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Genetic Variation in P seudom onas aerug inosa

using Random Amplified Polymorphic DNA

Polymerase Chain Recation (RAPD- PCR)

Jin - Hee OH

D ep artm ent of Indus trial M icrobiology , Graduate S chool of Indus try ,

P uky ong N ational Univers ity

ABST RACT

T he Gram - negative bacterium, P s eudom onas aerug inosa, is a

life- threatening nosocomial pathogen, which is a leading cause of

mortality , particularly in patient s who suffer from burns,

immunosuppression , traumatic wounds and cy stic fibrosis . T his study w as

focused on the molecular analysis of P . aerug inosa using Random

Amplified Polymorphic DNA - Polymerase Chain Recation (RAPD- PCR)

techniques in order to investigate genetic variation and establish strain

relatedness .

P . aerug inosa s trains w ere isolated from 16 patient s at P National

Hospital in Pusan from July to September in 2000 and analyzed for

biochemical characteristics using a biochemical test and a disk diffusion .

Also, genetic variation in P . aerug inosa w as investigated by RAPD- PCR

techniques using a random 10- mer primer (OPA - 17).

T he result s showed that 16 P . aerug inosa strains were divided into
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three classes (Class I, Class II, Class III) in RAPD phenogram . A PCR

fragment of 482 bp that common in all RAPD profiles generated by 16

strains and a standard P . aerug inosa (AT CC 10145) w as unique for P .

aerug inosa. Although RAPD- PCR profiles of E . coli and K . p neum onia

w ere similar to that of P . aerug inosa, the 482 bp fragment was not

dected from them . T herefore, the amplified fragment (482 bp) could be

applied for the tools of rapid diagnosis of P . aerug inosa.
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Ⅰ . 서 론

녹농균 (P s eudom onas aerug inosa)은 극단모의 운동성이 있는 그람음성의

호기성 간균으로 토양과 동·식물에서 발견되는 균이다 (1, 2). 생활 환경에

널리 분포하고 있으며 인체에서는 정상 세균 총 (정상인의 분변 또는 객담에

서 3∼5%)으로 병원 내에서는 습한 환경이나 기구, 의료인의 신체 일부 등에

분포하고 있다 (3). 과거 병원 내 감염은 주로 S tap ly coccus aureus를 비롯한

그람양성균들이 주를 이루었으나, 최근에는 그람음성균에 의한 감염이 주류

를 이루고 있다. 최근에는 그람음성균, 그 중에서도 기회 감염균으로서 P .

aerug inosa가 병원 내 감염의 16% 이상을 차지하고 있어 P . aerug inosa균의

연구 중요성이 강조되고 있다 (4). 대부분의 병원 내 감염이 그렇듯이 P .

aerug inosa에 의한 감염도 직·간접의 접촉에 의한 감염으로 의료인의 손을

통해서 환자에서 환자에게로 감염되어 확산되고 있다.

P . aerug inosa에 의한 질병의 범위는 catheter를 사용하는 비뇨기계 감염

(12%) (5), 혈관계 감염 (10%) (6), 외과적인 수술후의 감염(8%) (7), 폐렴·

폐혈증의 감염 (30%) (8, 9)등 전신의 어느 부위에서나 질병을 유발할 수 있

고 면역기능이 저하된 여러 가지 종양 환자, 창상, 화상 환자들에게서 높은

이환율을 보인다. 또한 각종 항암 치료 과정이나 골수 이식 등의 각종 이식

술 시행 과정에서 수반되는 면역 저하자의 사망 및 P . aerug inosa에 감염된

AIDS환자의 50% 정도가 사망하게 되는 치명적인 균인다 (10). 구미에서 볼

수 있는 cystic fibrosis환자에서 P . aerug inosa는 가장 중요한 병원균으로 유

병율이 70- 80%까지 보고되었으며 진행성의 호흡기 감염을 유발하기 때문에

이에 대한 연구가 활발히 진행중이다 (11).

E scherichia coli의 genome 크기는 4.6 mbp (millon base pairs )인데 비해

P . aerug inosas의 genome 크기는 6.3 mbp로 다양한 약제 내성을 가지며 치
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료 중 내성을 획득할 능력, 다양성, 고도의 환경적 적응력을 보이고 있어 문

제가 되고 있다 (12). 이러한 P . aerug inosa는 임상 검체에서는 모두 같은 균

종으로 보고가 되고 있어 좀 더 정확한 유전적 다양성의 확인 연구가 요구되

고 있다. 그동안 P . aerug inosa의 균주를 감별하기 위해서 여러 가지 표현형

방법 (phage typing , serologic typing , antibiogram typing , pyocin typing 등)

(13)과 여러 가지 분자 생물학적 방법 (PEFG, AP - PCR, AFLP, RFLP )이 이

용되어져 왔으나 경제적인 비용과 단 시간 내에 유전적 다양성을 비교 할 수

있는 형별 구분 방법으로 RAPD- PCR을 사용하였다 (14, 15, 22).

