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Background: Recently a novel plasmid-mediated re-
sistant mechanism that conferred high-level resist-
ance to aminoglycoside via methylation of 16S rRNA 
was reported. The aims of this study were to de-
termine the prevalence of the 16S rRNA methylase 
genes and to characterize the coresistance to other 
antibiotics in Gram-negative bacilli.
Methods: Consecutive non-duplicate Gram-negative ba-
cilli were isolated from clinical specimens at a Korean 
secondary- and tertiary-care hospital from July 2006 
to June 2007. The antimicrobial susceptibility was 
tested by the CLSI agar dilution method,and PCR 
was performed to detect the 16S rRNA methylase 
genes in the arbekacin-resistant isolates.
Results: In Gram-negative bacilli, the proportions of 
16S rRNA methylase gene-positive isolates were 5% 
(75/1,471) in the secondary-carehospital and 4% 
(48/1,251) in the tertiary-care hospital, and the pos-
itive rates by species were 1% Escherichiae coli 
16% (10/1,062), Klebsiella pneumoniae 16% (75/ 
460), K. oxytoca 2% (1/44), Citrobacter spp. 9% (7/ 
82), Enterobacter spp. 2% (4/181), Serratia marces-
cens 6% (6/100), Proteus miriabilis 4% (2/57), Achro-
mobacter xylosoxidans 20% (1/5), Pseudomonas aer-

uginosa ＜1% (1/505), Acinetobacter spp. 10% (11/ 
112), and Stenotrophomonas maltophilia 2% (1/66), 
respectively. Among 16S rRNA methylase-positive 
isolates from secondary- and tertiary-care hospi-
tals,93% (70/75) and 90% (43/48), respectively, were 
armA positive, and others, except one rmtA positive 
isolate, were positive for the rmtB gene, according to 
PCR results. The rates of ESBL-positive and cefox-
itin-resistant K. pneumoniae were 59% and 92%, 
respectively. In addition, 91% of 16S rRNA methyl-
ase-producing K. pneumoniae were positive for qnrB. 
There were no MBL producers among 16S rRNA 
methylase-producing Pseudomonas and Acinetobacter 
species.
Conclusion: The novel aminoglycoside-resistant me-
chanisms involving16S rRNA methylase were preva-
lent and widely distributed among Gram-negative ba-
cilli in Korea, and other resistance mechanisms were 
commonly associated with 16S rRNA methylase- 
mediated resistance in Korea. (Korean J Clin Micro-
biol 2010;13:19-26)
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서      론

  Aminoglycoside 항균제는 세균 ribosome의 30S subunit에 불

가역적으로 결합하여 살균 작용을 나타내며, 주로 그람음성 간

균의 감염에 단독 또는 병합 요법으로 주로 사용된다. 
Aminoglycoside 항균제 사용이 증가함에 따라 내성률도 증가

하였다. Amikacin의 Klebsiella pneumoniae에 대한 내성률은 

1997년 8%에서 2003년에는 13%로 증가하였으며, Acinetobact-
er 균종에 대한 내성률은 2003년도에 56%로 외국에 비하여 현

저히 높았다[1]. 가장 흔한 aminoglycoside 내성 기전은 수식 효

소(aminoglycoside-modifying enzyme)에 의한 것이며, 생성하

는 수식 효소의 종류에 따라 내성을 보이는 aminoglycoside의 

종류가 다르다[2]. 최근 들어 수식 효소에 안정한 arbekacin을 

포함한 임상적으로 유용한 모든 aminglocoside에 고도 내성을 

일으키는 내성 기전이 보고되었다[3,4]. 새로운 내성 기전은 

aminoglycoside 항균제의 작용 표적인 30S ribosome을 구성하

는 16S rRNA를 methylation하여 amikacin 및 gentamicin을 포

함한 모든 4,6-disubstituted deoxystreptamine 항균제에 고도 내
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성을 보이게 하는 것으로, 플라즈미드를 통해 다른 균주로 쉽

게 전달된다. 최근까지 그람음성 간균에서 보고된 16S rRNA 
methylase에는 armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD 및 npmA가 있다

[3-7]. Yan 등은 2004년에 대만에서 분리된 16S rRNA methylase
를 생성하는 균주 중, extended-spectrum β-lactamase (ESBL)
이나 plasmid-mediated AmpC β-lactamase (PABL)을 동시에 

