
서 론

Pseudomonas aeruginosa은 호기성 포도당 비발효 그람

음성간균으로 원내 감염의 20% 정도를 차지하며, 인공호흡

기를 사용하는 환자의 호흡기계 감염, 화상 감염, 섬유성 낭

종 환자에서의 폐렴, 면역이 저하된 환자에서 전신성 감염

과 요로 감염의 중요 원인균이다. 중환자실에서 P. aerugi-

nosa은 Staphylococcus aureus에 이어 두번째로 흔한 원내 
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감염균이다. 더욱이 P. aeruginosa은 많은 항균제에 대해 

자연 내성과 획득내성을 가지므로 이 세균 감염증은 치료

가 어렵다(Behera 등, 2008). Metallo-ß-Lactamase(MBL)

생성 P. aeruginosa은 1991년 일본에서 처음으로 보고되었

다. 그 이후 아시아, 유럽, 호주, 북아메리카 및 남아메리

카에서 발견되었다. 대부분의 국가에서 MBL생성P. aeru-

ginosa은 병원감염의 원인균이다. MBL생성P. aeruginosa

은 ß-Lactam계, aminoglycosides와 quionlones계 항생제

에 내성을 보인다(Gales 등, 2003). MBL생성P. aeruginosa

은 다제내성유전자를 가지고 있어 독성이 강한 polymyxinB

와 colistin항생제로 치료해야 한다(Bush, 1999). MBL생성

P. aeruginosa은 촉매활성에 아연(Zn)이 요구된다.  MBL활

성은 EDTA또는 Thiol화합물과 같은 금속킬레이드(metal 

chelate)에 의해 억제된다(Castanheira 등, 2009). MBL 생

성 균주는 aztreonam(ATM)을 제외하고 penicillins, cepha-
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결과를 판독하였다. imipenem 디스크나 meropenem 디스

크에 의한 억제대가 EDTA 디스크 쪽으로 커지거나 디스크

간 억제대 차이가 5 mm이상 보이면 양성으로 판정하였다.

3. Combined disk test

세균 부유액을 Mueller-Hinton Agar(MHA)에 고르게 접

종한 후, 배지의 중앙에는 imipenem(10 μg)디스크와 imipe-

nem + EDTA(0.5M)디스크나  meropenem(10 μg)디스크와 

meropenem+EDTA(0.5M)있는 디스크를 20 mm간격으로 

놓았다. 접종 배지는 37℃ 항온기에 18시간 배양 후 결과를 

판독하였다. imipenem 디스크와 imipenem+EDTA(0.5M) 

디스크나 meropenem디스크와 imipenem+EDTA(0.5M) 간

에 억제대의 차이가 7 mm이상 보이면 양성으로 판정하였다.

4. 균주로 부터의 DNA 분리

20개의 P. aeruginosa 균주를 QIAamp DNA Mini kit(Cat. 

No. 51304)를 이용하여 DNA를 추출하였다. 순수 분리

된 20개 균주를 TSB media(BD, Detroit, USA)를 이용하여 

37℃ shaking incubator에서 하루 동안 진탕배양 하였다. 배

양액을 13,000 rpm에서 3분간 원심 후 상등액은 버리고 침

전물을 이용하여 QIAamp DNA Mini Kit가 제시한 방법으로 

DNA를 추출하였다.

5. Duplex PCR을 위한 Primer의 합성

MBL 생성P. aeruginosa의 유전자특성을 분석하기 위한 

primer를 다음과 같이 제작하였다(Table 1).

Table 1. Primer sets used in charactering Metallo-ß-Lacta-

mase 

Gene Primer sequence
PCR 

product(bp)

IMP

VIM

5'-GAA GGY GTT TAT GTT CAT AC-3'

5'-GTA MGT TTC AAG AGT GAT GC-3'

5'-GTT TGG TCG CAT ATC GCA AC-3'

5'-AAT GCG CAG CAC CAG GAT AG-3'

587

382

losporin과 carbapenem계 항생제에 내성이다.   MBL생성

P. aeruginosa검출방법으로 여러 가지 표현형 및 유전형 

방법이 있다(Cirioni 등, 2007). 표현형double disk synergy 

test(DDST)나 combined disk test(CDT)방법은 단순하고 

경제적인 방법이다. CLSI가이드라인에서는 DDST 및 CDT 

등 여러 가지 방법을 추천하고 있다. 표준화된 MBL생성세

균 검출방법으로 MBL Etest방법을 있으나 비용이 많이 들

어 일반 미생물실험실에서 사용하기 어렵다(Lee 등, 2003; 

Tsakris 등, 2006).

