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충청지역병원에서 분리된 Extended-Spectrum β-Lactamase 생성 
대장균과 폐렴간균의 bla 유전형 및 분자역학적 분석
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A total of 122 ESBL-producing intestinal bacteria were collected from regional hospitals in the Chungcheong area. 
Combination disk test (CDT) was performed for antimaicrobial susceptability using cefotaxime and cefotaxime/ 
clavulanate according to Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI). Mutiplex PCR using specific primers was 
performed for a detection of ESBL-genotypes and enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR was 
carried out for the tracking of molecular epidemiology. In the confirmation test using CDT, 73 out of 76 (96.1%) 
ESBL-producing Escherichia coli and 43 out of 46 (93.4%) ESBL-producing Klebsiella pnemoniae were positive. In 
the multiplex PCR, 60.5% of E. coil were positive for CTX-M-2 type gene and 56.5% of K. pneumoniae were 
positive for VEB -1 type gene. In the ERIC-PCR, E. coil isolates formed 5 clusters and K. pneumoniae isolates were 
grouped into 4 clusters depending on region. Genotypes of clinical isolates are useful for detection and 
differentiation of ESBL producing intestinal bacteria. The ERIC-PCR method is thought to be helpful for establishing
a regional surveillance system for infection due to its formation of different clusters depending on region. 
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β-Lactam 항균제는 감염증 치료에 많이 사용되는 항생제이

나 근래 이러한 약제들이 임상에서 많이 사용되면서 이들의 남용 

및 자연내성을 갖는 내성균의 증가가 문제로 대두되고 있다. 세균

이 β-lactam 항균제에 대한 내성을 획득하는 기전은 β-lactamase 

생성, penicillin-binding protein의 변성, β-lactam 항균제의 세포막 

투과성 저하, 세포 밖으로 항균제 유출 등 다양하며, 장내세균은 

흔히 β-lactamase 생성에 의하여 β-lactam 항균제에 대한 내성을 

획득한다(Edelstein et al., 2003). Extended-spectrum-β-lactamase 

(ESBL)는 주로 장내세균에서 생성되는데(Jacoby, 1991), 활성범위가 

매우 넓어 carbapenem과 cephamycin을 제외한 β-lactam 항균제 

대부분을 가수분해한다. 따라서 ESBL 생성균주는 penicillin과 

제3세대 cephalosporin, monobactam 등 β-lactam계 항균제 대부분

에 내성을 보이며 aminoglycoside, trimethoprim sulfamethoxasole 

등 여러 항균제에 내성을 보이는 경우가 많아 치료 약제를 선택하

기가 어렵다. 특히 병원성 균주들에서 ESBL 유전자는 plasmid에 

의해 다른 균종으로 전파될 수 있기 때문에 이들에 대한 신속하고 

정확한 검사가 중요하다(Hong et al., 2001; Lee et al., 2001; 

Park et al., 2003). ESBL에는 여러 가지 유전형이 있으나 가장 흔

한 것으로 TEM과 SHV형이 있으며 2001년까지 TEM β-lactamase

에는 90가지 이상, SHV형은 25가지 이상이 보고되었다(Bradford, 

2001). 우리나라에서는 1996년 E. coli와 K. pneumoniae 중에서 

TEM과 SHV형 ESBL 생성균이 보고된 바 있다(Lee et al., 1996).

지금까지 밝혀진 ESBL 유전형은 150여 종 이상으로 TEM, 

SHV, CTX-M, PER, VEB 등 이외에도 여러 가지 유전형이 밝

혀져 있다(Bradford, 2001). 지금까지 ESBL 생성 장내세균의 검
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Taget gene Primers Nucleotide sequence (5' to 3')