P . aerug inosa PA01은 유전자 염기 서열이 밝혀져 있기는 하나(12) 다양

성과 변이성이 큰 P . aerug inosa의 임상 검체에서 알려진 특정 유전자를 대

상으로 PCR 반응 후 다른 균들과 종간 차이를 보이는 특이적인 genome을

찾기란 어려운 실정이다. 따라서 유전적 다양성을 조사하기 위해

10- nucleotides로 구성이 된 임의의 primer (OPA - 17, Operon )를 사용하여 임

의의 DNA 절편들이 증폭되는 DNA profile에 기초를 둔 RAPD- PCR을 시행

하여 DNA 증폭 양식을 조사하였으며, P . aerug inosa 종간의 차이를 보이는

특이적인 band와 그 염기 서열을 분석하였다. 또한 각 검체들 사이의 유사성

을 검토하여 역학적 조사의 기초 자료로 제공하고자 한다.
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Ⅱ . 재료 및 방법

1 . 사용 균주

본 실험에서는 2000년 7월부터 2000년 9월까지 부산 지역의 P대학 병원 16

명의 환자에게서 분리된 P . aerug inosa 16균주를 사용하였다 (T able 1). 16

명의 환자 중 남자는 10명 여자는 6명이며 연령은 13세부터 74세까지 다양하

였다. 16명의 환자들 중 5명이 일반외과 (GS ), 4명이 신경과 (NL), 2명이 신

경외과 중환자실(NSICU ), 2명이 흉부외과 (T S), 그 밖에 정형외과 (OS ), 비

뇨기과(UR), 응급실 (ER)이 각 1명씩이었다. 병동별로는 중환자실 4 예, 8층

북쪽 병실 (8N) 4 예, 신경외과 중환자실 2 예, 7층 북쪽 병실(7N ) 2 예, 그

리고 6층 북쪽 병실 (6N ), 6층 남쪽 병실 (6S ), 응급실에서 각 1 예씩이었다.

검체 부위는 비뇨 생식기 6 예, 호흡기 5 예, pus나 wound인 기타 4 예, 혈

액 1 예 등의 순서였다.

표준 균주로서는 P . aerug inosa KCT C 1750 (AT CC 10145)을 사용하였고

대조 균주로서는 P . aerug inosa가 다른 그람 음성균들과 달리 장내 세균처럼

병원에 입원한 면역 저하자들에게 정착이 잘 되므로 E . coli KCT C 2241

(AT CC 11775)를 사용하였고 P . aerug inosa 처럼 호흡 기구 (ventilator tube,

nebulizer , humidity )에서 쉽게 감염되며 임상적으로 유사 증상을 보이므로

K . p neum onia KCT C 2208 (AT CC 13883) 각 1 균주씩 3 균주를 KIST로부

터 분양 받아 사용하였다.
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T able 1 . T he s ource s of s pecim en s

GS : Gen eral Su grery NL : N eurology

T S : T horacic Surgery UR : Urology

OS : Orthopedic Surgery ER : Em erg ency Room

NSICU : N euroscience Int en siv e Care Unit

ICU : Inten siv e Care Unit

N : N orth w ard

S : S outh w ard

Strain sex/ age Unit/ Ward Source of specimen

P 1 M/ 53 NS/ NSICU sputum

P 2 M/ 19 T S/ 6S urine, catheter

P 3 M/ 44 OS/ 2N other

P 4 F/ 18 NL/ ICU sputum

P 5 F/ 13 GS/ 8N other

P 6 M/ 41 GS/ ICU sputum

P 7 F/ 18 NL/ ICU urine, catheter

P 8 M/ 29 GS/ 8N other

P 9 M/ 45 GS/ 8N blood

P 10 M/ 65 NL/ 7N urine

P 11 F/ 74 NS/ NSICU urine, catheter

P 12 M/ 41 GS/ 8N other

P 13 F/ 44 NL/ 7N urine, catheter

P 14 M/ 40 T S/ ICU sputum

P 15 M/ 74 UR/ 6N urine

P 16 F/ 73 ER sputum
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2 . 균주의 동정

각 검체를 Blood Agar Plate (BAP )와 MacConkey agar에 접종하여 37℃

에서 24 시간 배양한 후 BAP 상에서는 β- hemolysis로 발육하고

MacConkey agar상에서는 colorless한 집락으로 두 배지에 동시에 발육되는

균을 Gram stain후 Gram negative bacillus로 판단되는 균 중 P . aerug inosa

의 두드러진 특징이기도 한 녹색·형광의 색소 (pyocyanin , fluorecein )를 나

타내는 균을 택하였다 (16).

2 - 1) Ox idas e te s t

Oxidase test는 Becton Dickinson사에서 나오는 plate (Oxidase reagent :

1% tetramethyl- p- phenylenediaminedihydrochlorid)에 spot test로 시행했다.

양성인 경우에 30초 이내에 색깔이 blue에서 purple까지 변하는 것으로 판독

하였다.

2 - 2 ) T riple S ug ar Iron (T S I)

BAP나 MacConkey agar배지에서 자란 세균 중 Oxidase 시험 양성으로 나

오는 균은 포도당 비발효균 (Non glucose fermented bacilli)으로 단정하고

동정 하였다.

T SI배지는 그람음성균의 당 (lactose 1%, sucrose 1%, dextrose 0.1%) 이

용 여부를 관찰하는 배지로 P . aerug inosa는 당을 분해하지 못하는 점을 들

어 slant/ butt의 색깔 변화로 판독을 하였다.

