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Background: Recently, there have been reports of in-
fections with multidrug-resistant Pseudomonas aeru-
ginosa. To determine the mechanism of the resist-
ance, we investigated the prevalence of Ambler class 
A and D β-lactamases, their extended-spectrum de-
rivatives, and class B and D carbapenemase in mul-
tidrug-resistant P. aeruginosa isolates.
Methods: During the period of March 2006 to May 
2007, clinical isolates of multidrug-resistant P. aerugi-
nosa were collected from patients in Chungnam 
National University Hospital, Daejeon, Korea. Inhibi-
tor-potentiated disk diffusion tests were used for the 
screening of metallo-β-lactamase (MBL) production. 
PCR and DNA sequencing were conducted for the de-
tection of β-lactamase genes. We also employed the 
enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)- 
PCR method for an epidemiologic study. 
Results: A total of 37 consecutive, non-duplicate, 
multidrug-resistant P. aeruginosa were isolated. Twenty- 
nine of 37 isolates harbored blaOXA-10 (56.8%), 
blaOXA-2 (18.9%), and blaOXA-1 (5.4%). Only one iso-

late produced IMP-1, and it also harbored blaOXA-1. 
None harbored Ambler class A β-lactamase or class 
D carbapenemase. The strains producing OXA type 
β-lactamases showed a significantly higher resist-
ance to aminoglycoside compared to non-producers. 
The ERIC-PCR pattern of the 19 OXA-10 producing 
strains indicated that the isolates were closely related 
in terms of clonality.
Conclusion: OXA type β-lactamases are the most 
prevalent among the acquired β-lactamases pro-
duced by multidrug-resistant P. aeruginosa isolated 
at a university hospital in Chungcheong Province. 
Besides β-lactam antibiotics, the strains harboring 
OXA type β-lactamase showed a significantly higher 
resistance to aminoglycoside and qunolone.  (Korean 
J Clin Microbiol 2008;11:98-106)
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서      론

  녹농균(Pseudomonas aeruginosa)은 호기성 포도당 비발효 그

람음성 간균으로 병원감염의 주요 원인균이다. 녹농균에 의한 

감염은 대부분 기회감염이며, 외이도염, 골수염, 뇌수막염, 
심내막염, 폐렴, 요로감염, 균혈증 등 다양한 감염증을 유발

한다[1]. 
  녹농균에 의한 감염증의 치료에는 이 세균에 비교적 강한 항

균력을 지닌 β-lactam계열의 항균제인 ceftazidime, cefepime 
및 carbapenem 등의 약제가 사용되고 있다. 그러나, 최근 cefe-
pime이나 carbapenem에도 내성을 보이는 다제내성 녹농균의 

감염이 증가하고 있어 많은 문제가 되고 있다[2]. 2003년 

KONSAR surveillance 조사에 의하면 imipenem 내성인 녹농균

의 비율이 20%로 높았고, 이중 대부분은 다제내성 균이었다

[3]. 녹농균이 cefepime이나 carbapenem에 대한 내성을 획득하

는 기전 중 하나가 Ambler class A와 D에 속하는 extended 
spectrum β-lactamase (ESBL)의 생성 혹은 class B와 D에 속하

는 carbapenemase의 생성이다[4].  
  Class A에 속하며 장내세균에 의해 흔히 생성되는 TEM형 

및 SHV형 ESBL은 드물지만 녹농균에서도 생성되는 것으로 

알려져 있다[5]. VEB형[6] 및 cephalosporin계 항균제에 강한 

분해활성을 갖는 PER-1형[7] 또한 녹농균에서 검출 된 바 있

다. 그러나 녹농균에서 주로 보고되는 ESBL은 class D에 속하

는 OXA형 β-lactamase로 우리나라에도 널리 퍼져 있으며 

ESBL인 OXA-17 생성 녹농균도 보고된 바 있다[8,9].
  녹농균이 생성하는 carbapenemase에는 2000년 남아프리카 

공화국에서 분리된 녹농균에서 처음 보고된 class A의 GES형 

ESBL[10], class B metallo-β-lactamase (MBL), 그리고 class D
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의 OXA형 carbapenemase등이 있다.
  이중 가장 강력한 carbapenemase인 MBL은 1988년 일본에서 