blaTEM
TEM F ATGAGTATTCAACATTTCCGT
TEM R TTACCAATGCTTAATCAGTGA

blaSHV
SHV F CCGGGTTATTCTTATTTGTCGCT
SHV R TAGCGTTGCCAGTGCTCG

blaCTX-M-1
CTX-M 1F GGACGTACAGCAAAAACTTGC
CTX-M 1R CGGTTCGCTTTCACTTTTCTT

blaCTX-M-2
CTX-M 2F CGGTGCTTAAACAGAGCGAG
CTX-M 2R CCATGAATAAGCAGCTGATTGCCC

blaCTX-M-8
CTX-M 8F ACGCTCAACACCGCGATC
CTX-M 8R CGTGGGTTCTCGGGGATAA

blaCTX-M-9
CTX-M 9F GATTGACCGTATTGGGAGTTT
CTX-M 9R CGGCTGGGTAAAATAGGTCA

blaPER-1
PER-1 F GTTAATTTGGGCTTAGGGCAG
PER-1 R CAGCGCAATCCCCACTGT

blaVEB-1
VEB F ACCAGATAGGAGTACAGACATATGA
VEB R TTCATCACCGCGATAAAGCAC

blaGES-1
GES/IBC F GTTAGACGGGCGTACAAAGATAAT
GES/IBC R TGTCCGTGCTCAGGATGAGT

blaTLA
TLA F CGCGAAAATTCTGAAATGAC
TLA R AGGAAATTGTACCGAGACCCT

Table 1. Oligonucleotides used as primers for amplification of ESBL genes

출에는 표현형적 특성을 이용하여 검출하는 방법이 널리 사용되

어 왔으나(Monica et al., 2004), 표현형적 방법은 검출에 시간이 

많이 소요되며 접종량이 정확하지 않으면 정확한 결과를 얻기가 

어려운 단점이 있다. 또한, ESBL 화학요법제에 대한 내성 유전

자의 정확한 동정은 병원에서의 원내감염의 감시와 역학적 연구

에 중요하다. Multiplex PCR을 이용한 ESBL 내성유전자의 검

출은 이에 유용한 것으로 알려져 있다. 분자역학조사의 표준화된 

방법으로 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) 분석법이 있

으나 이 방법은 수행하기에 기술적으로 어려움이 있으며, 시간소

모가 많고, 특수한 장비를 필요로 한다. PCR을 기초로 하는 다

른 typing 방법으로 randomly amplified polymorphic DNA 

(RAPD) 분석과 repetitive-element PCR (REP-PCR) 방법 등이 

있다. REP-PCR 방법의 일종인 ERIC-PCR은 유전자 typing이 

용이하며 신속한 유전자 검출이 가능하다. ESBL 생성 장내세균

의 typing에 있어, 감수성이 뛰어나며 재현성이 우수한 방법을 

확립하여야만 한다(Silva et al., 2001). ESBL은 나라마다 종류

가 다양하게 보고되고 있으며 또한 그 나라의 지역 내에서도 효

소의 종류, 작용과 염기서열에 따른 점변이의 분포가 다르기 때

문에 많은 연구가 수행되고 있다(Jarlier et al., 1988; Pai, 1998; 

Steward et al., 2001). 그러나 우리나라 충청지역에는 최근 연구

된 자료가 없어 이에 본 연구에서는 충청지역의 종합병원에서 

분리된 장내세균 중 ESBL 생성균으로 추정되는 균의 항균제 감

수성을 조사하고, multiplex PCR을 수행하여 유전자형의 종류를 

확인하고, ERIC-PCR을 이용하여 분자역학조사를 실시하였다. 

재료 및 방법

균주 수집 및 실험 균주

2013년 6월 1일부터 2013년 12월 30일까지 충청지역(충남, 

대전, 충북)의 종합병원 진단검사의학과 미생물 검사실에서 검

체를 수집하여, 임상검체로 부터 MicroScan WalkAway 96 SI 

(SIEMENS, Germany) 장비에 의해 ESBL 양성으로 추정되는 

122균주를 분리하였다. 정도관리를 위하여 표준균주는 E. coli 

ATCC 25922를 이용하였다.

