC 효소는 Klebsiella spp., Sal-

monella spp., Proteus mirabilis와같이선천적으로염색체
성 AmpC β-lactamase가 없는 균종에서 발견된다[7-10].

플라스미드성 AmpC 효소는 염색체성과는 달리 대부분
이구성적(constitutive)으로표현되며유도성인경우는드
물다. 사우디아라비아에서 최초로 DHA-1 β-lactamase 생
성 Salmonella enterica serovar Enteritidis가 분리되었는데
[7], 이 blaDHA-1 유전자는 Morganella morganii의 염색체성
AmpC에서유래된것으로조절(regulator) 유전자인 ampR

이 있기 때문에 유도성이다[11, 12]. 최근에는 DHA-1과
유사한 DHA-2 β-lactamase가 프랑스에서 보고된 바가 있
으며, 이효소도유도성의내성표현형을보인다[13].

최근 한림의대 강동성심병원에서 ESBL 디스크 확인
시험 결과, 생소한 내성표현형을 보이는 K. oxytoca가 분
리되었다. 시험한 결과, 유도성 AmpC β-lactamase인
DHA-1 생성균주임을확인하여보고하는바이다.

대상 및 방법

1. 대상균주와 환자정보

2002년 8월 한림대학교 강동성심병원 정형외과에 입
원한 65세 남자환자의 창상 검체에서 K. oxytoca가 분리
되었다. MicroScan WalkAway System (Dade International

Inc., West Sacramento, CA, USA)으로 시행한 항균제감수
성시험에서 ampicillin, ampicillin-sulbactam, cephalothin,

cefoxitin, tobramycin에 내성이고 ESBL 선별시험에는 음
성이었다. ESBL 디스크확인시험[14]에서는 ceftazidime-

clavulanate의복합제디스크의억제대가 ceftazidime 디스
크만의억제대보다감소하였다.

2. 감수성시험

E test strip (AB BIODISK, Solna, Sweden)을 이용하여
사용설명서에 따라 amoxicillin-clavulanate, piperacillin-ta-

zobactam, cefoxitin, cefotetan, cefotaxime, ceftazidime, azt-

reonam, cefepime, imipenem의 최소억제농도(MIC)를 측
정하였다. β-lactam제가아닌항균제에대해서는 National

Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) 디스

크확산법[14]을 이용하였고 항균제디스크는 amikacin,

gentamicin, tobramycin, ciprofloxacin, trimethoprim-sulfa-

methoxazole (Becton Dickinson Microbiology Systems, Co-

ckeysville, MD, USA)이었다. E. coli ATCC 25922를 정도
관리균주로사용하였다. ESBL과 AmpC β-lactamase의검
출을 위해 각각 double disk synergy 시험[15]과 modified

Hodge 시험[16]을시행하였다.

3. 유도성시험

염색체성 β-lactamase의 유도성을 검출하기 위해서 사
용하였던 disk antagonism 시험[6]을 약간 변형하여 시행
하였다. 균액을 바른 Mueller-Hinton agar plate의 표면에
유도약제와 oxyimino-β-lactam제 디스크를 각각의 가장
자리의 간격이 20 mm가 되게 놓고 하룻밤 배양 한 후에
판독하였다. 유도약제는 amoxicillin-clavulanate와 cefoxi-

tin을, oxyimino-β-lactam제는 cefotaxime, ceftazidime, azt-

reonam, cefepime을이용하였다.

4. PCR과 DNA sequencing

Alkaline lysis 방법[17]에 따라 template DNA를 분리하
였고 PCR 증폭은이전의방법[18]을약간변형하여 0.5 μ

M primer와 2 μL의 template DNA를 이용하여 최종 부피
가 50 μL가 되도록 하였다. blaSHV[19], blaTEM[19] 및 bla-

DHA[20] 특이 primer를 이용한 PCR 증폭과 DNA sequen-

cing에 사용한 primer는 Table 1과 같았다. BLAST prog-

ram (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)을이용하여염기서열을
배열하고분석하였다.

