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Klebsiella는 자연에 널리 분포하는 세균이다. 하수, 토
양, 식물의껍질및사람, 말, 돼지등포유류의피부에존
재하며, 지역사회획득 폐렴, 화농성 감염증 및 알코올중
독증 환자에서 폐렴의 주요 원인균으로 알려져 있다[1].

Klebsiella 감염증 대부분은 병원감염이고 소아당뇨나 만
성폐쇄성폐질환을 앓고 있는 면역저하 환자에서 기회감
염을유발하며, 이들대부분은 Klebsiella pneumoniae이다
[2]. 미국 질병관리통제센터(CDC)는 병원감염증의 3-7%

가 Klebsiella에 의한 것이라 하였으며, 이 결과는 영국과
독일에서도 유사하다[3,4]. 이 세균은 병원감염 중 요로
감염증의 6-17%, 폐렴의 7-14%, 패혈증의 4-15%, 창상감
염의 2-4%, 중환자실 환자 감염증의 4-17% 및 신생아 패
혈증의 3-20%를유발하는것으로보고되었다[5,6].

K. pneumoniae는 종 특이적 염색체성 SHV형, LEN형
혹은 OKP형 β-lactamase를 생성하므로 ampicillin,

amoxicillin, carbenicillin 및 ticarcillin에 자연내성이다[7].

따라서 K. pneumoniae에 의한 감염증의 치료에 이들 β-
lactamase에 안정한 oxyimino-cephalosporin이 널리 사용
되어왔다. 그러나 1980년대초독일에서분리된 Klebsiel-

la ozaenae에서 광범위 β-lactam 항균제를 가수분해하는
extended-spectrum β-lactamase (ESBL)가 처음 확인된 이
후 TEM 및 SHV형 ESBL이 전 세계적으로 확산되어 왔
다. 최근에는 CTX-M형, PER형, GES형, VEB형, TLA형
등 non-TEM, non-SHV class A ESBL과 OXA-2, OXA-10,

OXA-17 등 class D ESBL의 확산도 보고되었다[8]. 국내
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Klebsiella pneumoniae의 출현
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배배경：Ceftazidime 또는 cefotaxime 내성 Klebsiella pneumoniae를대상으로 Ambler class A형및 D형
extended-spectrum β-lactamase (ESBL)의생성현황을조사하고자하였다.

방배법：2005년 5-6월에 전국 11개 병원에서 분리된 ceftazidime 또는 cefotaxime 내성 K. pneumoniae

를 수집하였다. Ceftazidime 또는 cefotaxime에 대한 감수성을 디스크 확산법으로 시험하였으며, ESBL

생성은 double-disk synergy 시험으로 조사하였다. ESBL 생성균주의 ceftazidime 또는 cefotaxime 내성을
접합으로내성수여자인 azide 내성 E. coli J53으로전달하였다. PCR로 Ambler class A형및 D형 ESBL을
생성하는유전자를검출하였고, PCR 산물의염기서열을양방향으로분석하였다.

결배과：ESBL 유전자 PCR 산물의염기서열분석결과 blaSHV-12를지닌균주가 148주로가장흔하였으
며, 이 외에도 blaSHV-2a (2주), blaTEM-52 (1주), blaCTX-M-3 (15주), blaCTX-M-9 (6주), blaCTX-M-12 (2주), blaCTX-M-14 (9주),

blaCTX-M-15 (1주), blaGES-5 (3주), blaPER-1 (1주) 및 blaOXA-30 (2주)이확인되었다.

결배론：본연구를통하여 PER-1, CTX-M-12, OXA-30 등국내에서분리되는 K. pneumoniae가생성하
는 ESBL의종류가다양해지고있음을확인할수있었다. 
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에서 분리되는 K. pneumoniae는 SHV-12를 가장 흔히 생
성하며 CTX-M-3, CTX-M-14 등 CTX-M형 ESBL도 생성
하는 것으로 알려졌다. 최근에는 GES-5 등 새로운 ESBL

의 출현도 보고되었다[9]. OXA-30의 출현이 보고되었지
만[10], K. pneumoniae의 class D ESBL 생성현황에 대한
보고는매우드물다.