생성하는 다제 내성 균주가 흔함을 보고하였다[8]. 국내에서는 

일부 제한된 균종에서 16S rRNA methylase에 대한 보고가 있

었다. 이 등은 2003년과 2005년에 국내의 일개 대학 병원에서 

수집한 일부 균주를 대상으로 시행한 연구에서, armA 유전자

에 의한 aminoglycoside 고도 내성이 국내에 드물지 않고, 대부

분이 ESBL과 PABL 양성이면서 levofloxacin에 내성인 것을 보

고하였다[9].
  이와 같이 16S rRNA methylase 생성 균주는 세균 감염증 환

자 치료에 유용한 aminoglycoside와 다른 중요 항균제에 다제 

내성을 보여 임상적으로 매우 중요하나 국내에서는 이에 대한 

연구가 드문 실정이다. 본 연구에서는 서울과 경기도에 소재하

는 2차와 3차 병원의 환자에서 분리되는 그람음성 간균 중에서 

16S rRNA methylase를 생성하는 균주의 빈도와 그 내성 유전

형, 또한 이들 세균 중에 β-lactam 및 fluoroquinolone 항균제

에 대한 다제 내성 양상을 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시험 균주의 수집 및 균종 동정

  2006년 7월부터 2007년 6월까지 경기도의 2차 병원(명지병

원)과 2007년 4월부터 6월까지 서울의 3차 병원(세브란스병원)
에 입원한 환자에서 분리되는 Enterobacteriaceae, Pseudomo-
nas, Acinetobacter 균종 및 Stenotrophomonas maltophilia 일련 

균주를 수집하였으며, 중복 분리된 균주는 제외하였다. 균종 동

정은 전통적인 생화학적 방법과 상품화된 kit를 이용하였다.

2. 항균제 감수성 시험

  항균제 감수성은 Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) 한천 희석법으로 시험하였다. 시험 항균제는 ceftazi-
dime (GlaxoSmithKline, Greenford, United Kingdom), cefoxitin 
및 imipenem (Merck/Sharp & Dohme, Rahway, NJ, USA), levo-
floxacin (Daiichi pharmaceutical Co. Ltd., Tokyo, Japan), arbe-
kacin (Meiji Seika, Tokyo, Japan), amikacin (Dong-A Pharma-
ceutical, Seoul, Korea), gentamicin 및 tobramycin (Dong Wha 
Pharmaceutical, Seoul, Korea)이었다. Arbekacin의 breakpoint는 

Staphylococcus aureus와 같이 ≤4μg/mL를 감수성, 8μg/mL
를 중간, ≥16μg/mL을 내성으로 정하였고[10], 정도관리를 위

해서 E. coli ATCC 25922 및 P. aeruginosa ATCC 27853 균주

를 동시에 시험하였다.

3. β-lactam 항균제 내성

  1) Extended-spectrum β-lactamase 생성 시험: Cefotaxime, 
ceftazidime 및 aztreonam 항균제의 억제대 지름이 각각 ≤27 
mm, ≤ 22 mm 및 ≤27 mm이면 ESBL 생성 균주를 의심하였

다. ESBL 생성 균주가 의심되면 double disk synergy (DDS) 시
험으로 ESBL 생성을 확인하였다.
  2) Plasmid-mediated AmpC β-lactamase 생성 시험: E. coli
와 K. pneumoniae에서 PABL 생성 여부를 선별하기 위하여 ce-
foxitin 항균제의 MIC를 시험하였다. E. coli와 K. pneumoniae
는 AmpC β-lactamas를 발현하지 않거나 없으므로, cefoxitin
에 대해서 내성인 균주는 PABL을 생성하는 것으로 판정하였다.
  3) Carbapenemase 생성 시험: E. coli ATCC 25922를 지시 세

균으로 사용하여, imipenem-Hodge 변법으로 carbapenemase를 

선별하였고, 양성인 균주는 Imipenem-EDTA double disk syn-
ergy 법으로 metallo-β-lactamase (MBL) 생성을 확인하였다.

4. 16S rRNA methylase 생성 시험

  1) 16S rRNA methylase 선별: Arbekacin은 수식 효소에는 영

향을 받지 않고, 16S rRNA methylase 양성 균주만 고도내성을 

보이므로 Arbekacin 디스크(30μg, Eiken Chemical, Tokyo, 
Japan)를 사용하여 CLSI 디스크 확산법으로 선별하였다[11]. 
Arbekacin 디스크 억제대가 ≤13 mm이면 선별 양성으로, 억제

대가 없으면 고도 내성으로 간주하였다[9].
  2) 16S rRNA methylase 유전자 검출: Arbekacin 디스크 선별

에서 양성인 균주를 대상으로, 16S rRNA methylase 유전자

(armA, rmtA, rmtB, rmtC 및 rmtD)에 대한 PCR을 시행하였다

(Table 1). Taq DNA polymerase 1 U이 들어있는 PreMix 
(Bioneer, Daejeon, Korea)에 DNA 추출액 1μL와 20 pmol의 

primer 각각 1μL, 증류수를 첨가하여 PCR을 시행하였다. 증
폭은 Mastercycler gradient 5331 (Eppendorf, Hamburg, 
Germany)을 사용하였고, armA, rmtA 및 rmtB multiplex PCR은 

