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서  론

녹농균(Pseudomonas aeruginosa)은 호기성 포도당 비발

효 그람음성 간균으로 병원감염의 주요 원인균이다. 녹농균

에 의한 감염은 대부분 기회감염이며, 외이도염, 골수염, 뇌

수막염, 심내막염, 폐렴, 요로감염, 균혈증 등 다양한 유형

의 감염증을 유발한다(Bergogne-Berezin, 2004). 

녹농균에 의한 감염증 치료에는 carbapenem계 항균제

가 많이 사용되어 왔는데 이는 작용 범위가 넓고, extended 
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spectrum ß-lactamase (ESBL)을 포함한 대부분의 ß-

lactamase에 안정성을 보여 그람음성균의 치료에 매우 효

과적이기 때문이다(Jacoby와 Medeiros, 1991). 그러나, 최

근 carbapenem에도 내성을 보이는 녹농균의 감염이 증가

하고 있어 심각한 문제가 되고 있다. 2003년 전국 항균제 

내성률 조사에서도 imipenem 내성인 녹농균의 비율이 20%

로 높게 나타났는데, 이중 대부분은 다제내성 균이었다(이 

등, 2006). 

녹농균의 carbapenem 내성은 주로 세포막의 투과성 감

소, 항균제의 유출, 그리고 carbapenemase 생성 등에 의

해 나타나는데 획득성 carbapenemase에 의한 내성은 다

른 균에 그 내성유전자를 전달 할 수 있다는 점에서 내성

확산의 우려를 낳고 있다. 특히 녹농균이 생성하는 대표적

인 carbapenemase 중 metallo-ß-lactamase (MBL) (이 

등, 2002; 이 등, 2005)는 가수분해 범위가 넓으며 blaIMP 및 

blaVIM과 같은 내성유전자의 경우 대개 integron 내에 위치

Analysis of Class 1 Integrons in Imipenem-resistant 
Pseudomonas aeruginosa
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Pseudomonas aeruginosa is an aerobic, Gram-negative, glucose-nonfermenting bacterium, which has 

emerged as a serious opportunistic pathogen. Recently, outbreaks of carbapenem resistant P. aeruginosa 
give rise to significant therapeutic challenges for treating nosocomial infections. The genes of metallo-

ß-lactamase (MBL), a powerful carbapenemase, are carried as a part of the mobile gene cassettes 

inserted into integrons playing an important role in rapid dissemination of antibiotic resistance genes 

among bacterial isolates. In this study, we investigated the prevalence of  integron in imipenem resistant 

P. aeruginosa isolates. A total of 61 consecutive, non-duplicate, and imipenem  resistant P. aeruginosa 
strains were isolated from a university hospital in the Chungcheong province of Korea. We employed 

repetitive extragenic palindromic sequence-based PCR (rep-PCR) method for the selection of clonally 

different P. aerusinosa strains. PCR and DNA sequencing were conducted for the detection of integrons. 

Twenty-one clonally different P. aeruginosa strains were isolated. Only one (P28) of the strains har-

bored blaVIM-2 that was found as gene cassettes in class 1 integrons. Four of 21 carbapenem resistant P. 
aeruginosa strains harbored class 1 integron containing aminoglycoside resistance determinant. All of the 

integrons detected in the study contained more than one resistance gene cassette, which can mediate 

resistance to multiple antibiotics. To prevent further spreading of the multi-drug resistant P. aeruginosa, 
conseguent monitoring and clinical polices are required.
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하는 특징이 있다(Poirel 등, 2000; 김 등, 2004).  

Integron은 장소-특이적인 재조합 기전에 의해 유전자 

카세트를 인지하고 포획하여 이동시킬 수 있는 구성요소

를 가진 효율적인 유전적 기구로, integrase 단백질의 상동

성에 근거를 두어 최소한 6 종류의 class로 분류된다. 그 중 

class 1은 가장 흔한 구조로 2개의 보존적 분절인 5’-보존 

영역(5’-CS)과 3’-보존 영역(3’-CS)을 가지고 있고(Ploy 

등, 2000), 그 안에 많은 항균제 내성 유전자 카세트들을 종

합적으로 축적할 수 있다. 또한 integron에 위치한 내성 유

전자들은 발현되거나 전파되기가 쉬우므로 integron을 가지

고 있는 감염균들은 항균제에 더욱 강한 내성을 보이게 된

다(Recchia와 Hall, 1995; Richet 등, 2001). 