처음 발견되었으며[11], imipenem을 가수분해하는 효소라는 의

미에서 IMP-1으로 명명되었다[12]. 그 후 일본을 비롯한 여러 

나라에서 VIM형[13,14], SPM-1형[15], GIM-1형[16], 그리고 

SIM-1형[17]등의 MBL이 보고되었다.   
  Class D의 OXA형 carbapenemase는 1985년에 스코틀랜드에

서 분리된 imipenem 내성 Acinetobacter baumannii에서 처음 

확인되었으며[18] 지금은 유럽, 아시아, 브라질등 전세계적으

로 확산되었고[19], 국내에서도 2005년도에 분리된 녹농균에서 

검출된 바 있다[20]. 
  다제내성 녹농균의 출현 및 확산은 이 세균에 의한 감염증 

치료에 많은 어려움을 가중시킬 수 있으므로 임상적으로 중요

한 문제이다. 녹농균이 다제내성을 보이는 중요한 원인중의 하

나가 β-lactamase생성에 의한 획득 내성이므로 다제내성 녹농

균을 대상으로 β-lactamase의 성상을 규명하는 것은 내성기전

을 연구하는데 중요하다. 본 연구에서는 충청지역에서 분리된 

다제내성 녹농균을 대상으로 Ambler class A와 D에 속하는 

ESBL과 class B와 D에 속하는 carbapenemase의 대표적인 유전

형들을 규명하여 내성세균의 확산을 방지하기 위한 기초자료

를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 균주의 수집

  2006년 3월부터 2007년 5월까지 충남대학교 의과대학병원 

진단검사의학과에 의뢰된 임상검체 분리 녹농균 중 다제내성

을 보인 37주를 대상으로 하였다. 분리된 녹농균이 광범위 항

균제인 cefepime, amikacin, ciprofloxacin, piperacillin / tazo-
bactam과 meropenem 중 3가지 이상의 항균제에 내성을 보일 

경우 다제내성균으로 정하였다[21]. 항균제 내성에 상관없이 

분리된 순서대로 균주를 수집하였으며, 동일 환자에서 반복 분

리된 균주는 수집대상에서 제외하였다. 분리된 균주의 균종은 

전통적인 생화학적 방법 및 Vitek GNI card (bioMerieux Vitek 
Inc., Hazelwood, MO, USA)로 확인하였다. 

2. 항균제 감수성 시험

  미국의 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 지
침에 따라[22] amikacin, gentamicin, netilmicin, tobramycin, 
ceftazidime, imipenem, piperacillin, ticarcillin, 및 ciprofloxacin 
(BBL, Cockeysville, MD, USA)과 aztreonam, cefepime, mer-
openem, piperacillin–tazobactam, 및 ticarcillin-clavulanic acid 
(Oxoid, Cambridge, UK)에 대한 감수성을 Mueller-Hinton 한천

배지(Difco, Cockeysville, MD, USA)를 사용하여 디스크 확산

법으로 확인하였다. 항균제에 대한 최소억제농도(minimum in-

hibitory concentration, MIC)는 Mueller-Hinton 액체배지 (BBL)
를 사용하여 액체미량희석법으로 구하였다. Amikacin, genta-
micin, netilmicin, tobramycin, aztreonam 및 piperacillin은 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였으

며, 그 외 사용한 항균제는 ceftazidime (한미약품, 서울, 한국), 
cefepime (보령제약, 서울, 한국), imipenem (MSD, Elkton, VA, 
USA), meropenem (AstraZeneca, Cheshire, UK), ticarcillin 및 

ciprofloxacin (ICN Biomedicals Inc, Costa, Mesa, CA, USA)이
었다. 정도관리를 위해서 Escherichia coli ATCC 25922와 P. 
aeruginosa ATCC 27853을 동시에 시험하여 허용범위에 드는

지 확인하였다.  

3. Inhibitor-potentiated disk diffusion (IPD) 방법을 이용한 

Metallo-β-lactamase 생성 선별 검사

  다제내성 녹농균을 대상으로 IPD 검사를[23] 실시하여 MBL 
생성 균주를 선별하였다. MacConkey 한천 배지(Difco)에서 

35oC, 24시간 동안 배양한 균 집락을 풀어 McFarland 표준액 

0.5에 맞춘 후 균액을 Mueller-Hinton 한천배지에 접종하였다. 
접종한 균액이 마른 후 두 개의 10μg imipenem disk를 두 디

스크 중심간의 거리가 4∼5 cm간격이 되게 하여 배지 위에 올

려놓고 두 개 중 한 개의 디스크에만 0.5 M EDTA용액 10μl를 

분주하였다. 35oC, 18시간 배양한 다음 억제대를 판독하여 imi-
penem과 imipenem-EDTA 디스크의 억제대 차가 7 mm 이상인 

균주를 MBL 생성 선별검사의 양성으로 판단하였다[23].

