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감감감 사사사 의의의 글글글

많은 분들이 있어 오늘의 제가 존재합니다.그 시간들을 함께 했던 많은 분들께 감사를
드립니다.

이 한편의 논문을 쓸 수 있도록 부족한 저를 받아주시고,지도해 주셨던 김종배 교수님
께 깊은 감사를 드립니다.또한 늦은 밤까지 몇 명의 학생에게라도 배움을 주고자 애쓰셨
던 양용석 교수님,오옥두 교수님,김태우 교수님,박용석 교수님,이혜영 교수님,그리고 김
윤석 교수님께도 감사드립니다.
그리고,제게는 또 다른 스승인 이규상 선생님,주말 그리고 늦은 밤까지도 함께 하며

저의 부족함을 채워주었던,임관훈 선생님과 김지용 선생님께도 감사를 드립니다.
학업과 직장생활을 병행하느라 일주일에 한번 늦은 밤에 만나 공부하고 헤어지면서도

늘 밝은 웃음을 주었던 이지아 선생님,박임희 선생님,박순덕 선생님,이동섭 선생님,박수
정 선생님,그리고 오대위님께도 고맙다고 말하고 싶습니다.
무엇보다 직장생활과 학업을 병행할 수 있도록 많은 배려과 용기를 주신 강원대학교병

원 진단검사의학과 가족들에게 감사를 드립니다.서인범 과장님,류숙원 교수님,문종식 실
장님,노승기 선생님,윤석관 선생님,홍명국 선생님,조용희 선생님께 감사드립니다.또한
함께 일하며 저의 빈자리를 잘 채워 주었던 박순미 선생님을 비롯한 우리 후배 선생님들께
도 고맙다고 말하고 싶습니다.
논문을 핑계로 자주 찾아뵙지 못한 며느리에게 힘내라고 늘 말씀해 주시던 시부모님,그

리고 하나뿐인 오빠와 새언니,제 삶의 활력소인 사랑하는 우리조카 승연이과 내헌,내경이
가 있어 끝까지 최선을 다할 수 있었습니다.
결혼과 함께 논문을 쓰느라 주말마다 운전기사가 돼 주며,늦은 시간까지 같이 기다려주

었던 우리 신랑,일태오빠,사랑하고 고마워요.그리고 논문을 쓰던 힘든 사이에 제게로 와,
무한한 행복을 느끼게 해준 뱃속의 아가에게 모든 사랑을 전합니다.
서른이 넘은 딸의 귀갓길이 걱정되어 잠 못 이루시던 엄마,엄마가 있어 힘든 줄도 모르

고 2년 반을 지냈습니다.사랑해요 엄마.
그리고 만약 살아계셨다면 가장 많은 조언과 격려를 아끼지 않으셨을 아빠에게 이 모든

고마움을 드립니다.
2008년 6월 이 진 희 드림
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국국국문문문 요요요약약약
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항항항생생생제제제 내내내성성성유유유형형형과과과 분분분자자자생생생물물물학학학적적적인인인 특특특성성성분분분석석석

2007년 7월부터 2008년 4월까지 강원도 춘천시 소재 강원대학교병원 진단검사
의학과에서 분리된 imipenem-nonsusceptible Acinetobacter baumannii34주와
Pseudomonasaeruginosa32주를 대상으로 MicroscanSystem을 통하여 여러 항
생제에 대한 최소발육억제농도를 측정하고,modifiedHodgetest와 IMP-EDTA-
SMA double-disksynergytest를 시행하여 carbapenemase생선 균주를 선별하
였다. 그리고 중합효소 연쇄반응을 이용하여 국내에서 보고된 metallo-β
-lactamase및 OXA-β-lactamase를 검출하고자 하였다.그 결과 A.baumannii중
blaOXA-23-like가 20주,blaIMP-1-like,blaVIM이 각각 10주와 5주 검출되었다.그리고
P.aeruginosa에서는 blaIMP-1-like31주,blaVIM 1주를 확인할 수 있었다.
또한 imipenem-nonsuceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa를 분자 역학적인

검사법인 random amplified polymorphic DNA(RAPD)-PCR을 시행하고,
dendrogram을 작성하여 균주들 간의 유사성으로 근연도를 분석하였다.그 결과
A.baumannii는 40% 이상의 수준에서 크게 6개의 군으로 나뉘어졌고,AC2와
AC6 군은 검사에 사용한 모든 항생제에 내성을 보였으며, AC5 군은
ampicillin/sulbactam과 imipenem을 제외한 항생제에 모두 내성을 나타내었다.
AC4군은 ampicillin/sulbactam과 amikacin,aztreonam,imipenem을 제외한 항생
제에, AC3 군은 ampicillin/sulbactam과 amikacin, aztreonam, imipenem,
tobramycin을 제외한 항생제에 내성을 나타내었으며, AC1 군은
ampicillin/sulbactam,aztreonam,cefepime,levofloxacin,tobramycin을 제외한 항



-vii-

생제에 내성을 나타내었다.P.aeruginosa는 50% 이상의 수준에서 7개의 군으로
나뉘어졌고,PS3군이 가장 많은 항생제에 내성을 지니고 있었으며,PS1군은 대
부분의 항생제에 감수성을 보였다.PS7군은 다른 군과 다르게 aztreonam에 내성
을 지니고 있었으며,PS4,5,6군은 각 군간 두 개의 항생제에 차이를 보이며 유사
한 양상을 보였다.
각각의 군들의 결과를 비교해 본 결과 항생제 내성 유형과 carbapenemase유

전자 검사 결과를 토대로 imipenem-nonsuceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa
의 분류가 가능하였다.

핵심되는 말:Acinetobacterbaumannii,Pseudomonasaeruginosa,
Carbapenemase,blaOXA-23-like,blaIMP-1-like,blaVIM,RAPD-PCR
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제제제 111장장장 서서서 론론론

포도당 비발효 그람음성 간균인 Acinetobacterbaumannii(이하 A.baumannii)
와 Pseudomonasaeruginosa(이하 P.aeruginosa)는 병원감염의 중요 원인균으로
그 분리빈도가 높고,호흡기 및 요로감염,수막염,심내막염,화상감염,창상감염,
패혈증 등 다양한 유형의 감염증을 유발한다(6).현재 이 두 균종이 다약제 내성
을 보이는 경우가 증가하고 있어 전 세계적으로 심각한 문제가 되고 있다(32).

β-lactamase의 생성은 그람음성 간균이 β-lactam계 항생제에 내성을 획득하는
중요한 기전이다(40).β-lactam계 항생제중 carbapenem 항생제는 주로 imipenem
과 meropenem이 사용되는데,이는 이들 항생제가 다약제 내성을 보이는 포도당
비발효 그람 음성 간균에도 효과적으로 사용할 수 있기 때문이다(22,25).그 이유
는 carbapenem 항생제는 penicillinbindingprotein과 친화도가 높으며,extended
spectrum β-lactamase와 AmpC-β-lactamase에 안정도가 상대적으로 높으며,
bacteria의 세포외막에 높은 투과도를 보이기 때문이다(25).그러나 다약제 내성
그람음성 간균이 증가함에 따라서 carbapenem의 사용이 증가하였고,결국은
carbapenem에 대해서도 내성인 균주가 보고되기 시작하였다(37). 현재
carbapenem 내성은 주로 A.baumannii와 P.aeruginosa에서 관찰되는데,국내에
서도 carbapenem 내성균주가 점차 증가하고 있어 더욱 심각한 문제가 되고 있다
(14,41).
그람 음성 간균의 carbapenem 내성 기전 중 가장 중요한 것은 β-lactamase의

