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ABSTRACT: The emergence of antibiotic-resistant bacteria has been increased and become a public health concern worldwide. Many 
bacterial infections can be sequentially treated with different types of antibiotics. Thus, this study was designed to evaluate the changes 
in survival, antibiotic susceptibility, mutant frequency, β-lactamase activity, biofilm formation, and gene expression in Klebsiella 

pneumoniae after exposure to sequential antibiotic treatments of ciprofloxacin and meropenem. Treatments include control (CON; no 
addition), 1/2 MIC ciprofloxacin addition (1/2CIP), 2 MIC ciprofloxacin addition (2CIP), initial 1/2 MIC ciprofloxacin addition followed by 1/2 
MIC meropenem (8 h-incubation) and 2 MIC ciprofloxacin (16 h-incubation) (1/2CIP-1/2MER-2CIP), initial 1/2 MIC ciprofloxacin addition 

followed by 1/2 MIC meropenem (8 h-incubation) and 2 MIC meropenem (16 h-incubation) (1/2CIP-1/2MER-2MER), and initial 1/2 MIC 
ciprofloxacin addition followed by 2 MIC ciprofloxacin(8 h-incubation) and 2 MIC meropenem(16 h-incubation) (1/2CIP-2CIP-2MER). No 
growth of K. pneumoniae was observed for the 2CIP throughout the incubation period. The numbers of planktonic cells varied with the 

treatments (7~10 log CFU/ml), while those of biofilm cells were not significantly different among treatments after 24-h incubation, 
showing approximately 7 log CFU/ml. Among the sequential treatments, the least mutant frequency was observed at the 
1/2CIP-1/2MER-2CIP (14%). Compared to the CON, 1/2CIP-2CIP-2MER decreased the sensitivity of K. pneumoniae to piperacillin, 

cefotaxime, and nalidixic acid. The highest β-lactamase activity was 22 nmol/min/ml for 1/2CIP-1/2MER-2CIP, while the least β
-lactamase activity was 6 nmol/min/ml for 1/2CIP-2CIP-2MER. The relative expression levels of multidrug efflux pump-related genes 
(acrA, acrB, and ramA) were increased more than 2-fold in K. pneumoniae exposed to 1/2CIP-1/2MER-2MER and 1/2CIP-2CIP-2MER. 

The results suggest that the sequential antibiotic treatments could change the antibiotic resistance profiles in K. pneumoniae. 
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Klebsiella pneumoniae는 Enterobacteriaceae 과에 속하는 

그람음성 간균으로, 구강이나 피부 및 장관에 존재하는 상재

세균이다. K. pneumoniae는 기회감염균으로 급성폐렴의 주

요 원인균이 되며, 특히 병원 내 감염의 문제가 심각하게 대두

되고 있다(Zhong et al., 2013; Latifpour et al., 2016). 최근에는 

K. pneumoniae를 포함한 다양한 항생제에 내성을 갖는 다제

내성균의 출현으로 기존의 항생제로 치료가 어려운 감염성 질

환이 빠르게 확산되고 있고(Du et al., 2014), 세균 감염 치료를 

위해 임상에서 가장 많이 사용되는 항생제인 β-lactam 계열 항

생제과 강력한 항균작용을 갖는 quinolone 계열 항생제에 대

한 내성이 빠르게 증가하고 있다(Pages et al., 2009; Drago et 

al., 2010; Latifpour et al., 2016). 이러한 항생제 다제내성균의 

출현에 따라 항생제 내성 기작의 연구와 새로운 항생제 개발

의 필요성이 커지고 있으나, 새로운 항생제의 개발에도 불구

하고 세균의 내성률의 급속한 증가로 항생제의 상용 주기는 

더욱 짧아지고 있다.

β-Lactamase 생성과 multidrug efflux pump system 활성은 

다제내성 획득에 중요한 요소로 작용한다(Pages et al., 2009). 

K. pneumoniae는 β-lactam계 항생제를 불활성화 하기 위해 
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Table 1. Sequential antibiotic treatments used in this study

Treatment
a

Antibiotic addition (h)
Abbreviation

0 8 16

1 No No No CON

2 1/2 MIC ciprofloxacin No No 1/2CIP

3 2 MIC ciprofloxacin No No 2CIP

4 1/2 MIC ciprofloxacin 1/2 MIC meropenem 2 MIC ciprofloxacin 1/2CIP-1/2MER-2CIP

5 1/2 MIC ciprofloxacin 1/2 MIC meropenem 2 MIC meropenem 1/2CIP-1/2MER-2MER

6 1/2 MIC ciprofloxacin 2 MIC ciprofloxacin 2 MIC meropenem 1/2CIP-2CIP-2MER
a

Treatments include control (CON; no addition), 1/2 MIC ciprofloxacin addition (1/2CIP), 2 MIC ciprofloxacin addition (2CIP), initial 1/2 MIC ciprofloxacin addition followed 

by 1/2 MIC meropenem (8 h-incubation) and 2 MIC ciprofloxacin (16 h-incubation) (1/2CIP-1/2MER-2CIP), initial 1/2 MIC ciprofloxacin addition followed by 1/2 MIC 

meropenem (8 h-incubation) and 2 MIC meropenem (16 h-incubation) (1/2CIP-1/2MER-2MER), and initial 1/2 MIC ciprofloxacin addition followed by 2 MIC ciprofloxacin (8 

h-incubation) and 2 MIC meropenem (16 h-incubation) (1/2CIP-2CIP-2MER).