본 연구에서는 2005년에 전국 11개 병원에서 수집한
ceftazidime이나 cefotaxime에 중간 혹은 내성인 K.

pneumoniae를대상으로 class A형및 D형 ESBL 생성현황
을조사하고내성유전형을규명하고자하였다.

재료 및 방법

1. 균주의 수집 및 항균제 감수성 시험

전국 9개 도시의 11개 병원이 본 연구에 참여하였다.

2005년 5월에서 6월까지 분리된 K. pneumoniae 중
cefotaxime이나 ceftazidime에중간혹은내성인균주를병
원 당 약 20주씩 수집하였으며 동일 환자에서 반복 분리
된 균주는 수집대상에서 제외하였다. 분리된 균주의 균
종은 전통적인 생화학적 방법 및 Vitek GNI card

(bioMerieux Vitek Inc., Hazelwood, Mo., USA)로확인하였

다.

미국의 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 기
준에 따라서 cefotaxime과 ceftazidime (BBL, Cockeysville,

Mich., USA)에대한감수성을디스크확산법으로확인하였
으며, double-disk synergy (DDS)법으로 ESBL 생성균주를검
출하였다. Cefoxitin (중외, 서울, 대한민국), ceftazidime (한
미, 화성, 대한민국), ceftazidime-clavulanic acid, cefotaxime

(한독, 서울, 대한민국), cefotaxime-clavulanic acid, cefepime

(보령, 안산, 대한민국) 및 cefepime-clavulanic acid의최소억
제농도(minimum inhibitory concentration, MIC)를 한천희석
법으로측정하였다[11]. Clavulanic acid의농도는 4 μg/mL로
고정하였으며, Escherichia coli ATCC 25933을 표준균주로
사용하였다.

2. 내성전달 시험

접합에 의한 내성전달 시험은 azide 내성인 E. coli J53

을 이용하여 filter mating법으로 시행하였다[12]. 내성 전
달의 확인을 위해서 transconjugant의 ESBL 유전형을
PCR로확인하였다.  

Table 1. Oligonucleotides used for PCR amplification and sequencing of the class A and D genes
Ambler Classes PCR targets Primer names Primer sequences

TEM-type TF 5'-CTTGAAGACGAAAGGGCCTC-3'
TR 5'-TGACTCCCCGTCGTGTAGAT-3'

SHV-type SF 5'-CGCCGGGTTATTCTTATTTG-3'
SR 5'-CCACGTTTATGGCGTTACCT-3'

CTX-M1 cluster C1F 5'-CCGTCACGCTGTTGTTAGG-3'
C1R 5'-GACGATTTTAGCCGCCGAC-3'

CTX-M2 cluster C2F 5'-CGACGCTACCCCTGCTATT-3'
C2R 5'-CCTCGCTCCATTTATTGCAT-3'

A CTX-M8 cluster C8F 5'-GGCGCTGGAGAAAAGCAG-3'
C8R 5'-GGTTTTATCCCCGACAACC-3'

CTX-M9 cluster C9F 5'-TGCAACGGATGATGTTCG-3'
C9R 5'-CCTTCGGCGATGATTCTC-3'

PER-1 cluster P1F 5'-GTTAATTTGGGCTTAGGGCAG-3'
P1R 5'-CAGCGCAATCCCCACTGT-3'

GES/IBC-type IGF 5'-GTTAGACGGGCGTACAAAGATAAT-3'
IGR 5'-TGTCCGTGCTCAGGATGAGT-3'

VEB-type VF 5'-ACCAGATAGGAGTACAGACATATGA-3'
VR 5'-TTCATCACCGCGATAAAGCAC-3'

OXA-1 cluster O1F 5'-GCAAATATTATCTACAGCAGCGC-3'
O1R 5'-TGCACCAGTTTTCCCATACA-3'

