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- L ac t am A nt im ic robia l R e s is t an c e of

A c in e t oba c t e r ba um ann i i Is o late d

from Clin ic al S pe c im e n s

Deuk - Young Ko

D ep artm ent of I ndus trial M icrobiology , Graduate S chool of

Ind us try , P uky ong N ational Univers ity

ABST RACT

A cinetobacter baum annii strain s w ere isolated from clinical

specimens at the D . univer sity hospit al from January , 2001 to

December , 2001. T he strains which show ed the ant ibiotic resistance

again st all the antibiot ics tested w ere subject ed to the EDT A double

disk synergy test and the modified H odge test in order to identify

the activ ity of m etallo- - lactam ase. T he strains show ing the

positiv e in those test w ere examined by polym erase chain reaction

(PCR ) to verify the mechanism of drug resistance. T he result s

w ere summ arized as follow s :

1. T he frequency of A cinetobacter baum annii isolat ed w as 8.3%,

w hich also show ed E . cloacae (8.6% ), E . coli (11.9% ), S . aureus

(15.4% ) and P . aerug inosa (20.0% ).

2. A cinetobacter baum annii isolated w as from the sputum (43.2% ),
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and the rest w as from pu s (32.6% ), urine (14.1% ), and blood

(5.7% ).

3. T he places of A cinetobacter baum annii isolat ed w ere Int en siv e

Care Unit (32.8% ), Int ernal Medicine w ard (18.1% ), Surgery

w ard (7.3% ), Urology w ard (4.7% ), and Nur sery (4.7% ).

4. T he 9.04 percent of A cinetobacter baum annii isolated the

resistance against imipenem and others show ed multi- drug

resistance.

5. Am ong the 10 strain s show ing resistance again st all the drug

used, 3 strain s w ere posit ive in the EDT A double disk synergy

test and 2 strain s w ere posit ive in the modified Hodge test .

6. T he amplification of VIM - 2 gene by the P CR u sing the strains

show ing the posit ive in the EDT A double disk synergy test and

the modified H odge test .

Conclu siv ely . it is desirable to introduce the simple m ethod like

EDT A double disk synergy test or m odified Hodge test to rem ov e

the important causative organism of hospital infection having drug

resist ance isolat ed frequently as A cine tobacter baum annii.
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Ⅰ . 서 론

A cinetobacter baum annii는 호기성 그람음성 구간균으로 물이나 토양

과 같은 자연 환경에 널리 분포하며 인체에 정상 세균총으로 알려져

있다. 이 균은 낮은 병원성을 가지고 있지만 면역이 저하된 환자를 위

협하는 대표적인 원내 감염균으로 호흡기 감염을 주로 일으키거나 뇌

막염, 패혈증, 비뇨기감염 및 창상감염 등 다양한 감염증을 유발하기도

한다(17,18). 이러한 감염증은 대부분 중환자실이나 외과 병동에서 발생

하며 때로는 신생아실과 같은 곳에서 집단 감염을 유발하기도 한다

(29).

최근 A . baum annii에 의한 원내감염의 증가 원인으로는 여러 가지를

들 수 있다. 이 균은 인체의 상재균으로 존재하면서 병원 환경에서도

널리 분포하므로 과거에 환자의 검체에서 검출되더라도 오염 가능성에

더 비중이 주어져 감염원으로 간과되어 왔다. 다른 원인으로 자연계에

존재하던 균이 병원환경에도 적응하여 침대, 베개 등과 ventilator와 같

은 호흡보조장치에서 장기간 생존할 수 있는 능력을 획득하게 된 것이

다. 또 이 균이 항균물질을 생산하는 균주들과 장기간 접촉한 결과 빠

르게 항균제 내성을 획득한 균으로 진화했을 뿐만 아니라 병원에서 항

균제 오·남용으로 인해 다약제 내성균들의 출현이 야기되어 인체에

난치성 감염을 일으킬 수 있는 병원성 균이 된 것도 중요한 원인이라

고 할 수 있다(4,23). 이러한 결과로 이 균은 낮은 병원성을 가진 데도

불구하고 원내감염의 원인균으로 분리되는 빈도가 매년 증가하고 있

고 대부분의 균주가 다약제 내성을 가지게 되었다(24). 근래 m etallo-

- lactamase 생성에 의해서 imipenem에 내성인 P s eud om onas

aerug inosa(19)와 S erratia m arces cens가 보고(8) 되었고 여기에 그람

음성균 감염증 치료의 마지막 보루인 carbapenem에 마저 내성을 가진
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A cine tobacter baum annii의 출현으로 환자치료에 많은 어려움을 겪고

있다.