세균 동정 및 항균제 감수성 검사

검체를 MacConkey 배지에 접종하여 35℃ 항온기에서 하룻

밤 배양한 후, MicroScan Neg Breakpoint Combo Panel Type 

44 (NBC44) 카드를 이용하여 세균동정 검사와 항균제 감수성 

검사를 실시하였다.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011) 디스

크 확산법에 의하여 ESBL 생성 확인시험을 시행하였고, Mueller- 

Hinton 한천 배지에 McFarland 0.5 탁도의 균액을 바른 후 

cefotaxime과 cefotaxime/clavulanate 디스크를 놓고 35℃에서 

16-18시간 배양 후 억제대를 측정하여 억제대가 cefotaxime에 의

한 억제대보다 5 mm 이상 클 경우 ESBL 생성 양성 균주로 판정

하였다.

Multiplex PCR을 위한 primer 합성 및 유전자 증폭

β-lactamase의 유전형을 분석하기 위하여 primer는 Table 1

과 같이 제작하였다. Primer는 ESBL 유전자를 검출하기 위하여 

PCR 산물에 의해 구별이 가능한 크기로 각 10쌍을 조합하여 사용

하였다. 다양한 ESBL 유전자를 동시에 검출하기 위하여 multiplex 

PCR을 수행하였다. 반응액은 0.5 µl 100 pmol forward primer

와 0.5 µl 100 pmol reverse primer, 5 µl 100 ng 주형 DNA, 5 µl 

2 mM dNTP, 2-3 µl 25 mM MgCl2, 5 µl 10X reaction buffer, 

0.5 µl 2.5 unit Taq DNA polymerase, 30.5–31.5 µl DW를 가하

여 최종부피 50 µl가 되도록 하여 PCR (Perkin-Elmer Centus 

Corp., USA)을 수행하였다. 반응조건으로는 95℃에서 5분간 반

응시킨 후, 94℃에서 1분, 50℃에서 1분, 72℃에서 1분씩 30회 

증폭 반응시키고, 72℃에서 5분간 연장 반응시켰다. 

각각의 PCR 산물은 1.5% agarose gel에서 40분간 전기영동 

하였으며 전기영동 후 ethidium bromide (50 µl/ml)에 10분간 

염색하여 DW로 세정 후 BioDoc-14
TM Imaging system (UVP, 

UK)에 옮겨 PCR 증폭 산물의 유무와 크기를 관찰하고 사진 촬

영하였다. 

ERIC-PCR

Enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC) 부위

에 위치한 유전자를 대상으로 하는 forward primer 5′-AGTTAA 

GCTCCTGGGGATTCAC-3′과, reverse primer 5′-AAGTAAG 

TGACTGGGGTGAGCG-3′을 사용하였다. 반응액은 5 µl 10X 

PCR buffer, 5 µl 200 µM dNTP, 각 0.5 µl 200 nM oligonucleotide 

primer, 5 µl 2.5 U의 Taq polymerase 그리고 정제된 DNA 5 µl 

100 ng을 혼합하고 DW를 가하여 최종부피 50 µl의 용액으로 하

였다. DNA thermal cycler (Perkin-Elmer Centus Corp.)를 이용

하여 94℃에서 1분, 42℃에서 1분, 65℃에서 8분간씩, 35 cycle 

반응 후 최종적으로 10분간 연장반응 시켰다. ERIC-PCR 반응을 
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Strains
CDT (%)

Positive Negative
E. coli (n=76) 73 (96.0%) 3 (4.0%)
K. pneumoniae (n=46) 43 (93.4%) 3 (7.6%)
CDT, combination disk test

Table 2. Confirmation results of ESBL-producing E. coli and K. 
pneumoniae by CDT

Gene type 
of ESBL 

Number of ESBL
Total number of 

isolatesE. coli
(n=76)

K. pneumoniae
(n=46)

TEM 76 46 122
SHV 25 40 65

CTX-M-1 11 16 27
CTX-M-2 46 7 53
CTX-M-8 20 2 22
CTX-M-9 13 11 24

PER-1 28 9 37
VEB-1 27 26 53
TLA 8 12 20

GES-1 2 22 24

Table 3. Distribution of gene type of ESBL-producing E. coli and K. 
pneumoniae

통해 증폭된 각각의 band size를 100 bp ladder와 비교 측정하였

으며, 생성된 band를 크기에 따라 정리하여 통계처리 program인 

MVSP plus V2.0의 UPGMA 방법과 simple matching coefficient

에 의해 각 균주 간의 similarity matrix를 구성하고, plot program

을 이용하여 각 세균들 간의 dendrogram을 작성하였다. 