94oC 5분의 prede naturation 후, de naturation 94oC 30초, an-
nealing 55oC 30초 및 extension 72oC 1분을 35회 반복하였고, 
마지막으로 5분간 extension을 시행하였다. rmtC 및 rmtD PCR
은 anealing 온도만 각각 55oC 및 62oC로 변경하였고, 기타 조

건은 상기와 동일하게 시행하였다. PCR 증폭 산물은 1%의 

agarose gel을 이용하여, 100 V에서 30분간 전기 영동하여, 
UVI pro Uvitec Ltd., Cambridge, England)로 관찰하였다. 모든 

시험 균주 중의 일부를 무작위로 선택하여 gel eanraction kit 
(Qiagen, Hilden, Germany)로 DNA를 추출하고 ABI 3700 장비

(Perkin-Elmer, Foster City, CA, USA)로 methylase 유전자의 염

기서열을 분석하였다.
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Table 1. Primers used for PCR detection of 16S rRNA methylase genes, qnr, and qepA genes

Name Nucleotide sequence (5’→3’) Product size
(bp)

GenBank
accession No.

armA F AGG TTG TTT CCA TTT CTG AG
590 AB116388

armA R TCT CTT CCA TTC CCT TCT CC
rmtA F CTA GCG TCC ATC CTT TCC TC

635 AB083212
rmtA R TTT GCT TCC ATG CCC TTG CC
rmtB F CCC AAA CAG ACC GTA GAG GC

584 AB103506
rmtB R CTC AAA CTC GGC GGG CAA GC
rmtC F CGA AGA AGT AAC AGC CAA AG

711 AB194779
rmtC R ATC CCA ACA TCT CTC CCA CT
rmtD F ATG AGC GAA CTG AAG GAA AAA CTG C

532 DQ914960
rmtD R GCT CCA AAA GCG GCA GCA CCT TA
qnrA F AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG

580 qnrA1-qnrA6*
qnrA R TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC
qnrB F GGA ATT GAA ATT CGC CAC TG

264 qnrB1-qnrB6*
qnrB R TTT GCC GCC CGC CAG TCG AA
qnrS F GCA AGT TCA TTG AAC AGG GT

428 qnrS1-qnrS2*
qnrS R TCT AAA CCG TCG AGT TCG GCG
qepA F CCG ACA GGC CCA CGA CGA GGA TGC

549 AB263754
qepA R TCG GCG GCG TGT TGC TGG AGT TCT

*Primers designed for multiplex PCR of various qnr genes by Cattoir V, et al12.

Table 2. The rates and distributions of 16S rRNA methylase in gram-negative bacilli isolated at a secondary- and tertiary-care hospital from 
2006 to 2007

Bacterial species

Secondary-care hospital (Myongji Hospital) Tertiary-care hospital (Severance Hospital)

No.
isolated

No. of PCR positive for No.
isolated

No. (%) of PCR positive for

Total (%) armA rmtB armA＋rmtB Total (%) armA rmtB armA＋rmtB

E. coli  646  8 (1)  8 0 0  416  2 (＜1)  0 1 1
K. pneumoniae  245 51 (21) 49 0 2  215 24 (11) 24 0 0
K. oxytoca ND   44  1 (2)  1 0 0
Citrobacter spp.   37  3 (8)  3 0 0   45  4 (10)  2 2 0
Enterobacter spp.  129  2 (2)  2 0 0   52  2 (4)  2 0 0
S. marcescens   52  4 (8)  4 0 0   48  2 (4)  2 0 0
P. mirabilis   57  2 (4)  2 0 0 ND
M. morganii   27  1 (4)  1 0 0 ND
Providencia spp.   21  3 (14)  0 2 1 ND
A. xylosoxidans* ND    5  1 (20)  0 0 0
P. aeruginosa  257  1 (＜1)  1 0 0  248  0 (0)  0 0 0
Acinetobacter spp. ND  112 11 (10) 11 0 0
S. maltophilia ND   66  1 (2)  1 0 0
Total 1,471 75 (5) 70 2 3 1,251 48 (4) 44 3 1

*A. xylosoxidans: rmtA positive.
Abbreviation: ND, not determined.