5. 내성전달시험

Conjugation은 filter mating법[21]에 따라 시행하였고
recipient로는 E. coli J53 Azir 균주[22]를 이용하였다.

Transconjugant는 sodium azide (100 mg/ml)와 cefoxitin (16

mg/ml)이함유된MacConkey agar를이용하여선별하였다.

결 과

1. 감수성시험과 내성전달시험

K. oxytoca는 amoxicillin-clavulanate와 cefoxitin에 고농
도 내성을 보였고 다른 β-lactam제의 MIC는 낮았다. β-

lactam제 이외의 약제 중에서는 tobramycin에 내성이었
다. Double disk synergy 시험은음성, modified Hodge 시험
은 양성이었다. 내성 전달시험에 의해서 cefoxitin 내성이
recipient인 E. coli J53 Azir균주에전달되었고이 transcon-

jugant도 임상균주와 거의 유사한 감수성 양상을 나타냈
다 (Table 2).
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2. 유도성시험

ESBL 디스크확인시험에서 K. oxytoca임상균주는 cef-

tazidime의 억제대가 ceftazidime-clavulanate의 억제대보
다 4 mm 감소하였고, transconjugant는 ceftazidime-clavu-

lanate와 cefotaxime-clavulanate의 억제대가 ceftazidime과
cefotaxime의억제대보다각각 4 mm과 5 mm 씩감소하였
다(Table 2). Disk antagonism 시험에서는 cefoxitin과 amo-

xicillin-clavulanate 디스크에 근접한 oxyimino-β-lactam 디
스크의억제대가 D자모양으로찌그러져서유도성β-lac-

tamase임을확인하였다.

3. PCR과 DNA sequencing

blaSHV, blaTEM 및 blaDHA 특이 primer를 이용한 PCR 결과
SHV와 DHA에양성을보였다. 이균주는 cefotaxime, cef-

tazidime, aztreonam의 MIC가 모두 1 μg/mL 이하이었고

MicroScan, double disk synergy 시험, ESBL 디스크 확인
시험에서 모두 ESBL 음성을 보여 SHV는 SHV-1 like β-

lactamase로 추측이 되었다. DHA 특이 PCR 산물로 염기
서열을분석한결과, 이것의아미노산염기서열이 DHA-

1 β-lactamase와 100% 일치하였다.

고 찰

플라스미드성 AmpC β-lactamase 중 유도성인 것은
DHA-1, DHA-2, ACT-1형 등이 알려져 있다[7, 13, 23].

DHA-1은 S. enterica serovar Enteritidis에서 처음 보고가
되었고[7], 대만의한대학병원에서 DHA-1 생성 K. pneu-

moniae의 유행이 보고 된 바가 있다[24]. 저자들은 65세
남자 환자의 창상검체에서 플라스미드성 유도성 AmpC

β-lactamase인 DHA-1 β-lactamase 생성 K. oxytoca를 분리
하였다. 플라스미드성 AmpC β-lactamase 중 DHA형은전
세계적으로 드문 것으로 알려져 있다. 미국의 25개 주와

Table 1. Primers used for amplification and sequencing

Primer Sequence* Position Accession no!

Amplification

TEM-A TAAAATTCTTGAAGACG 2-18 AF027199

TEM-B TTACCAATGCTTAATCA 1059-1075

SHV-OS5 TTATCTCCCTGTTAGCCA 254-271 AY008838

SHV-OS6 GATTTGCTGATTTCGCTC 1033-1050

Amplification and sequencing

DHA-MF AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT 1244-1265 Y16410

DHA-MR CCGTACGCATACTGGCTTTGC 1648-1628

Sequencing

DHA-LF GGGGAGATAACGTCTGACCA 2545-2564 AJ237702

DHA-LR TAGCCAGATCCAGCAATGTG 3063-3044

DHA-RF GCTGGGGTTATCTCACACCT 3275-3294 AJ237702

DHA-RR GCACTCAAAATAGCCTGTGC 3805-3786
* All primer sequence are written in the 5’-to-3’direction.
 Nucleotide position of the primer in the sequence.
!GenBank accession number of a sequence containing the corresponding primer sequence.