4. 분자생물학적 방법에 의한 β-lactamase 유전형 확인

  β-lactamase의 유전형을 분석하기 위해 이미 보고된 바 있는 

기존의 시발체를 사용하여 중합효소연쇄반응(polymerase chain 
reaction, PCR)을 수행하였다(Table 1). 대상 균주를 brain heart 
infusion 액체배지(Difco, Cockeysville, MI, USA)에 접종하여 

37oC로 하룻밤 진탕 배양한 후 DNA purification kit (Promega, 
Madison, WI, USA)을 사용하여 배양액으로부터 DNA를 추출

하였다.  DNA 추출액(5μL), 10× Taq buffer (2.5μL), 10 mM 
dNTP mix (0.5μL), primer 각 10 pmol, 0.7U Taq DNA poly-
merase (솔젠트, 대전, 한국) 및 증류수를 혼합하여 25μL의 반

응용액을 만들었다. Gene Amp PCR System 9600 (Perkin- 
Elmer Centus Corp., Norwalk, CT, USA)으로 95oC에서 5분간 

반응시킨 후, 95oC에서 20초, 59oC에서 40초, 72oC에서 30초씩 

30회 증폭 반응시키고, 70oC에서 5분간 연장 반응시켰다. 각각

의 PCR 생산물을 ethidium bromide가 포함된 1% agarose gel에
서 40분간 전기영동하여 밴드를 확인하였다. 증폭산물을 DNA 
extraction kit (Qiagen, Hilden, Germany)로 분리 후, BigDye 
Terminator Cycle Sequencing Kit (PE Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA)와 ABI PRISM 3730xl DNA analyzer 
(PE Applied Biosystems)를 이용하여 염기 서열을 분석하였다.
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Table 1. Oligonucleotides used as primers for amplification and sequencing 

Enzyme Class Primer pairs Target Sequence (5’-3’) Amplicon size (bp) Reference

Class A TEM F blaTEM and derivative ATGAGTATTCAACATTTCCGT 861 24
TEM R TTACCAATGCTTAATCAGTGA
SHV F blaSHV and derivative

CCGGGTTATTCTTATTTGTCGCT
831 24

SHV R TAGCGTTGCCAGTGCTCG
PER F

blaPER
GTTAATTTGGGCTTAGGGCAGA

855 26
PER R CAGCGCAATCCCCACTGT
VEB F blaVEB

CGACTTCCATTTCCCGATGC
650 25

VEB R GGACTCTGCAACAAATACGC
GES F blaGES, blaIBC

GTTAGACGGGCGTACAAAGATAAT
903 24

GES R TGTCCGTGCTCAGGATGAGT
Class B IMP F

blaIMP
CATGGTTTGGTGGTTCTTGT

488 27
IMP R ATAATTTGGCGGACTTTGGC
VIM F blaVIM

ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
780 27

VIM R TGCTACTCAACGACTGAGCG
SIM F blaSIM

GTACAAGGGATTCGGCATCG
569 31

SIM R TGGCCTGTTCCCATGTGAG
SPM F

blaSPM
CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG

798 31
SPM R CCTTTTCCGCGACCTTGATC
GIM F blaGIM

TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC
72 31

GIM R CGGAACGACCATTTGAATGG
Class D OXA-1F blaOXA group III

AGCCGTTAAAATTAAGCCC
908 28

OXA-1R CTTGATTGAAGGGTTGGGCG
OXA-2F

blaOXA group II
GCCAAAGGCACGATAGTTGT

700 29
OXA-2R GCGTCCGAGTTGACTGCCGG
OXA-10F blaOXA group I

TCTTTCGAGTACGGCATTAGC
760 25

OXA-10R CCAATGATGCCCTCACTTTCC
OXA-23F blaOXA-23, 27, 49

GATGTGTCATAGTATTCGTCG
1,058 27

OXA-23R TCACAACAACTAAAAGCACTG
OXA-24F

blaOXA-24, 25, 26, 40, 72
GTACTAATCAAA GTTGTGAA

825 27
OXA-24R TTCCCCTAACATGAATTTGT
OXA-58F

blaOXA-58
CGATCAGAATGTTCAAGCGC

528 30OXA-58R ACGATTCTCCCCTCTGCGC

Abbreviations: F, forward; R, reverse.