Metallo- - lact am ase는 현재까지 알려진 - lact am ase 중 활성 범위가

가장 넓어서, penicillin , cephalosporin , cephamycin뿐 아니라

carbapenem도 가수분해할 수 있다(7). 이 효소를 생산하는 세균은

carbapenem을 포함한 - lact am계 항균제의 대부분에 내성이 되므로

임상에서 치료 항균제를 찾기 어려운 매우 위협적인 존재이며 현재까

지 보고된 m etallo- - lact am ase의 종류는 IMP 1- 8 및 VIM 1- 3 family

에 속하는 등 11가지이다(16). Metallo- - lactamase 유전자는 plasmid

에 의해서 다른 세균으로 전달될 수 있으므로 주요 병원감염 원인균인

A . baum annii의 imipenem에 대한 내성 획득이 매년 증가하고 있는 추

세이다.

이에 연구자는 D 대학병원에서 분리·동정되는 A . baum annii를 대상

으로 - lactam계 항균제에 대한 내성현황을 조사하고 그 내성기전을

규명하고자 하였다.
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Ⅱ . 재료 및 방법

1 . 검사대상

2001년 1월 1일 부터 2001년 12월 31일까지 1년간 부산소재 D 대학병

원 임상병리과 미생물검사실에 동정 및 항균제 감수성 검사가 의뢰되

었던 검체에서 분리·동정된 A cine tobacter baum annii를 대상으로 하

였다.

2 . 분리 및 동정

환자의 인체에서 채취한 여러 가지 검체를 적절하게 분리할 수 있는

5% Sheep Blood A gar (녹십자)와 MacConkey agar (OXOID LT D .,

BA SINGST OKE, HAMP SHIRE , ENGLAND ) 그리고 농(pu s )이나 체액

(fluid ) 검체는 T hioglycollate broth (OXOID LT D ., BA SINGST OKE,

HAMPSHIRE , ENGLAND )에도 접종하고 35 호기적 조건의 항온기

에 18시간 배양하여 자란 배지들을 선별하고 이것을 Gram 염색과

MacConkey agar에서의 성장 여부에 따라 Gram positiv e균과 Gram

negat ive균으로 분류하여 5% Sheep Blood A gar에 배양된 집락 중 순

수 분리된 것을 면봉으로 따서 1.8㎖의 0.45% 멸균생리식염수로 균액

의 탁도를 McF arland No. 1.0에 맞추고 이 균액 200㎕를 다시 다른 시

험관에 옮기고 표준탁도로 조절하여 자동 세균 동정 기기인 Vitek

sy st em (BioMerieux Vitek Inc, H azelw ood, Mo., U .S .A )의 Gram

Negativ e Identification (GNI) card 에 접종하여 동정검사를 실시하였

다.
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3 . 항균제 감수성 시험

1) 디스크확산법

Bauer (2)등과 NCCLS (20)(National Committee for Clinical Laboratory

Standards )에 의한 표준화 디스크 확산법에 따라 실시했으며, 사용한

항균제 디스크로는 Amikacin , Ampicillin , Cefazolin , Cefotetan ,

Ceftriax one, Ciprofloxacin , Gentamicin , Imipenem , Piperacillin , T o-

bramycin , T rim eth/ Sulfam ethox azole (SXT )디스크 (BBL, Cockey sville,

Mi., U .S .A )를 사용하였다. 시험세균을 멸균된 액체배지(T ryptic soy

broth )에 접종하여 McF arland No. 0.5로 탁도를 맞추어 Kirby - Bauer법

에 따라 디스크 확산법으로 시험하였다. 세균 부유액을 Mueller - Hinton

agar (OXOID LT D ., BA SINGST OKE , HAMP SHIRE , ENGLAND )에

면봉으로 고르게 접종하여 시험 항균제 디스크를 놓고 35 항온기에

18시간 배양한 후 각 항균제 디스크 주위에 생긴 억제대의 크기를

Caliper를 사용하여 ㎜단위로 측정하였다.

2) Vitek GNS - LH card

분리 및 동정 검사의 방법과 마찬가지로 순수 분리된 집락을 도말 염

색하여 그람음성 간균임을 확인하고 5% Sheep Blood A gar로부터 순

수 분리된 집락을 면봉으로 따서 1.8㎖의 0.45% 멸균생리식염수로 균

액의 탁도를 McF arland No. 0.5에 맞추어 이 균액 200㎕를 다시 다른

시험관에 옮기고 1.8㎖의 0.45% 멸균생리식염수를 더해서 Gram

Negativ e Su sceptibility (GNS - LH ) card에 접종한 후 Vitek sy st em으

로 항균제 감수성검사를 실시하였다.
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3) 최소억제농도(minim al inhibit ory concentrat ion ) 측정

시험세균을 MacConkey agar에 계대 배양하여 순수 분리된 집락을

백금침으로 채취하여 멸균된 액체배지에 풀어서 McF arland No. 0.5로

탁도를 맞춘 후 Steer s replicator (Craft Machine, Chester , PA ., USA )

로 시험항균제가 각각 0.06- 128 ㎍/㎖ 농도로 함유된 Mueller - Hinton

agar에 접종하였다. 35 의 호기성 환경에서 18시간 배양 후 집락의 증

식 양상을 관찰하여 NCCLS 한천희석법(21)으로 최소억제농도(MIC)를

결정하였다. 정도관리를 위하여 참조균주 E . coli AT CC 25922도 동시

에 시험하였다.