유전형 PCR방법은 민감하고 정확한 방법이나 실험자의 

숙련된 기술이 요구된다. 그러나 PCR방법은 임상 분리균주

의 검출과 분석에 특이적이고, 시간적인 소모가 적고 분석

력과 재현성이 좋은 방법이다. 본 연구에서는 C대학병원으

로부터 MBL균주를 분리하여 미생물실험실에 사용이 가능

하며 간편하고 비용이 적게 드는 DDST와 CDT실시하였다. 

또한 IMP과 VIM유전자를 대상으로 duplex PCR 방법을 실

시하여 MBL생성 P. aeruginosa 검출하여 표현형과 유전자

형을 비교 분석하였다. 

재료 및 방법

1. 재료

C 대학병원에서 VITEK기기로 MBL 생성P. aeruginosa세

균으로 동정된 20균주를 대상으로 하였다. 표준화된 생화학

적 방법 및 Kirby Bauer디스크확산법으로 imipenem(IPM), 

meropenem (MEM)디스크를 사용하여 MBL 생성P. aerugi-

nosa균주를 확인하였다.

분리균주 동정 및 항생제 감수성 검사 정도관리 균주로 

Escherichia coli ATCC 25922 와 P. aeruginosa ATCC 27853 

사용하였다.  

2. Double disk synergy test

세균 부유액을 Mueller-Hinton Agar (MHA)에 고르게 접

종한 후, 배지의 중앙에는 imipenem(10 μg)디스크와 me-

ropenem(10 μg)디스크를 EDTA(0.5 M)디스크와 20 mm 간

격으로 놓았다. 접종 배지는 37℃ 항온기에 18시간 배양 후 
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을 넣어 1× TAE buffer에서 70 volt, 100 mA로 45분 동안 

전기영동을 실시한 다음, agarose gel을 UV transilluminator

로 관찰하고, Gel Doc이미지 분석장치로 사진 촬영 하였다.

결  과

1. Double disk synergy 시험

MBL 생성  P. aeruginosa는 IPM+EDTA 또는 MEM+EDTA

의 디스크확산법에서 억제존이 5mm이상 차이를 보이거나 

상승효과를 보였다. 

DDST 시험에서 IPM+EDTA 디스크에서는 P6~P8, 

6. Duplex PCR을 이용한 MBL 유전자의 증폭

Duplex PCR을 위한 PCR 혼합액 dNTP(각기 2.5 mM), 

10× PCR buffer 2 uL, primer 2쌍(IMP, VIM) 10 pmol 각각 

1 µL씩 넣었고, genomic DNA(25 μg) 1 µL, Taq DNA poly-

merase(2 unit) 1 µL, 최종 반응액은 증류수로 20 µL 되게

끔 실시하였다. DNA thermal cycler(Perkin Elmer, Welles-

ley, USA)에서  94℃에서 1분간 변성,  58℃에서 1분간 접합,  

72℃에서 1분간 확장의 순서로 35회를 시행하고 72℃에서 

10분간 최종확장 하였다.

7. PCR 산물의 확인

PCR 증폭산물을 1.5% agarose gel에 Midori Green(2 µL)

Table 1. Genotyping of MBL producing P. aeruginosa from university hospital isolates

Strains

Phenotype
Genotype

DDST CDT

(IPM +EDTA) (MEM +EDTA) (IPM+IPM-EDTA) (MEM+MEM-EDTA) IMP VIM

P1 - - + + - +

P2 - - + + - +

P3 - + + + - +

P4 - + + + - +

P5 - + + + - +

P6 + + + + - +

P7 + + + + - +

P8 + - + + + -

P9 - - + + - -

P10 - - + + - -

P11 + + + + + -

P12 + + + + - -

P13 + - + + + -

P14 - - + - - +

P15 - + + + - -

P16 - + + - - -

P17 - - + + - +

P18 - + + - - +

P19 + + + - - -

P20 - + - - - -

EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid; +, positive; -, negative; DDST, Double-disk synergy test; CDT, Combined-disk synergy test; IPM, 

imepenem; MEM, meropenem
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P11~P13, P19 7균주(35%)가 양성으로 나타났으며, 

MEM+EDTA 디스크에서는 P3~P7, P11, P12, P15, P16, 

P18~P20 12균주(60%)가 양성으로 나타났다 (Fig. 1).

 

2. Combined disk 시험

CD 확인 시험에서는 IPM+IPM-EDTA 디스크에서는 

P1~P19 19 균주(95%)가 양성으로 나타났으며, P20균주

가 음성으로 나타났다. MEM+MEM-EDTA 디스크에서는 

P1~P13, P15, P17 15균주(75%)가 양성으로 나타났으며 P14, 

P16, P18~P20 5균주(25%)가 음성으로 나타났다 (Fig. 2).