생성에 의한 carbapenem의 불활화이며,특히 Acinetobacterspp.와 Pseudomonas
spp.의 carbapenem-hydrolyzing β-lactamase(carbapenemase)는 주로 molecular
classBmetallo-β-lactamase또는 classD β-lactamase이다(36,44).
Amber class B β-lactamase는 metallo-β-lactamase(MBL)로서 효소활성시

metalion,주로 zinc2+를 가져 활성을 나타낸다.이들은 penicillin뿐만 아니라 협범
위 및 광범위의 cephalosporin계,carbapenem계 등 aztreonam을 제외한 β
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-lactam 항생제 대부분에 가수분해 활성이 있으며,metalchelator즉,EDTA에
의해서 활성이 억제되는 특징이 있다(24,44,45). IMP(Active on imipenem),
VIM(Verona integron-encoded metallo-β-lactamasea)이 대표적인 MBL 이며,
SPM(SaoPaulometallo-β-lactamase)과 GIM(Germanimipenemase),SIM(Seoul
imipenemase)등도 보고되었다(9,21).
IMP-1metallo-β-lactamase는 1988년 일본에서 분리된 P.aeruginosa에서 처

음 보고되었으며,현재까지 IMP-24까지 발견 되었다 (http://www.lahey.org
/studies/)(38).VIM-1 metallo-β-lactamase는 1999년에 이태리에서 분리된 P.
aeruginosa에서 처음 보고되었으며,2000년에 프랑스에서 VIM-2가 보고되었다
(33,34). 지금까지 VIM-20까지의 변종이 보고되었다(http://www.lahey.org/
studies/). 또한 SPM-1과 GIM-1이 각각 브라질과 독일에서 분리된 P.
aeruginosa에서 보고되었으며,국내에서 분리된 Acinetobacterspp.에서 SIM-1이
보고되었다.국내에서는 포도당 비발효 그람음성 간균에서 IMP-1과,VIM-2그리
고 SIM-1이 보고 된 바 있다(5,21,39).
VIM,IMP,GIM,SIM 등의 대부분의 MBL 유전자는 classIintegron내에

gene cassette 형태로 존재한다.이 integron에 존재하는 항생제 내성 유전자
cassette는 한 integron에서 다른 integron으로 자유롭게 이동할 수 있으나 이들
자신이 다른 세균으로 이동하지는 못하며,plasmid나 transposon이 이동될 때 함
께 이동하므로 내성유전자가 다른 균종으로 쉽게 전파되는 것으로 알려져 있다
(2,36).국내에서 MBL 생성으로 인한 imipenem-resistantAcinetobacterspp.와
P.aeruginosa가 각각 50%와 10% 이상으로 보고되었으며,다른 그람 음성 간균
으로 imipenem 저항성이 쉽게 전파될 수 있음을 경고하였다(20,42).
AmberclassD β-lactamase는 oxacillin과 cloxacillin에 대한 강한 활성을 나타

내므로 oxacillinase라고 부른다(10,28,32).OXA-β-lactamase또한 MBL와 마찬가
지로 extended-spectrum cephalosporin을 가수분해하며,carbapenem을 불활화하
한다.또한 clavulanicacid나 EDTA에 의해 억제되지 않는 특징이 있다(28,46).국
내에서 보고된 OXA-typecarbapenemase는 주로 두 가지 다른 무리로 분류되는
데,OXA-23-like cluster(OXA-23,-27)와 OXA-24-like cluster(OXA-24,-25,
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-26,-40)이다.OXA-23과 27은 99% 이상의 아미노산 동일성을 보이지만,
OXA-23-likecluster와 OXA-24-likecluster는 몇 개의 아미노산 치환으로 인해
60%의 일치도를 보인다(1,3,12).
OXA-23은 1985년 스코틀랜드에서 분리된 imipenem 내성 A.baumannii에서

처음 확인되었으며,OXA-24는 1997년 스페인에서 집단감염을 일으킨 imipenem
내성 A.baumannii균주에서 검출되었다(3,8,31).국내에서는 Jeon(2004년)등이
imipenem에 내성을 지닌 A.baumannii의 69.2%에서 OXA-23 β-lactamase생성
을 보고한 바 있다(15).OXA-typeβ-lactamase는 다른 β-lactamase와 마찬가지로
classIintegron에 다른 효소들과 함께 cassette로 존재한다(11).
그러나 국내에 carbapenem 내성균의 보고는 비교적 최근이며,이에 대한 연구

가 아직 많지 않다.A.baumannii와 P.aeruginosa가 원내감염의 주요 원인균임을
고려할 때,면역이 저하된 중증의 장기 입원환자가 많은 병원에서 더 많이 분리되
고,또 이에 따라 carbapenem을 많이 사용하게 되는 병원에서 carbapenem 항생
제에 대한 내성율이 높을 것으로 생각된다.그러나 포도당 비발효 그람 음성 간균
의 carbapenemase 검출 지침이 Clinicaland Laboratory Standards Institute
(formerlyNCCLS;NationalCommitteeforClinicalLaboratoryStandards)권장
에 포함되어 있지 않아 정확한 검사가 이루어지지 않으므로 검출이 어렵고,이런
다약제 내성균에 대한 치료시 감수성 약제의 제한으로 병원내 내성균 확산이 임
상적으로 중요한 문제로 대두되고 있다.
Lee등은 modifiedHodgetest로 cabapenemase생성 그람 음성 간균을 선별하

고,imipenem(IPM)-EDTA double-disksynergytest로 MBL생성 그람 음성 간
균과 MBL비생성 그람 음성 간균을 분리할 수 있다고 보고하였다(19,22).
이에 본 연구에서는 강원도의 한 대학병원에서 분리된 imipenem-

nonsusceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa를 대상으로 AmberClassB와 D의
carbapenemase 생성현황을 조사하고 유전형을 분석하고자 하였다.Microscan
Walkaway96SISystem (DadeBehring,WestSacramento,USA)을 통해 여러
항생제에 대한 MIC를 측정하여 약제 내성 유형을 비교하고 modifiedHodgetest
와 imipenem(IMP)-EDTA-SMA double-disk synergy test를 시행하여
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carbapenemase 생성 균주를 선별하였다.또한 국내에서 대표적으로 분리되는
carbapenemase 유전자인 blaIMP-1-1like, blaVIM, blaSIM-1, blaOXA-23-like,
blaOXA-24-like를 검출하기 위하여 분자생물학적인 분석방법인 PCR을 실시하여 이
들 유전자를 확인하였고,imipenem-nonsusceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa
의 내성 유형을 유전적으로 분석하기 위해서 PCR을 기반으로 한 fingerprinting
방법인 random amplifiedpolymorphicDNA(RAPD)-PCR을 시행하였다.
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제제제 222장장장 재재재료료료 및및및 방방방법법법

111...임임임상상상검검검체체체에에에서서서 세세세균균균의의의 분분분리리리 동동동정정정
2007년 7월부터 2008년 4월까지 강원도 춘천시에 소재하고 있는 강원대학교병

원 진단검사의학과에 의뢰된 가검물에서 분리된 A.baumannii65주와 P.
aeruginosa56주중 중복검체를 제외한 imipenem-nonsusceptibleA.baumannii
34주와 P.aeruginosa32주를 실험에 사용하였다.임상분리 균주는 MacConkey
agar(Asan Pharm.,Hwaseong,Korea)에 배양하고,균주의 동정은 Microscan
Walkaway 96SISystem의 Dried Neg Combopaneltype44(DadeBehring,
WestSacramento,USA)에 접종하여 세균의 생화학적 동정을 시행하였다.동정
및 항생제 감수성 검사를 위한 표준균주는 EscherichiacoliATCC 25922와 P.
aeruginosaATCC27853을 사용하였다.