D OXA-2 cluster O2F 5'-CGATAGTTGTGGCAGACGAA-3'
O2R 5'-CTTGACCAAGCGCTGATGT-3'

OXA-7 cluster O7F 5'-CAAAGAGTTCTCTGCCGAAGC-3'
O7R 5'-CCACCAATGATGCCCTCAC-3'

′
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3. 분자생물학적 방법에 의한 내성유전형 확인

ESBL 유전자를검출하기위한 primer를고안하여 PCR

을시행하였다(Table 1). 시험세균의 plasmid DNA 추출액
5 μL, primer 각 1 μL, dNTP 2.5 mM (8 μL), Taq DNA

polymerase 2.5 U (0.5 μL), 10X buffer 10 μL 및 증류수
75.5 μL를 혼합하여 PCR 반응액을 만들었다. Gene Amp

PCR System 9600 (Perkin-Elmer Cetus Co., Norwalk, Ct.,

USA)으로 94℃에서 30초간 denaturation, 60℃에서 30분
간 annealing, 72℃에서 30분간 extension을 30회시행하였
다. 증폭산물 3 μL를 1.0% agarose gel (Promega, Madison,

Wi., USA)에 20분간전기영동하여증폭산물의 band를확
인하였다 . PCR 증폭산물을 추출하여서 Sequenase

Version 2.0 DNA sequencing kit (U.S. Biochemicals,

Cleveland, Oh., USA)를이용하여서양방향으로염기서열
을분석하였다.

결 과

1. 수집균주의 특성

전국 11개 대학병원에서 수집된 K. pneumoniae 189주
중 182주 (96.3%)는 ceftazidime에 ,  130주 (68.8%)는
cefotaxime에 중간 혹은 내성이었으며, 두 항균제 모두에
내성인 균주는 122주(64.6%)였다. 대상 균주 중 160주
(84.7%)가 DDS 양성이었다 . 이중 69주(43.1%)에서
ceftazidime 혹은 cefotaxime 내성이 azide 내성 E. coli J53

으로전달되었다(Table 2).

2. ESBL 유전형

ESBL 유전자 PCR 산물의 염기서열 분석결과 blaSHV-12

를 지닌 균주가 148주로 가장 흔하였으며, 이 외에도
blaSHV-2a (2주), blaTEM-52 (1주), blaCTX-M-3 (15주), blaCTX-M-9 (6주),

blaCTX-M-12 (2주), blaCTX-M-14 (9주), blaCTX-M-15 (1주), blaGES-5 (3

주), blaPER-1 (1주) 및 blaOXA-30 (2주)이 확인되었다. 20주는
SHV형과 CTX-M형 ESBL 유전자를 동시에 지니고 있었
고, blaGES-5 유전자를 지닌 3주 중 2주는 blaSHV-12를 동시에
지니고 있었으며, blaOXA-30을 지닌 2주는 각각 blaCTX-M-3와
blaSHV-12를 함께 지니고 있었다(Table 2). CTX-M-2 및
CTX-M-8 cluster, VEB형, TLA형및 OXA-7 cluster PCR에
양성을 보인 균주는 없었다. DDS 양성인 균주 160주 중
11주에서 ESBL 유전자가 검출되지 않았으며, DDS 음성
인 31주중 14주에서 ESBL 유전자가검출되었다.

3. ESBL 생성균주의 특성

SHV-12 생성균주에대한 ceftazidime의MIC50은 256 μg/mL

로 cefotaxime의 16 μg/mL보다높았고, CTX-M형 ESBL을
생성하는균주에대한 cefotaxime의 MIC50은 128 μg/mL로
ceftazidime의 64 μg/mL보다약간높았다(Table 3).