5. Enterobacterial repetitive intergenic consensus polymerase 
chain reaction (ERIC PCR)에 의한 역학적 연관성 조사

  DNA purification kit (Promega)로 대상 균주의 DNA를 추출

하여 주형 DNA로 사용하였다. Primer로는 ERIC1R (5'-ATGT 
AAGCTCCTGGGGA-TTCAC-3')과 ERIC2 (5'-AAGTAAGTG 
ACTGGGGTGAGCG-3')로 명명된 장내세균의 반복 서열을 사

용하였다[32]. 증폭반응은 DNA 추출액 (5.0μL), 10× Taq buf-
fer (5.0μL), 10 mM dNTP mix (1.0μL), primer 각 20 pmol, 
1.4U Taq DNA polymerase (솔젠트)및 증류수를 혼합하여 50 
μL의 혼합액으로 시행하였다. 95oC에서 5분간 반응시킨 후, 
92oC에서 50초, 52oC에서 55초, 70oC에서 7분씩 35회 증폭 반

응시키고, 70oC에서 10분간 연장 반응시켰다. 증폭산물 (10μL)
은 ethidium bromide가 포함된 2% agarose gels에 전기영동 한 

후 BioDoc-14TM Imaging system (UVP, Cambridge, UK)을 이

용하여 분석하였다. Band의 강도와 상관없이 band의 분자량과 

개수로 각 균주를 비교하며, 두 개 이상의 밴드 차이가 있으면 

역학적 상관관계가 없는 것으로 판단하였다[33].

결      과

1. 항균제 감수성 양상

  시험기간 중 총 37주의 다제내성 녹농균이 환자의 임상검체

에서 분리되었으며, amikacin 91.9%, gentamicin 97.3%, ne-
tilmicin 91.9%, tobramycin 86.5%, aztreonam 56.8%, ceftazi-
dime 75.7%, cefepime 78.4%, imipenem 67.6%, meropenem 
67.6%, piperacillin 54.1%, piperacillin-tazobactam 48.6%, ti-
carcillin 97.3%, ticarcillin-clavulanic acid 83.8%, 그리고 cipro-
floxacin 94.6%의 내성율을 보였다(Table 2).
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Table 2. Antibiotic susceptability profiles and β-lactamases of multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa

Isolates
Antibiotic susceptibilities

β-lactamase
AMK GEN NET TOB ATM CAZ FEP IPM MEM PIP TZP TIC TIM CIP

P2
P3
P4
P5
P7
P15
P17
P18
P21
P23
P25
P26
P29
P31
P34
P35
P40
P41
A2
A3
A8
A9
A10
A11
A13
A14
A15
A16
A18
A19
A26
A32
A36
A41
A42
A43
A50

R
R
R
R
I
R
R
S
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S

R
S
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R

R
R
S
R
R
R
R
R
R
I
R
R
R
R
R
R
R
R
I
I
R
I
R
I
I
I
I
R
I
R
R
I
I
I
I
I
S

I
R
S
I
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
I
R
I
R
R
R
R
I
R
I
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S

I
R
R
R
R
R
I
S
S
R
R
R
R
R
R
I
R
R
R
R
R
R
I
R
I
R
R
R
R
R
R
R
I
R
R
R
R

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
I
I
I
R
I
R
I
R
I
I
R
R
I
R
I
I
S
R

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
I
R
I
R
I
R
I
I
R
I
R
R
I
R
I
I
S
I

S
S
S
R
R
R
R
R
S
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
S
R
S
S
S
S
R
S
R
S
S
R
S
S
R
S

S
R
S
R
R
R
R
R
S
R
S
R
R
S
R
S
R
S
R
S
R
S
S
S
S
S
S
R
S
R
R
S
R
S
S
R
S

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

R
R
S
R
R
R
S
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
S
R
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S