이러한 integron을 포함하고 있는 carbapenem 내성 녹

농균은 많은 경우 다제내성을 보이게 되고 이러한 다제내

성 녹농균의 출현 및 확산은 이 세균에 의한 감염증 치료

에 많은 어려움을 가중시킬 수 있으므로 임상적으로 중요

한 문제가 된다. 

본 연구에서는 충청지역의 한 대학병원에서 분리된 imi-

penem 내성 녹농균을 대상으로  integron의 존재여부를 조

사하였고 class 1 integron내에 carbapenemase가 존재하는

지를 확인하여 내성세균의 확산 방지책을 마련하는데 필요

한 기초자료를 제공하고자 하였다.  

재료 및 방법

1. 균주의 수집

2006년 7월부터 2008년 3월까지 충남대학교 병원 진단검

사의학과에 의뢰된 임상검체에서 분리된 녹농균 중 imipe-

nem에 내성을 보인 61주를 대상으로 하였다. 항균제 내성

에 상관없이 분리된 순서대로 균주를 수집하였으며, 동일 

환자에서 반복 분리된 균주는 수집대상에서 제외하였다. 분

리된 균주의 동정은 Vitek GNI card (bioMerieux Vitek Inc., 

Hazelwood, Mo., USA)를 이용하여 시행하였다. 

2. 항균제 감수성 시험

미국의 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

지침에 따라 amikacin, gentamicin, netilmicin, tobramycin, 

aztreonam, ceftazidime, cefepime, imipenem, meropenem, 

piperacillin, piperacillin-tazobactam, ticarcillin, ticarcillin-

clavulanic acid 및 ciprofloxacin (BBL, Cockeysville, MI., 

USA)에 대한 감수성을 Mueller-Hinton 한천(Difco, Cock-

eysville, MD, USA)을 사용하여 디스크 확산법으로 확인

하였다(CLSI, 2010). 정도관리를 위해서 Escherichia coli 

ATCC 25922와 P. aeruginosa ATCC 27853을 동시에 시험

하여 허용범위내에 있는지를 확인하였다.  

3. �Repetitive extragenic palindromic sequence-based 

PCR (rep-PCR)을 이용한 clone 선택

 대상 균주를 brain heart infusion broth (Difco)에 접종하

여 37℃에서 하룻밤 진탕배양 한 후 배양액으로부터 DNA 

purification kit (SolGent, Daejeon, Korea)를 사용하여 대상 

균주의 염색체 DNA를 추출하였다. 추출된 염색체 DNA를 

주형 DNA로 사용하였고 시발체로는 ERIC2 (5’-AAGTA-

AGTGACTGGGGTGAGCG-3’)와 REP2-Dt (5’-NCGNCT-

TATCNGGCCTAC-3’)로 명명된 장내세균의 반복 서열을 

이용하였다(Shannon과 French, 2004). 증폭반응은 DNA 추

출액 (5.0 µL), 10× Taq buffer (5.0 µL), 10 mM dNTP mix 

(1.0 µL), primer 각 20 pmol, 1.4 U Taq DNA polymerase 

(SolGent) 및 증류수를 혼합하여 50 µL의 혼합액으로 시행

하였다. GeneAmp PCR System 9600 (Perkin-Elmer Centus 

Corp., Norwalk, CT., USA)으로 95℃에서 5분간 반응시킨 

후, 90℃에서 40초, 42℃에서 1분, 68℃에서 7분씩 35회 증

폭 반응시키고, 68℃에서 15분간 연장 반응시켰다. 증폭산

물(10 µL)은 ethidium bromide가 포함된 1.5% agarose gel

에 전기영동 한 후 BioDoc-14 Imagingsystem (UVP, Cam-

bridge, UK)을 이용하여 분석하였다. Band의 강도와 상관

없이 band의 분자량과 개수로 각 균주를 비교하며, 두 개 

이상의 밴드 차이가 있으면 역학적 상관관계가 없는 것으로 

판단하였다(정 등, 2003).