3. MBL유전형

Duplex PCR에서는 IMP MBL생성 P. aeruginosa는 P8, 

P11, P13 3균주(15%)가  양성으로 나타났으며, VIM MBL생

성 P. aeruginosa는 P1~P7, P14, P17, P18 10균주(50%)가 양

성으로 나타났다 (Fig. 3).

고  찰

최근에 ß-lactam 항균제에 내성인 세균에 의한 감염의 

증가가 중요한 문제로 대두되고 있고 세균이 ß-lactam 항

균제에 대한 내성을 획득하는 기전은 ß-lactamase 생성, 

penicillin-binding protein의 변성, ß-lactam 항균제의 세

포막 투과성 저하, 세포 외로의 항균제 유출 등 다양하며, 

장내세균은 흔히 ß-lactamase 생성에 의하여 ß-lactam 

항균제에 대한 내성을 획득한다(Pitout 등, 2005). 호흡기감

염, 요로감염증, 패혈증, 수막염 등 다양한 감염증의 발생 

원인이며, 화학요법제에 저항성이 강하기 때문에 기회감염

증과 균교대증의 원인이 되는 P. aeruginosa는 현재 지난 

20년 동안 가장 현저하게 증가한 원내감염 원인균으로 대

두되고 있으며, carbapenem계 내성을 나타내는 MBL이 증

가 되고 있는 추세이다(Walsh 등, 2005). Imipenem은분자

량이 작기 때문에 친수성이며 세균세포막의 porin을 잘 통

과한다. P. aeruginosa균주의 경우 D2단백질이 imipenem

을 특이적으로 통과시키는 것이다. 이와같이 porin이 항생

제 감수성에 많은 영향을 미치며, proin의 소실 혹은 변화되

면 항생제에 대한 내성 정도가 높아진다. 그러나 porin이 완

Fig. 1. Detection of MBL producing P. aeruginosa18 strain in 

IPM+EDTA double disk test. Fig. 3. Electrophoresis of the amplified products of IMP 

(587bp), VIM(382bp) genes. By a duplex PCR in a 1.5% 

agarose gel. Lane M, 100-bp DNA ladder; lanes 1 to 20, 

C university hospital isolates; lane N, negative control. The 

amplified products and their sizes are indicated on the left.

Fig. 2. Detection of MBL producing P. aeruginosa 19 strain in 

IPM+IPM-EDTA combined disk test.
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전히 없는 세균은 영양물질을 받아들일 수 없기 때문에 존

재할 수 없으며, 소량의 porin만 있어도 항생제는 투과하므

로 porin의 소실만으로 항생제에 고도 내성이 되기는 어렵

다. 또한 세포내로 유입된 항생제를 능동적으로 세포외로 

유출하는 세균도 있다. P. aeruginosa세포외막에 OprK단백

질은 세포 내의 독성 성분을 세포외로 유출하는 기능을 가

지고 있으며, 이 단백질이 다량 발현하여 여러 항생제에 내

성을 가지게 된다. 이와같이 능동적인 유출에 의해서 여러 

가지 항생제에 대한 내성을 획득하는 기전은 다제내성펌프

(multidrug resistance pump)라 불린다(Pitout 등, 2005).

지금까지의 MBL생성 P. aeruginosa의 검출에는 표현형 

특성을 이용하여 검출하는 방법이 널리 알려져 있다. 그러

나 표현형적 방법은 검출에 시간이 많이 소요된다는 것과 

접종량이 정확하지 않으면 정확한 결과를 얻기가 힘들다. 

또한, MBL 매개 화학요법제 내성 유전자의 정확한 동정은 

병원에서의 원내감염의 감시와 역학에 대단히 중요한 역할

을 할 수 있다(Yong 등, 2002). 본 실험 결과 표현형적 방법

으로 분리된 MBL 생성 P. aeruginosa 20균주중 DDST결과 

IPM에서는 35%(7균주)양성, MEM에서는 60%(12균주)양성

으로 나왔으며, CDT결과  IPM에서 95%(19균주), MEM에서 

75%(15균주)가 양성으로 나타났다. duplex PCR에서 IMP 

MBL생성 P. aeruginosa는 15%(3균주)가 양성으로 나왔으

며, VIM MBL생성 P. aeruginosa는 50%(10균주)가 양성으로 

나왔다. 그리고 대부분의 MBL 생성 P. aeruginosaae 균주에

서는 VIM유전자를 포함하고 있는 것으로 나타났으며 이는 

MBL 유전자의 검출과 이 유전자의 monitoring에 중요한 역

할을 할 것이라 생각되어진다. 따라서 분자 생물학적 기법

인 duplex PCR을 이용한 MBL 내성 유전자의 검출은 이런 

표현형적 방법에서의 문제점의 해결이나, 원내감염의 역학

에 아주 유용한 방법이라 사료된다.