extended-spectrum β-lactamases, metallo-β-lactamases, oxac-

illinases, carbapenemases을 생성하고, resistance-nodulation- 

division (RND) family에 의해 기질인 β-lactam, fluoroquinolone, 

aminoglycoside를 세포 밖으로 배출한다(Rice et al., 1991; 

Zhong et al., 2013). K. pneumoniae를 포함한 많은 다제내성균

의 출현과 확산을 감소시키기 위해서는 적절한 항생제의 처방

이 요구된다(Warren et al., 2004). 일반적으로 세균성 감염을 

치료하기 위해 sequential chemotherapy (순차적 항생제 치료)

를 사용하고 있다(Perron et al., 2012; Nichol et al., 2015). 그러

나 순차적 항생제 노출에 따른 K. pneumoniae의 내성 특성 변

화에 대한 연구가 미흡한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 

carbapenem과 fluoroquinolone계 항생제의 순차적 노출에 따

른 K. pneumoniae의 생육, 항생제 민감성과 내성, β-lactamase 

생성, 생물막 형성 및 efflux pump 관련 유전자 발현의 특성을 

확인하고자 하였다. 

재료 및 방법

균주 및 배양

본 연구에서 사용된 균주인 K. pneumoniae ATCC 23357은 

미국 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 

VA)에서 구입하였다. 균주는 -70°C에서 보관하였고, 실험 시 

trypticase soy broth (TSB; Becton, Dickinson and Company 

[BD])에 37°C, 180 rpm 조건에서 20시간 진탕배양 후 계대배

양하여 사용하였다.

최소억제농도의 측정

본 실험에서 사용한 항생제는 강력한 항생제로 알려진 

fluoroquinolone계와 carbapenem계를 대표하는 ciprofloxacine

과 meropenem로 선정하였다. 실험 균주의 ciprofloxacin, 

meropenem (Sigma Chemical Co.)에 대한 감수성 정도를 확인

하기 위하여 최소억제농도(Minimum Inhibitory Concentration, 

MIC)를 측정하였다. MIC는 Clinical Laboratory Standards 

Institute (CLSI) 가이드라인을 약간 수정하여 실행하였고, 결

과를 판독하였다. 각 항생제의 stock solution은 최종 농도 

10.24 mg/ml가 되도록 제작하였고, MIC의 측정을 위하여 증

류수에 적절하게 희석 후 96-well microtiter plates (BD Falcon)

의 첫 번째 well에 200 µl 분주 후 단계희석법을 이용하여 1/2씩 

희석하였다. 희석된 항균제가 분주된 96-well microtiter plates

에 2배 농도의 TSB (2XTSB)에 접종된 K. pneumoniae를 최종

농도가 약 1 × 10
5
 CFU/ml가 되도록 접종하였고, 37°C에서 18

시간 배양하였다. 각 항균제의 MIC는 최고 농도 1,024 µg/ml

에서 최저 농도 0.015625 µg/ml까지의 다양한 범위에서 확인

하였고, 실험 균주의 증식이 확인되지 않은 항균제의 농도를 

MIC로 결정하였다. 

 

실험 설계

Ciprfloxacin과 meropenem의 순차적 노출에 대한 실험 조

건은 Table 1과 같다. 대조군(treatment 1; TSB)과 실험군

(treatment 2, 3, 4, 5, 6; 항생제가 포함된 TSB)에 최종 농도가 

1 × 10
5
 CFU/ml가 되도록 K. pneumoniae를 접종한 후 24-well 

microtiter plate (BD Falcon)의 각 well에 대조군과 실험군을 1 

ml씩 분주하였다. 37°C 조건에서 8시간 진탕배양 후 항생제 

순차적 처리 실험군(treatment 4, 5, 그리고 6)의 항생제 교체를 

위하여 각 well의 상층액을 피펫을 이용하여 멸균된 1.5 ml 

micro tube에 옮긴 후 기존 항균제의 제거를 위해 원심분리 하

여 PBS로 3회 세척하였다. 세척 후 여분의 PBS를 제거하고 각 
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실험군별 항생제(treatment 4, 1/2 MIC meropenem; treatment 

5, 1/2 MIC meropenem; treatment 6, 2 MIC ciprofloxacin)를 1 

ml씩 분주하여 현탁시킨 후 기존의 24-well microtiter plate에 

다시 분주하였다. 다시 8시간 배양 후 위의 방법과 마찬가지로 

세척하고, 순차적 처리 실험군별 항생제(treatment 4, 2 MIC 

ciprofloxacin; treatment 5, 2 MIC meropenem; treatment 6, 2 

MIC meropenem)를 1 ml 분주하여 현탁하고, 기존의 24-well 

microtiter plate에 다시 분주하였다. 이 후 8시간 배양하여 최종

적으로 24시간 배양하였다. 실험이 진행된 24-well microtiter 

plate의 모든 well은 동일한 실험 조건 형성 및 교체 항생제의 

영향(항생제 순차적 처리 실험군)을 최소화 하기 위하여 항생

제 교체 시점(8, 16시간)에 PBS를 이용하여 3회 세척하였다. 