4. Integron의 유전자 카세트 분석

1) Integron의 검출 

Class 1, 2, 및 3에 속하는 integron을 검출하기 위해 기
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존의 시발체(Table 1)를 사용하여 다중 중합효소연쇄반응

(multiplex polymerase chain reaction)을 수행하였다. 대상 

균주를 brain heart infusion broth (Difco)에 접종하여 37℃

에서 하룻밤 진탕배양 한 후 배양액으로부터 DNA purifi-

cation kit (SolGent)을 사용하여 염색체 DNA를 추출하였

다.  DNA 추출액 (5 µL), 10× Taq buffer (2.5 µL), 10 mM 

dNTP mix (0.5 µL), primer 각 10 pmol, 0.7U Taq DNA 

polymerase (SolGent) 및 증류수를 혼합하여 총 부피 25 

µL의 반응용액을 만들었다. GeneAmp PCR System 9600 

(Perkin-Elmer Centus Corp.)으로 95℃에서 5분간 반응시

킨 후, 94℃에서 1분, 59℃에서 1분, 72℃에서 1분씩 30회 

증폭 반응시키고, 72℃에서 5분간 연장 반응시켰다. 각각

의 PCR 생산물을 ethidium bromide가 포함된 1.5% agarose 

gel에서 40 분간 전기영동 하였다. PCR 증폭산물의 위치가 

약 160 bp, 788 bp, 및 979 bp인 것을 각각 class 1, 2, 및 3 

integron으로 간주하였다. 

2) Class 1 integron의 유전자 카세트 유전형 확인

Class 1 integron내에 존재하는 유전자 카세트의 유전형

을 확인하기 위해 5’ 보존영역(GGCATCCAAGCAGCAAG)

과 3’ 보존영역의 분절(AAGCAGACTTGACCTGA)을 시발체

로 하여 PCR을 수행하였다(Lévesque 등, 1995). 다중 중합

효소연쇄반응 때와 같은 조성의 반응용액 25 µL를 95℃에

서 5분간 반응시킨 후, 94℃에서 1분, 55℃에서 1분, 72℃에

서 4분씩 30회 증폭 반응시키고, 72℃에서 10분간 연장 반

응시켰다. 각각의 PCR 생산물을 ethidium bromide가 포함

된 1.5% agarose gel에서 40 분간 전기영동 하여 증폭산물

의 band를 확인한 후 염기서열 분석을 수행하였다. 5’ 보존

영역과 3’ 보존영역의 분절을 시발체로 하여 얻어진 각각의 

PCR 생산물을 염기서열 분석한 뒤, 말단 부분에서 다시 새

로운 시발체를 디자인하여 PCR을 수행하고 염기서열 분석

을 하는 일련의 과정을 되풀이 하는 primer walking 방법으

로 전체 염기서열을 분석하였다.

결  과 

1. 항균제 감수성 양상

시험기간 중 총 61주의 imipenem 내성 녹농균이 환자

의 임상검체에서 분리되었다. 이들이 같은 클론에서 유래

되었는지를 확인하기 위하여 rep-PCR을 수행한 결과 61주

중 총 21주가 서로 다른 밴드 양상을 보여 서로 다른 클론

에서 유래되었음이 확인되었다(Fig. 1). 이들 21주를 대상으

로 항균제 감수성 시험을 한 결과 amikacin 38.1%, genta-

micin 57.1%, netilmicin 61.9%, tobramycin 42.9%, aztreo-

nam 61.9%, ceftazidime 38.1%, cefepime 42.9%, imipenem 

Table 1. Oligonucleotide primers for the detection of integrons

Primer pairs Target Sequence   (5’ - 3’) Reference

For multiplex PCR 

Int1 F intI 1

intI 1

CAGTGGACATAAGCCTGTTC Dillon et al, 2005

Dillon et al, 2005Int1 R CCCGAGGCATAGACTGTA 

Int2 F intI 2

intI 2

GTAGCAAACGAGTGACGAAATG Dillon et al, 2005

Dillon et al, 2005Int2 R CACGGATATGCGACAAAAAGGT 

Int3 F intI 3

intI 3

GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG Dillon et al, 2005

Dillon et al, 2005Int3 R ACGGATCTGCCAAACCTGACT 

For sequencing

Int1’ F 
intI 1

GGCATCCAAGCAGCAAG 
Lévesque et al, 1995

Int1’ R AAGCAGACTTGACCTGA 

Abbreviations: F, forward; R, reverse.
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100.0%, meropenem 61.9%, piperacillin 47.6%, piperacil-

lin-tazobactam 38.1%, ticarcillin 76.2%, ticarcillin-clavu-

lanic acid 57.1%, 및 ciprofloxacin 47.6%의 내성율을 보였

다(Table 2). 

2. �Class 1 integron 검출과 유전자 카세트의 유전형 

확인 

 Imipenem 내성 녹농균 21주를 대상으로 다중 중합효소

연쇄반응을 수행한 결과 총 4주(P2, P4, P5, P28)에서 class 

1 integron에 해당하는 약 160 bp크기의 PCR 산물이 검출

Fig. 1. Repetitive element sequence-based (rep)-PCR patterns of genomic DNA from sixty-one imipenem-resistant Pseudomo-

nas aeruginosa. Lane M is 1kb DNA size marker.