R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
S
R
R
S
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R
R

OXA-10
OXA-10

OXA-2
OXA-2, 
OXA-10

OXA-1, IMP
OXA-10
OXA-2
OXA-2
OXA-2

OXA-10
OXA-2

OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-10

OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-2

OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-10
OXA-1

Abbreviations: AMK, amikacin; GEN, gentamicin; NET, netilmicin; TOB, tobramycin; ATM, aztreonam; CAZ, ceftazidime; FEP, cefepime; IPM, 
imipenem; MEM meropenem; PIP, piperacillin; TZP, piperacillin-tazobactam; TIC, ticarcillin; TIM, ticarcillin-clavulanic acid; CIP, ciprofloxacin. 

Table 3. Prevalence of Ambler class A, B, and D β-lactamases in 
multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa

Class Type of β-lactamases No.(%) of isolates

Class B
Class D

Combined

Not detected

IMP-1
OXA-1
OXA-2
OXA-10
IMP and OXA-1
OXA-2 and OXA10

1 (2.7)*7
2 (5.4)*7

 7 (18.9)†

20 (54.1)†

1 (2.7)*7
 1 (2.7)†7

9 (24.3)

*P23 strain: IMP-1 was combined with OXA-1; †P17 strain: OXA-2 
was combined with OXA-10.

2. IPD방법을 이용한 MBL 생성 녹농균 선별 

  대상균주 37주 중 한 주인 P23만이 MBL 생성 선별검사에서 

양성을 보였으며 imipenem 디스크에서 생긴 억제대 보다 imi-
penem에 EDTA를 넣어준 디스크에서 생긴 억제대 크기가 10 
mm 더 컸다.

3. β-lactamase 유전형 

  IPD 검사에서 양성반응을 나타낸 P23주를 대상으로 MBL 
유전자 검출을 위한 PCR을 수행한 결과 P23주는 blaIMP에만 양

성반응을 보였고 그 외의 MBL 유전자(blaVIM, blaSIM, blaSPM, 
blaGIM)에는 음성반응을 보였다. 
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Table 4. Comparison of the antimicrobial resistance (%) between the class D β-lactamase producers and non-producers 

Antimicrobialagents
Class D β-lactamase producers (N=28) Class D β-lactamase non-producers (N=9)

MIC50 MIC90 Resistant (%) MIC50 MIC90 Resistant (%)

AMK
GEN
NET
TOB
ATM
CAZ
FEP
IPM
MEM
PIP
TIC
CIP

≥64
≥16
≥32
≥16
  16
≥32
≥32
≥16
≥16

 ≥128
 ≥128

       ≥4

≥64
≥16
≥32
≥16
≥32
≥32
≥32
≥16
≥16

 ≥128
 ≥128

       ≥4

100
100

   92.9
100

   46.4 
   82.1
   82.1
   57.1
   57.1
   57.1

100
   92.9

≥64
≥16
≥32

       ≤4
≥32
≥32
≥32
≥16
≥16
≤64

 ≥128
       ≥4

≥64
≥16
≥32
≥16
≥32
≥32
≥32
≥16
≥16

 ≥128
 ≥128

       ≥4

  66.7
  88.9
  88.9
  44.4
  88.9
  55.6
  55.6

100
100

  44.4
  88.9
  77.8

Abbreviations : See Table 2.

Fig. 1. ERIC-PCR patterns of genomic DNA from clinical isolates of multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa harboring blaOXA-10. Lane
M is 1 kb DNA size marker. Nineteen strains of OXA-10 β-lactamase producing clinical isolates show A or B pattern.

  Ambler class D β-lactamase 유전자 검출을 위해 총 37주의 

다제내성 녹농균을 대상으로 PCR을 한 결과 blaOXA-1 blaOXA-2 
그리고 blaOXA-10에 대해 각각 2주(5.4%), 7주(18.9%) 및 20주
(54.1%)가 양성반응을 보였다. 이 중 한 주(P17)는 blaOXA-2과 

blaOXA-10에 동시에 양성반응을 보였으며, blaOXA-10에 양성반응

을 보인 20주 중에는 blaIMP에 양성을 보인 P23주가 속해있었

다. 그 외 class D에 속하는 blaOXA-23, blaOXA-24 및 blaOXA-58에 대

해서는 대상 균주 모두 음성반응을 보였다. Ambler class A에 

속하는 ESBL (blaSHV, blaTEM, blaPER, blaVEB, blaGES)을 검출하

기 위한 PCR에는 양성반응을 보인 균주가 한 주도 없었다

(Table 3).
  대상 균주 중 blaIMP유전자 증폭산물은 IMP-1 유전자의 염기

서열과 일치하였다. blaOXA-1, blaOXA-2 및 blaOXA-10 유전자 증폭

산물의 염기서열은 각각 blaOXA-1, blaOXA-2 및 blaOXA-10 유전자

와 염기서열이 일치하였다. 