서울의한대학병원에서분리된 CTX-M-12 생성균주 2

주 중 1주는 SHV-12를 동시에 생성하였으며, 이 균주에
대한 ceftazidime과 cefotaxime의 MIC는 CTX-M-12만을
생성하는 균주보다 상대적으로 높았다. 이들 균주의
blaCTX-M-12 유전자는 모두 접합에 의해 azide 내성 E. coli

J53으로 전달되었다. 성남에 위치한 대학병원의 호흡기
검체에서 분리된 PER-1 생성균주는 뇌경색을 앓고 있는
81세남성환자에서검출된것으로 cefoxitin (MIC, 4 μg/mL)을
제외한 시험 항균제 모두에 고도내성을 보였다. 이 균주
에 대한 imipenem의 MIC는 2 μg/mL로 감수성이 저하된
양상을보였다. blaPER-1 유전자는접합에의해서 azide 내성
E. coli J53으로 전달되지 않았다. 구미의 대학병원에서
GES-5 생성 K. pneumoniae가 3주 검출되었는데 이들 가
운데 2주는 SHV-12를 동시에 생성하였다. GES-5를 생성
하는 균주에 대한 ceftazidime의 MIC (128->256 μg/mL)는
cefotaxime의 MIC (4-30 μg/mL)보다 상대적으로 높았다.

OXA-30을 생성하는 2주 중 성남에 위치한 대학병원의
호흡기 검체에서 분리된 균주는 CTX-M-3, 원주에 위치
한 대학병원의 요 검체에서 분리된 균주는 SHV-12를 동
시에생성하였다. 이들균주에대한 cefepime의MIC는각
각 32 μg/mL와 8 μg/mL이었다.

고 찰

본연구의결과는국내분리 K. pneumoniae가가장흔히
생성하는 ESBL은 강력한 ceftazidimase인 SHV-12이며,

CTX-M-14와 CTX-M-3도 흔함을 보여주며, 이는 2004년
에 시행된 조사와 유사한 것이다[13]. SHV-12 생성균주
의다수는 CTX-M형, GES-5, OXA-30 등타 ESBL을동시
에 생성하여 cefotaxime에도 강한 내성을 획득하고 있었
다. 두 종류 이상의 ESBL을 동시에 생성하는 균주의 확
산은 임상에서의 감염증 치료에 어려움을 더할 것으로
우려된다.

서울의 한 대학병원에서 2주의 CTX-M-12 생성 K.

pneumoniae가검출되었다. 이유전자는 CTX-M-3의 12번
threonine이 alanine, 89번 aspartic acid가 serine, 278번
valine이 isoleucine으로 치환된 것이다. 이 유전자는 2000

년 케냐에서 최초로 보고되었으며[14], 국내에서는 2004

년에 E. coli 3주와 K. pneumoniae에서 1주가 분리된 이후
본 연구에서도 분리되어서, 이 효소가 국내에 정착하고
있음을확인할수있었다[15,16]. 

성남의 한 대학병원의 호흡기검체에서 분리된 K.

pneumoniae에서 PER-1 생성 균주가 검출되었다. PER-1

은 터키에서 분리된 Acinetobacter baumannii와 Pseudo-

monas aeruginosa가높은빈도로생성하는것으로보고되
었으며[17], 국내에서 분리된 A. baumannii도 이 효소를
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흔히 생성하는 것으로 알려졌다[18]. 그러나 장내세균이
이효소를생성하는예가보고된바는아직없으며, 본연
구에서 세계 최초로 PER-1 생성 K. pneumoniae를 분리한
것으로 생각된다. 이 균주의 DDS 시험에서 cefepime과
clavulanic acid 디스크 사이에서만 억제대가 관찰되었다.

이 균주에 대한 ceftazidime, cefotaxime 및 cefepime의
MIC는 모두 >256 μg/mL로 고도내성이었고, clavulanic

acid를첨가해도MIC가감소되지않는양상을보였다. 또
한 imipenem의 MIC가 2 μg/mL로 감수성이 저하된 양상
을 보였기에 PER-1 생성 이외에도 부가적인 내성기전이
있을 것으로 추측되었다. 이 균주의 내성기전의 규명을
위한연구가현재진행중이다. 