위와 같은 조건으로 실험을 진행하여 K. pneumoniae의 생육, 

생물막 형성, 항생제 감수성, β-lactamase 활성, 유전자 발현 

변화를 관찰하였다.

항생제 노출에 따른 K. pneumoniae의 생육 변화

실험 균주의 생육 변화는 광학밀도(Optical Density, OD)와 

집락형성능을 측정하여 나타냈다. 시간별 생육 변화를 관찰하

기 위하여 0시간부터 24시간까지 4시간 간격으로 microplate 

reader (ELx800, BioTek)를 이용하여 600 nm (OD600)에서의 

광학밀도를 측정, 부유 세균의 생육을 확인하였다. 최종 배양 

후의 생육 변화를 관찰하기 위하여 24시간 배양된 대조군 및 

실험군의 상층액을 취한 후 PBS를 이용하여 단계적으로 희석

하고(1:10), Autoplate Spiral Plating System (Spiral Biotech 

Inc.)을 이용하여 tripticase soy agar (TSA; Becton, Dickinson 

and Company [BD])에 도말하였다. 도말된 각 TSA들은 37°C

에서 24시간 배양 후 QCount Colony Counter (Spiral Biotech 

Inc.)를 이용하여 집락의 개수를 측정하였다. 측정된 집락의 

개수를 생물막 형성 세균과 비교하였다.

생물막 형성능 측정

대조군 및 실험군의 생물막 형성능을 확인하기 위하여 생

물막 형성균(biofilm cell)을 관찰하였다. 24시간 배양된 대조

군 및 각 실험군의 planktonic cell (부유균) 및 약하게 부착된 

세균들의 제거를 위하여 각 well을 PBS로 3회 세척 후, 1 ml의 

PBS를 각 well에 넣고 cell scrapper (SPL Life Science)를 이용

하여 생물막 및 생물막 형성균들을 well의 표면에서 제거하여 

생물막 형성균 용액을 얻었다. 여기서 얻어진 생물막 형성균 용

액을 PBS를 이용하여 단계적으로 희석하고(1:10), Autoplate 

Spiral Plating System을 이용하여 TSA에 도말하였다. 도말된 

각 TSA들은 37°C에서 24시간 배양 후 QCount Colony Counter

를 이용하여 집락의 개수를 측정하였다. 여기서 측정된 집락

의 개수를 생물막 형성 능력으로 제시하였다.

Disk diffusion assay

본 실험에서 사용한 항균제와 같은 계열의 항균제에 대한 

항균제 내성 변화를 알아보기 위하여 disk diffusion assay를 실

시하였다. 24시간 배양된 대조군 및 각 실험군들의 상층액

(planktonic cell, 부유균)을 취하고, 남아있는 항균제의 제거

를 위하여 PBS로 3회 세척하였다. 세척된 부유균을 PBS에 현

탁하고, 멸균된 면봉을 이용하여 TSA에 도말 후 piperacillin 

(100 µg), cefotaxime (30 µg), imipenem (10 µg), nalidixic acid 

(30 µg), norfloxacin (10 µg), levofloxacin (5 µg)이 각각 함유

된 항균제 disk를 표면에 부착시켜 37°C에서 18시간 배양 후 

투명환의 직경을 측정하였다. 본 실험은 CLSI 가이드라인을 

약간 수정하여 진행하였고, 결과를 판정하였다.

-Lactamase 활성 측정

각 처리군의 β-lactamase 활성은 Biovision사의 β-Lacta-

mase Activity Colorimetric Assay Kit을 이용하여 측정하였

다. 24시간 배양된 각 처리군을 10,000 × g에서 10분간 원심분

리 후 상층액을 분리하여 βL assay buffer를 이용해 1/4 희석하

였다. 각 희석액에 nitrocefin 2 µl을 처리한 후 microplate 

reader를 이용하여 515 nm에서 30분 동안 5분 간격으로 흡광

도(Absorbance, A515)를 측정하였다.

유전자 발현 측정

각 처리군의 RNA는 QIAGEN사의 RNeasy Mini Kit를 이용

하여 분리하였다. 항생제 내성 관련 유전자로는 beta lactamase 

gene (blaSHV-11, blaSPM), efflux pump gene (acrA, acrB, 

marA, ramA, ompK35), quinolone resistance gene (qnrS1), 

RNA polymerase subunit beta gene (rpoB)을 목적 유전자로 사

용하였다. Reference gene으로는 16S rRNA 유전자를 사용하

였으며, 각 유전자를 증폭시키기 위한 primer 염기서열은 

Table 2에 나타내었다. 추출된 RNA는 정량 후 nuclease free 

water를 이용하여 모두 같은 농도로 희석하고 QIAGEN사의 

QuantiTect Reverse Transcription Kit를 사용하여 cDNA로 합

성하였다. qRT-PCR 반응은 2XQuantiTect SYBR Green PCR 

Master mix (Qiagen) 10 µl, cDNA 2 µl, primer 각 2 µl 및 

RNase free water를 넣어 총 20 µl의 반응액을 만든 후 각 반응

액을 iCycler iQ
TM

 system (Bio-Rad Laboratories)를 이용해 
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Table 2. Primer sequences used in qPCR analysis for K. pneumoniae