결 과

항균제 감수성 검사

항균제 감수성 시험결과 MicroScan Walkaway 장비에서 ESBL 균

주로 추정된 E. coli 76균주 중에서 73균주(96.1%)가 cefotaxime

과 cefotaxime/clavulanate에서 양성으로 나타났으며 3균주는 음성

으로 나타났다. K. pneumoniae 46균주 중 43균주(93.4%)가 양

성으로 나타났으며, 3균주는 음성으로 판명되었다(Table 2).

Multiplex PCR

ESBL생성 E. coli 균주의 경우, CTX-M-2는 46균주, 

CTX-M-8은 20균주, PER-1은 28균주, 그리고 VEB-1은 27균주

에서 양성으로 검출되었으며 GES-1형은 2균주에서만 나타났

다. K. pneumoniae 경우 CTX-M-1은 16균주, CTX-M-2는 7균

주, CTX-M-8은 2균주, PER-1은 9균주, VEB-1은 26균주, 

GES-1은 22균주에서 양성으로 검출되었다(Table 3). 본 연구에 

사용한 primer와 ESBL 생성 장내세균 균주에서는 TEM과 SHV

를 제외하고 CTX-M-2와 VEB-1이 가장 많은 유전자형이었다.

ERIC-PCR

ERIC-PCR을 실시하여 분자역학조사를 실시한 결과 충청지

역의 ESBL 생성 E. coli 균주들은 5개의 cluster를 형성하였다. 

대전지역 균주들은 cluster 3과 cluster 5를 형성하였으며, 충남

지역에서 분리한 균주들은 cluster 1과 cluster 2를, 그리고 충북지

역에서 분리한 균주들은 cluster 4를 형성하였다(Fig. 1). K. 

pneumoniae균주들의 경우 4개의 cluster를 형성하였으며 대전

지역에서 분리한 균주들은 cluster 1과 cluster 3을, 충남지역에

서 분리한 균주들은 cluster 3을, 그리고 충북지역에서 분리한 균

주들은 cluster 2와 cluster 4를 형성하였다(Fig. 2).

고 찰

최근에 β-lactam 항균제 내성세균에 의한 감염의 증가가 심각

한 문제로 대두되고 있다. 본 연구의 CDT 검사에서 E. coli 76균

주와 K. pneumoniae 46균주 중 각각 3균주는 음성으로 나타났

으나(Table 2), ESBL 유전형 분석 결과 CDT 음성균주 모두 양

성으로 나타났다. blaTEM에서 각각 100% 양성으로 검출되었다

(Table 3). CDT에 의한 항균제 감수성과 유전형의 불일치는 

ESBL을 생성하는 균주의 경우 염색체성 AmpC β–lactamase의 

생성량에 따라서 CDT 결과가 결정되기 때문인 것으로 알려져 있

다(Ruppe et al., 2006). 염색체성 AmpC β–lactamase의 생성량

이 낮으면 clavulanate에 의한 ESBL 활성 억제 효과가 발현되어 

CDT 양성결과를 보이지만 반대로 AmpC β–lactamase 생성량이 

많으면 CDT 음성결과를 보인다. 3균주가 CDT 음성으로 나타난 

것은 AmpC β–lactamase 생성량이 많기 때문인 것으로 판단된다.

ESBL생성 장내세균에 대한 연구에서 Shin 등(2002)은 E. 

coli의 9%가, Lee 등(2004)은 E. coli의 10.4%가 ESBL 생성균

인 것으로 보고하였다. Park 등(2003)은 2003년 보고한 연구에

서 E. coli의 10%에서 ESBL 생성균이 검출됨을 보고하였다. 질

병관리본부자료(2013)에 따르면 2011년 ESBL생성 E. coli는 

27%, K. pneumoniae의 경우 45%로 보고하였다. 본 연구결과 

충청지역에 국한되는 자료이나 2012년의 경우 E. coli는 31%로 

나타나 증가하는 경향을 나타내었다. 반면 K. pneumoniae의 경

우 32%로 ESBL 생성균의 비율이 낮아진 것으로 나타났다.