5. 플라즈미드 매개 quinolone 내성 유전자 검출

  플라즈미드에 의해 전달되는 quinolone 내성 유전자인 qnrA, 
qnrB, qnrS 및 qepA를 PCR로 검출하였다[12]. DNA는 16S 
rRNA methylase를 검출하기 위해 추출한 것을 사용하였다. 상
청액 1μL, 20 pmol의 primer 각각 1μL, 1 U의 Taq DNA pol-

ymerase가 들어있는 PreMix (Bioneer)에 증류수를 첨가하여 총 

20μL가 되게 하여 PCR을 시행하였다. 증폭은 Mastercycler 
gradient 5331 (Eppendorf)을 사용하였고, qnrA, qnrB 및 qnrS 
multiplex PCR은 94oC 5분의 predenaturation 후, denaturation 
94oC 30초, annealing 55oC 30초 및 extension 72oC 1분을 35회 

반복하였고, 마지막으로 5분간 extension을 시행하였다. qepA 
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Table 3. Comparisons of MICs (μg/mL) of antibiotics for 16S rRNA methylase-positive and -negative gram-negative bacilli

Antimicrobial agents
16S rRNA methylase-positive 16S rRNA methylase-negative 

MIC range MIC50 MIC90 %R MIC range MIC50 MIC90 %R

Enterobateriaceae (133)
  Ceftazidime 0.12∼＞128    64 ＞128  66     1∼＞128    32 ＞128  63
  Cefoxitin  0.5∼＞128 ＞128 ＞128  85     8∼＞128    32 ＞128  68
  Imipenem 0.06∼32     0.25     2   4 ≤0.06∼4     0.25     1   0
  Levofloxacin 0.06∼＞128    64   128  81   0.12∼＞128     2   128  36
  Arbekacin      ＞128 ＞128 ＞128 100     2∼＞128    16 ＞128  50
  Amikacin      ＞128 ＞128 ＞128 100     8∼＞128    16 ＞128  50
  Gentamicin      ＞128 ＞128 ＞128 100     8∼＞128   128 ＞128 100
  Tobramycin      ＞128 ＞128 ＞128 100    32∼＞128    64 ＞128 100
Pseudomonas (9) and Acinetobacter (13)
  Ceftazidime 128∼＞128 ＞128 ＞128 100     2∼＞128    16 ＞128  45
  Imipenem   1∼8     4     4   0     1∼32    16    32  72
  Levofloxacin   4∼64     8    32  63     2∼＞128    64   128  90
  Arbekacin      ＞128 ＞128 ＞128 100     2∼＞128    64 ＞128  63
  Amikacin      ＞128 ＞128 ＞128 100     4∼＞128    64 ＞128  90
  Gentamicin      ＞128 ＞128 ＞128 100     2∼＞128 ＞128 ＞128  90
  Tobramycin      ＞128 ＞128 ＞128 100    0.5∼＞128   128 ＞128  90

Table 4. Comparisons of the rates of β-lactam resistance and quinolone resistance in 16S rRNA methylases-positive and -negative gram-negative
bacilli

Bacterial species (No. of isolates)
No. (%) of other resistance mechanisms

ESBL PABL qnrA qnrB qnrS qepA*

16S rRNA methylase-positive 
  E. coli (10)  7 (70)  7 (70) 0 (0)  2 (20) 1 (10) 1 (10)
  K. pneumoniae (75) 44 (59) 69 (92) 1 (2) 68 (91) 0 0
  Other Enterobacteriaceae (23) 13 (57)   NT 2 (9)  9 (39)† 0 1 (4)
  Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. (12)  0‡   NT 0  1 (8) 0 0
16S rRNA methylase-negative 
  E. coli (4)  2 (50)  1 (25) 0  0 0 1 (25)
  K. pneumoniae (14)  6 (43)  9 (64) 0  8 (57) 1 (7) 0 
  Other Enterobacteriaceae (4)  1 (25)   NT 0  1 (25) 0 0
  Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. (11)   NT   NT 0  4 (36) 0 0 

*2 of 3 qepA-positive strains were rmtB-positive strains; †7 qnrB-positive strains were Citrobacter species; ‡Metallo-β-lactamase production 
tested in P. aeruginosa.

PCR은 annealing 온도만 61oC로 변경하였고, 기타 조건은 상기

와 동일하게 시행하였다. 일부 균주에서는 ABI 3700 장비로 염

기 서열을 분석하여 유전형을 확인하였다.

결      과

1. 16S rRNA methylase 양성률

  2차 병원에서는 그람 음성 간균 1,471주 중 75주(5%), 3차 병

원에서는 1,251주 중 48주(4%)의 16S rRNA methylase 생성균

이 분리되었다. 16S rRNA methylase 양성인 균주의 비율은 세

브란스병원 분리주 중 균종별로 ＜1∼20% 및 명지병원 분리

주 중 균종별로 ＜1∼21%의 분포를 보였다(Table 2).