Gene Molecular function Primer sequence
a

16S rRNA Reference gene
F: GGACGGGTGAGTAATGTC

R: TCTCAGACCAGCTAGGGATCG

marA
Transcriptional activator

(acrAB expression)

F: GAATGGCCGGTCTCTTTCTT

R: CCTGTCGCTGGAAAAAGTGT

soxS
Transcriptional activator

(acrAB expression)

F: GCAGGCGGCGCTGGCGAATA

R: AGTCGCCAGAAAGTCAGGAT

ramA Inducing expression of acrAB and tolC
F: GCATCAACCGCTGCGTATT

R: CGTTGCAGATGCCATTTCG

acrA Multidrug efflux pump
F: ATGTGACGATAAACCGGCTC

R: CTGGCAGTTCGGTGGTTATT

acrB Multidrug efflux pump
F: CGATAACCTGATGTACATGTCC

R: CCGACAACCATCAGGAAGCT

ompK35 Outer membrane protein (porin)
F: TGATCCCTGCCCTGCTGGT

R: TCCATGTTGTATTCCCACTGG

blaSHV-11 Expanded-spectrum beta lactamase
F: ATTTGCTGATTTCGCTCGGC

R: CCTGCTTGGCCCGAATAACA

blaSPM Metallo bata lactamase
F: CTGCTTGGATTCATGGGCGC

R: CCTTTTCCGCGACCTTGATC

aac(6’)-Ib-cr Aminoglycoside/quinolone resistance
F: CGGTGGGAAGAAGAAACCGA

R: CTTGGTTCCCAAGCCTTTGC

qnrS1 Quinolone-resistance protein
F: CGAAGGCTGCCACTTTGATG

R: GTTCGGGAAAAGTTGGCACC
a

F, forward; R, reverse.

95°C 에서 15분간 반응시키고 94°C에서 15초, 59°C에서 20초

로 45회 반복 반응시킨 후, 55°C에서 10초로 81회 반복반응 시

켰다. 최종적인 결과분석은 항생제가 처리되지 않은 균의 유

전자 Ct값을 기준으로 각 처리군의 목적 유전자들의 상대적 

발현량을 분석하였다. 합성된 cDNA를 단계적으로 희석하여 

검량선을 작성하여 PCR 증폭효율을 평가하고 증폭산물은 

0.2°C 간격으로 95°C까지 상승에 따른 융해 곡선 분석을 수행

하였다.

통계분석

모든 실험은 3반복으로 수행되었으며, 유전자 발현 분석은 

well 간의 variation을 최소화하기 위해 각 유전자를 4개의 well

에 처리하였다. 결과들은 통계적 분석을 위해 SAS program의 

General Linear Model (GLM) procedure를 이용하여 처리군

들의 비교를 95% 유의수준에서 실시하였다. 

결과 및 고찰

항생제에 노출된 K. pneumoniae의 생육 변화

항생제의 순차적 노출에 의한 K. pneumoniae의 생육 변화

는 Fig. 1과 같다. 2CIP 처리군을 제외한 모든 처리군에서 배양 

4시간 이후에 생장이 관찰되었으며, 항생제 처리 없이 배양한 

대조군(CON)의 생장은 8시간 이후 OD600값이 약 1.2로 최대

치에 가까운 결과를 보여 배양 24시간까지 일정하게 유지됐

다. 1/2CIP 처리군은 가장 낮은 생장 정도를 보였고, 8시간 이

후 생장률이 감소하기 시작하여 12시간 이후 크게 감소하였

다. 1/2CIP-1/2MER-2CIP 처리군의 경우 배양 16시간 때에 최

소억제농도(MIC) 2배의 농도로 ciprofloxacin을 처리하여도 

생장이 저해되지 않고 24시간까지 계속하여 증가한 반면, 

1/2CIP-1/2MER-2MER 처리군의 경우 두 번째 항생제 처리에

도 생장의 변화를 보이지 않았다. 1/2CIP-2CIP-2MER 처리군

에서만 두 번째 항생제를 처리한 배양 16시간 이후 생장이 완

만하게 감소하였다. 1/2CIP 처리군을 제외한 나머지 처리군들

은 12시간 이후 대조군과 같은 정도의 생장을 보이기 시작했

으며, 배양 24시간 때에는 대조군보다 높은 생장을 보였다. 

2CIP 처리군의 경우 배양 24시간 동안 생장이 관찰되지 않았다. 

순차적으로 항생제에 노출시킨(1/2CIP-1/2MER-2CIP 1/2CIP- 

1/2MER-2MER, 1/2CIP-2CIP-2MER) K. pneumoniae의 생육

은 16시간 이후 대조군과 비교하여 큰 차이를 보이지 않았다. 