222...항항항생생생제제제 감감감수수수성성성 시시시험험험
항생제 내성 유형을 파악하기 위한 항생제 감수성 실험은 Microscan

Walkaway 96 SI System에 의한 최소발육억제농도(minimal inhibitory
concentration;MIC)를 사용하였다.실험방법으로는 실험균주를 MacConkeyagar
에 접종하고 37℃에서 호기성 환경으로 하룻밤 배양한 후 단일 집락을 멸균된 면
봉으로 취하여 3.0㎖ sterileinoculum water(DadeBehring,WestSacramento,
USA)에 부유시키고 O.D.(opticaldensity)값 0.1,최종농도 0.5McFalandbarium
sulfateturbiditystandard에 맞추었다.농도를 맞춘 3.0㎖ sterileinoculum water
에서 100 ㎕를 25 ㎖ inoculum water pluronic-D(Dade Behring, West
Sacramento,USA)에 넣어 잘 혼합하였다.혼합한 세균액을 inoculator-D(Dade
Behring,WestSacramento,USA)에 분주하고 RENOK(Dade Behring,West
Sacramento,USA)을 이용하여 이 부유액을 취하고 DriedNegCombopaneltype
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44에 접종하여 MicroscanSystem이 요구하는 조작에 따라 MIC를 측정하였다.
MIC의 측정을 위해 A.baumannii의 경우 ampicillin/sulbactam,amikacin,

aztreonam, ceftazidime, ceftriaxone, cefotaxime, ciprofloxacin, cefepime,
gentamicin,imipenem,levofloxacin,meropenem,trimethoprim/sufamethoxazole,
ticarcillin/K clavulante, tobramycin을 사용하였다. P. aeruginosa의 경우
amikacin, aztreonam, ceftriaxone, ceftazidime, cefotaxime, ciprofloxacin,
cefepime, gentamicin, imipenem, levofloxacin, meropenem, piperacillin/
tazobactam,ticarcillin/K clavulante,tobramycin을 사용하였다.항생제 감수성의
판단은 CLSIM100-S16(formerlyNCCLS,2006)에 준하여 시행하였다.

333...CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee생생생성성성균균균주주주 선선선별별별
333---111CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee생생생성성성균균균주주주 선선선별별별
Lee(19,22)등의 방법에 따라서 modifiedHodgetest시험으로 선별하였다.50

mM의 zincsulfate용액(ZnSO4•7H2O;Sigma-AldrichInc.,St.Louis,USA)을
70㎍/㎖의 농도로 Mueller-Hintonagar(Difco,Detroit,USA)에 첨가하여 제조하
였다.E.coliATCC25922의 탁도를 0.5McFarland로 맞추어 zincsulfate가 첨가
된 Mueller-Hintonagar에 고르게 접종하고,시험균주를 백금이로 평판의 중앙에
서 가장자리로 한 줄로 굵게 접종한 후 실온에서 15분 동안 방치하였다.배지 중
앙에 10㎍ imipenem disk(BectonDickinson,BBL,Sparks,USA)을 놓은 후 3
7℃에서 호기성 환경에서 하룻밤 배양 후 뒤틀린 억제대 확장현상이 관찰되거나,
접종선 중앙 쪽 말단 부위가 다른 부위에 비해서 더 넓게 증식되면 carbapenem
가수분해 양성으로 판독하였다.

333---222MMMeeetttaaallllllooo---ββββ---lllaaaccctttaaammmaaassseee생생생성성성 선선선별별별시시시험험험
Lee(19,22)등의 방법에 따라 IMP-EDTA-SMA(sodium mercaptoaceticacid,

AcrosOrganics,Geel,Belgium)double-disksynergy시험으로 선별하였다.순수
배양된 집락을 백금침으로 채취한 후 멸균생리식염수에 부유하여 0.5McFarland
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로 탁도를 맞추었다.세균 부유액을 면봉으로 Mueller-Hinton평판배지에 고르게
접종한 후,0.5M EDTA와 SMA 용액(Disk당 EDTA 750㎍과 SMA 2㎎)이 첨
가된 6 ㎜ diameterblank filterpaperdisk(Becton Dickinson,BBL,Sparks,
USA)와 10㎍ imipenem disk의 가장자리 간격이 10㎜가 되도록 부착한 후 실온
에서 15분 동안 방치하였다.세균이 접종된 배지는 37℃의 호기성 조건에서 하룻
밤 배양 후 두 disk사이에서 상승효과에 의한 억제대의 확장현상이 관찰되면 양
성으로 판정하였다.

444...DDDNNNAAA의의의 추추추출출출
PCR에 사용할 template DNA를 추출하기 위하여 시험세균을 brain heart

infusion(Difco,Detroit,USA)broth4㎖에 접종하여 37℃의 호기성 조건에서 하
룻밤 배양하였다.배양액 1㎖을 1.5㎖ conicaltube에 취하여 12,000rpm에서 10
분간 원침 후,상층액을 제거하고 멸균 증류수 1㎖에 부유시켜 다시 12,000rpm
에서 7분 동안 원심분리 하였다.원심분리 후 상층액을 제거하고 침전물을 증류수
200㎕에 부유시키고,이를 10분간 끓인 후 12,000rpm에서 7분간 원심 분리하여,
상청액을 취하고 templateDNA로 사용하였다.

555...CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee유유유전전전자자자의의의 중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응
555---111CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee유유유전전전자자자 특특특이이이 ppprrriiimmmeeerrr
Cabapenemase생성시험과 metallo-β-lactamase생성시험에서 양성을 보인 균

주의 형별 확인을 위하여 사용된 각각의 β-lactamase에 대한 primer를 Table1에
기술하였다.Metallo-β-lactamase인 blaIMP-1-like,blaVIM,blaSIM-1-like를 검출하기
위한 primer는 각각 IMP-F,IMP-R,VIM-F,VIM-R,SIM1-F,SIM1-R(Bioneer
Co.,Taejun,Korea)을 사용하였다(15,21).OXA형 carbapenemase인 blaOXA-23-like
와 blaOXA-24-like를 검출하기 위한 primer는 OXA-23F,OXA-23R과,OXA-24F,
OXA-24R(BioneerCo.,Taejun,Korea)을 사용하였다(15).
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TTTaaabbbllleee111...PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceeesssfffooorrriiidddeeennntttiiifffiiicccaaatttiiiooonnnooofffcccaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee

Primer Sequence(5′to3′)
Expectedsize
(bp)of

PCRproduct
Reference

IMP-F CATGGTTTGGTGGTTCTTGT
488 (15)

IMP-R ATAATTTGGCGGACTTTGGC

VIM-F ATTGGTCTATTTGACCGCGTC
780 (15)

VIM-R TGCTACTCAACGACTGAGCG

SIM1-F TACAAGGGATTCGGCATCG
571 (21)

SIM1-R TAATGGCCTGTTCCCATGTG

OXA-23F GATGTGTCATAGTATTCGTCGT
1058 (15)

OXA-23R TCACAACAACTAAAAGCACTGT

OXA-24F ATGAAAAAATTTATACTTCCTATATTCAGC
825 (15)

OXA-24R TTAAATGATTCCAAGATTTTCTAGC
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555---222CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee유유유전전전자자자의의의 중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응
중합효소연쇄 반응은 templateDNA 2㎕에 dATP,dGTP,dTTP,dCTP를 각

각 2.5mM이 되도록 혼합한 dNPTs(BioneerCo.,Taejun,Korea)를 최종 농도가
200㎛이 되도록 넣었다.그 후 10×buffer(10mM Tris-HCl,400mM KCl,15
mM MgCl2)2㎕,TaqDNA polymerase0.5U을 첨가하고,MgCl2를 추가적으로
첨가하여 최종농도가 20mM이 되도록 하였다.각각의 primerset10pmol/㎕를
최종 반응 농도가 1pmol이 되도록 넣은 후,멸균 증류수로 최종 반응하는 양이
20㎕가 되도록 하여 thermalcycler(GeneAmp® PCRSystem 2700,Perkin-Elmer
Cetus,Boston,USA)를 사용하여 DNA의 증폭을 시도하였다.
IMP-1type β-lactamase및 VIM typeβ-lactamase,SIM-1 β-lactamase의 검

출을 위한 PCR반응은 총 25cycle을 시행하였으며,첫 cycle이 시작하기 전에 9
4℃에서 5분간 가온한 후 매 cycler당 94℃에서 30초 동안 denaturation,56℃에
서 30초간 annealing,72℃에서 45초 동안 extension반응을 시행하였다.그리고
완전한 extension을 위해 72℃에서 7분간 지속하였다.
OXA-β-lactamase의 검출을 위한 PCR 반응은 총 25 cycle을 시행하였다.