2. 16S rRNA methylase 유전형 분포

  16S rRNA methylase 양성 균주 중에서 가장 흔한 것은 armA
이었다. 2차 병원 분리주 75주에서 70주(93%)가, 3차 병원 분

리주 48주에서 43주(90%)가 armA 양성이었고, 균종별로는 E. 
coli 9주, K. pneumoniae 75주, K. oxytoca 1주, Citrobacter spp. 
5주, Enterobacter spp. 4주, S. marcescens 6주, P. mirabilis 2주, 
M. morganii 1주, Providencia spp. 1주, P. aeruginosa 1주, 
Acinetobacter spp. 11주 및 S. maltophilia 1주였다. E. coli 2주, 
K. pneumoniae 2주, Citrobacter 균종 2주 및 Providencia 균종 

3주에서는 rmtB 유전자가 검출되었으며, 이 중 4주에서는 동시

에 armA 유전자가 검출되었다. armA와 rmtB가 동시에 분리되
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는 균주는 E. coli 1주, K. pneumoniae 2주 및 P. rettgeri 1주였

으며, 균종별 및 분리 병원별 분포가 다양하였다. A. xylosox-
idans 1주에서는 rmtA 유전자가 양성이었다. 유전자의 변이형

을 선별하기 위해서 3차 병원에서 분리된 E. coli 1주, K. pneu-
moniae 2주, C. freundii 1주, A. baumannii 1주 및 S. maltophilia 
1주와 2차 병원에서 분리된 E. coli 1주, K. pneumoniae 3주, C. 
freundii 1주, P. rettgeri 1주, M. morganii 1주 및 P. aeruginosa 
1주에서 armA 유전자 염기 서열을 분석하였으나 모든 균주에

서 동일한 염기 서열을 보였다. rmtB 유전자가 검출된 9주에 

대해서도 유전자를 증폭하여 염기 서열을 분석하였으나, 염기 

서열의 변이는 관찰되지 않았다(Table 2).

3. 16S rRNA methylase 생성 균주의 항균제 내성 양상

  16S rRNA methylase를 생성하는 균주 중, Enterobacteria-
ceae 133주와 P. aeruginosa 9주 및 Acinetobacter 균종 13주를 

대상으로 항균제 감수성을 시험하였다. 16S rRNA methylase를 

생성하는 Enterobacteriaceae에 대한 ceftazidime 및 cefoxitin의 

MIC90은 ＞128μg/mL 및 ＞128μg/mL으로 16S rRNA meth-
ylase 음성 균주의 ＞128μg/mL 및 128μg/mL과 비슷하였으

나, 내성률은 16S rRNA methylase 양성 균주에서 각각 66% 및 

85%로 16S rRNA methylase 음성인 균주의 63% 및 68%보다 

cefoxitin 내성률이 높았다. 16S rRNA methylase 양성인 

Enterobacteriaceae의 levofloxacin에 대한 내성률은 81%로 음

성인 균주의 36%와 비교하여 매우 높았다. Aminoglycoside 계
열인 arbekacin, amikacin, gentamicn 및 tobramycin의 MIC가 

모두 128μg/mL 이상으로 고도 내성을 보였다. P. aeruginosa
와 Acinetobacter 균종의 imipenem에 대한 MIC90은 4μg/mL으

로 모두 감수성이었다(Table 3).
  16S rRNA methylase 양성 E. coli 10주의 ESBL, PABL 및 

qnr 양성률은 각각 70%, 70% 및 30%로, 음성인 4주의 50%, 
25% 및 0%와 비교하여 높았으나, 균주 수가 너무 적어 양성률

을 비교하기가 어려웠다. K. pneumoniae의 ESBL 및 PABL 양
성률은 59% 및 92%로, 16S rRNA methylase 음성 균주의 43% 
및 64%에 비해서 높았으며, 16S rRNA methylase를 생성하는 

K. pneumoniae의 91%가 qnrB를 동시에 가지고 있었다(Table 
4). 다른 Enterobacteriaceae에서도 ESBL 및 qnr 유전자 양성률

은 57% 및 48%였고, 16S rRNA methylase 음성에서는 각각 

25%였다. 기타 Enterobacteriaceae 균종 23주 중, armA와 qnrB
가 동시에 양성인 균주는 9주였고, 9주의 armA와 qnrB 동시 생

성 균주 중에서 7주가 Citrobacter spp.에 속하였다. Plasmid성 

quinolone efflux pump인 qepA 유전자는 rmtB 유전자 양성인 

E. coli 및 C. freudii와 16S rRNA methylase 음성인 1주의 E. 
coli에서 양성이었고(Table 4), 3주 모두의 염기서열은 문헌에 

보고된 것과 100% 일치하였으나, 분리 시기와 기관 및 16S 
rRNA methylase 생성 양상이 3균주 각각 상이하여 역학적 연

관성은 낮을 것으로 추정되었다. Pseudomonas 및 Acineto-
bacter 균종에서 metallo-β-lactamase를 생성하는 균주는 없었

다.