시험항균제로는 amikacin , am oxicillin/ clavulanic acid, ampicillin , ce-

fotax im e, cefox itin , ceftazidim e, ciproflox acin , gent amicin , imipenem ,

piperacillin - tazobactam , ticarcillin , ticarcillin/ clavulanic acid, tobra -

mycin 및 tr im ethprim/ sulfam ethox azole등을 사용하였다.

4 . M et allo - - l act am a s e 생성 선별시험

사용한 모든 항균제에 내성인 균주를 대상으로 Lee등(15)의 방법에 따

라서 EDT A double disk synergy시험으로 선별하였다. 즉, 순수 배양

된 집락을 백금침으로 채취한 후 T rypticae soy broth (T SB)에 접종하

여 McF arland No. 0.5로 탁도를 맞추었다. 세균 부유액을 면봉으로

Mueller - Hinton agar에 고르게 접종한 후 EDT A 디스크(5㎍)와

imipenem 디스크(10㎍, BBL)와 m eropenem 디스크(10㎍, BBL)를 가장

자리 간격이 1.0㎝가 되도록 놓았다. 세균이 접종된 배지는 35 항온

기에서 18시간 배양 후 결과를 판독하였는데 두 디스크 사이에서 상승

효과에 의한 억제대의 확장현상이 관찰되면 양성으로 판정하였다.
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5 . Carb apen em a s e 생성 선별시험

사용한 모든 항균제에 내성인 균주를 대상으로 Modified Hodge

test (15)로 Mueller - Hinton agar에 E . coli AT CC 25922를 액체배지에

접종하여 McF aland No. 0.5으로 탁도를 맞추었다. 세균 부유액을 면봉

으로 고르게 접종하여 배지의 중앙에 imipenem 디스크(10㎍, BBL)를

놓았다. posit ive control과 negativ e control을 중앙에서 가장자리로 획

선하고 시험 균주와 control 균주를 Y 자 모양으로 획선하여 35 항온

기에 18시간 배양 후 결과를 판독하였는데 시험 균주 사이에서 상승효

과에 의한 접종선 중앙 쪽 말단부가 다른 부위에 비해 넓게 증식되면

양성으로 판정하였다.
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6 . 중합효소연쇄반응 (P CR )을 이용한 V IM g en e의 검출

1) DNA 추출

순수 분리된 집락을 멸균 이쑤시개로 tube에 이식하고 500㎕ T E

buffer , 30㎕ 10% SDS , 20㎎/㎖용액 3㎕ proteinase K첨가하여 37 에

서 1시간 배양한 후 비활성화 시켰다. 100㎕의 5M NaCl과 80㎕의

CT AB/ NaCl을 혼합한 후 65 에서 10분 배양하였다. 여기에 동량의

chloroform/ isoamyl alcohol을 넣고 잘 섞어 4 에서 5분간 12,000 rpm

으로 원심분리 시킨 후 상층액을 채취하였다. phenol/ chloroform/ iso-

amyl alcohol을 동량 가하여 12,000 rpm으로 5분간 원심하여 0.6

v olum e isopropanol을 넣고 DNA가 가라앉을 때까지 천천히 흔든 후

원심한다. 70% 에탄올 1㎖을 넣고 w ashing한 후 5분간 4 에서

12,000 rpm으로 원심하여 건조시킨 후 100㎕ T E buffer에 녹여 - 70

에서 냉동보관하였다.

2) PCR 반응

10× P CR buffer 2.5㎕, 50ng/㎕의 DNA 1㎕, 25mM MgCl2 2.5㎕,

2.5mM dNT P (T akara Shuzo Co., Shiga, Japan ) 2㎕, VIM - F (5 ' - AT T

GGT CT A T T T GA C CGC GT C- 3 ' ), VIM - R (5 ' - T GC T A C T CA

A CG ACT GA G CG- 3 ' ) primer (20pmol) 1㎕(T able 9), T aq

polymerase (prom ega ) 0.5 unit와 멸균 증류수를 넣어 총량이 25㎕가

되도록 하였다. P erkin Elm er 9600을 이용하여 94 에서 5분간 변성시

킨 후 94 20초, 52 20초, 72 45초를 30회 시행하고 최종적으로

72 에서 10분간 충분히 유지하고 정지시켰다.
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4) 결과 판정

P CR 산물 8㎕을 ethidium bromide 0.5㎍/㎖가 포함된 2% agarose

gel에서 20분간 전기 영동한 후 UV tran silluminator로 절편을 관찰하

였다.
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Ⅲ . 결 과

1 . A . ba um a nnii의 검출 및 항균제 감수성 양상

시험기간중 509주의 A . baum annii가 임상검체에서 분리되어 P .

aerug inosa, S . aureus , E . coli, E . cloacae 다음으로 5위를 차지하였고

참고로 1999년도는 433주가 분리되어 5위였고 2000년도는 446주가 분

리되어 4위를 차지하여 연도별 순위에는 큰 차이가 없었다 (T able 1).