- 7 -



2 - 3 ) Dis k Diffu s ion

평판배지에서 분리된 동일한 형태의 집락 3- 5개 이상을 4- 5 ml의 액체

배지 (T ryptic Soy Broth)에 풀은 후 37℃에서 2- 6시간 사이에 배양하여

McFarland 0.5 (1.5×108 ) 농도 이상으로 발육될 때까지 배양하였다. 3- 5시간

배양 후 Muller Hiton agar에 골고루 도말 한 후 다음의 항생제를 놓고 공기

중에 16- 18시간 방치 후 발육 억제대를 판독하였다 (16). 항균제 도말 disks

로 amikacin (30㎍), cefoperazone (75㎍), ciprofloxacin (5㎍), imipenem (10㎍),

gentamicin (10㎍), piperacillin (100㎍), trimethoprim/ sulfamethoxazole (1.25/ 23.75

㎍), ticarcillin (75㎍), tobramycin (10μg ) 이상 9가지를 사용하였으며 판정

은 표준 디스크 확산법을 따랐다 (17).
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3 . RA P D - P CR

RAPD- PCR의 주형으로 사용할 genmoic DNA는 Wizard Genmoic DNA

Purification Kit (Promega)의 방법으로 추출하였다. Arbitary primer들은 10

nucleotides로 구성된 Operon사의 primer OPA - 1부터 OPA - 20까지

RAPD- PCR을 실시한 결과, OPA - 17이 유사성과 재현성이 뛰어나서 본 실험

의 RAPD- PCR의 primer로 사용하였다. OPA - 17은 염기서열이

5 ' - GACCGCT T GT - 3'이며, GC content는 60%이다. 전기 영동 시 표준 분자

량 marker로는 ladder marker (100bp)와 λ- Hind Ⅲ digestion marker를 사

용하였다.

PCR을 위한 반응액은 dNT P (2.5mM ) 4㎕, 10× PCR buffer 4㎕,

primer (20pmol) 1㎕, genomic DNA (10ng ) 1㎕, T aq DNA polymerase (2.5

unit ) 0.5㎕를 첨가하고 증류수를 사용하여 최종 반응액이 25㎕되게 제조하였

다. PCR 반응은 Perkim Elmer 2400에서 denaturation은 94℃, 30 초,

annealing은 35℃, 30 초, extension은 72℃, 1 분 20 초의 순서로 35회를 시

행한 후 72℃에서 7분간 증폭하였다. PCR증폭 산물은 1.5% agarose gel 상

에서 100 Volt , 30 분 전기 영동하였고 EtBr에서 15분간 염색한 후 증류수에

5분간 탈색하여 UV transilluminator로 관찰하였다.
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4 . S im ilarity A n aly s i s

각 균주 간의 유사도 측정을 위하여 RAPD- PCR 사진 상에 나타난 PCR

생성물을 각각 하나의 band로 간주하여 각각의 위치에 생성된 band의 유무

에 따라 1과 0으로 표시하여 data matrix를 작성하였다. 이들 data는 유전적

연관성을 알아보기 위해 통계 처리 프로그램인 MVSP를 이용하여 UPGMA

(Unweighted Pair - Group Method using Arithmetic average))분석의

clustering program으로 Jaccard ' s coefficient에 의해 similarity matrix를 산

출하는데 사용하였고 이를 바탕으로 phenogram을 작성하여 균주 간의 유전

적 유사도를 구하였다.
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5 . D N A S e qu en c in g

UV로 관찰된 RAPD- PCR band의 염기서열을 확인하기 위해 gel에서 원

하는 band를 칼로 잘라내어 NaI와 Resin을 이용하여 DNA를 회수하고,

pGEM - T vector로 ligation시켰다. pGEM - T vector로 재조합된 DNA를

XL1- Blue에 형질전환시켜 X- gal과 IPT G과 포함된 LB plate에 도말하여

posit ive clone를 얻었다. Sequencing을 위한 DNA정제는 Wizard DNA

perification kit를 이용하여 plasmid DNA를 정제하였다. 분광 광도계를 이용

하여 DNA의 양을 측정하였다. 염기 서열 분석은 ABI PRISM 310 automatic

sequencer (Perkin Elmer )를 이용하였다.

정제한 Plasmid DNA의 염기 서열을 분석하기 위해서 먼저 sequencing 반

응을 시행하였다. 반응액은 terminator ready mix 8㎕, DNA 1㎍, primer

3.2pmol을 섞은 다음 최종 반응액이이 20㎕가 되도록 맞춘 다음 PCR을 실시

하였다. denaturation 96℃에서 10초, annealing은 50℃에서 5sec, extension은

60℃에서 4sec의 cycle을 25회 실시한 다음, 3M sodium acetate (PH 4.6 or

5.2) 2㎕와 100% EtOH 50㎕ 첨가한 후에 - 70℃에서 10분간 반응시켰다.

13,000rpm에서 10분간 원심 분리 한 후에 70% EtOH를 이용하여 washing한

다음 건조시켰다. 25㎕의 T SR (T emplate Suppression Reagant )를 첨가 한

후에 교반 하였다. 원심 분리한 다음에 95℃에서 2분간 변성 시킨 후에 급냉

시키고 ABI PRISM 310 genetic analyzer를 이용하여 염기 서열을 분석하였

다.
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III . 결 과

1 . Ox idas e 와 T S I t e s t의 결과

보통의 임상 실험실에서는 P . aerug inosa는 배지상의 형태, 색깔, 균 특이

색소 유무, 그람 염색, oxidase test , T SI 후 결과를 판정하게 된다. 본 실험

은 blood agar plate, MaConkey agar상에서 P . aerug inosa로 생각이 되어지

는 16 검체의 집락을 모두 oxidase test한 결과 blue에서 deep purple까지의

색깔 변화가 관찰되면서 모두 oxidase 양성으로 판정이 되었다. Oxidase test

에서 모두 양성으로 판정이 된 집락을 T SI한 결과 모두 K/ K (Alkali

slant/ Alkali butt )로 당 분해능이 없는 것으로 판정이 되어 균주 모두 P .