OXA-23-β-lactamase는 첫 cycle이 시작하기 전에 94℃에서 5분간 가온한 후 매
cycler당 94℃에서 30초 동안 denaturation,55℃에서 40초간 annealing,72℃에서
50초 동안 extension반응을 시행하였다.OXA-24-β-lactamase의 annealing은 5
8℃에서 반응을 시행하였다.그리고 완전한 extension을 위해 72℃에서 7분간 지
속하였다.반응이 종료된 후 0.5 ㎍/㎖의 ethidium bromide를 첨가한 1.5 %
agarose gel에 전기 영동하여 ultraviolet trans-illuminator(Viber Louramat,
MameLaValle,France)로 각각의 증폭 산물들을 비교 관찰하였다.

666...RRRAAAPPPDDD에에에 의의의한한한 유유유전전전자자자 지지지문문문 분분분석석석법법법
RAPD-PCR에 사용한 primer는 Kalpoe(16)등이 사용한 것과 같은 M13,DAF4,

RTG2,RTG3,RTG4,RTG6를 주문제작(BioneerCo.,Taejun,Korea)하여 본 실
험에 사용하였다.
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PCR은 templateDNA 2㎕에 dATP,dGTP,dTTP,dCTP를 각각 2.5mM이
되도록 혼합한 dNPTs를 최종 농도가 200 ㎛이 되도록 넣었다.그 후 10×
buffer(10 mM Tris-HCl,400 mM KCl,15 mM MgCl2)2 ㎕,Taq DNA
polymerase1U을 첨가하고,MgCl2를 추가적으로 첨가하여 최종농도가 20mM이
되도록 하였다.각각의 primerset20pmol/㎕를 최종 반응 농도가 2pmol이 되도
록 넣은 후 멸균 증류수로 최종 반응하는 양이 20㎕가 되도록 하여 thermal
cycler를 사용하여 DNA의 증폭을 시도하였다.
RAPD에 사용되는 primer중 RTG-2와 RTG-4의 PCR 반응은 총 40cycle을

시행하였으며,첫 cycle이 시작하기 전에 94℃에서 3분간 가온한 후 매 cycler당
95℃에서 40초 동안 denaturation,47℃에서 40초간 annealing,72℃에서 40초 동안
extension반응을 시행하였다.그리고 완전한 extension을 위해 72℃에서 5분간 시
행하였다.DAF4의 annealing은 38℃에서 반응을 시행하였으며,M13의 경우 47℃,
그리고 RTG3와 RTG6의 경우 34℃에서 시행하였다.
반응이 종료된 후 0.5㎍/㎖의 ethidium bromide를 첨가한 2% agarosegel에

전기 영동하여 ultraviolettrans-illuminator로 각각의 증폭 산물들을 비교 관찰하
였다.관찰한 DNA band들은 Bio-Rad FingerprintingTM Ⅱ software version
3.0(Bio-Rad, Hercules, USA)을 사용하여 유전자형 양상을 분석하였으며,
UPGMA program을 이용하여 dendrogram을 작성하였다.
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제제제 333장장장 연연연구구구 성성성적적적 및및및 결결결과과과

111...임임임상상상검검검체체체에에에서서서 세세세균균균의의의 분분분리리리 동동동정정정 결결결과과과
강원대학교병원 진단검사의학과의 가검물에서 분리된 임상 분리 균주를

MicroscanWalkaway96SISystem에서 요구하는 방법으로 검사를 시행한 결과
A.baumannii34주와 P.aeruginosa32주로 동정되었다.각 균주에 따른 가검물의
내용은 Table2와 같다.이 중 A.baumannii는 sputum 검체 20주,urine검체 5
주,wound,blood,CSF검체 각각 2주,asciticfluid,bronchialwashing,drain검
체 각각 1주가 분리되었다.P.aeruginosa는 sputum 검체 8주,urine검체 8주,
tip검체 7주,wound검체 4주,abscess,blood,drain,hemovac,sore검체 각각 1
주가 분리되었다.
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TTTaaabbbllleee222...SSSooouuurrrccceeesssooofffiiimmmiiipppeeennneeemmm---nnnooonnnsssuuusssccceeeppptttiiibbbllleeeAAA...bbbaaauuummmaaannnnnniiiiiiaaannnddd
PPP...aaaeeerrruuugggiiinnnooosssaaaiiisssooolllaaattteeesss

Specimen Isolatedbacteria
A.baumannii P.aeruginosa

Abscess 0 1
Asciticfluid 1 0
Blood 2 1

Bronchialwashing 1 0
CSF 2 0
Drain 1 1
Hemovac 0 1
Sore 0 1
Sputum 20 8
Tip 0 7
Urine 5 8
Wound 2 4
Total 34 32
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222...항항항생생생제제제 감감감수수수성성성 시시시험험험 결결결과과과
MIC측정을 위해 MicroscanWalkaway96SISystem을 사용한 결과는 Table

3과 같았다.A.baumannii와 P.aeruginosa두 균종 모두 imipenem과 meropenem
에 감수성을 나타낸 균주는 없었다.
A.baumannii의 경우 Microscan에서 사용한 각각의 항생제에 대한 내성률을

살펴보면 ticarcillin/K clavulanate, cefotaxime, ceftazidime, cetfriaxone,
meropenem,gentamicin,ciprofloxacin, trimethoprim/sulfamethoxazole에 모든
실험균주들이 내성을 나타내었다.나머지 항생제에 대한 내성률은 ampicillin/
sulbactam 67.7%,cefepime97.1%,aztreonam 91.2%,imipenem 76.5%,amikacin
91.2%,tobramycin94.2%,levofloxacin97.1% 이었다.
P.aeruginosa의 경우 Microscan에서 사용한 각각의 항생제에 대한 내성률을

살펴보면 cefotaxime,ceftriaxone, ciprofloxacin에 모든 실험균주들이 내성을 나
타내었다. 나머지 항생제에 대한 내성률은 piperacillin/tazobactam 43.8%,
ticarcillin/K clavulanate93.7%,ceftazidime93.8%, cefepime31.3%,aztreonam
65.6%,imipenem 81.2%,meropenem 78.1%,amikacin78.1%,gentamicin90.6%,
tobramycin90.6%,levofloxacin90.6% 이었다.
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TTTaaabbbllleee333...AAAnnntttiiimmmiiicccrrrooobbbiiiaaalllrrreeesssiiissstttaaannnccceeefffooorrrcccaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee---ppprrroooddduuuccciiinnnggg cccllliiinnniiicccaaalll
iiisssooolllaaattteeesssooofffAAA...bbbaaauuummmaaannnnnniiiiiiaaannndddPPP...aaaeeerrruuugggiiinnnooosssaaabbbyyyMMMiiicccrrrooossscccaaannnWWWaaalllkkkaaawwwaaayyy999666
SSSIIISSSyyysssttteeemmm

Antimicrobial
classes

Antimicrobial
agents

Numberofisolates

A.baumannii(n=34) P.aeruginosa(n=32)
S I R S I R

β-lactam/
β-lactamse
inhibitor
combinations

Ampicillin/
Sulbactam 1 10 23 ND ND ND

Piperacillin/
Tazobactam ND ND ND 18 0 14

Ticarcillin/
K clavulanate 0 0 34 2 0 30

Cephems

Cefotaxime 0 0 34 0 0 32
Ceftazidime 0 0 34 1 1 30
Ceftriaxone 0 0 34 0 0 32
Cefepime 1 0 33 1 21 10

Monobactam Aztreonam 0 3 31 3 8 21

Penems
Imipenem 0 8 26 0 6 26
Meropenem 0 0 34 0 6 18

Aminoglycosides
Amikacin 3 0 31 7 0 25
Gentamicin 0 0 34 2 1 29
Tobramycin 1 1 32 3 0 29

Quinolones
Ciprofloxacin 0 0 34 0 0 32
Levofloxacin 0 1 33 0 3 29

Folatepathway
inhibitors

Trimethoprim/
sulfamethoxazole 0 0 34 ND ND ND

Abbreviations.R;Resistant,I;intermediate,S;susceptible,ND;notdone.
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333...CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee생생생성성성균균균주주주 선선선별별별 시시시험험험 결결결과과과
Carbapenemase선별을 위한 modifiedHodgetest에서는 A.baumannii34주와