검체별 분리율은 객담이 가장 많은 220건 (43.2% )를 차지하였고 농이

166건 (32.6% ), 소변이 72건 (14.1% ), 혈액이 29건 (5.7% )의 순으로 차

지하였다 (T able 2). 병동별 검출율은 중환자실에서 나온 검체가 167건

(32.8% )으로 가장 높았고 다음으로 내과병동이 41건 (8.1% ), 일반외과

병동이 37건 (7.3% ), 비뇨기과병동이 24건 (4.7% ), 신생아실이 24건

(4.7% )의 순이었다 (T able 3). 1999년도는 중환자실에서 역시 가장 많

은 검출율을 보였고 다음으로 내과, 외과, 신생아실, 정형외과의 순이었

다. 2000년도는 중환자실 다음으로 신경과 병동에서 검출율이 높았고

신생아실, 내과, 소아과, 정형외과의 순이었다.

항균제 감수성검사에서 이들 509균주는 penicillin계열의 ampicillin과

cephalosporin계열의 1, 2세대인 cephalothin과 cefoxitine에 100%의 내

성율을 보였으며, carbapenem계열의 imipenem에 내성인 균주가 46건

(9.04% )이 분리되었다 (T able 4). 1999년도 (T able 5)와 2000년도

(T able 6)의 항균제 내성율은 ampicillin과 cephalothin에 각각 100%의

내성율을 보였고, imipenem에 내성인 균주가 18주 (4.0)%, 17주 (4.0% )

가 분리되었다 (F ig 1). 한천희석법을 이용한 최소억제농도 (MIC) 시험

에서는 A . baum annii에 대한 imipenem의 MIC는 16㎍/㎖이었고

penicillin계열의 piperacillin과 ticarcillin은 128㎍/㎖, cephalosporin계열

시험항균제의 MIC는 32㎍/㎖∼64㎍/㎖로 나타났고 Aminoglycoside계
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열의 amikacin 64 ㎍/㎖, Gentamicin 16㎍/㎖, t obramycin 16㎍/㎖ 이

상의 최소억제농도를 보였다 (T able 7).
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T able 1. T he frequency of bact eria isolat ed from clinical specim en s

* CNS : Coagulase Negativ e Staphylococcu s

Strain s
1999 2000 2001

Count % Count % Count %
P . aerug inosa 1,160 19.0 1,057 19.6 1,233 20.0
S . aureus 972 15.9 771 14.3 950 15.4
E . coli 890 14.6 685 12.7 729 11.9
E . cloacae 417 6.8 377 7.0 531 8.6
A . baum annii 433 7.1 446 8.3 509 8.3
CNS * 158 2.6 217 4.0 317 5.2
K l. p n eum oniae 449 7.4 402 7.5 293 4.8
S . ep id erm id is 282 4.6 257 4.8 194 3.6
E . faecalis 89 1.4 156 2.9 180 2.9
B . cep acia 93 1.5 105 2.0 145 2.4
S . m arcescens 102 1.7 101 1.9 144 2.3
P . m irabilis 97 1.6 96 1.8 125 2.0
Other s 866 14.2 696 12.9 806 13.1

T otal 6,106 100.0 5,386 100.0 6,156 100.0
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T able 2. T he specim en s of A cinetobacter baum annii isolat ed

Specimen
1999 2000 2001

Isolate No. % Isolate No. % Isolate No. %

Sputum

Pu s

Urine

Blood

Bile

Fluid

Stool

191

144

45

22

5

18

8

44.1

33.3

10.4

5.1

1.2

4.2

1.8

207

136

54

21

4

19

5

46.4

30.5

12.1

4.7

0.9

4.3

1.1

220

166

72

29

8

8

6

43.2

32.6

14.1

5.7

1.6

1.6

1.2

T otal 433 100 446 100 509 100
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T able 3. T he places of A cine tobacter baum annii isolated

Locat ion
1999 2000 2001

Isolate No. % Isolat e No. % Isolate No. %

ICU

IM

ER

GS

UR

NR

other s

129

34

14

32

11

30

183

29.8

7.9

3.2

7.4

2.5

6.9

42.3

103

50

7

9

15

42

220

23.1

11.2

1.6

2.0

3.4

9.4

49.2

167

41

41

37

24

24

175

32.8

8.1

8.1

7.3

4.7

4.7

34.4

T otal 433 100 446 100 509 100

ICU : Inten siv e Care Unit , IM : Internal Medicine, NR: Nur sery

ER : Emergency Room GS : General Surgery UR : Urology
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T able 4. Antimicrobial resistances of A . baum annii isolated from

clinical specimen in 2001

Antimicrobial
agent s

%Resist ance
Antimicrobial

agent s
%Resistance

Amikacin
Ampicillin
Ampicillin/ Sulbact am
A ztreonam
Cefoxitine
Cefepim e
Cefotaxime
Cefotet an
Cefoxitin
Ceftazidime
Ceftriax one