이는 K. pneumoniae가 이미 1차 1/2CIP 노출 항생제 적응을 나타

내고, 이에 따라 교차내성을 획득한 것으로 추정된다(Shannon 
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Fig. 1. Survival of Klebsiella pneumoniae exposed to sequential antibiotics

(no antibiotic addition, CON; 1/2XMIC ciprofloxacin, 1/2CIP; 2XMIC 

ciprofloxacin addition, 2CIP; 1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 

1/2XMIC meropenem at 8 h, and 2XMIC ciprofloxacin at 16 h, 1/2CIP-

1/2MER-2CIP, 1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 1/2XMIC meropenem

at 8 h, and 2XMIC meropenem at 16 h, 1/2CIP-1/2MER-2MER; 1/2XMIC 

ciprofloxacin addition at 0 h, 2XMIC ciprofloxacin at 8 h, and 2XMIC 

meropenem at 16 h, 1/2CIP2CIP-2MER). Arrow indicates the time points 

for the addition of antibiotics at 8 and 16 h.

Fig. 2. The number of Klebsiella pneumoniae planktonic and biofilm cells 

after exposure to sequential antibiotics (no antibiotic addition, CON; 

1/2XMIC ciprofloxacin, 1/2CIP; 2XMIC ciprofloxacin addition, 2CIP; 

1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 1/2XMIC meropenem at 8 h, and 

2XMIC ciprofloxacin at 16 h, 1/2CIP-1/2MER-2CIP, 1/2XMIC ciprofloxacin

addition at 0 h, 1/2XMIC meropenem at 8 h, and 2XMIC meropenem at 16 

h, 1/2CIP1/2MER-2MER; 1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 2XMIC

ciprofloxacin at 8 h, and 2XMIC meropenem at 16 h, 1/2CIP-2CIP-2MER).

Different lowercases (a-c) on the bars within treatments are significantly 

different at P < 0.05.

and Phillips, 1986; Chen et al., 2009). 1차 항생제 노출 이후 치

사 농도의 ciprofloxacin 혹은 meropenem의 처리가 K. pneumoniae

의 생육을 억제하지 못하였는데, 이는 치사 농도 이하인 

1/2MIC 항생제의 1차 노출로 인하여 항생제에 대한 내성을 쉽

게 획득하기 때문인 것으로 사료된다(Gutierrez et al., 2013).

생물막 형성능 변화

K. pneumoniae의 생물막 형성 양상은 균의 생육 변화와 같

은 방법으로 배양하여 부유균(planktonic cell)과 생물막 형성균

(biofilm cell)으로 구분지어 관찰하였다(Fig. 2). 대조군(CON)

의 생물막 형성은 6.96 log CFU/ml로 다른 처리군들과 비교하

여 큰 차이를 보이지 않았다(P > 0.05). 1/2CIP-2CIP-2MER 처

리군은 6.92 log CFU/ml로 생물막을 형성하였다. 1/2CIP, 

1/2CIP1/2MER-2CIP, 1/2CIP-1/2MER-2MER 처리군은 각

각 7.43, 7.23, 7.50 log CFU/ml의 생물막을 형성하였다. 부유

균은 대조군(CON)이 10.09 log CFU/ml로 가장 높았고, 이어

서 1/2CIP와 1/2CIP-1/2MER-2MER가 각각 9.55, 9.59 log 

CFU/ml로 비슷한 수준의 부유균이 측정되었고, 1/2CIP-1/2MER- 

2CIP, 1/2CIP2CIP-2MER는 각각 8.42 log CFU/ml과 7.84 log 

CFU/ml의 부유균이 측정되었다. 2CIP 처리군은 부유균과 생

물막 형성균 모두 관찰되지 않았다. 생물막 형성은 세균이 외

부의 자극에 대해 스스로를 보호할 수 있는 일종의 방어 체계

이다(Penesyan et al., 2015). 따라서 본 실험에서 노출된 항생

제는 부유균에 상대적으로 민감하였고 생물막 형성은 처리군

에 따라 큰 유의성을 보이지 않았다. 생물막 형성은 세균이 항

생제에 대항해 생존할 수 있게 하기 때문에 부유균만 항생제

에 영향을 받은 것으로 보이며(Mulcahy et al., 2008), 생육 변

화(Fig. 1)에서도 1/2CIP-2CIP-2MER 처리군 곡선이 배양 16

시간 이후 미세하게 감소하는 것을 확인할 수 있었다. 2CIP 처

리군은 배양 시작부터 ciprofloxacin을 치사(>MIC) 농도로 처

리하여 효과가 강력했기 때문에 부유균과 생물막 형성균 자체

가 생장할 수 없었던 것으로 사료된다.

돌연변이 발현 빈도

돌연변이 발현 빈도는 최소억제농도(MIC)와 MIC 2배 농

도의 ciprofloxacin을 함유하는 TSA 배지를 이용하여 관찰하

였다(Table 3). 최소억제농도의 ciprofloxacin TSA 배지에서 

대조군(CON)의 돌연변이 발현 빈도는 37.69%로 다른 처리군

에 비해 높았다. 1/2CIP-2CIP-2MER 처리군에서 36.91%의 

발현 빈도를 보였고, 1/2CIP, 1/2CIP-1/2MER-2MER 처리군 

순으로 각각 35.35%, 26.96%의 발현 빈도를 보였다. 1/2CIP- 

1/2MER-2CIP 처리군은 최소억제농도의 ciprofloxacin 배지

에서 가장 낮은 14.39%의 발현 빈도를 보였다. 2CIP 처리군은 

돌연변이 발현 빈도를 관찰할 수 없었다. 최소억제농도 2배의 

ciprofloxacin TSA 배지에서 1/2CIP-2CIP-2MER 처리군이 
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Table 3. Resistance frequency (%) of K. pneumoniae exposed to sequential antibiotic treatments 

Treatment
Agar plate containing ciprofloxacin

1 × MIC 2 × MIC

CON 37.69
a

n.d.