aerug inosa 균임을 알게 되었다 (T able 2).
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T able 2 . T h e re s u lt of ox ida s e an d T S I t e s t s of P . a e rug inos a

W : Weakly

K: Alkali

specimen Oxidase T SI

P 1 purple K/ K

P 2 deep blue K/ KW

P 3 purple K/ K

P 4 deep purple K/ K

P 5 purple K/ K

P 6 purple K/ KW

P 7 purple K/ K

P 8 purple K/ K

P 9 blue K/ K

P 10 purpleW K/ K

P 11 deep blue K/ K

P 12 deep blue K/ K

P 13 purple K/ K

P 14 deep blue K/ KW

P 15 purple K/ K

P 16 purple K/ K
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2 . D is k dif fu s ion

Disk diffusion test는 배양시간 동안 디스크의 항균제는 주위의 한천으로

확산하므로, 디스크 바로 주변의 한천에는 항균제가 고농도로 분포하지만, 디

스크에서 먼 곳의 한천에는 항균제가 낮은 농도로 분포한다. 이와 같은 한천

의 항균제 농도 경사에 의해서 세균 증식의 억제대가 형성된다. 디스크 확산

법에서는 이 억제대의 지름을 측정해서 균주의 시험 항균제에 대한 감수성

양상을 결정한다. 디스크 확산법으로는 Minimal Inhibitory Concentration

(MIC)를 측정할 수 없는 단점이 있으나 이 방법은 시험이 간단하고, 비용이

적게들며, P . aerug inosa가 여러 가지 항생제에 내성이 있으므로 시험 항균

제를 수시로 바꿀 수 있는 장점이 있어 본 연구에서 이용하였다. 판정은

National Committee for Clinical Labortary Standards (NCCLS)을 따랐다.

임상에서 흔히 쓰이는 9개의 disk를 이용하여 16 균주의 resistant를 조사

한 바 amikacin (R:≤14)에서는 16 균주 중 2 균주로 12.5%의 resistant를,

tobramycin (R:≤12㎍)에서는 3 균주로 18.75%, ciprofloxacin (R:≤15)에서는

6 균주로 37.5%, cefoperazone (R:≤15)에서는 4 균주로 25%, gentamycin

(R:≤12)에서는 4 균주로 25%, imipenem (R:≤13)에서는 4 균주로 25%, ,

piperacillin (R:≤17)에서는 5 균주로 31.25%, ticacillin (R:≤14)에서는 4 균주

로 25%, trimethoprim/ sulfamethoxazole (R:≤10)에서는 15 균주로 93.75%의

resistant를 나타내었다 (T able 3).

그 중에서 trimethoprim/ sulfamethoxazole에 대한 resistant s는 90%가 넘어

서 항균력이 상당히 떨어지는 것으로 조사가 되었고

P . aerug inosa 감염시 항균력이 있는 cephems 계로 알려진 cefoperazone이

나 antipseudomonal penicillin 계열인 piperacillin에서는 감수성이 각 25%와

31.25%로 비교적 항균력이 있었다. Aminoglycoside 중 gentamycin과
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tobramycin는 항균 범위가 비슷하지만 gentamycin은 S erratia에, tobramycin

은 P . aerug inosa에 대한 항균력이 더 강한 것으로 알려져 있는데 본 실험에

서도 근소한 차이지만 P . aerug inosa에서는 tobramycin이 gentamycin 보다

는 조금 높은 항균력을 나타냈으며 Aminoglycoside 중 항균력이 우수한

gentamycin과 tobramycin에 내성인 세균의 대부분에서도 항균력이 있는 것

으로 알려진 amikacin은 resistant가 12.5%로 항균력이 우수한 것으로 나타났

다. 또 16 균주에서 분리된 3 균주 (3, 10, 13번)는 각 1 가지 약제에서만 감

수성을 나타내고 있어 다약제 내성균에 의한 감염으로 사료되었다.
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T able 3 . A n tib iot ic s u s c eptib ility of 16 s train s

Strain Antibiotic suscepitibility pattern

number AMK T BA CIP CFZ GEN IPM SXT PIP T CA

P 1 S S R S R S R S S

P 2 S I S R S S R S S

P3 S R R R R R R R R

P 4 S S R S S R R S S

P 5 S S S S S S R S S

P 6 S S S S S S R S S

P 7 S R S I S S S R I

P 8 S S S S S S R R S

P 9 S S S S S S R S S

P 10 R R R R R S R R R

P 11 S I R I I R R S R

P 12 S S S S S S R S S

P 13 R S R R R R R R R

P 14 S S S S S S R S S

P 15 S I S S S S R S S

P 16 S S S S S S R S S

Abbreviation s : A M K , am ikacin ; T BA , tobram y cin ; CIP , ciproflox acin ;

CF Z, ceoperazon e ; GEN , g ent am y cin ; IMP , imipen em ;

PPA , piperacillin ; SXT , tr im eth oprim/ sulfam ethox azole ;

T CA , t icacillin

I, Int erm ediat e ; S , Su scept ible ; R , Resistant .
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3 . RA P D - P CR

임상 검체에서 분리한 P . aerug inosa 균주들에게서 추출한 genomic DNA

를 주형으로 하고, OPA - 17을 primer로 사용하여 RAPD- PCR을 수행한 결

과를 분석하였다 (Figure 1). P . aerug inosa AT CC 10145을 표준 균주로 사

용하였으며 표준 균주를 포함하여 16 균주의 RAPD profile을 분석해 보면

모든 균주에서 약 500 bp에해당되는 곳에 공통의 특이 band를 나타났다. 반

면에 대조 균주로 사용한 E . coli와 임상적으로 유사 증상을 보이는 K .

p neum onia를 주형으로 사용한 곳에서는 500 bp에 band가 나타나지 않았다.