74
100
59
95
100
75
80
99
99
72
92

Cephalothin
Ciprofloxacin
Gentamicin
Imipenem
Oflox acin
Piperacillin
Piperacillin/ tazobact
T icarcillin/ Clavulanic

acid
T obramycin
T rimeth/ Sulfa

100
69
77
9

69
77
64

31
80
58
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T able 5. Antimicrobial resistances of A . baum annii isolated from

clinical specimen in 1999

Antimicrobial

agent s
%Resist ance

Antimicrobial

agent s
%Resistance

Amikacin
Ampicillin
Ampicillin/ Sulbact am
Cephalothin
Cefotaxime
Cefotet an
Ceftazidime
Ceftriax one

71
100
58
100
74
99
60
68

Ciprofloxacin
Gentamicin
Imipenem
Oflox acin
Piperacillin
T icarcillin/ Clavulanic

acid
T obramycin
T rimeth/ Sulfa

67
79
4

68
69

32
78
57
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T able 6. Antimicrobial resistances of A . baum annii isolated from

clinical specimen in 2000

Antimicrobial

agent s
%Resist ance

Antimicrobial

agent s
%Resistance

Amikacin
Ampicillin
Ampicillin/ Sulbact am
Cephalothin
Cefotaxime
Cefotet an
Ceftazidime
Ceftriax one

72
100
50
100
76
98
70
86

Ciprofloxacin
Gentamicin
Imipenem
Oflox acin
Piperacillin
T icarcillin/ Clavulanic

acid
T obramycin
T rimeth/ Sulfa

65
75
4

66
73

33
76
55
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F ig . 1. Antimicrobial resistances of A . baum annii isolated from

clinical specimen (1999- 2001)
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T able 7. MIC (Minim al inhibitory concentration s ) of A . baum annii

isolated

Amikacin > = 64 R
Amoxicillin/ Clavulanic A cid > = 32 R
Ampicillin > = 32 R
Cefotax im e > = 64 R
Cefoxitin > = 64 R
Ceft azidime > = 64 R
Ciprofloxacin > = 4 R
Gentamicin > = 16 R
Imipenem > = 16 R
Piperacillin/ T azobactam > =128 R
T icarcillin > =128 R
T icarcillin/ Clavulanic A cid > =128 R
T obramycin > = 16 R
T rimethoprim/ sulfam ethox azole > =320 R
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2 . M e tallo - - lac tam a s e생성 선별

시험한 항균제에 모두 내성을 보인 10균주를 대상으로 시험하였으며

(T able 8), 이 중 3균주가 EDT A double disk synergy시험에서 양성,

2균주가 Hodge m odified시험에서 양성반응을 보였다(F ig . 2,3)

3 . 중합효소 연쇄반응 (P CR )

EDT A double disk synergy test에 양성반응을 보인 3균주를 중합효

소연쇄반응(PCR)을 실시한 결과 1균주에서 VIM - 2 gene이 검출되었다

(Fig 4).
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T able 8. Result s of EDT A double disk synergy and Modified Hodge
test of A . baum annii isolated

NO. ID Sex Age Location
EDT A

test
Hodge

test
PCR

(VIM2)

42323 001 M 48 ICU - -

42589 002 M 47 ICU - -

24033 003 M 75 GS - -

45423 004 M 59 ICU - -

27361 005 F 76 ICU - -

46271 006 M 70 IM - -

46273 007 F 45 ICU + + -

27851 008 M 46 ICU + + 780bp

46480 009 F 75 ICU + - -

46495 010 M 70 IM - -
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T able 9. Sequences of prim er s u sed for det ection of the VIM - 2 gene

from A . baum annii isolat ed

Gene Prim ers
Oligonucleot ide sequence

(5 ' - 3 ' )

expected

product

size (bp)

VIM - 2
VIM - 2- F

VIM - 2- R

AT T GGT CT AT T T GACCGCGT C

T GCT A CT CAA CGA CT GA GCG
780
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F ig . 2. EDT A double disk synergy test . T he presence of an

enlarged zone of inhibit ion w as interpreted as the positiv e of the

EDT A double disk synergy test .

F ig . 3. Modified H odge test . T he presence of a distort ed inhibit ion

zone aft er ov ernight incubation w as int erpreted as the positive of

the m odified Hodge test . A . baum annii (A ) show ed posit ive reaction ;

port ion of upper right w as posit ive control (P C); low portion w as

negat ive control (NC).
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M 1 2 3 4

780bp

F ig . 4. Amplificat ion of VIM - 2 gene by PCR.

M ; 100bp DNA ladder , 1; posit ive control, VIM - 2-

producing P . aerug inosa YMC 704 (GenBank accession No.

AY029772), 2- 4; Specim en s .
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IV . 고 찰

A cinetobacter 균속은 Bergey manual에 F amily Nes seriaceae에 속하

였으나 최근에 Morax ellaceae로 변경되었다. A cinetobacter는 M icro-

coccus aclacoace ticus , B acterium anitratum , M im a p loy m orp ha,

A chrom obacter an itratus 등 과거의 많은 이름이 말해주듯이 생화학적,

유전학적 특성이 다른 이질적인 균종으로 구성되어 있었으나(4),

Brisou 등(10)에 의해서 처음으로 A cine tobacter 균으로 명명되었다.