1/2CIP 35.35
a

n.d.

2CIP n.d. n.d.

1/2CIP-1/2MER-2CIP 14.39
c

n.d.

1/2CIP-1/2MER-2MER 26.96
b

n.d.

1/2CIP-2CIP-2MER 36.91
a

5.49
a-c

Different letters are significantly different at p<0.05.

n.d. indicates not detected.

Table 4. Antibiotic disk diffusion (mm) of K. p.neumoniae exposed to sequential antibiotic treatments

Treatment
Antibiotic disk

Piperacillin Cefotaxime Imipenem Nalidixic acid Norfloxacin Levofloxacin

CON 21 (S) 30 (S) 28 (S) 19 (S) 21 (S) 22 (S)

1/2CIP 19 (I) 27 (S) 24 (S) 16 (I) 20 (S) 22 (S)

1/2CIP-1/2MER-2CIP 21 (S) 30 (S) 27 (S) 13 (R) 20 (S) 23 (S)

1/2CIP-1/2MER-2MER 20 (S) 25 (I) 25 (S) 17 (I) 20 (S) 21 (S)

1/2CIP-2CIP-2MER 18 (I) 25 (I) 24 (S) 13 (R) 17 (S) 19 (S)

S, I, and R indicate susceptible, intermediate, and resistant strain, respectively.

5.49%의 돌연변이 발현 빈도를 보였고, 나머지 처리군들의 돌

연변이 발현 빈도는 관찰할 수 없었다. 반치사(sub-lethal) 농

도의 항생제에 노출된 균들은 SOS 반응 유도와 관련된 돌연변

이 유발이 증가될 수 있다고 보고되었고(López and Blázquez, 

2009), 반치사 농도와 돌연변이 유발간의 관계에 대한 연구에

서 반치사 농도의 살균 항생제(bactericidal antibiotic)에 노출

된 E. coli가 스트레스-반응 시그마 팩터 RpoS의 발현이 유도되

어 돌연변이 유발 증가가 보고되었다(Gutierrez et al., 2013). 

위의 연구결과들에 비추어 볼 때 대조군과 1/2CIP 처리군이 

반치사 농도의 항생제에 노출 되었을 때 SOS 반응 등이 유도

되어 돌연변이 유발이 증가되었기 때문으로 사료된다. 돌연변

이 유발은 두 가지 형태로 나타날 수 있는데, 하나는 항생제에 

노출이 되어도 생존할 수 있는 저항성균(tolerance)과 다양한 

분자적 기작에 의해 항생제의 효과를 감소시키고 높은 농도의 

항생제를 필요로 하는 내성균(resistance)이다(Tuomanen et al., 

1986). 1/2CIP-1/2MER- 2CIP, 1/2CIP-1/2MER-2MER 처리

군의 경우 순차적으로 항생제에 노출되는 과정에서 많은 수의 

저항성 균주(tolerance)가 살아남지 못한 것으로 보이며, 특히 

2 MIC ciprofloxacin과 2 MIC meropenem의 처리에도 균들이 

살아 남아 돌연변이 발현 빈도를 관찰했으므로, 이 경우 저항

성균 보다는 내성 균으로 보여진다. 1/2CIP-2CIP2MER 처리

군은 같은 항생제의 농도가 1/2 MIC에서 2 MIC로 단계적으로 

증가하여 유도된 내성균으로 사료된다. 본 결과는 순차적 항

생제 처방 시 농도와 순서가 다양한 계열의 항생제에 대한 2차

적 내성을 유도하는데 중요한 요소로 작용됨을 제시한다.

Disk diffusion assay

Nalidixic acid, norfloxacin, levofloxacin, piperacillin, cefo-

taxime, imipenem에 대한 ciprofloxacin과 meropenem에 노출 

된 K. pneumoniae의 항생제 감수성 결과는 Table 4와 같다. 사용

된 항생제에 대한 감수성은 Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI) 가이드라인의 내성 판단기준을 참고하여 