고      찰

  16S rRNA methylase에 의한 aminoglycoside 내성은 amino-
glycoside를 합성하는 Actinomycetes 균종에서 처음 발견되었으

며, 세균이 생성하는 aminoglycoside 항균제로부터 자신을 보

호하는 역할을 한다[13,14]. 최근까지 16S rRNA methylation에 

의한 aminoglycoside 내성은 그람음성 간균에 존재하지 않는 

것으로 생각되었으나, armA와 rmtA가 각각 처음으로 보고되었

다[3,4]. 그람음성 간균에서 분리된 16S rRNA methylase의 기

원에 대해서는 아직 명확하지 않으나, 처음 보고된 armA와 

Actinomycetes 균종에서 보고된 16S rRNA methylase의 상동성

이 37∼47%로 상이하고, rmtA, rmtB, rmtC 및 rmtD 역시 마찬

가지로 기존의 16S rRNA methylase와는 낮은 상동성을 나타내

는 것으로 보아 알려지지 않은 기원으로부터 유래되었을 것으

로 생각되고 있다[3-7].
  2000년부터 2005년 사이에 벨기에의 2개 병원에서 수집한 

15,386주의 그람음성 간균을 대상으로 시행한 연구에서 총 19
주(0.12%)의 16S rRNA methylase 생성 균주를[15], 일본 전역

의 169개 병원에서 수집한 87,626주의 그람음성 간균 중, rmtA 
14주, armA 9주, rmtB 1주 및 rmtC 2주를 보고하였다[16]. 본 

연구에서는 2,722주의 그람음성 간균을 시험하여 123주의 16S 
rRNA methylase 양성 세균을 검출하였고, 양성률은 4.5%로 기

존의 보고에 비해 높은 결과를 나타내었다. 특히 K. pneumo-
niae의 양성률이 2차 병원 21% 및 3차 병원 11% 로 다른 균종

에 비하여 높았으며, 기타 균종의 양성률은 병원별로 0.5%부터 

14%까지 다양하였다. 16S rRNA methylase를 생성하는 균종의 

종류는 기존에 보고되었던 E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, 
C. freundii, E. aerogenes, E. cloacae, P. mirabilis, Providencia 
rettgeri, P. stuartii 및 Acinetobacter 균종이 대부분이었으나, C. 
koseri 및 Morganella morganii 같은 Enterobacteriaceae와 포도

당 비발효 그람 음성 간균인 S. maltophilia에서 처음으로 armA 
유전자를 검출하였고, 국내에서는 처음으로 Achromobacter xy-
losoxidans에서 rmtA 유전자를 검출하였다. 이는 국내에서 분리

되는 임상 균주의 16S rRNA methylase 생성 균주의 비율이 외

국에 비하여 월등히 높을 뿐 아니라, 기존의 보고보다 다양한 

균종으로 확산되고 있음을 나타내는 것으로 생각되었다. 
  16S rRNA methylase의 유전형은 armA가 92%로 대부분을 

차지하여 이전 국내 보고와 일치하였고[9,17], rmtA가 주로 분

리되는 일본과는 다르게 armA가 흔한 유럽과 유사한 양상을 

나타내었다. 지리적으로 가까운 일본보다 유럽과 유사한 양상

을 나타낸 이유에 대해서는 추가적인 연구가 필요할 것으로 판
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단된다. 또한 기존에는 국내에서 드물게 보고되던 rmtB 유전자

가[9,18] 9균주(8%)에서 검출되어 이전에 비해 rmtB 유전자의 

확산이 증가했음을 알 수 있었다. rmtB 유전자의 확산 원인은 

다양하나, 최근 중국에서 보고한 바에 의하면 aminoglycoside
를 먹이에 혼합하여 사육한 돼지에서 분리된 E. coli의 32%가 

rmtB 유전자를 가지고 있다고 하여[18], 환경에서 존재하는 

rmtB 유전자의 전파를 주의해야 할 것으로 생각되었다. 또한 

16S rRNA methylase에 관한 기존의 모든 보고에서는 한 균주

에서 하나의 16S rRNA methylase 유전자만이 보고되었으나, 
본 연구에서는 4균주에서 armA와 rmtB를 동시에 생성하는 것

을 확인할 수 있었다. 이들 균주의 분자유전학적인 특성에 대

해서는 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각한다. 유전형의 변

이를 관찰하기 위해 10주의 armA 양성 균주와 9주의 rmtB 양
성 균주에 대해 시행한 염기 서열 분석에서는 모두 동일한 염

기 서열을 보여, 유전형의 분화는 아직 일어나지 않는 것으로 

판단되었다.
  16S rRNA methylase를 생성하는 균주는 다양한 항균제에 다

재 내성을 보인다. 16S rRNA methylase 생성은 ESBL에 β- 
lactam 항균제 내성과 흔히 동반된다. 유럽에서 분리되는 armA 
유전자 양성 균주의 모두에서 CTX-M 형의 ESBL 유전자가 검