이 균은 포도당을 산화하는 A cine tobacter an itratus와 산화하지 않는

A cine tobacter lowff ii로 구별되었으나, DNA교잡법에 의해서 DNA 상동

성에 의해 21종의 유전적 균종으로 분류되고 생화학적 시험과 증식시

험으로 16가지로 분류되었다(23). 임상검체에서 구별이 까다로운 geno-

m ospecies 1, 2, 3 및 13은 A cinetobacter calcoaceticus - baum annii

complex라고 칭하고 있으며, 현재 명명되어 있는 A cinetobacter균종은

A . calcoacet icus, A . baum annii, A . haem oly ticus , A . j un ii, A .

j ohns on ii, A . lwoff ii, A . rad iores is tens의 7종으로 알려져 있다.

A cinetobacter 균종들 가운데 A cinetobacter calcoacet icus - baum annii

complex에 속하는 균주가 가장 흔하게 인체감염을 일으키는 균종으로

알려져 있다. 그 중 A cinetobacter baum annii가 원내감염의 가장 흔한

원인균으로 분리되고 있으며, 이 균종에 의한 원내감염이 외국에서 보

고되고 있고 국내에서도 입원 환자에서 분리되고 있는 실정이다(1,6).

하지만 국내의 여러 가지 사정상 각 임상에서는 원내감염 조사결과의

표출을 꺼리고 있는 실정이어서 참고가 될만한 문헌은 찾을 수는 없었

으나, A . baum annii의 검출빈도가 전체 검출균들 중에서 8.3%이었고,

감염관리실의 도움으로 얻은 A . baum annii의 원내 감염율은 전체 원내

감염균들 중 7.3%를 차지한 것을 볼 때 원내에서 우선 순위로 검출되
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는 병원성 세균 즉, P . aerug inosa, S . aureus, E . coli, E . cloacae의

분리빈도와 원내감염율이 비례할 것이라고 추측된다.

하지만 이러한 분리빈도와 원내감염율은 통계상의 수치이며 3년간의

m onitoring결과를 보면 그람 양성균중에서는 S . ep iderm id is가 매년 높

은 빈도율을 보이고 있으며, 그 다음으로 E . faecalis와 E . faecium의 분

리빈도도 증가와 감소곡선을 그리고 있으며, 그람 음성균중에서는 K l.

p neum oniae가 높은 순위권을 자리잡고 있으며, 그 다음으로 B .

cep acia, S . m arces cens등의 감염균이 득세하고 있는 실정이다.

A . baum annii가 일으키는 여러 가지 감염증 중 호흡기 감염이 가장

흔하며 가습기나 ventilator 등 호흡 보조 기구가 오염원인 경우가 많다

(6). 그 외 혈관 카데터와 연관된 원발성 패혈증이나 오염된 기구, 의료

진의 손등으로 전파된 여러 감염이 보고되었다(3). 이러한 보고들을 종

합하면 이 균이 주위환경, 특히 습기가 많은 곳에서 잘 자라며 여러 기

구 및 환경의 오염이나 장관내 정착화를 통하여 여러 감염증을 일으킨

다는 것을 알 수 있다. 배 등(27)에 의하면 임상 검체 중 sputum 및

호흡기 분비물이 68.4%로 나타났고 pu s가 14.9%, blood 5.9%, urine

5.5%의 순으로 보고하였다. 본 실험에서는 sputum이 3년 연속 43∼

46%의 분리율을 보여 D 병원의 호흡기 분비물에서의 분리율이 상당히

낮게 나타났다. 이것은 입원한 면역 저하 환자수와 공기오염에 의한 감

염 즉, 면역 저하 환자가 입원하고 있는 병동의 가습기나 ventilator등

보조호흡기의 소독 및 관리, 의료종사자의 원내감염에 대한 인식의 차

이에 의한 것으로 해석된다. 또 송 등(28)은 중환자실과 신생아실에서

분리된 A . baum annii가 45.2%를 차지하였음을 보고하였는데 본 실험에

서의 분리율은 32.5∼37.7%로 조금 낮았지만 중환자실 입원 환자수가

일반병동보다 훨씬 적은 것을 고려할 때 매우 높은 분리율임을 알 수

있었고, 호흡기 분비물의 분리율과 마찬가지로 면역 저하 환자가 입원

하고 있는 병실의 공기 청정도와 밀접한 관계가 있는 것으로 사료된다.

- 27 -



근래 임상 검체에서 분리된 A . baum annii의 - lact am항균제에 대한

내성율이 높아지고 있어서, 임상적으로 심각한 위협이 되고 있다.