P.aeruginosa32주 모두에서 접종선 중앙 쪽 말단 부위가 다른 부위에 비해서
더 넓게 증식되어 carbapenem 가수분해 양성으로 판독하였다(Figure1).
Carbapenemase생성 균주 중 MBL생성 균주를 선별하기 위한 IMP-EDTA-

SMA double-disksynergytest에는 A.baumannii10주를 제외한 모든 균주에서
두 disk사이에서 상승효과에 의한 억제대의 확장현상이 관찰되어 양성으로 판정
하였다(Figure2).
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FFFiiiggguuurrreee 111...IIIdddeeennntttiiifffiiicccaaatttiiiooonnn ooofff cccaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee---ppprrroooddduuuccciiinnnggg cccllliiinnniiicccaaalll iiisssooolllaaattteeesss
uuusssiiinnngggmmmooodddiiifffiiieeedddHHHooodddgggeeettteeessstttsss...
Positive resultshows distorted inhibition zone ofbackground.Line (A)is
negative control (E. coli ATCC 25922), Line (B), (C), and (D) are
imipenem-hydrolyzingstrainswhichdistortedtheinhibitionzone.
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CCC

AAA

BBB
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(A) (B)
FFFiiiggguuurrreee222...DDDooouuubbbllleeedddiiissskkksssyyynnneeerrrgggyyyttteeessstttsssuuusssiiinnngggdddiiissskkksssooofffIIIPPPMMM aaannndddEEEDDDTTTAAA wwwiiittthhh
SSSMMMAAA
Positiveresultshowsenlargedzoneofinhibitionbetweenthetwodisks.Plate
(A)isnegativeinIMP-EDTA-SMA double-disksynergytest,whilePlate(B)
ispositive.
I;imipenem disk,ES;EDTA+SMA disk.

III EEESSS III EEESSS
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444...CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee유유유전전전자자자의의의 중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응 결결결과과과
국내에서 보고된 carbapenemase 유전자의 대표적인 유전형인 blaIMP-1-like,

blaVIM,blaSIM-1,blaOXA-23-like,blaOXA-24-like를 검출하기 위해 사용된 PCR primer
들은 Table1과 같다.PCR 결과 blaIMP-1-like형은 A.baumannii에서 10주,P.
aeruginosa에서 31주에서 검출되었다.blaVIM 형은 A.baumannii의 5주에서 검출
되었으며 P.aeruginosa의 1주에서 검출되었다.blaSIM-1형과 blaOXA-24-like형은
두 균종 모두에서 검출되지 않았다.blaOXA-23-like형은 A.baumannii의 20주에서
검출되었으며 P.aeruginosa 검체에서는 검출되지 않았다.A.baumannii와 P.
aeruginosa의 각각 13주와 1주에서 carbapenemase유전자가 검출되지 않았다.
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555...중중중합합합효효효소소소 연연연쇄쇄쇄반반반응응응에에에 의의의한한한 cccaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee유유유전전전형형형 분분분류류류
PCR을 통하여 분류된 carbapenemase의 유전형을 분류하여 보면,blaIMP-1-like

형,blaVIM 형,blaSIM-1 형,blaOXA-23-like 형,blaOXA-24-like 형,blaIMP-1-like +
blaVIM 형,blaIMP-1-like+blaOXA-23-like형,blaIMP-1-like+blaVIM +blaOXA-23-like
형 그리고,non-typable의 총 9가지로 Table4에서와 같이 분류가 가능하였다.
각각의 유전형을 살펴보면,A.baumannii는 blaVIM형이 1개의 균주에서 검출되

었으며, blaOXA-23-like 형이 10개의 균주에서만 검출되었다. blaIMP-1-like +
blaOXA-23-like형과 blaIMP-1-like+blaVIM +blaOXA-23-like형은 각각 6개와 4개의
균주에서 검출되었으며,non-typable형은 1개로 확인되었다.P.aeruginosa는 30
개의 균주에서 blaIMP-1-like형이 검출되었으며,blaIMP-1-like+blaVIM 형은 1개의
균주에서 검출되었다. non-typable 형은 1개로 확인되었다. blaSIM-1 형과
blaOXA-24-like형은 두 균종 모두에서 검출되지 않았다.
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TTTaaabbbllleee444...CCCaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseeegggeeennnoootttyyypppeeesssiiidddeeennntttiiifffiiieeedddbbbyyyPPPCCCRRR

Carbapenemasegenotypes
byPCR

Numberofisolated
carbapenemasegene

Total
number
ofisolatesA.baumannii P.aeruginosa

blaIMP-1-like 0 30 30
blaVIM 1 0 1
blaSIM-1 0 0 0

blaOXA-23-like 10 0 10
blaOXA-24-like 0 0 0

blaIMP-1-like+blaVIM 0 1 1
blaIMP-1-like+blaOXA-23-like 6 0 6

blaIMP-1-like+blaVIM +blaOXA-23-like 4 0 4

None-typable 13 1 24
Total 34 32 66
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666...RRRAAAPPPDDD에에에 의의의한한한 유유유전전전자자자 지지지문문문 분분분석석석
Imipenem-nonsusceptible한 A.baumannii34주와 P.aeruginosa32주를 대상

으로 M13,DAF4,RTG2,RTG3,RTG4,RTG6primer를 사용하여 RAPD-PCR을
시행한 결과 DAF4,RTG3,RTG4,RTG6primer에서는 유전자 절편이 형성되지
않거나,3개미만의 band를 형성하였다.
따라서 imipenem-nonsusceptible한 34주의 A. baumannii와 32주의 P.

aeruginosa를 대상으로 각각 RTG-2와 M13primer를 사용하여 RAPD-PCR을 시
행하였고,전기 영동한 결과에서 각각 100bp에서 2kb사이에서 10개 이내의 유전
자 절편을 나타내었다(Figure3,4).
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FFFiiiggguuurrreee 333... RRRaaannndddooommm aaammmpppllliiifffiiieeeddd pppooolllyyymmmooorrrppphhhiiiccc DDDNNNAAA ooofff cccaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee---
ppprrroooddduuuccciiinnngggAAA...bbbaaauuummmaaannnnnniiiiiiiiisssooolllaaattteeesssuuusssiiinnngggRRRTTTGGG---222ppprrriiimmmeeerrrsss...
LLLaaannneeeMMM,,,111000000bbbpppDDDNNNAAA lllaaaddddddeeerrrmmmaaarrrkkkeeerrr...
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FFFiiiggguuurrreee 444... RRRaaannndddooommm aaammmpppllliiifffiiieeeddd pppooolllyyymmmooorrrppphhhiiiccc DDDNNNAAA ooofff cccaaarrrbbbaaapppeeennneeemmmaaassseee---
ppprrroooddduuuccciiinnngggPPP...aaaeeerrruuugggiiinnnooosssaaaiiisssooolllaaattteeesssuuusssiiinnngggMMM111333ppprrriiimmmeeerrrsss...
LLLaaannneeeMMM,,,111000000bbbpppDDDNNNAAA lllaaaddddddeeerrrmmmaaarrrkkkeeerrr...
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777...균균균주주주간간간 유유유전전전적적적 유유유연연연성성성 분분분석석석
RAPD-PCR을 시행한 결과를 바탕으로 각각의 균주간의 유전적 유연관계를 알

아보았다.Bio-RadFingerprintingTM Ⅱ softwareversion3.0을 사용하여 관찰된
DNA band들의 유전자형 양상을 분석하였으며,UPGMA program을 이용하여
dendrogram을 작성하였다.
Imipenem-nonsusceptibleA.baumannii는 유사도 40% 이상의 수준에서 크게

6개의 군으로 분류가 가능하였으며(Figure5),각 군의 항생제 내성유형은 Table
5와 같이 분류되었다.AC2와 AC6군은 시행한 모든 항생제에 내성을 나타내었으
며,AC5군은 ampicillin/sulbactam과 imipenem을 제외한 항생제에 모두 내성을
나타내었다.AC4군은 ampicillin/sulbactam과 amikacin,aztreonam,imipenem을
제외한 항생제에, AC3 군은 ampicillin/sulbactam과 amikacin, aztreonam,
imipenem, tobramycin을 제외한 항생제에 내성을 나타내었다. AC1 군은
ampicillin/sulbactam,aztreonam,cefepime,levofloxacin,tobramycin을 제외한 항
생제에 내성을 나타내었다.
Imipenem-nonsusceptibleP.aeruginosa는 유사도 50% 이상의 수준에서 크게