따라서 500 bp에 해당되는 특이 band는 P . aerug inosa 균들을 신속 진단하

는 특이 band로 사료되어 이에 대한 염기 서열 분석을 병행하였다.
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M 1 M2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 E P K

6.5kb
4.3kb

2.3kb
2.0kb

1.0kb

500bp

F ig 1 . RA P D profile of g en om ic D N A s from P . a e rug inos a an d

oth e rs u s in g OP A - 17 prim er .

Lane M 1; 100 bp DNA m arker , Lane M 2; Lam bda Hid III dig est ion

m arker , Lan se 3∼18; P . aerug in osa st rain s , Lane 19; E . coli A T CC

11775, Lan e 20; P . aerug inosa AT CC 10145, Lan e 21; K . p n eum on ia

AT CC 13883
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4 . S im ilarity A n aly s i s

실험에서 사용된 균주간의 Similarity matrix를 분석한 결과Jaccard ' s

coefficent의 유사도의 범위는 0.1에서 1.00까지 였는데 유사성이 높은 검체들

이 있음에도 불구하고 유사도가 낮은 것은 전혀 유사성이 없는 독립적인 검

체들이 한 class를 이루고 있기 때문에 유사도의 범위가 넓어져 있다 (T able

4, 5).

RAPD phenogram에 나타난 band들의 구성과 분포상에 따라 17 균주 (P .

aerug inosa AT CC 10145 포함)를 크게 ClassⅠ, Ⅱ, Ⅲ로 나눌 수가 있었다

(Fig 2). ClassⅠ은 P3와 P4가 비교적 유사하나 각 검체들 사이의 유사성을

찾기가 어려운 그룹으로 독립적인 유사성이 거의 없는 검체들의 그룹이다.

Class Ⅱ에서는 P 13과 P8이 유사성이 1.000 일치하는데 P 13은 7병동 신경과

환자이고, P8은 8병동 일반 외과 환자의 검체로 시료 채취 위치와 진료과가

상이한 것에 비해 균주가 정확히 일치함을 보여 동일 균주에 의한 원내 감염

으로 추정이 된다. Class Ⅲ에서 P 11과 P7의 유사성이 1.000으로 일치하는데

P 11은 신경외과의 신경외과 중환자실 환자의 검체이고 P7은 신경과의 중환

자실 환자의 검체인데 유사성이 1.00으로 일치하여 동일 균주의 감염으로 추

정이 된다. 또 Class Ⅲ에서 P 12와 P9는 모두 8병동에 있는 일반외과 환자로

부터의 검체이고 P 12, 9는 모두 disk diffusion에서 9가지 다른 항생제가 포

말된 disk 중에서 한가지 항생제(trimethporim/ sulfamethoxazole)에만 내성을

나타내고 있고, 유사성이 1.000로 나타나 동일 균주에 의한 감염으로 추정이

된다.

T able 6은 17 균주 (P . aerug inosa AT CC 10145 포함)의 병실별, 분리 검

체별로 그 기원과 RAPD 분석 아형을 나타낸 것이다. 여기서 유사성이 높은

class Ⅲ의 검체들은 주로 일반외과 환자들 검체들로 일반외과 환자들에게서

수술 후 P . aerug inosa 감염시 원내 감염의 확산 경로 (의료인을 통한 감염,
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환자들 상호간의 감염, 의료 기구를 통한 감염 등)를 통해 확산 방치되고 있

음을 알 수 있다.
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T ab le 4 . S im ilarity m at rix b a s e d o n Ja c c ard 's c o f f ic ie n t o f 17

P . a e r ug in os a s t ra in s

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16 P17

P 1
P 2
P 3
P4
P 5
P 6
P 7
P 8
P 9
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17

1.000
0.333 1.000
0.286 0.250 1.000
0.333 0.333 0.667 1.000
0.143 0.333 0.250 0.333 1.000
0.200 0.143 0.286 0.143 0.143 1.000
0.250 0.200 0.167 0.200 0.200 0.667 1.000
0.125 0.250 0.200 0.250 0.250 0.286 0.400 1.000
0.333 0.333 0.286 0.143 0.143 0.714 0.667 0.286 1.000
0.143 0.333 0.250 0.333 0.333 0.333 0.500 0.667 0.333 1.000
0.250 0.200 0.167 0.200 0.200 0.667 1.000 0.400 0.667 0.500 1.000
0.333 0.333 0.286 0.143 0.143 0.714 0.667 0.286 1.000 0.333 0.667 1.000
0.125 0.250 0.200 0.250 0.250 0.286 0.400 1.000 0.286 0.667 0.400 0.286 1.000
0.333 0.333 0.250 0.333 0.333 0.143 0.200 0.250 0.143 0.333 0.200 0.143 0.250 1.000
0.000 0.000 0.250 0.000 0.000 0.143 0.000 0.250 0.143 0.000 0.000 0.143 0.250 0.000 1.000
0.375 0.400 0.333 0.400 0.167 0.222 0.286 0.600 0.375 0.400 0.286 0.375 0.600 0.167 0.167 1.000
0.143 0.333 0.250 0.333 0.333 0.143 0.200 0.667 0.143 0.333 0.200 0.143 0.667 0.333 0.333 0.400 1.000

17: P. aeruginosa ATCC10145
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T able 5 . S im ilarity m a t rix b a s e d on Ja c c ard ' s c o f f ic i e n t o f 16

P . a e r ug in os a s t rain s .