- lactam 항균제는 pept idoglycan의 생성에 필수 효소인 penicillin

binding protein (PBP )을 불활성화하여 세포벽 합성을 억제함으로써 그

람음성간균을 파괴한다(26). 장내세균 감염증에 임상적 효용성이 있는

첫 penicillin계 항균제인 ampicillin이 소개된 후, - lactam 항균제는 장

내세균에 의한 감염증의 치료에 광범위하게 사용되고 있다(22). 그러나

항균제 사용의 증가는 내성균의 양산이라는 부작용을 동반하였으며, 이

들 내성균의 치료를 위해서 새로운 항균제를 개발하여야 하는 악순환

이 되풀이되고 있다. 본 실험에서의 항균제 내성율 통계조사는

Gentamicin과 T icarcillin/ CA를 제외한 Vitek sy st em에서 사용한 모든

항균제의 내성율이 증가하였음을 알 수 있었고 송 등(28)은 1996과

1997년에 입원환자에서 분리된 A . baum annii 균주 중 각각 9.2%, 4.2%

가 Imipenem resistant A . baum annii (IRAB )균주라고 하였고 Lee 등

(12)은 1998년 국내 25개 병원이 참여한 KONSAR group의 항균제 내

성 조사자료에 의하면 imipenem resistant A . baum annii가 5%를 차지

한다고 보고하였다. 본 실험에서는 1999년 이전 항균제 감수성검사에

대한 자료가 소실되어 비교할 수 없었고 1999년도에 4% , 2000년도 4%,

2001년도 9.04%로 상승하였다. 2000년도는 약 6개월간의 의약분업으로

인한 환자의 급격한 감소가 불가피하여 4%보다는 더 높은 내성율을

나타내었을 것으로 생각된다.

Imipenem , meropenem 등 carbapenem계 항균제는 ex t ended-

spectrum - lactam ase (ESBL), AmpC - lact am ase 등 그람음성세균이

생산하는 - lactam ase 대부분에 안정하며, 표적물질인 penicillin

binding protein (PBP )과의 친화도가 대단히 높아서 peptidoglycan 세포

벽 합성을 효과적으로 억제한다(9). 따라서 이들 항균제는 penicillin계

와 cephalosporin계에 내성인 그람음성세균 감염증의 선택치료제로서
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광범위하게 사용되고 있다. 그러나 최근 m etallo- - lact am ase 생성에

의해서 carbapenem에 대한 내성을 획득한 그람음성세균이 출현하였는

데 이 효소는 가수분해 범위가 매우 넓어서 carbapenem을 포함한 대부

분의 - lactam 항균제에 활성이 있다(11). 그람음성세균이 생산하는

m etallo- - lact am ase는 1988년 일본에서 처음 발견되었으며(25),

imipenem을 가수분해하는 효소라는 의미에서 IMP - 1으로 명명되었다.

그 후 일본과 다른 여러 나라에서 변종 IMP를 생성하는 P .

aerug inosa와 장내세균이 분리되었으며(5), 현재 8가지의 변종 IMP가

알려져 있다. 한편 1999년 이태리에서는 새로운 m etallo- - lactamase인

VIM - 1을 생성하는 P . aerug inosa가 분리되었으며, 그 후 프랑스와 그

리스에서 VIM - 2를 생성하는 P . aerug inosa , 대만에서는 VIM - 3를 생

성하는 P . aerug inosa가 보고되었다. 국내에서는 1995년에 VIM - 2를

생성하는 P . aerug inosa가 처음 분리된 이후, 이 효소를 생성하는 P .

p utida, A . baumannii, A cinetobacter genomospecies 3 및 S .

m arcescens가 분리된 바 있다(13). 인접한 일본에서는 IMP - 1을 생성

하는 그람음성세균의 분리가 흔한 것으로 알려진데 반하여(8) 국내에서

의 IMP - 1 생성 균주의 분리는 매우 드물어서 이 효소를 생성하는 A .

baum annii 1 균주만 보고되었다(14). 본 실험에서는 509 균주의 A .

baum annii 중 사용한 항생제에 모든 내성을 보인 10 균주에 대하여

m etallo- - lact am ase검출시험을 하여 3 균주에서 양성의 결과를 얻을

수 있었고 내성기전의 규명을 위해 유전자수준의 중합효소연쇄반응

(PCR )을 이용하여 VIM - 2 gene을 발견하였다. 나머지 두 균주도

primer를 구입하였더라면 VIM - 2를 제외한 나머지 IMP gene이나

VIM - 1또는 VIM - 3를 발견할 수 있을 것으로 생각된다.

carbapenem내성 세균을 정확히 검출하는 것은 그 내성 기전을 추정하

고 감염증 치료를 위한 약제 선택은 물론 내성균 확산 방지를 위한 계

획 수립을 위해서도 매우 중요하다. 그러나 m etallo- - lactamase를 생
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성하는 균주들 중에는 carbapenem MIC가 낮은 경우가 있어서 현재 미

생물 검사실에서 흔히 사용하는 NCCLS 디스크 확산법이나 희석법, 여

러 가지 상품화된 방법들로는 carbapenem내성균을 정확히 검출하기는

어려우며 그 내성기전도 추정할 수 없다. 따라서 carbapenem내성균을

정확히 규정하기 위해서는 내성전달, - lact am ase 등전점, 효소 활성

등의 시험과 중합효소연쇄반응, 염기서열 분석 등의 분자유전학적 시험

이 필요하다. 그러나 이러한 방법들은 기술적으로 어렵고, 시간이 오래

걸리며, 소요 비용이 많아서 미생물 검사실에서 통상적으로 시험하기에

는 적당하지 않다. 최근 carbapenem 내성 기전을 추정할 수 있는 간단

한 방법들 즉 Hodge 변법, m etallo- - lactamase억제제인 2- merca -

ptopropionic acid, EDT A (Ethylene Diamine T etra A cet ic acid) 등을

디스크에 첨가한 double disk synergy test (1)를 추가적으로 시험하는

것이 바람직하다고 하겠다.