출됨을 알 수 있고[19], 16S rRNA methylase 생성 균주에서 

CTX-M-3, CTX-M14, SHV-5 등의 ESBL 유전자가 94% 
(33/35)에서 검출되어, 16S rRNA methylase를 생성하는 대부분

의 균주가 β-lactam 항균제에 내성임을 보고하였다[8]. CTX- 
M-3 유전자와 armA 유전자 양성인 균주에 대한 분자유전학적

인 분석에서 두 내성 유전자는 동일 plasmid에 존재하지만 멀

리 떨어진 위치에 존재한다고 하였다[20]. 본 연구에서도 16S 
rRNA methylase 양성 균주는 ceftazidime 및 cefoxitin에 대한 

내성률과 ESBL 생성 양성률이 음성 균주에 비해서 높았다. 국
내에서 분리되는 16S rRNA methylase 생성 균주가 CTX-M 형
의 ESBL 생성주인지에 대해서는 추가적인 분석이 필요하지만, 
국내에서 분리되는 K. pneumoniae에서 가장 흔한 ESBL 유전

형이 SHV-12으로[21], 16S rRNA methylase 생성 균주에서 

CTX-M 형의 ESBL 빈도에 대한 연구가 필요하다. 또한 본 연

구에서는 cefoxitin에 내성으로 PABL 생성이 의심되는 균주의 

비율이 16S rRNA methylase 양성 E. coli 70% (7/10) 및 K. 
pneumoniae 92% (69/75)로 음성인 균주의 25% (1/4) 및 64% 
(9/14)보다 높았다. 한편 일부 균종에서는 carbapenemase와 

16S rRNA methylase를 동시에 생성하는 균주가 보고되었다. 
Yu 등의 보고에 의하면 중국 전역의 19개 병원에서 수집한 car-
bapenem 내성 A. baumannii 342주 중에서 armA 생성 균주는 

221주(65%)였고, 크게 3종류의 pulsotype으로 분류되었으나, 
MBL 생성 균주는 없었다[22]. 미국 Pennsylvania에서 분리된 5
주의 armA 생성 주 중에서 2주가 OXA-23을 생성하고 carbape-
nem에 고도 내성을 보였으며[23], 또한 MBL인 SPM-1과 rmtD

를 동시에 생성하는 균주에 의한 집단 감염도 브라질에서 보고

되어, 16S rRNA methylase를 생성하는 일부 균주가 carbapene-
mase를 동시에 생성할 수 있음을 증명하였다[24]. 본 연구에서

는 carbapenem 내성인 P. aeruginosa 중 1주에서 armA가 분리

되었으나 carbapenemase를 생성하지는 않았으며, 16S rRNA 
methylase를 생성하는 Acinetobacter 균종 중에서 carbapenem
에 내성인 균주는 없었다. 그러나 국내에서 2003년과 2005년에 

국내 1개 대학 병원에서 분리된 Acinetobacter 균종 중, 16S 
rRNA methylase를 생성하는 균주의 대부분이 carbapenem에 

내성이었다는 보고도 있어[9], 이들 균주의 내성 기전 규명에 

대한 추가 연구가 필요할 것으로 판단된다.
  본 연구에서 분리된 16S rRNA methylase 생성 균주는 levo-
floxacin에 대해서도 높은 내성률을 나타내었다. Fluoroquino-
lone에 대한 내성 기전으로는 세균 염색체의 변이에 의한 qui-
nolone-resistance determining region (QRDR)의 변화[25]와 ef-
flux pump의 증가[26] 및 porin의 감소[27] 등이 주로 알려져 있

다. 그러나 최근에 plasmid를 통해 다른 균주로 전파 가능한 

fluoroquinolone 내성 기전이 보고되었는데, pentapeptide repeat 
family에 속하는 Qnr 단백질에 의한 내성 기전[28]과 plas-
mid-mediated active efflux (qepA gene)에 내성 기전[29]이 여기