Node Group 1 Group 2 Similarity
Object s

in group

1 P 11 P 7 1.000 2

2 P 13 P 8 1.000 2

3 P 12 P 9 1.000 2

4 Node 3 P 6 0.714 3

5 P 3 P 4 0.667 2

6 Node 1 Node 4 0.667 5

7 Node 2 P 10 0.667 3

8 Node 7 P 17 0.556 4

9 P 16 Node 8 0.500 5

10 P 2 P 14 0.333 2

11 Node 10 P 1 0.333 3

12 Node 6 Node 9 0.307 10

13 Node 5 Node 11 0.298 5

14 Node 13 P 5 0.279 6

15 Node 14 Node 12 0.237 16

16 Node 15 P 15 0.105 7
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Group

F ig 2 . RA P D ph e n o g ram of P . a e rug in os a s train s

ClassⅠ

ClassⅡ

ClassⅢ
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T able 6 . RA P D ty pin g of P . a e r ug inos a s train s

st r ain sam ple source unit/ w ard RAPD type

P 1 sputum N S/ NSICU clas s Ⅰ

P 2 urin e, cath et er T S/ 6S clas s Ⅰ

P 3 other OS/ 2N clas s Ⅰ

P 4 sputum NL/ ICU clas s Ⅰ

P 5 other GS/ 8N clas s Ⅰ

P 6 sputum GS/ ICU clas s Ⅲ

P 7 urin e, cath et er NL/ ICU clas s Ⅲ

P 8 other GS/ 8N clas s Ⅱ

P 9 blood GS/ 8N clas s Ⅲ

P 10 urin e, NL/ 7N clas s Ⅱ

P 11 urin e, cath et er N S/ NSICU clas s Ⅲ

P 12 other GS/ 8N clas s Ⅲ

P 13 urin e, cath et er NL/ 7N clas s Ⅱ

P 14 sputum T S/ ICU clas s Ⅰ

P 15 urin e, UR/ 6N -

P 16 sputum ER clas s Ⅱ

P 17 AT CC 10145 AT CC 10145 clas s Ⅱ

GS : Gen eral Su grery NL : N eurology

T S : T horacic Surgery OS : Orth opedic Surg ery d

UR : Urology ER : Em ergency Room

ICU : Int en siv e Care Unit

NSICU : N euroscience Int en siv e Care Unit ,

N : N orth w ard S : S outh w ard
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5 . S e qu en c e A n aly s i s

P . aerug inosa AT CC 10145 표준 균주를 포함한 17균주의 RAPD profile

을 분석하면 약 500 bp에서 공통의 특이 band를 나타났다. 반면에 대조 균주

로 사용한 E . coli와 임상적으로 유사 증상을 보이는 K . p neum onia는 500

bp 부근에 어떠한 band도 나타나지 않았다. 따라서 P . aerug inosa에서 나타

내는 500 bp의 특이 band가 P . aerug inosa의 genomic DNA를 주형으로 사

용할 때에만 OPA - 17에서 증폭되는 P . aerug inosa의 특정 DNA라면 P .

aerug inosa균의 신속 진단법등에 OPA - 17을 primer로 사용하는 RAPD- PCR

방법을 개발 할 수 있다고 사료되어, 약 500 bp의 특이 band의 염기서열을

분석한 결과 P . aerug inosa (strain Ps388)에서 밝혀진 exotoxin A gene의

5 ' end로 밝혀졌으며 증폭된 염기 수는 482 bp였다 (Fig 3, 4).

P . aerug inosa는 colonization후에 pyocyanin , exotoxin A , exoenzyme S,

proteases (alkaline protease, elastase, LasA protease), hemolysins

(phospholipase C, rhamnolipid) 등과 같은 여러 가지 독성 단백질 및 분해

효소들을 성장 후기에 생산하여 세포외로 이동 시킴으로서 tissue damage,

bloodstream invasion , dissemination 등과 같은 현상을 야기한다 (18). 그 중

강한 치사성을 나타내는 중요한 2가지 extracellular protein toxin을 생산하는

데 exoenzyme S와 exotoxin A이 그것이다. exoenzyme S는 exotoxin A와는

다른 toxin으로서 P . aerug inosa가 폐 조직을 감염시킬 때 조직의 직접적인

파괴와 확산에 관여한다 (19). Diphtheria toxin과 같은 기전을 가지는

exotoxin A는 임상 검체에서 많이 검출이 되는 toxin으로 P . aerug inosa에

의해 야기되는 local 과 systemic disease (20), immunosuppression (21) 환자

들에서 주로 생산이 된다. 이런 482 bp 특이 band가 exotoxin A로 확인됨으

로써 16명의 환자 모두 P . aerug inosa에 감염되었고 여러 가지 독성 단백질

과 분해 효소들 중 exotoxin A에 의한 부분적, 전신적 감염과 면역 저하를
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겪고 있음을 알 수 있다.