Table 2. Antibiotic susceptibility patterns of 21 isolates of imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa

Antimicrobial agent
No. of isolates (%)

Susceptible Intermediate Resistant

Amikacin 11 (52.4) 2 (9.5) 8 (38.1)

Gentamicin 5 (23.8) 4 (19.0) 12 (57.1)

Netilmicin 6 (28.6) 2 (9.5) 13 (61.9)

Tobramycin 12 (57.1) 0  9 (42.9)

Aztreonam 5 (23.8) 3 (14.3) 13 (61.9)

Ceftazidime 8 (38.1) 5 (23.8) 8 (38.1)

Cefepime 7 (33.3) 5 (23.8) 9 (42.9)

Imipenem 0  0  21 (100.0)

Meropenem 5 (23.8) 3 (14.3) 13 (61.9)

Piperacillin 11 (52.4) 0  10 (47.6)

Piperacillin/tazobactam 13 (61.9) 0  8 (38.1)

Ticarcillin 5 (23.8) 0  16 (76.2)

Ticarcillin/clavulanic acid 9 (42.9) 0  12 (57.1)

Ciprofloxacin 10 (47.6) 1 (4.8) 10 (47.6)
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되었다. 반면 class 2 와 class 3 integron에 해당하는 약 788 

bp 와 979 bp 크기의 PCR 산물은 한 주에서도 검출되지 않

았다. 

 다중 중합효소연쇄반응에서 160 bp크기의 PCR 생산물

이 검출되었던 4개의 균주를 대상으로 유전자 카세트 유전

형을 확인하기 위한 PCR과 염기서열 분석을 수행 한 결과 

4주가 각각 서로 다른 class 1 integron을 가지고 있는 것이 

확인되었다(Fig. 2). 검출된 class 1 integron의 크기는  2.5 

kb, 3.0 kb, 및 4.0 kb 이었으며,  2.5 kb 크기의 integron 내

에는 MBL인 VIM-2 유전자 카세트가 위치해 있었다.  P2와 

P5에서 확인된 3.0 kb의 integron은 각각 tnpA와 blaOXA-2를 

유전자카세트로 포함하고 있었고, 4.0 kb크기의 integron은 

blaOXA-10과 cmlA2를 유전자카세트를 포함하고 있었다. 또

한, 검출된 모든 integron에는 aminoglycoside 내성에 관련

된 유전자카세트가 존재하고 있었다.

고  찰 

Carbapenem 항균제는 녹농균이 생성하는 여러가지 ß-

lactamase에 안정하며 분자량이 작고 양성(zwitterionic)하

전 및 친수성 구조여서 세균 세포내로 잘 투과되는 장점

이 있다. 따라서 carbapenem은 여러 ß-lactam제에 내성

인 녹농균의 감염치료에 쓸 수 있는 귀중한 항균제이다. 그

러나 carbapenem 사용이 늘어감에 따라, 이들 항균제에도 

내성을 보이는 다제내성 녹농균의 감염이 증가하고 있어 임

상적으로 많은 문제가 되고 있다. 따라서 carbapenem 내성

기전을 밝히는 것은 녹농균 감염을 치료하는데 매우 중요하

다(Timurkaynak 등, 2006). 

본 연구에서 녹농균의 carbapenem 내성기전을 조사하기 

위해 imipenem 내성이면서 유전적으로는 서로 다른 균주

를 수집한 결과 총 21주의 녹농균이 임상검체로부터 얻어졌

다. 항균제 감수성 시험결과 이들 중 8주에 해당하는 38.1%

가 다제내성균인 것으로 확인되었다. 

 수집된 총 21주의 imipenem 내성 녹농균을 대상으

로 carbapenem 내성획득에 중요한 역할을 하는 integron

Fig. 2. Schematic representation of gene cassette structure located in the class 1 integrons isolated from imipenem-resistant 