7개의 군으로 분류가 가능하였으며(Figure6),각 군의 항생제 내성유형은 Table
5와 같이 분류되었다.PS3군이 가장 많은 항생제에 내성을 지니고 있었으며,
PS1 군은 대부분의 항생제에 감수성을 보였다.PC7 군은 다른 군과 다르게
aztreonam에 내성을 지니고 있었으며,PS4,5,6군은 각 군간 두 개의 항생제에
차이를 보이며 유사한 양상을 보였다.
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FFFiiiggguuurrreee 555...DDDeeennndddrrrooogggrrraaammm ooofffttthhheee sssiiimmmiiilllaaarrriiitttyyy iiinnndddeeexxx aaammmooonnnggg iiisssooolllaaattteeesss ooofffAAA...
bbbaaauuummmaaannnnnniiiiiibbbyyyRRRAAAPPPDDD wwwiiittthhhRRRTTTGGG---222ppprrriiimmmeeerrrsss...
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FFFiiiggguuurrreee 666...DDDeeennndddrrrooogggrrraaammm ooofffttthhheee sssiiimmmiiilllaaarrriiitttyyy iiinnndddeeexxx aaammmooonnnggg iiisssooolllaaattteeesss ooofffPPP...
aaaeeerrruuugggiiinnnooosssaaabbbyyyRRRAAAPPPDDD wwwiiittthhhMMM111333ppprrriiimmmeeerrrsss...
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TTTaaabbbllleee555...RRReeesssiiissstttaaannnccceeepppaaatttttteeerrrnnnsssooofffiiimmmiiipppeeennneeemmm---nnnooonnnsssuuusssccceeeppptttiiibbbllleeeiiisssooolllaaattteeesss

Isolated
bacteria Group Antimicrobialresistance

A.baumannii AC1 AK,CAX,CAZ,CFT,CP,GM,MER,T/S,TIM

AC2 A/S,AK,AZT,CAX,CAZ,CFT,CP,CPE,GM,IMP,LVX,MER,T/S,TIM,TO

AC3 CAX,CAZ,CFT,CP,CPE,GM,LVX,MER,T/S,TIM

AC4 CAX,CAZ,CFT,CP,CPE,GM,LVX,MER,T/S,TIM,TO

AC5 AK,AZT,CAX,CAZ,CFT,CP,CPE,GM,LVX,MER,T/S,TIM,TO

AC6 A/S,AK,AZT,CAX,CAZ,CFT,CP,CPE,GM,IMP,LVX,MER,T/S,TIM,TO

P.aeruginosa PS1 CAX,CFT,CP,MER

PS2 CAX,CAZ,CFT,CP,LVX,TIM

PS3 AK,CAX,CAZ,CFT,CP,CPE,GM,IMP,MER,P/T,TIM,TO

PS4 CAX,CAZ,CFT,CP,GM,LVX,TO

PS5 CAX,CAZ,CFT,CP,GM,IMP,LVX,TIM,TO

PS6 CAX,CAZ,CFT,CP,IMP,LVX,P/T,TIM

PS7 AK,AZT,CAX,CAZ,CFT,CP,GM,LVX,MER,TIM,TO

Abbreviations.A/S:ampicillin/sulbactam,AK:amikacin,AZT:aztreonam,CAX:
Cefriaxone,CAZ:ceftazidime,CFT:cefotaxime,CP:ciprofloxacin,CPE:cefepime,
GM:gentamicin,IMP:imipenem,LVX:levofloxacin,MER:meropenem,P/T:
trimethoprim/sulfamethoxazole,T/S:piperacillin/tazobactam,TIM:ticarcillin/K
clavulante,TO:tobramycin.
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제제제 444장장장 고고고 찰찰찰

A.baumannii와 P.aeruginosa는 원내 감염의 주요 원인균으로 현재 이들 균주
에 가장 널리 쓰이는 치료제인 carbapenem 항생제에 내성인 균주가 점차 증가하
고 있어 심각한 문제가 되고 있다.이들 균주가 면역이 저하된 중증의 장기 입원
환자가 많은 병원에서 더 많이 분리되고,또 이에 따라 carbapenem을 많이 사용
하는 병원에서 carbapenem 항생제에 대한 내성률이 높을 것으로 생각된다.그러
나 현재 이에 대한 검출지침이 CLSI권장에 포함되어 있지 않아 정확한 검출이
어렵고,이런 다약제 내성균에 대한 치료시 감수성 약제의 제한으로 병원내 내성
균 확산이 임상적으로 중요한 문제로 대두되고 있다.이에 본 연구에서는 강원도
의 한 대학병원에서 분리된 imipenem-nonsuceptible A. baumannii와 P.
aeruginosa를 대상으로 AmberClassB와 D의 carbapenemase생성현황을 조사하
고 유전형을 분석하고자 하였다.
2007년 7월부터 2008년 4월까지 강원도 춘천시에 소재하고 있는 강원대학교병

원 진단검사의학과의 가검물에서 분리된 임상분리주 중 imipenem-non
susceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa각각 34주와 32주를 대상으로 본 연구
를 시행하였다.MicroscanWalkaway96SISystem으로 sputum,urine,wound
등의 검체에서 분리된 세균을 동정하고 항생제 내성 여부를 조사하였다.
Carbapenemase 생성 균주를 선별하기 위해 modified Hodge test와
imipenem(IMP)-EDTA-SMA double-disksynergytest를 시행하였다.이 결과를
바탕으로 국내에서 대표적으로 분리되는 carbapenemase유전자인 blaIMP-1-like,
blaVIM,blaSIM-1,blaOXA-23-like,blaOXA-24-like를 검출하기 위하여,유전학적인 분석
방법인 PCR을 실시하여 이들 유전자를 확인하였다.또한 imipenem-nonsuceptible
A.baumannii와 P.aeruginosa의 내성 유형을 유전적으로 분석하기 위해서 PCR
을 기반으로 한 fingerprinting방법인 RAPD-PCR을 시행하여 유전형을 분석하였
다.



-29-

본 연구에서 사용된 imipenem-nonsuceptibleA.baumannii의 항생제 내성률은
carbapenem계인 imipenem과 meropenem의 경우 76.5%와 100.0%로 높았고 감수
성인 균주는 없었으며,ampicillin/sulbactam을 제외하고 대부분의 항생제 90% 이
상의 고도 내성을 보였다.또한 기존의 연구에서 carbapenem 내성 균주가
aztreonam에 가수분해 활성이 적어 감수성을 지니는 것으로 보고되었으나(37),본
연구에서는 각각 9.4% 0.0%의 낮은 감수성을 나타내었다.carbapenemase생성 A.
baumannii에 비교적 활성이 있는 것으로 보고되었던 sulbactam 또한 67.7%의 높
은 내성률을 보였다(7).이는 carbapenem 항생제에 내성을 보이는 포도당 비발효
그람음성 간균이 다른 계열 항생제에도 다제 내성을 보이기 때문으로 생각된다.
그러나 이러한 aztreonam 내성은 carbapenemase에 의한 것뿐만 아니라 porin
mutation이나,염색체성 AmpC chepholosporinase의 과생성과 다른 기전에 의한
것일 수 있다는 보고가 있다(26).
Imipenem-nonsuceptible P.aeruginosa의 항생제 내성율은 carbapenem계인

imipenem과 meropenem의 경우 81.2%와 78.1%로 높았으며,감수성인 균주는 없
었다. 또한 cephem계인 cefotaxime과 ceftazidime, quinolone계 항생제인
ciprofloxacin. levofloxacin, 그리고 aminoglycoside계 항생제인 gentamicin과
tobramycin그리고 β-lactam계 항생제인 ticarcillin/K clavulanate항생제에 각각
100.0%,93.8%,100.0%,90.6%,90.6%,90.6%,93.7%의 고도내성을 보였다.
Carbapenemase의 선별을 위한 modified-Hodgetest는 carbapenemase생성 그