Susceptible (S), Intermediate (I), Resistant (R)으로 내성수준

을 분류하였다. 모든 처리군에서 piperacillin과 nalixidic acid

의 감수성이 감소한 것을 관찰하였으며, 특히 1/2CIP-2CIP- 

2MER에서 piperacillin과 nalidixic acid의 투명환은 각각 18 

mm (I)과 13 mm (R)으로 대조군[21 mm (S), 20 mm (S)]과 비

교하였을 때 가장 크게 감소하였다. 또한 cefotaxime의 투명환

이 1/2CIP-1/2CIP-2MER과 1/2CIP-2CIP2MER에서 5 mm 이

상 감소하여 intermediate (I)으로 내성수준이 높아진 것을 확

인하였다. 단일 항생제 처리군(1/2CIP)보다는, 높은 농도의 항생

제를 순차적으로 처리하였을 때(1/2CIP2CIP-2MER) β-lactam

계 항생제(piperacillin, cefotaxime, imipenem)뿐만 아니라 

quinolone계 항생제(nalidixic acid, norfloxacin, levofloxacin)
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Fig. 4. Relative gene expression of Klebsiella pneumoniae exposed to 

sequential antibiotics (no antibiotic addition, CON; 1/2XMIC ciprofloxacin,

1/2CIP; 2XMIC ciprofloxacin addition, 2CIP; 1/2XMIC ciprofloxacin 

addition at 0 h, 1/2XMIC meropenem at 8 h, and 2XMIC ciprofloxacin at 

16 h, 1/2CIP-1/2MER-2CIP, 1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 1/2XMIC

meropenem at 8 h, and 2XMIC meropenem at 16 h, 1/2CIP-1/2MER- 

2MER; 1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 2XMIC ciprofloxacin at 8 

h, and 2XMIC meropenem at 16 h, 1/2CIP-2CIP-2MER).

Fig. 3. Hydrolyzing activity of β-lactamase produced by Klebsiella 

pneumoniae exposed to sequential antibiotics (no antibiotic addition, 

CON; 1/2XMIC ciprofloxacin, 1/2CIP; 2XMIC ciprofloxacin addition, 

2CIP; 1/2XMIC ciprofloxacin addition at 0 h, 1/2XMIC meropenem at 8 

h, and 2XMIC ciprofloxacin at 16 h, 1/2CIP-1/2MER-2CIP, 1/2XMIC 

ciprofloxacin addition at 0 h, 1/2XMIC meropenem at 8 h, and 2XMIC 

meropenem at 16 h, 1/2CIP-1/2MER-2MER; 1/2XMIC ciprofloxacin 

addition at 0 h, 2XMIC ciprofloxacin at 8 h, and 2XMIC meropenem at 16 

h, 1/2CIP-2CIP-2MER). Different lowercases (a-c) on the bars within 

treatments are significantly different at P < 0.05.

에 대한 감수성을 감소시켰다. 이는 단일 항생제보다 복합적

인 항생제 처리가 더 높은 수준의 내성을 발생시킨다는 것을 

확인한 연구와 유사한 결과를 보여준다(Vestergaard et al., 

2016). 또한 ciprofloxacin은 노출되는 시간에 따라 활성이 나

타나는 β-lactam이나 carbapenem과 달리 높은 농도에서 활성

을 보이는 농도 의존적 항생제로서, 본 연구에서 ciprofloxacin

의 순차적인 처리(1/2CIP-2CIP2MER)는 항생제 내성을 발생

시키는 데 충분할 것이라고 뒷받침할 수 있다(Williamson and 

Tomasz, 1985; Jacobs, 2001).

Beta-lactamase assay

Nitrocefin의 가수분해를 통한 비색법으로 대조군 및 처리

군의 β-lactamase 활성을 측정한 결과는 Fig. 3과 같다. 본 실험

에서 사용한 K. pneumoniae ATCC 23357은 항생제가 처리되

지 않은 대조군에서 11.93 nmol/min/ml의 β-lactamase 활성이 

나타났으며, quinolone계 항생제인 ciprofloxacin 처리군의 

lactamase 활성은 대조군과 비슷한 수준을 나타낸 반면 β- 

lactam계 항생제인 meropenem 처리군의 활성은 대조군에 비

해 매우 감소한 것을 확인하였다. 반대로 1/2CIP-1/2MER- 

2CIP의 β-lactamase 활성은 20.49 nmol/min/ml로 다른 처리

군들에 비해 가장 높게 측정되었다. Ciprofloxacin 단일 항생

제 처리군(1/2CIP)의 β-lactamase 활성이 증가하는 현상은 β- 

lactamase의 활성이 연관되지 않은 계열의 항생제 내성에 영향

을 줄 수 있음을 시사하며(Tolun et al., 2004), 1/2CIP-1/2MER- 

2CIP 처리군은 가장 높은 β-actamase 활성(20.49 nmol/min/ 

ml)을 보이고, 1/2CIP-2CIP-2MER 처리군에서 가장 낮은 활

성(6.08 nmol/min/ml)을 보인 것과 달리 β-lactam계 항생제의 

감수성의 결과가 반대로 나타나는 것(Table 4)은 β-lactam계 

항생제에 대한 내성이 β-lactamase의 생성 이외에도 porin 

channel을 통한 항생제 투과 감소, efflux pump의 활성 등 다양

한 기작으로 나타날 수 있기 때문으로 사료된다(Poole, 2004; 

Pages et al., 2009).