Pseudomonas aeruginosa. The horizontal arrows indicate the translation orientation of the genes. attI and attC (integron-associ-

ated recombination site) were shown as white and black circle, respectively. 
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의 유전형을 조사한 결과 대상 균주 21주 중 한 주(P28)가 

blaVIM-2를 유전자 카세트로 포함하는 class 1 integron을 가

지고 있음이 확인되었다. VIM-2 생성 녹농균은 1998년 이 

등에 의해 국내에 처음으로 소개되었으며, 2003년 국내에서 

분리된 carbapenem 비감수성 녹농균 중 11.4%를 차지하였다

(이 등, 2003). 2005년 김 등에 의한 보고에서도 18.1%에 해

당하는 carbapenem 비감수성 녹농균이 VIM-2를 생성하는 

것으로 나타나 국내에는 VIM-2가 흔한 것임이 밝혀 진 바 

있다. VIM-2 등의 MBL 유전자는 대부분은 class 1 integron

에 유전자 카세트로 존재하는데 이런 특징은 이들 내성유전

자가 다른 균종으로 쉽게 전달 될 수 있음을 뜻한다. 특히 

MBL 유전자 카세트를 가지고 있는 integron은 다양한 내성 

유전자 카세트들도 함께 포함하고 있는 경우가 많으며 이러

한 integron의 보유는 다제내성의 원인이 된다(Jang, 2005). 

본 연구에서도 VIM-2 유전자 외에 aminoglycoside 내성유

전자인 aadA1을 가지고 있었다. 이러한 integron의 구조는 

2006년 러시아에서 분리된 녹농균에서 처음 보고되었으며 

국내에서도 유사한 구조가 Enterobacter cloacae에서 보고

된 바 있다(정 등, 2003; Shevchenko 등, 2006). 

 VIM-2 생성균주 외에도 P2, P4, 및 P5 균주가 class 1 

integron을 가지고 있는 것으로 확인되었다. 이들 3주에서 

검출된 integron에는 aadA2, aadB, aacA4, 또는 aacA5 등

의 aminoglycoside 내성 유전자가 포함되어 있었는데, 이

는 항균제 감수성시험에서 이들 3주가 aminoglycoside 항

균제에 내성을 보인 것이 integron의 존재 때문일 수도 있음

을 시사한다. 2005년 중국에서 분리된 녹농균에서도 유사한 

결과가 보고되었는데, aminoglycoside, quinolones, 및 ß-

lactam 항균제에 대해 내성을 보이는 것과 integron의 존재

가 밀접한 관련이 있다고 했다(Gu 등, 2007). 3.0 kb 과 4.0 

kb 크기의 integron에는 ß-lactamase 유전자인 blaOXA-2과 

blaOXA-10이 각각 위치해 있었으며 4.0 kb integron은 그 외

에도 chloramphenicol 내성에 관련된 유전자인 cmlA1을 가

지고 있었다. 특히 검출된 4개의 integron 모두에는 두 종류 

이상의 항균제 내성유전자가 위치해 있었으며 P28을 제외

한 나머지 3주는 모두 다제내성균인 것으로 확인되었다. 이

는 녹농균이 다제내성을 갖게 하는데 integron이 중요한 역

할을 하고 있음을 시사한다. 

한편 대상균주 21주 중 class 2와 class 3 integron을 가지

고 있는 균주는 한 주도 없었다. 장내세균과에 속하는 세

균의 경우 class 2 integron을 보유하는 경우가 빈번하며

(White 등, 2001) class 3 integron 또한 덜 빈번하지만 보고

가 되고 있는 반면 녹농균에서는 보고가 드물다(Senda 등, 

1996). 2004년에 그리스에서 분리된 녹농균에서도 class 1 

integron의 검출률이 96.6%로 높았던 반면 class 2 integron

은 검출되지 않았다(Perimeni 등, 2006; Yan 등, 2007). 국

내에서도 녹농균을 대상으로 한 연구에서 class 2 혹은 class 

3 integron에 대한 보고가 현재까지 없는 것으로 보아 그람

음성 세균에서 가장 빈번하게 검출되는 class 1 integron이 

녹농균에서도 내성확산에 주도적인 역할을 하고 있는 것으

로 보인다.

이상의 결과에서 충청지역의 한 대학병원에서 분리된 

imipenem 내성 녹농균에 확산되어 있는 class 1 integron 에

는 VIM-2 등의 MBL 유전자 뿐 만 아니라 ß-lactamase 유

전자 및 aminoglycoside 내성 유전자가 포함되어 있는 것으

로 나타났다. 또한 녹농균은 다양한 항균제 내성유전자 카

세트가 포함된 integron의 보유를 통해 많은 항균제에 대해 

내성을 나타낼 수 있음이 확인되었다. 따라서 다제내성균의 

출현 및 증가에 중요한 역할을 하는 integron의 확산에 대한 

지속적인 감시가 필요할 것으로 사료된다.
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