GES-5 생성 K. pneumoniae 3주가구미의대학병원에서
검출되었다. GES-5 생성균주는 2003년 분당의 대학병원
에서 국내 최초로 분리되었으며[19], 본 연구의 결과는
GES-5가 국내에 확산되고 있음을 보여준다. 이들 균주
중 2주는 GES-5와 SHV-12 이외에도 DHA-1을동시에생
성하여(data not shown) 3세대 cephalosporin, aztreonam 뿐
아니라 cefoxitin에도 내성을 획득하였고, imipenem에 대
한감수성도저하(MIC, 4 μg/mL)된것으로생각된다.

성남과 원주의 대학병원의 호흡기 및 요 검체에서 분
리된 OXA-30은각각 CTX-M-3과 SHV-12를동시에생성
하였다. OXA-30형 ESBL은 1999년 중국 상하이와 홍콩
의 ampicillin 내성 Shigella flexneri에서 처음 분리되었으
며 OXA-1의 131번 Arginine이 Glycine으로 치환된 것이
다[20]. 국내에서는 OXA-30과 CTX-M-15를 동시에 생성
하는 E. coli가보고된바있지만[10], 이효소를생성하는
K. pneumoniae는 본 연구를 통해 처음 확인된 것으로 생
각된다. 프랑스의 임상검체에서 분리된 OXA-30 생성 E.

coli는 cefotaxime이나 ceftazidime보다 cefepime, cefpirome

등제 4세대 cepahalosporin에대한가수분해활성이높았
다[21]. 본 연구에서 분리된 2주에 대한 cefepime의 MIC

는 8-32 μg/mL이었다. 이들 2주에 대한 ceftazidime과
cefotaxime의 MIC도높은양상을보였는데, 이는이들균
주가 CTX-M-3 혹은 SHV-12를 동시에 생성하기 때문인
것으로생각된다. 

이상의 결과에서 국내에서 분리되는 K. pneumoniae가
흔히생성하는 ESBL은 SHV-12, CTX-M-14, CTX-M-3 등
으로 2004년과 유사하지만, CTX-M-12, PER-1, GES-5,

OXA-30 등 새로운 유형의 ESBL이 출현 혹은 확산하고
있음을 확인할 수 있었다. ESBL 생성 양상의 변화를 감
시하기위한지속적인연구가필요한것으로생각된다.
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Emergence of CTX-M-12, PER-1 and OXA-30 -Lactamase-Producing
Klebsiella pneumoniae
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BBaacckkggrroouunndd:: The aim of this study was to determine a nation-wide prevalence of Ambler class A
and D extended-spectrum -lactamases (ESBL) in Klebsiella pneumoniae isolates in Korea. 
MMeetthhooddss:: During the period of April to May 2005, 189 isolates of K. pneumoniae were collected

from 11 Korean hospitals. Antimicrobial susceptibilities to ceftazidime and cefotaxime were tested
by the disk diffusion method, and ESBL production was determined by double-disk synergy test.
Determinants of ceftazidime or cefotaxime-resistance were transferred to Escherichia coli J53
(azide-resistant) by transconjugation. Genotypes of class A and D ESBL  genes were determined by
PCR amplification and sequencing.
RReessuullttss:: One hundred-sixty isolates of K. pneumoniae showed positive results in double-disk

synergy test. The most prevalent ESBL was SHV-12 (n=148). Also detected were genes encoding
ESBLs including TEM-52 (n=1), SHV-2a (n=2), CTX-M-3 (n=15), CTX-M-9 (n=6), CTX-M-12 (n=2),
CTX-M-14 (n=9), CTX-M-15 (n=1), PER-1 (n=1), GES-5 (n=3), and OXA-30 (n=2) -lactamases.
CCoonncclluussiioonn:: With the emergence of CTX-M-12, PER-1, and OXA-30 -lactamases, the ESBLs in
K. pneumoniae isolates are becoming more diverse in Korea.
((KKoorreeaann  JJ  CClliinn  MMiiccrroobbiiooll  22000066;;99((22))::110022--110099))

KKeeyywwoorrddss:: Klebsiella pneumoniae, CTX-M-12, PER-1, OXA-30, Extended-Spectrum 
lactamase
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