Table 2. Antimicrobial susceptibilities of a DHA-1 β-lactamase-producing K. oxytoca strain isolated from a patient and its

transconjugant

Strain MIC* ( g/ml) Inhibition zone diameter (mm)

Clinical isolate 48 4 256 0.5 0.25 0.25 0.5 0.25 0.25 15 19 10 23 24 25 21 27 27

Transconjugant 48 4 256 1 0.25 0.5 1 0.25 0.25 19 23 14 34 32 25 20 28 24

* MIC values obtained by Etest.
 Inhibition zone diameters obtained by NCCLS disk diffusion test.

Abbreviations: AMC, amoxicillin-clavulanate; AMK, amikacin; ATM, aztreonam; CAZ, ceftazidime; CIP, ciprofloxacin; CLA,

clavulanate; CTT, cefotetan; CTX, cefotaxime; FEP, cefepime; FOX, cefoxitin; GEN, gentamicin; IPM, imipenem; SXT,

cotrimoxazole; TOB, tobramycin; TZP, piperacillin-tazobactam.

CAZ CTX
+ CTX +

CLA CLA
AMC TZP FOX CTT ATM CTX CAZ FEP IPM AMK GEN TOB CIP SXT CAZ



워싱턴 D.C.에서 분리된 총 752주의 oxyimino-β-lactam제
내성 K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli중에서 K. pneumo-

niae의 8.5%, K. oxytoca의 6.9%, E. coli의 4%가 플라스미
드성 AmpC β-lactamase 생성균주이었으나 이중 DHA형
β-lactamase 생성 K. oxytoca는 없었다[25]. 그러나 한국은
플라스미드성 AmpC β-lactamase 생성 K. pneumoniae 중
에서 DHA형이 가장 흔하였고[26] E. coli나 Salmonella에
서도 DHA-1형이 보고된 바가 있다[26, 27]. 또한 한국에
서분리된 DHA-1 β-lactamase 생성 K. oxytoca가 GenBank

accession number AY205599로 등재되어 있다. 이번 연구
에서분리된 K. oxytoca는 conjugation 시험에의해서 cefo-

xitin의 내성이 E. coli J53 Azir에 전달되어 blaDHA-1이 스스
로이동이가능한플라스미드에있음을알수있었다.

ESBL의 검출 방법에 대해서는 많은 연구가 이뤄져 있
으며 Klebsiella와 E. coli에국한되어있기는하지만 NCC-

LS에 그 기준이 설정되어 있다[14]. AmpC β-lactamase의
검출법도 3-demensional 시험[28], modified Hodge 시험
[16], AmpC disk 시험[29] 등이 개발되어 있으나 아직
NCCLS에는 검출방법이나 기준이 설정되어 있지 않은
상태이다. 유도성 β-lactamase의 생성을 검출하기 위해서
는유도약제인 cefoxitin이나 clavulanic acid와 oxyimino-β-

lactam제간의 antagonism 시험[6]을이용할수있다. 염색
체성 AmpC β-lactamase 유전자가 선천적으로 없는 Kleb-

siella spp., Salmonella spp., P. mirabilis 중에서 유도성
AmpC β-lactamase 생성균주들은 ESBL 디스크 확인시험
을했을때 ESBL 생성균주와는반대로 ceftazidime-clavu-

lanate와 cefotaxime-clavulanate 디스크의 억제대가 cefta-

zidime과 cefotaxime 디스크의억제대보다감소하므로이
를 유도성 β-lactamase 생성 그람음성간균의 검출을 위한
선별검사에사용할수있다고하였다[24]. 저자들의경우
에서도 ESBL 디스크확인시험의결과가 ESBL 생성균주
와 반대의 결과를 보였고 disk antagonism 시험도 양성을
보여유도성β-lactamase임을확인할수있었다. 