- 26 -



5 '

ga c c gc t t gt t c ac c ga t ct c t t c cgc c gt ac gggt aa gg a a at t c t t t g 50

ca c c c a ggc t ggt a a t c t t c t t c t ga t t c a gc a gt a gt t t t t ga t t c t t t 100

t gc t ggaggg c gt t t c c a ac ga t ggt c a ga ct gc ggt t ga t gac gt c c aa 150

t ggt gc aa ga t t ct t t gc cg ga c c aa ga gc ggc a t c agc c t t at c c a gct 200

cggc t t gt a c c gac gc c t ca a gt t t t t t c t cggc a t ct c g ga ac t ga a gc 250

t c ga t c t c c c t gcgt t t t t c t t t a ac c t ga aga gga ac a t a gcgt c t ggg 300

gt c a a c gc c c a gat c a gc at a a c t t t c a a a ct c t t gcc a g c c at t t t c ag 350

t gga c gaa t c c a agc c gt gc t c t a t a ggt c t ggc a a t ggg gc ca a t gc cg 400

gt a c c t cc c c c a gggc c gt a a t a a ac gt c t cc gc t t gc c g t gac a gt t gt 450

a ga gt t ga a g t gga t aa ggt c aa c a a gcgg t c 482

3 '

F ig 3 . T h e nu c le ot ide s e qu en c e of P . a e r ug inos a RA P D - P CR

fra g m ent .
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length = 2589 Identit ies = 478/ 482 (99%) Strand = Plus / Plus

Que r y : 1 g a c c gc t t gt t c a c c g a t c t c t t c c g c c gt a c g g gt a a g g a a a t t c t t t g c a c c c a g g c t g 6 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sb j c t : 9 64 c a c c gc t t gt t c a c c g a t c t c t t c c g c c gt a c g g gt a a g g a a a t t c t t t g c a c c c a g g c t g 10 23

Que r y : 6 2 g t a a t c t t c t t c t g a t t c a gc a g t a gt t t t t g a t t c t t t t g c t g g a g g g c g t t t c c a a c g 1 2 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

Sb j c t : 10 2 4 gt a a t c t t c t t c t g a t t c a g c a gt a g t t t t t g a t t c t t t t gc t g g a g g gc gt t t c c a a c g 10 8 3

Que r y : 1 2 2 a t g gt c a g a c t gc g g t t g a t g a c gt c c a a t g gt gc a a g a t t c t t t gc c g g a c c a a g a gc g 18 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

S b j c t : 10 8 4 a t g gt c a g a c t gc g g t t g a t g a c gt c c a a t g gt gc a a g a t t c t t t gc c g g a c c a a g a gc g 1 14 3

Que r y : 18 2 g c a t c a g c c t t a t c c a g c t c g gc t t gt a c c g a c gc c t c a a g t t t t t t c t c g gc a t c t c g g 2 4 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

S b j c t : 1 14 4 g c a t c a g c c t t a t c c a g c t c g gc t t gt a c c g a c gc c t c a a g t t t t t t c t c g gc a t c t c g g 1 20 3

Que r y : 2 4 2 a a c t g a a gc t c g a t c t c c c t g c g t t t t t c t t t a a c c t g a a g a g g a a c a t a g c g t c t g g g g 3 0 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

S b j c t : 12 0 4 a a c t g a a gc t c g a t c t c c c t g c g t t t t t c t t t a a c c t g a a g a g g a a c a t a g c g t c t g g g g 1 2 6 3

Que r y : 3 0 2 t c a a c gc c c a g a t c a gc a t a a c t t t c a a a c t c t t g c c a g c c a t t t t c a g t g g a c g a a t c c 3 6 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

S b j c t : 12 64 t c a a c gc c c a g a t c a gc a t a a c t t t c a a a c t c t t g c c a g c c a t t t t c a g t g g a c g a a t c c 13 2 3

Que r y : 3 6 2 a a g c c gt gc t c t a t a g g t c t g gc a a t g g g gc c a a t gc c g gt a c c t c c c c c a g g gc c g t a a 4 2 1

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

S b j c t : 13 24 a a g c c gt gc t c t a t a g g t c t g gc a a t g g g gc c a a t gc c g gt a c c t c c c c c a g g gc c g t a a 13 8 3

Que r y : 4 2 2 t a a a c gt c t c c gc t t gc c g t g a c a g t t gt a g a g t t g a a g t g g a t a a g gt c a a c a a gc g g t c 4 8 2

| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |

S b j c t : 13 8 4 t a a a c gt c t c c gc t t gc c g t a a c a g t t gt a g a g t t g a a g t g g a t a a g gt c a gc a a t g g g t c 14 4 4

F ig 4 . Com pari s on s of t h e nu c le ot ide s e qu en c e of P . a e r ug inos a t ox in

A g en e (S bjc t ) an d RA P D - P CR f rag m e nt (Qu ery ) .
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Ⅳ . 고찰

1890년도에 처음으로 알려진 P . aerug inosa는 그 동안 식물학자들의 관심

의 대상이었다. 자연의 도처에 산재해 있으면서 여러 가지 문제를 일으키기

때문에 박테리아 세계의 바퀴벌레라고 불리기도 하는 P . aerug inosa는 인간

에게 있어서는 고도의 환경 적응력과 영양적 다양성을 무기로 특히 병원내에

서 쉽게 당면하는 면역 기능 저하 상태에 놓여 있는 수술 병동, 중환자실, 신

생아 중환자실 등에서 집단으로 발병한다거나 여러 가지 약제에 내성을 나타

내는 등의 문제를 일으키고 있다.