4. Class D β-lactamase 생성균주에 대한 항균제 MIC 특성

  OXA형 β-lactamase를 생성하는 균주들이 OXA형 β-lacta-
mase를 생성하지 않는 균주들 보다 aminoglycoside계 항균제 

(amikacin, gentamicin, netilmicin, tobramycin)와 cephalosporin

계 항균제(ceftazidime 및 cefepime)에 대한 내성율이 각각 평균 

26.0%와 26.5% 높았다. 또한 quinolone계 항균제(ciprofloxa-
cin)에 대해서도 내성율이 15.1% 높은 것으로 나타났다

(Table 4). 

5. ERIC PCR에 의한 역학적 연관성 조사

  OXA-10 β-lactamase를 생성하는 녹농균 19주를 대상으로 

ERIC PCR을 시험한 결과 1500 bp에서 굵은 밴드를 보인 A
형과 2000 bp 이하의 밴드 여섯 개를 보인 B형이 관찰되었

다(Fig. 1).

고      찰

  β-lactam 제제는 가장 널리 사용되고 있는 항균제 중 하나

로, penicillin, cephalosporin, monobactam 및 carbapenem등 다

양한 계열로 분류되며, 현재 150가지 이상의 β-lactam계 항균

제가 임상에서 사용되고 있다[34]. 그러나 이러한 항균제 사용

의 증가는 내성세균의 양산이라는 부작용을 동반하였으며, 이
들 내성세균의 치료를 위해서 새로운 항균제를 개발하여야 하

는 악순환이 되풀이 되어왔다. 
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  그람음성 간균의 β-lactam항균제에 대한 내성은 주로 β-la-
ctam항균제를 가수분해하는 β-lactamase 생성에 의해 나타나

는데 특히 획득성 β-lactamase 유전자는 plasmid나 integron에 

위치하는 경우가 많아 항균제 내성 유전자의 수평전달을 유도

하여 항균제 내성을 급격히 확산시키는 요인이 된다.
  본 연구에서는 다제내성 녹농균을 대상으로 획득성 β-lacta-
mase의 유전형을 분석하였는데 검출된 β-lactamase의 대부분

이 class D인 OXA형 β-lactamase들이었다. OXA형 β-lactama-
se는 oxacillin과 cloxacillin에 대해 강한 활성을 가지는 효소로 

녹농균에서 빈번하게 검출되며, 이 효소로부터 유래한 ESBL을 

생성하는 세균은 oxyimino cephalosporins에 대해 내성을 갖는

다[35]. 본 연구에서는 narrow-spectrum β-lactamase인 OXA- 
10이 가장 높은 빈도(51.4%)로 검출되었으며 그 다음으로 

OXA-2 β-lactamase (13.5%)가 많았다. 반면 OXA형 ESBL은 

하나도 검출되지 않았다. 2005년도에 국내에서 분리된 녹농균

을 대상으로 조사한 결과에서도[9] class A β-lactamase들에 비

해 class D OXA β-lactamase들이 빈번하게 검출이 되었고 그 

중 OXA-10의 검출율이 제일 높았으며(13.5%) 그 다음으로 

OXA-4 (4.4%), OXA-2 (2.3%) 및 OXA-30 (2.0%)이었다. 반면 

대상균주 중 1주(0.3%)만이 OXA형 ESBL을 생성하여 본 연구

와 유사한 결과를 보였다. 2005년 터키에서도 녹농균을 대상으

로 OXA형β-lactamase들의 빈도를 조사한 결과 OXA-10 β- 
lactamase의 빈도가 가장 높았던 반면 OXA형 ESBL은 검출되