현재 임상에서는 Metallo- - lactamase에 의한 carbapenem계열의 항균

제 내성인지 다른 원인에 의한 내성인지는 EDT A double disk

synergy test나 Hodge m odified t est를 시행하지 않고서는 알 수 없다.

Metallo- - lactam ase에 의한 균의 내성일 경우에는 선택할 항균제가

없지만 고비용의 항생제 병용투여로써 환자 치료에 도움이 될 수 있는

경우도 있다. 그러나 m etallo- - lactamase가 내성의 원인이 아닐 경우

에는 - lactamase억제 복합제인 Augm entin (Clavulanic acid + Am o-

x acillin )이나 Unasyn (Sulbact am + Ampicillin ), Zosyn (T azobactam +

Piperacillin )과 같은 복합항균제로 치료가 가능하므로 치료비용이 절감

될 수 있다.

결론적으로 내성균의 출현으로 어려움을 겪고 있는 우리 나라의 병원

환경에서 분리율과 내성율이 비교적 높은 A . baum annii 같은 균을 효

과적으로 제거하기 위해서는 일반 검사실에서 간단하게 내성여부를 조

사할 수 있는 검사법인 double disk synergy test와 m odified H odge
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t est을 도입하면 저비용-고효율성으로 환자치료에 도움을 줄 수 있다고

사료된다.
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V . 요약

본 연구는 다약제내성율이 비교적 높은 A cinetobacter baum annii의

임상에서 분리되는 빈도를 조사한 후 - lactam항균제의 내성율을 조사

하고 그 내성기전을 규명하고자 2001년 1월부터 2001년 12월까지 D 대

학병원에서 분리된 A cinetobacter baum annii 509균주를 대상균으로 하

였다. 사용한 모든 항균제에 대해 내성을 보인 균주에 대해 Metallo-

- lactamase의 유무를 확인하기 위하여 EDT A double disk synergy

test와 m odified H odge test를 병행하여 시행하였고 여기에 양성으로

판정된 균에 대해 분자생물학적 기법인 중합효소연쇄반응법(P CR )을 이

용하여 내성기전을 규명하였고 결과를 요약하면 아래와 같다.

1. 분리빈도는 A . baum annii가 509균주로서 총 분리된 균주중 P .

aerug inosa, S . aureus, E . coli, E . cloacae 다음으로 5위를 차지하

였다.

2. 분리된 A . baum annii의 검체별 분리율은 객담이 220건 (43.2% )으로

가장 높았고 다음으로 농이 166건 (32.6% ), 소변이 72건 (14.1% ),

혈액이 29건 (5.7% )이었다.

3. A . baum annii의 장소 별 분포는 중환자실이 167건 (32.8% ), 내과병

동 41건 (18.1% ), 외과병동 37건 (7.3% ), 비뇨기과병동 24건 (4.7% ),

신생아실 24건 (4.7% )의 순이었다.

4. 509균주의 A . baum annii중 imipenem에 내성인 균주는 46주

(9.04% )가분리되었는데 대부분 균주가 다약제내성을 보였다.

5. 사용한 항균제에 모두 내성을 보인 10균주의 A . baum annii를

EDT A double disk synergy test를 시험한 결과 3균주가 양성을 보

였고, m odified Hodge test 시험에서는 2균주가 양성을 보였다.

6. EDT A double disk synergy test와 modified Hodge test 양성 균
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주의중합효소연쇄반응 (P CR )시험에서 1균주가 VIM - 2양성으로 나

타났다.

결론적으로 A . baum annii 등과 같이 분리빈도와 내성율이 높은 원내

감염의 중요 원인균을 제거하기 위해 내성기전을 간단하게 조사할 수

있는 EDT A double disk synergy test나 m odified Hodge test을 도입

하면 환자치료에 효율적인 도움이 될 수 있을 것으로 사료된다.
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니다.

만학에 아빠의 사랑을 많이 받지 못했을 경빈이와 경준이에게 앞으로



좀 더 많은 시간을 함께 할 것을 이 지면을 통해서 약속을 하며 좌절

할 때 곁에서 큰 힘이 되어주고 인생의 동반자로서 조언을 주는 아내

에게 진심으로 감사를 드립니다. 끝으로 사회의 바른 일꾼으로 길러주

시고 고인이 되신 아버님과 지금도 자식들 잘 되기만을 기원하며 사시

는 어머님께 진심으로 감사를 드립니다.
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