본 연구에서는 Kerr 등이 ICU에서 유행한 P . aerug inosa의 역학조사에

26- oligonucleotide를 사용해서 RAPD- PCR을 함으로써 동일 균주에 의한

감염임을 밝혀 냈듯이 (14) 최근 역학적 도구로서 높은 분별력과 재현성, 신

속성, 적용성으로 인하여 관심을 모으고 있는 RAPD- PCR을 이용하여 균의

다양성을 지니는 특정 band의 염기 서열을 조사하여 각 검체들 사이의 유사

성을 검토하고, 신속 진단법 개발과 함께 역학조사의 기초 자료로 제공하고

자 본 실험을 하였다. 그 결과 RAPD- PCR에 P . aerug inosa의 유전적 다양

성 조사에 뛰어난 유의성과 재현성을 확인케 하는 primer (OPA - 17)를 탐색

하였다.

이 OPA - 17 primer를 RAPD- PCR에 사용했을 때 검체의 채취 부위나 병

동, 환자의 여러 가지 조건이 다름에도 P . aerug inosa 17 균주 (표준 균주;

P . aerug inosa AT CC 10145 포함)의 RAPD profile은 모두 482 bp에서 공통

의 동일 band를 나타내었다. 대조 균주로 추가된 E . coli, 임상적으로 유사

증상을 보이는 K . p neum onia에서는 동일 band가 나타나지 않아서 482 bp에

해당하는 PCR 증폭 band는 P . aerug inosa 만의 특이적인 band로 사료되었

다. 이 band의 염기 서열을 분석한 결과 482 bp의 exotoxin A gene의 일부
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로 밝혀졌다. 임상에서 분리 된 16 균주 모두 exotoxin A을 가지며 16명의

환자 모두 P . aerug inosa 균 감염과 면역 저하로 인한 질병을 앓고 있었다.

따라서 OPA - 17을 primer로 사용하여 RAPD- PCR을 실행할 경우 앞으로 P .

aerug inosa의 신속 진단에 도움이 될 것으로 사료된다.

Jaccard ' s coefficent의 유사도에 의해 작성된 RAPD phenogram에서 시험

된 17 균주를 크게 ClassⅠ, Ⅱ, Ⅲ로 나누어졌다. ClassⅠ는 P3와 P4가 비

교적 유사하나 각 검체들 사이의 유사성을 찾기가 어려운 그룹으로 16 검체

들 중 독립적인 검체들의 그룹이다. Class Ⅱ에서는 P13와 P8에서 P 13은 7병

동 신경과 환자이고, P8은 8병동 일반 외과 환자의 검체로 유사성이 1.000로

균주가 정확히 일치함을 보여 동일 균주에 의한 원내 감염으로 추정이 된다.

Class Ⅲ에서 P 11와 P7에서는 유사성이 1.000으로 일치하여 역시 동일 균주

의 감염으로 추정이 된다. P 11은 신경외과의 신경외과 중환자실 환자의 검체

이고 P7은 신경과의 중환자실 환자의 검체이다. 또 Class Ⅲ에서 P 12와 P9는

유사성이 1.000로 모두 8병동에 있는 서로 다른 일반외과 환자로부터의 검체

이고 P 12, 9 모두 disk diffusion에서 9가지 항생제가 포말된 disk중에서 한가

지 항생제 (trim/ sulfa )에만 내성을 나타내고 있어 역시 동일 균주에 의한 원

내 감염으로 추정이 된다. 또한 Class Ⅲ는 주로 일반외과 환자들로부터의

검체들로 수술 후 원내 감염이 방치되고 있음을 알 수 있다.
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Ⅴ . 요약

그람음성의 P . aerug inosa는 면역 저하자들, 화상 환자, 외상 환자, 섬유성

포낭종 같은 환자들에게는 사망까지 이르게 하는, 생명을 위협하는 병원성

세균이다. 본 실험에서는 균주간의 유사성과 유전적 다양성을 조사하기 위해

RAPD- PCR을 이용해서 P . aerug inosa를 분석하였다.

P . aerug inosa는 부산 시내 소재 P 대학 병원에서 2000년 7월부터 9월까

지 16명의 환자로부터 채취하여 생화학적인 검사에 의해 확인 된 P .

aerug inosa 검체를 주형으로 OPA - 17 primer를 사용하여 RAPD- PCR를 시

행하였다.

그 결과 RAPD profile에 의해 크게 3가지로 (classⅠ, classⅡ, class Ⅲ)분

류할 수 있었다. 시료 채취 장소 및 해당 진료과와는 서로 상관 관계가 없고

균주 간 유사성 또한 없는 classⅠ, 시료 채취 장소 및 해당 진료과와는 상관

관계가 없음에도 2 균주에서 유사성이 일치해 동일 균주에 의한 원내 감염을

의심케 하는 classⅡ, 시료 채취 장소와는 상관 관계가 없으나 주로 일반 외

과 환자들의 검체들로 구성이 된 class Ⅲ는 4 균주, 2 분류에서 유사성이 일

치해 동일 균주에 의한 원내 감염을 의심케 하였다. P . aerug inosa 감염 시

원내 감염의 확산 경로 (의료인을 통한 감염, 환자들 상호간의 감염, 의료 기

구를 통한 감염 등)를 통해 확산 방치되고 있음을 알 수 있다. 또한 P .

aerug inosa가 가지는 특이적인 482 bp의 염기 서열을 분석한 결과 exotoxin

A gene의 5′end로 밝혀졌다. 이것은 앞으로 P . aerug inosa의 신속 진단에

도움이 될 것으로 생각된다.
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