람음성간균을 선별하기 위한 검사법으로 metallo-β-lactamase뿐만 아니라 class
D OXA-β-lactamase도 이 시험에서 선별할 수 있다(22).IMP-EDTA-SMA
double-disksynergytest는 다른 β-lactamase와 달리 metallo-β-lactamase의 활
성이 EDTA와 같은 metalchealator에 의해 억제되는 원리를 이용한 것으로 여기
에 SMA를 첨가하여 비 특이적으로 억제반응을 증가시킨 것이다(19,22).A.
baumannii34주와 P.aeruginosa32주 모두 modifiedHodgetest에서 접종선 중
앙 쪽 말단 부위가 다른 부위에 비해서 더 넓게 증식되어 carbapenem 가수분해
양성으로 판독하였으며,IMP-EDTA-SMA double-disk synergy test에는 A.
baumannii10주를 제외한 모든 균주에서 두 disk사이에서 상승효과에 의한 억제
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대의 확장현상이 관찰되어 MBL생성 양성으로 판정하였다.
Carbapenemase선별 시험을 바탕으로 본 연구에서는 국내 포도당 비발효 그람

음성 간균에서 보고된 IMP-1과,VIM,SIM-1 그리고 OXA-23-like cluster와
OXA-24-likecluster유전자의 검출을 시도하였다.총 34주의 A.baumannii중 10
주에서 blaIMP-1-like유전자,5주에서 blaVIM 유전자,20주에서 blaOXA-23-like유전
자가 각각 검출되었다. 그리고 13주에서는 유전자가 검출되지 않았다. A.
baumannii중 6주에서는 blaIMP-1-like유전자와 blaOXA-23-like유전자를 동시에 지
니고 있었으며, 4주에서는 blaIMP-1-like 유전자와 blaVIM 유전자 그리고
blaOXA-23-like유전자를 동시에 지니고 있어 항생제 고도내성의 원인을 추측할 수
있었다.총 32주의 P.aeruginosa중 31주에서 blaIMP-1-like유전자,1주에서 blaVIM
유전자가 각각 검출되었으며,이 중 blaIMP-1-like유전자와 blaVIM 유전자를 같이
지닌 균주가 1주 있었다.그리고 1주에서는 유전자가 검출되지 않았다.
대표적인 metallo-β-lactamase인 IMP와 VIM은 약 30% 정도로 낮은 아미노산

동질성으로 보이지만,monobactam을 제외한 모든 β-lactam계 항생제에 내성을
나타내는 가수분해 성질이 유사하다고 알려져 있다(35).일본에서는 blaIMP-1을 생
성하는 그람음성간균의 보고가 흔하나(13),국내에서의 보고는 흔하지 않다.
Oh(2003년)등은 국내의 MBL생성 A.baumannii및 P.aeruginosa에서 VIM-2가
가장 흔하며,A.baumannii에서는 IMP-1이 발견되지 않았음을 보고하였다(29).또
한 Yong(2004년)등의 보고에 의하면 MBL생성 P.aeruginosa에서 blaVIM-2-like
유전자와 blaIMP-1-like유전자가 각각 90%와 10%로 검출되었으며,Acinetobacter
spp.에서도 blaVIM-2-like유전자와 blaIMP-1-like유전자가 각각 64%와 29% 검출되
었음을 보고하였다(41).그러나 본 연구에서는 A.baumannii34주중 blaIMP-1와
blaVIM 유전자가 각각 10주와 5주,P.aeruginosa32주 중 각각 31주와 1주가 검출
되어 기존의 보고와 차이가 있었다.이는 기존의 연구가 서울과 3차 병원에서 이
루어진데 반해,본 연구는 강원도의 춘천지역과 2차 병원에서 이루어져 지역적인
차이가 있는 것으로 사료된다.또한 강원도의 춘천지역의 MBL유전자중 blaIMP-1
이 이미 확산돼 있음에 반해 blaVIM은 확산되는 초기임을 추측할 수 있었다.
blaSIM-1은 Lee(2005년)등에 의해 국내의 Acinetobacterspp.균종에서 분리된 바
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있어 검출을 시도하였으나 두 균종 모두에서 검출되지 않았다(21).
OXA carbapenemase는 대부분이 그람음성균중 A.baumannii에서 확인되었음

이 보고되었다(36).본 연구에서도 imipenem-nonsusceptibleA.baumannii34주중
20주,즉 58.8%에서 OXA-23-likecluster유전자를 검출하였으며,OXA-24-like
cluster는 두 균종 모두에서 검출되지 않았다.Jeon(2005년)등은 부산의 고신대학
교병원에서 분리한 imipenem-resistantA.baumannii52주중 36주(69.2%)에서
OXA-23carbapenemase의 생성을 확인하였고 OXA-24carbapenemase는 검출되
지 않았음을 보고하여(15),본 결과와 유사함을 확인할 수 있었다.
Imipenem-nonsusceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa의 각각 13주와 1주에

서 carbapenemase유전자가 검출되지 않았다.이는 국내에서 대표적으로 보고된
carbapenemase유전자에 대한 primer를 사용한 PCR로 검출되지 않아 다른 형의
carbapenemase유전자에 의한 것일 수 있어 추가적인 연구가 필요하다.또한
carbapenem 내성이 carbapenemase 생성 외에도 염색체성 AmpC enzyme의
mutationaldepression이나,OprD porin의 소실에 의한 세포외막의 impermeability
의 증가,그리고 세균의 세포막에 존재하는 effluxpumpsystem의 과조절이 원인
일수 있다는 보고가 있다(17,23,24).Jeong(2007년)에 의하면 efflux pump의
inhibitor인 reserpine이 존재하는 A.baumannii균주가 그렇지 않은 균주보다 높
은 carbapenem 내성률을 보였으며,outermembraneproteins(OMPs)가 소실된 균
주에서 imipenem MIC가 높았음을 보고하였다(47).
GenomicDNA fingerprinting은 유전자 염기서열 분석법으로 얻을 수 없는 각

균주의 염색체상에 존재하는 미세한 유전자 차이를 구별할 수 있어 분별능이 뛰
어나며,실험의 재현성과 경제적인 측면에서도 많은 장점을 가지고 있다고 알려져
있다(30).따라서 본 연구에서는 imipenem-nonsusceptible A.baumannii와 P.
aeruginosa를 대상으로 균주간의 유전자에서의 근연관계를 확인하기 위해서
RAPD-PCR을 시행하였다.RAPD-PCR은 짧은 random primer를 사용하여 균주
마다 서로 다른 primerbinding sequence 차이점을 이용하여,낮은 온도에서
primer가 다른 위치에 붙어서 증폭된 DNA의 길이가 다름을 이용한 방법이다(43).
본 연구에서는 RAPD-PCR에서 서로 유사한 유형의 band를 형성하였으며,40
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∼90%의 근연도를 갖는 다양한 양상이 나타났다.또한 각각의 근연도를 기반으로
조사해본 결과 유사도를 기반으로 한 분류가 가능하였다.
Imipenem-nonsusceptibleA.baumannii는 유사도 40% 이상의 수준에서 크게

6개의 군으로 분류가 가능하였으며 각 군의 항생제 내성유형은 Table5와 같이
분류되었다.50% 이상의 수준에서 유사성을 보이는 AC1 군은 ampicillin/
sulbactam,aztreonam,cefepime,levofloxacin,tobramycin을 제외한 항생제에 내
성을 나타내었고,세 균주 모두 blaIMP-1-like와 blaOXA-23-like유전자를 지니고 있
었으며,AC2군은 검사에 사용한 모든 항생제에 내성을 보였으며 carbapenemase
gene은 검출되지 않았다.AC3군은 ampicillin/sulbactam과 amikacin,aztreonam,
imipenem,tobramycin을 제외한 항생제에 내성을 나타내었으며,blaOXA-23-like유
전자를 지닌 균과 carbapenemasegene이 검출되지 않은 두 가지 유형이 섞여있
었다.AC4군은 ampicillin/sulbactam과 amikacin,aztreonam,imipenem을 제외한
항생제에 내성을 나타내었으며,일곱 균주 모두 blaOXA-23-like유전자가 검출되었
다.또한,AC5군은 ampicillin/sulbactam과 imipenem을 제외한 항생제에 모두 내
성을 나타내었고,blaIMP-1-like와 blaVIM 그리고 blaOXA-23-like유전자가 검출되었으
며,AC6군은 검사에 사용한 모든 항생제에 내성을 보였으며,blaVIM 유전자만이
검출되었다.이상의 결과에서 보면 AC2와 AC3군에서 carbapenemase유전자가
검출되지 않았지만, 모든 항생제에 내성을 보이는 균주가 13주였다. 이는
carbapenem 내성이 β-lactamase뿐만 아니라 다른 기전에 의해서도 유발될 수 있
음을 증명한다.또한 다른 유전형을 지닌 균주도 비슷한 항생제 내성 표현형을 가
질 수 있으므로 분자유전학적인 검사가 필요함을 시사한다(27).
Imipenem-nonsusceptibleP.aeruginosa는 유사도 50% 이상의 수준에서 크게