지 않았다고 했다[36]. 그러나 2006년에 대만에서 분리된 OXA
형 β-lactamase들을 생성하는 녹농균의 경우 OXA형 ESBL인 

OXA-17을 가장 많이 생성했으며 최근 들어 그 비율이 감소하

고 있는 중이라고 했다[37]. 녹농균에서 OXA형 β- lactamase
의 분리양상은 지역적, 시간적으로 차이를 보이며 국내에서는 

OXA형 ESBL의 검출율이 비교적 낮은 것으로 나타났다.
  OXA형 β-lactamase 생성주를 대상으로 항균제의 MIC 측정 

결과 대상 항균제 중 aztreonam과 carbapenem계 항균제를 제외

한 대부분의 항균제에 대해 높은 내성율을 보였다. 특히 ami-
noglycoside계 항균제에 대한 내성율은 다른 항균제들에 비해 

월등하게 높았는데 이는 2006년도에 대만에서[38] 분리된 녹농

균에서 보여진 결과와 일치하였다. 또한 국내에서도 class D β- 
lactamase를 생성하는 녹농균의 경우 aminoglycoside와 quino-
lone계 항균제에 대해 교차내성을 보인다는 보고가 있다[9]. 
  가장 높은 빈도로 검출된 OXA-10 β-lactamase 생성주를 대

상으로 역학적 연관성을 조사하기 위해 ERIC PCR을 실행한 

결과 두 개의 pattern이 관찰되었다. 총 19주 중 5주가 A형을 

나타냈으며 나머지 14주가 B형을 나타내었는데 이 결과는 이

들이 각각 동일한 감염원에서 유래되었음을 추측하게 한다.
  다제내성 녹농균이 생성하는 획득성 β-lactamase중 가장 높

은 빈도를 차지한 것이 OXA형 β-lactamase인 반면 carbapene-
mase에 속하는 OXA-23, OXA-24, 및 OXA-58 β-lactamase는 

검출되지 않았다. 이들 OXA형 carbapenemase는 Acinetobacter 
baumannii에서는 흔히 생성되는 것으로 알려져 있고 국내에서

도 많이 보고가 되었으나[19] 녹농균에서는 드물게 보고가 되

고 있다. 국내에서는 2005년에 OXA-23 β-lactamase가 처음으

로 녹농균에서 분리된 바 있다[20].
  본 연구에서 분리된 획득성 β-lactamase중에 class A에 속하

는 β-lactamase는 발견되지 않았다. 2006년도에 국내에서 처음

으로 SHV-12 β-lactamase를 생성하는 녹농균이 보고되었으나

[39] 그 이외의 class A에 속하는 β-lactamase는 보고된 적이 

없다. 녹농균이 TEM형 혹은 SHV형 ESBL을 생성하는 경우는 

드문 것으로 알려졌는데, 이는 이들 세균이 광범위 β-lactam 항
균제에 대한 내성을 획득하는데 plasmid성 TEM형 혹은 SHV
형 ESBL을 생성하는 것보다 탈억제에 의해서 염색체성 cepha-
losporinase를 과량 생성하는 것이 더 손쉬운 방법이고[40], 또
한 이들 세균이 class D의 OXA형 ESBL을[37] 흔히 생성하기 