ESBL 유전형을 분석한 결과 E. coli의 경우 76균주 중 46균주

에서 blaCTX-M-2가 검출되어 60.5%를 점하였으며 K. pneumoniae

의 경우 46균주 중 26균주에서 blaVEB-1이 검출되어 56.5%를 점

하였다. blaTEM과 blaSHV를 제외하고 본 연구에 사용된 ESBL 

122균주 중 총 53균주(43.4%)가 blaCTX-M-2와 blaVEB-1형으로 나

타나(Table 3) 가장 많은 유전형이었다. 분리된 122균주 중 122

균주(100%)가 blaTEM형 균주로, 65균주(53.2%)가 blaSHV형 균주

로 나타났으나 TEM과 SHV형인 경우 ESBL생성 균주임을 확

인하기 위해서는 염기서열 분석 등 보다 진전된 연구가 필요하다. 

Poirel 등(1999)은 E. coli에서 VEB-1 (Vietnamese extended- 

spectrum β-lactamase) 유전자가 발현되며 cephalosporins과 

aztreonam에 높은 수준에 내성을 보이는 것으로 보고하였는 바 

본 연구에서도 총 122균주 중 43.4%에서 검출되어 우리나라에

서도 검출빈도가 높음을 알 수 있었다. blaCTX-M-8은 E. coli의 경우 

26.3%, K. pneumoniae의 경우 4.3%에서 검출되었으며, blaGES-1

은 E. coli의 경우 2.6%에서만 검출된 반면 K. pneumoniae의 경

우 47.8%에서 검출되어(Table 3), 유전형의 분포에 있어 종간 차
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Fig. 1. UPGMA cluster dendrogram of ESBL-producing E. coli
based on ERIC-PCR.

Fig. 2. UPGMA cluster dendrogram of ESBL-producing K. pneumoniae
based on ERIC-PCR.

이를 나타내었다.

임상검체에서 분리한 장내세균 균주의 분자역학조사 방법으

로 ERIC-PCR을 사용하였으며, 실험한 결과 ESBL 생성균주들

은 분리 지역에 따라 구분된 cluster를 형성하였다. E. coli는 분

리 지역에 따라 5개의 cluster를 형성하였으며, K. pneumoniae는 4

개의 cluster를 형성하였다(Figs. 1 and 2). 결론적으로 ERIC-PCR

에 기초한 분자유전학적 방법으로 ESBL 장내세균의 typing 분

류에 쉽게 접근할 수 있으며 빠른 결과를 얻을 수 있어 이들 

ESBL 균주의 분자역학조사에 유용한 것으로 사료된다.

적 요

충청지역병원에서 ESBL생성 장내세균 122균주를 분리하여 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 방법에 따라 

cefotaxime과 cefotaxime/clavulanate를 이용한 combination 

disk test (CDT)에 의하여 항균제 감수성을 조사하고, 특이 유전

자를 대상으로 multiplex PCR을 실시하여 유전형을 검출하였으

며 enterobacterial repetitive intergenic consensus (ERIC)-PCR

에 의해 분자 역학조사를 실시하였다. ESBL 생성 Escherichia 

coli 76균주와 Klebsiella pneumoniae 46균주를 CDT로 확인한 

결과, ESBL 생성 E. coli의 경우 96.1%가 양성을 나타내었으며 

K. pneumoniae의 경우 93.4%가 양성을 나타냈다. Multiplex 

PCR 결과, E. coli의 경우 CTX-M-2형이 60.5% 양성으로 나타

났으며 K. pneumoniae의 경우 VEB-1형이 56.5%가 양성으로 

나타났다. ERIC-PCR을 실시한 결과 E coli는 분리지역에 따라 

5개의 cluster을 형성하였고 K. pneumoniae는 4개의 cluster을 

형성하였다. ESBL생성 장내세균의 유전형은 임상에서 분리한 

균주의 감별과 검출에 유용하였으며 ERIC-PCR의 결과는 분리

지역에 따라 cluster을 형성하여 지역 간 감염 감시체계 확립에 

도움이 될 것으로 사료된다.
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