에 속한다. Qnr 단백질에 의한 내성은 qnrA, qnrB 및 qnrS 유전

자에 의해서 일어나며, 각 유전형별로 호발하는 균종에 차이가 

있으며, 일부에서는 ESBL 유전자와 함께 검출되는 경우가 흔

하다[30]. 본 연구에서는 armA를 생성하는 K. pneumoniae의 

91%에서 qnrB 유전자가 검출되어 매우 높은 연관성을 보여주

었다. 이는 항균제 선택 압력이 높은 병원 환경에서 armA와 

qnrB를 동시에 갖는 K. pneumoniae의 확산 또는 내성 유전자

에 의한 armA와 qnrB의 동시 수평 확산에 의한 것으로 생각된

다. qepA 유전자는 E. coli에서 처음 보고되었으며, rmtB 유전

자와 함께 transposable element에 존재한다. 본 연구에서도 

qepA 유전자 양성인 3주의 균주 중, 2주에서 rmtB가 검출되어 

유사한 양상을 보여 주었다. qepA에 의한 fluoroquinolone 내성

은 현재까지는 매우 낮으나 rmtB가 확산될 경우, 동시에 확산

될 가능성이 있어 주의가 필요할 것으로 판단되었다.
  결론적으로 국내에서 16S rRNA methylase 유전자에 의한 

aminoglycoside 고도 내성인 그람음성 간균의 양성률은 4∼5%
로 외국에 비하여 흔하였으며, 다양한 균종으로 내성 유전자가 

전파되고 있음을 알 수 있었다. 또한 16S rRNA methylase 생성 

균주 중 다제내성 균주가 흔함을 알 수 있었다.
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=국문초록=

그람 음성 간균에서 16S rRNA Methylase 생성 빈도와
생성 세균의 내성 양상

1관동대학교 의과대학 진단검사의학교실, 2적십자사 인천혈액원, 3결핵연구원, 
4동의대학교 임상병리학과, 5연세대학교 의과대학 진단검사의학교실, 세균내성연구소

이혁민1, 고은미2, 김창기3, 염종화4, 이경원5, 정윤섭5

배경: 근래에 16S rRNA를 methylation하여 임상적으로 유용한 모든 aminoglycoside 항균제에 고도 내성을 보이는 새로운 

내성 기전이 보고되었으나, 이에 대한 국내 연구는 드물다. 이에 본 연구에서는 서울과 경기도에 소재하는 2차와 3차 

병원의 환자에서 분리되는 그람음성 간균 중에서 16S rRNA methylase를 생성하는 균주의 빈도와 그 내성 유전형 및 다제 

내성 양상을 규명하고자 하였다.
방법: 2006년 7월∼2007년 6월에 경기도의 2차 병원과 2007년 4∼6월에 서울의 3차 병원에 내원한 환자에서 분리한 일련

의 그람 음성 간균을 대상으로 하였으며, 중복 분리주는 제외하였다. 수집한 균주는 한천 희석법으로 항균제 감수성을 

시험하였고, 16S rRNA methylase 생성은 arbekacin 디스크를 이용하여 선별한 후, PCR로 유전자를 검출하였다. 
결과: 그람음성 간균 중, 16S rRNA methylase 양성 균주의 비율은 2차 병원 5% (75/1,471) 및 3차 병원 4% (48/1,251)였으

며, Escherichia coli 1% (10/1,062), Klebsiella pneumoniae 16% (75/460), K. oxytoca 2% (1/44), Citrobacter spp. 9% (7/82), 
Enterobacter spp. 2% (4/181), Serratia marcescens 6% (6/100), Proteus miriabilis 4% (2/57), Achromobacter xylosoxidans 20% 
(1/5), Pseudomonas aeruginosa ＜1% (1/505), Acinetobacter spp. 10% (11/112) 및 Stenotrophomonas maltophilia 2% (1/66)에
서 확인되었다. armA는 3차 병원 분리주 48주 중 43주(90%)에서, 2차 병원 분리주 75주 중 70주(93%)에서 양성이었으며, 
1주를(rmtA) 제외한 나머지 균주는 rmtB 양성이었다. 16S rRNA methylase 생성 K. pneumoniae의 ESBL 양성률 및 cefoxtin 
내성률은 59% (44/75) 및 92% (69/75)로 높았으며, 특히 16S rRNA methylase 양성 K. pneumoniae의 91%가 qnrB를 동시에 

가지고 있었다. 16S rRNA methylase 양성인 Pseudomonas 및 Acinetobacter 균종에서 metallo-β-lactamase를 생성하는 균주

는 없었다.
결론: 국내에서 16S rRNA methylase 유전자 양성인 그람음성 간균은 외국에 비하여 흔하였고, 여러 균종에 널리 퍼져 

있으며, 다제 내성인 경우가 많았다. [대한임상미생물학회지 2010;13:19-26]
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