유전자 발현 변화

Fig. 4는 순차적 항생제 노출에 따른 β-lactamase genes 

(blaSHV11, blaSPM), efflux pump genes (acrA, acrB, marA, 

ramA, ompK35), quinolone resistance genes (qnrS1), RNA 

polymerase subunit beta gene (rpoB)의 상대적 발현량 변화를 

qRT-PCR을 통해 확인한 결과이다. 유전자 blaSPM, qnrS1, 

marA의 발현이 모든 처리군에서 각각 2, 3, 5-fold 이상 감소하

였으며, soxS 또한 1/2CIP-1/2MER-2MER 처리군에서 소폭

으로 감소하는 경향을 보였다. 1/2CIP 처리군의 경우에는 

ramA가 2.39-fold 증가하였으며, 1/2CIP-1/2MER-2MER 처

리군의 경우 blaSHV, acrA, ramA, rpoB의 발현이 각각 2.81, 

3.27, 3.61, 2.35-fold로 증가하여 처리군 중에서 가장 많은 종
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류의 유전자 발현 변화를 보였다. 반면 1/2CIP-1/2MER-2CIP 

처리군의 경우에는 blaSPM, qnrS1, marA를 제외한 나머지 유

전자의 발현량 변화가 거의 나타나지 않은 것을 확인하였다. 

모든 처리군에서 β-lactamase 유전자(blaSHV11, blaSPM)와 

quinolone 내성 유전자(qnrS1)의 발현 감소는 앞서 확인한 β- 

lactamase 활성과 quinolone 항생제 감수성의 결과와 상반되

는 결과를 보여준다. 이는 항생제에 대한 내성은 표현형과 유

전형에 차이가 있을 수 있으며(Baran and Aksu, 2016), 본 연구

에서 확인한 SHV/SPM type β-lactamase 외에 Class A (TEM-1, 

CTX-M, KPC), Class B (metallo-β-lactamase), Class C (AmpC- 

β-lactamase), and Class D (OXA-β-lactamase) 등의 다른 type

의 β-lactamase가 β-lactamase 활성에 영향을 미칠 수 있다고 

설명할 수 있다(Shaikh et al., 2015). 1/2CIP-1/2MER2MER 

처리군과 1/2CIP-2CIP-2MER 처리군에서 가장 많은 유전자 

발현 변화가 관찰되었고, 그 중 efflux pump 유전자인 acrA과 

ramA의 발현이 다른 처리군에 비해 가장 많이 증가하였다. 

AcrAB는 RND family efflux pump로서 ciprofloxacin을 포함

한 넓은 범위의 기질특이성을 가지고 있으며(Pakzad et al., 

2013), ramA, marA, soxS 등에 의해 발현이 조절된다(George 

et al., 1995). 이로써 유전적 내성 평가를 통해 단일 항생제 처

리(1/2CIP, 1/2MER)보다 복합적인 항생제의 순차적인 노출

이 항생제 내성 유전자 발현에 영향이 큰 것을 확인하였다.

적  요

항균제에 대한 내성 증가는 국내뿐만 아니라 세계적으로도 

인류 건강에 큰 논란이 되고 있다. 박테리아에 의한 감염을 치

료하기 위해 같은 혹은 다른 계열의 항생제에 순차적으로 노

출된다. 따라서, 본 연구는 ciprofloxacin과 meropenem의 순차

적 처리에 따른 폐렴간균(Klebsiella pneumoniae)의 생육, 항

생제 민감성, 돌연변이 빈도, β-lactamase activity, 생물막 형

성 및 내성 관련 유전자 발현을 평가하기 위해 설계되었다. 처

리군은 대조군(control; CON), 1/2 MIC ciprofloxacin (1/2CIP), 

2 MIC ciprofloxacin (2CIP), 1/2 MIC ciprofloxacin+1/2 MIC 

meropenem+2 MIC ciprofloxacin (1/2CIP-1/2MEM-2CIP), 1/2 

MIC ciprofloxacin+1/2 MIC meropenem+2 MIC meropenem 

(1/2CIP-1/2MEM-2MEM), 1/2 MIC ciprofloxacin+2 MIC 

ciprofloxacin+2 MIC meropenem (1/2CIP-2CIP-2MEM)을 포

함한다. 24시간의 배양 동안 2CIP처리군에서 K. pneumoniae

의 생육이 관찰되지 않았다. 모든 처리군에서 planktonic cell

의 수는 7에서 10 log CFU/ml의 유의적인 차이를 보였으나 

biofilm cell의 수는 7 log CFU/ml로 비슷하였다. 돌연변이 빈

도는 1/2CIP-1/2MEM-2CIP에서 가장 낮은 14%을 보였다. 대

조군과 비교하여 1/2CIP-2CIP-2MEM 처리 K. pneumoniae는 

piperacillin, cefotaxime, nalidixic에 대한 민감도가 감소되었

다. 1/2CIP-1/2MEM-2CIPrk 가장 높은 β-lactamase activity 

(22 nmol/min/ml)을 보인 반면 1/2CIP-2CIP-2MEM은 가장 

낮은 β-lactamase activity (6 nmol/min/ml)을 보였다. Multidrug 

efflux pump 관련 유전자(acrA, acrB, and ramA)의 발현은 

1/2CIP-1/2MER-2MER and 1/2CIP2CIP-2MER 처리된 K. 

pneumoniae에서 2배 이상 증가하였다. 따라서 순차적 항생제의 

처리는 K. pneumoniae의 항생제 내성 양상을 변화시킬 수 있다.
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