7개의 군으로 분류가 가능하였다.PS3군이 가장 많은 항생제에 내성을 지니고
있었으며,PS1군은 대부분의 항생제에 감수성을 보였다.PC7군은 다른 군과 다
르게 aztreonam에 내성을 지니고 있었으며,PS4,5,6군은 각 군간 두 개의 항생
제에 차이를 보이며 유사한 양상을 보였다.7개의 군 모두에서 blaIMP-1-like유전
자가 검출되었으며,각 군의 항생제 내성유형은 Table5와 같이 분류되었다.P.
aeruginosa또한 A.baumannii와 같이 PS6군에서 carbapenemase유전자가 검출
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되지 않았지만,모든 항생제에 내성을 보이는 균주가 1주 있었다.
본 연구에서는 imipenem-nonsusceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa를 대상

으로 MicroscanSystem을 통하여 측정한 최소발육억제농도와 중합효소 연쇄반응
을 통하여 확인한 carbapenemase유전자를 바탕으로 RAPD-PCR을 시행하여 균
주간의 유사성으로 근연도 분석이 가능하였다.또한 본 실험 결과는 강원도 춘천
에서 imipenem-nonsusceptible A.baumannii와 P.aeruginosa를 대상으로 한
carbapenemase유전자의 첫 보고서로서,이 지역에서 이들 균주의 항생제 내성
유형과 carbapnemase유전자의 분포도를 알아볼 수 있는 기초 자료로 활용할 수
있을 것으로 사료된다.또한 carbapenemase 생성 균주는 A.baumannii와 P.
aeruginosa에서 다약제내성을 일으켜 치료가 어렵고 높은 사망률로 이어지게 되
므로 적절한 치료를 위하여 검출지침이 필요할 것으로 사료된다(36).
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2007년 7월부터 2008년 4월까지 강원도 춘천시에 소재하고 있는 강원대학교병
원 진단검사의학과에서 분리된 imipenem-nonsusceptibleA.baumannii34주와 P.
aeruginosa 32주를 대상으로 Microscan System과 modified Hodge test,
IMP-EDTA-SMA double-disksynergytest를 통하여 여러 항생제에 대한 최소
억제농도를 측정하고 carbapenemase생성 균주를 선별하였다.또한 중합효소연쇄
반응을 이용하여 국내에서 보고된 carbapenemase유전자의 대표적인 유전형인
blaIMP-1-like,blaVIM,blaSIM-1,blaOXA-23-like,blaOXA-24-like를 검출하고자 하였다.A.
baumannii에서는 blaOXA-23-like가 20주로 가장 많이 검출되었으며,blaIMP-1-like,
blaVIM이 각각 10주,5주 검출되었다.반면 P.aeruginosa에서는 한 균주를 제외하
고는 모든 균에서 blaIMP-1-like 유전자가 검출되었으며,blaIMP-1-like 유전자와
blaVIM 유전자를 같이 지닌 균주도 한 주 있었다.
분자 역학적인 검사법인 random amplifiedpolymorphicDNA(RAPD)-PCR을

시행하여 imipenem-nonsuceptibleA.baumannii와 P.aeruginosa의 fingerprinting
을 실시하였고,이를 대상으로 dendrogram을 작성하여 균주들 간의 유사성으로
근연도를 분석하였다.그 결과 A.baumannii는 6개의 군으로 나뉘어졌고,P.
aeruginosa는 7개의 군으로 나누어졌다.각각의 군들은 항생제 내성 유형과
carbapenemase유전자와 밀접한 관련이 있는 것으로 나타났다.
본 실험 결과는 강원도 춘천에서 imipenem-nonsusceptibleA.baumannii와 P.

aeruginosa를 대상으로 한 carbapenemase유전자의 첫 보고서로서,이 지역에서
이들 균주의 항생제 내성 유형과 carbapnemase유전자의 분포도를 알아볼 수 있
는 기초 자료로 활용할 수 있을 것으로 사료된다.
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Lee,JinHee
Dept.ofBiomedicalLifeScience

TheGraduateSchoolofHealthandEnvironment
YonseiUniversity

A.baumanniiandP.aerugnosaareimportantnosocomialpathogens.Their
resistancestocarbapenem areincreasingandcausingconcernsinKorea.An
increasing prevalence of carbapenem resistance mediated by acquired
carbapenemaseisbeingreported.
Over a 10 month-period from July 2007 to April2008,66 strains of

imipenem-nonsusceptibleA.baumanniiand P.auruginosa(34A.baumannii
and 32 P.aeruginosa)were isolated from Kang-won NationalUniversity
Hospital.Todeterminetheprevalenceandgenotypesofthecarbapenemase-
producing clinical isolates, antibiotic susceptibility was determined by
MicroscanWalkaway96SISystem andcarbapenem activitywasdetectedby
themodifiedHodgetestandtheimipenem-EDTA-SMA double-disksynergy
test.Metallo-β-lactamasegeneandOXA-type β-lactamasegenereportedin
KoreaweredetectedbyPCR.
TheresultofPCR,20(59%)isolatesofA.baumanniiwith blaOXA-23-like,
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10(29%) isolates with blaIMP-1-like and 5(15%) isolates with blaVIM were
identified.Thirty one(97%)isolates ofP.aeruginosa were found to have
blaIMP-1-likeand1(3%)isolateswerefoundtohaveblaVIM.Theprevalenceof
bothblaIMP-1-likeandblaVIM weredifferentfrom previousreportsintheother
region ofKorea(High prevalence ofblaVIM has been reported.).No clinical
isolateswerefoundtohaveblaSIM-1andblaOXA-24-like.
Random amplified polymorphic DNA(RAPD)-PCR and dendrogram for

geneticalsimilaritytobandpatternsofeachclinicalisolateswereexamined.A.
baumanniiweregroupedinto6clustersupto40% ofsimilarityindex.The
groupofAC2,AC6wereall-resistanttoanyantibioticsandAC5wasresistant
exceptforampicillin/sulbactam & imipenem.TheAC4wasalsoexceptfor
ampicillin/sulbactam, amikacin, aztreonam & imipenem. AC3 except for
ampicillin/sulbactam,amikacin,aztreonam ,imipenem & tobramycin,AC1
except for ampicillin/sulbactam, aztreonam , cefepime, levofloxacin &
tobramycin.P.aeruginosa were grouped into 7 clusters up to 50% of
similarity index.In P.aeruginosa group,PS3 was resistantforthe most
antibiotics,PS1wassusceptibleforthemostantibiotics. PS7wasresistantto
aztreonam unlikeanothergroup.PS4,PS5,andPS6werealikeinantibiotic
resistancehavingadifferenceoftwoantibioticsamongthem.
Tomyknowledge,thisisthefirstreportofprevalenceofcarbapenemasein

Chuncheon.Imipenem non-susceptibleA.baumanniiandP.aeruginosawere
characterized with the results from antimicrobial resistance pattern and
geneticalsimilarityusingRAPD-PCR.

Keywords:Acinetobacterbaumannii,Pseudomonasaeruginosa,
Carbapenemase,blaOXA-23-like,blaIMP-1-like,blaVIM,RAPD-PCR
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