선천적으로 유도성 AmpC 효소를 생성하는 세균에 의
한감염에서종종 AmpC 과량생성변이주가함께존재하
는 경우가 있는데, 이때 extended-spectrum β-lactam제로
치료하는경우가있으므로이를예방하기위해서유도성
AmpC 생성 Enterobacteriaceae균주에대해서는모든 ex-

tended-spectrum β-lactam제를 내성으로 보고해야 한다는
견해도 있다[6]. 그러나 유도성인 DHA-1 생성균주와 같
은 플라스미드성 AmpC 생성균주의 감염에 대한 exten-

ded-spectrum cephalosporin제의 치료 효과에 대한 연구가
아직거의없기때문에모든 extended-spectrum β-lactam제
를내성으로보고해야하는지는아직알수없으며, 이러
한 균주에 의한 감염의 선택약제가 무엇인지도 아직 밝
혀져 있지 않은 상태이다. 다른 연구들[13, 24]과 마찬가
지로 이번 연구에서도 감수성시험 결과, DHA-1 생성 K.

oxytoca가 대부분의 oxyimino-cephalosporin제에 감수성
을보였으나 clavulanic acid의존재하에서는감수성이저

하되었다. 하지만 cefepime과 imipenem은 clavulanic acid

의 존재 하에서도 감수성의 저하가 거의 없는 것으로 알
려져있다[24]. 따라서 DHA-1 생성균주는 4세대 cephalo-

sporin제나 carbapenem제가가장좋은선택약제일가능성
이 있다. 따라서 미생물검사실에서는 Klebsiella spp., Sal-

monella spp., P. mirabilis 중에서 DHA-1등의 유도성 β-
lactamase가 검출된 경우 임상의사에게 cephamycin제와
같은 강력한 AmpC 유도약제의 사용을 피할 것을 알려
주는것이필요할것으로생각된다.

요 약

배배경：2002년 8월 한 대학병원에서 생소한 β-lactam

제내성표현형의양상을보이는유도성 Klebsiella oxyto-

ca 균주가 한 환자의 창상검체에서 분리되었다. 이 균주
는 ampicillin, ampicillin-sulbactam, cephalothin, cefoxitin에
내성이었고 ceftazidime-clavulanate 디스크의 억제대가
ceftazidime 디스크의억제대보다감소하였다.

방배법：Etest와 디스크확산법을 이용하여 항균제감
수성시험을 하였다. AmpC β-lactamase 생성은 modified

Hodge 시험으로 판독하였다. Disk antagonism 시험으로
β-lactamase의 유도성을 검출하였다. Conjugation은 Es-

cherichia coli J53 Azir 균주를 recipient로 한 filter mating

방법으로 시행하였다. PCR과 DHA 특이 PCR 산물을 이
용한 DNA sequencing을시행하였다.

결배과：K. oxytoca균주에대한 double disk synergy 시
험은음성이었고 modified Hodge 시험은양성이었다. Ce-

foxitin과 oxyimino-cephalosporin제 디스크 간에 antago-

nism을 보였다. PCR과 DHA 특이 PCR 산물을 이용한
DNA sequencing 결과아미노산염기서열이 DHA-1 β-lac-

tamase와일치하였다.

결배론：저자들은 한국의 한 대학병원에서 생소한 유
도성 내성 표현형을 갖고 있는 플라스미드성 DHA-1 β-

lactamase 생성 K. oxytoca를 분리하였고, 이 DHA-1 유전
자는 스스로 이동이 가능한 플라스미드에 있어 내성이
전달됨을알수있었다.
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