때문에 TEM 혹은 SHV형 ESBL의 필요성이 장내세균에 비해 

상대적으로 낮기 때문인 것으로 추측한다.
  한편, IPD방법을 이용한 MBL 생성검사에서 P23만이 양성

반응을 보였고 이 균주가 IMP-1형 MBL을 생성함이 밝혀졌다. 
일본에서는 IMP-1을 생성하는 그람음성세균의 분리가 흔한 것

으로 알려진데 반하여[41], 국내에서의 IMP-1 생성균주의 분리

는 흔하지 않았으나 2005년 Yoon 등에 의해 IMP-1형 MBL이 

imipenem에 내성인 녹농균 사이에서 확산되고 있음이 보여졌

다[20]. 본 연구에서는 총 37주의 다제내성 녹농균중 1주만이 

MBL을 생성하였는데, 이는 다제내성의 원인이 MBL 생성에 

이외의 다른 요인들에 의한 것임을 추측하게 한다[9]. 최근 일

본에서 다제내성 녹농균을 대상으로 분자생물학적 특성을 조

사한 결과에 의하면 다제내성이 MBL 및 RND 유출펌프 생성

에 의해 유도되기도 하지만 그 보다는 오히려 더 많은 경우가 

porin단백의 발현 감소 및 염색체성 cephalosporinase를 과량생

성과 같은 다른 기전들에 의해 유도된다고 했다[42]. 본 연구에

서도 이를 뒷받침하는 결과를 보여주었다. 
  이상의 결과에서 충청지역의 한 대학병원에서 분리된 다제

내성 녹농균에 가장 광범위하게 확산되어 있는 획득성 β-lacta-
mase는 OXA 형 β-lactamase임을 확인하였다. 또한 OXA 형 

β-lactamase 유전자가 aminoglycoside 또는 quinolone계통의 

항균제에 대한 내성유전자와 동시에 존재 할 수 있음을 시사했

다. 그러나 본 연구에서 검출된 β-lactamase는 모두 narrow 
spectrum의 β-lactamase이었으며 P23균주를 제외하고는 carba-
penemase도 검출되지 않았다.  이는 녹농균의 다제내성이 획득

성 β-lactamase 생성보다는 그 이외의 다른 요인들 즉 염색체

성 cephalosporinase의 과량생성, 항균제의 유출(efflux), 또는 

porin단백의 발현 감소로 인한 세포막의 투과성 감소 등에 의

해 유도되는 것임을 추측하게 한다. 따라서 다제내성 녹농균의 

내성기전을 밝히기 위해서는 추가적인 연구가 필요할 것이다.
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=국문초록=

임상검체에서 분리된 다제내성 녹농균의 획득성
β-lactamase 유전형 특성 

1삼성서울병원 건강의학센터, 2충남대학교 의과대학 진단검사의학교실

정선양1, 성지연2, 권계철2, 박종우2, 고지선2, 신소연2, 송정훈2, 구선회2

배경: 최근 cefepime이나 carbapenem계 항균제에도 내성을 보이는 다제내성 녹농균이 증가하고 있다. 저자들은 충청지역

에서 분리된 다제내성 녹농균을 대상으로 Ambler class A, B 그리고 D 에 속하는 β-lactamase와 그들의 광범위 활성 유도

체의 빈도를 조사하고 대표적인 유전형들을 규명하고자 하였다.
방법: 2006년 3월부터 2007년 5월까지 충남대학교 병원 환자의 임상검체에서 분리된 다제내성 녹농균을 대상으로 하였

다. Metallo-β-lactamase (MBL) 생성은 inhibitor-potentiated disk diffusion 시험으로 확인하였으며 Ambler Class A, B, 그리

고 D에 해당하는 β- lactamase 유전자를 검출하기 위해 중합연쇄반응과 염기서열 분석을 하였다. 또한 돌발감염이 있었

는지를 알아보기 위해서 enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR을 수행하였다.
결과: 시험기간 중 총 37주의 다제내성 녹농균이 환자의 임상검체에서 분리되었다. 37주의 녹농균 중 29주가 blaOXA-10  

(56.8%), blaOXA-2 (18.9%), 또는 blaOXA-1 (5.4%)를 가지고 있는 것으로 나타났다. IMP-1을 생성하는 균주는 단 한 주였으며 

blaOXA-1도 가지고 있었다. Ambler class A β-lactamase와 class D carbapenemase는 검출되지 않았다. OXA형 β-lactamase를 

가지고 있는 균주의 경우 그렇지 않은 균주 보다 aminoglycoside계 항균제에 대한 내성율이 더 높은 것으로 나타났다. 
ERIC-PCR 결과 OXA-10을 생성하는 19주는 유전적으로 매우 밀접한 것으로 나타났다.  
결론: 충청지역의 한 대학병원에서 분리된 다제내성 녹농균에 가장 광범위하게 확산되어 있는 획득성 β-lactamase는 

OXA형 β-lactamase였다. 그리고 OXA형 β-lactamase를 갖고 있는 균주들은 β-lactam계 항균제뿐 아니라 aminoglycosie 
계 항균제와 qunolone계 항균제등에 대해 내성 높은 내성율을 보였다. [대한임상미생물학회지 2008;11:98-106]

교신저자 : 구선회, 301-721, 대전광역시 중구 대사동 640
충남대학병원 진단검사의학과
Tel: 042-280-7798, Fax: 042-257-5365
E-mail: shkoo@cnu.ac.kr


