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Abstract
Prevalence and distribution of extended-spectrum β

-lactamase (ESBL) and AmpC β-lactamases genes in
clinical isolates of Escherichia coli and Klebsiella
pneumoniae collected from an university hospital in
GwangJu forthree years

LiXueMin
Advisor:Prof.SookJinJangPh.D
DeptofBioNew DrugDevelopment
GraduateSchoolofChosunUniversity

Background:Extended-spectrum β-lactamases(ESBLs)arecephalosp
orinasesthatconferresistancetoawidevarietyofoxyiminocephalosp
orins.AlthoughESBLshavebeenreportedwithincreasingfrequency
inKorea,theirprevalenceandgenotypicdistributioninGwangjuarea
remainunknown.Thisstudywasdesignedtoevaluatetheoccurrence
andgenotypicdistributionsofESBL-andAmpC β-lactamases-produ
cingstrainsinEscherichiacoliandKlebsiellapneumoniaeisolatedfr
om anuniversityhospitalinGwangjuforthreeyears.
Methods:wetestedtheclinicalisolatesof350E.coliand240
K.pneumoniaeatanuniversityhospitalinGwang-Juduringtheperi
odfrom Sep2005toAug2008.AntimicrobialsusceptibilitytestandE
SBLproductiontestwasperformedbyVitek-IIsystem.Searchesfor
ESBLgenesandAmpC β-lactamasesgeneswereperformedbyPCR
amplificationusingplasmidDNA.Thetransferabilityofresistancewa
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sexaminedbyconjugation.
Results:TheresultofVitek-IIsystem showed46(13.1%)of350E.c
oliand54(22.5%)of240K.pneumoniaeisolateswereESBL-produce
rs.TheplasmidDNA ofESBL-positivestrainsshowedpositivereacti
onforESBLgenePCRassayinall(100%)of54strainsofK.pneu
moniaeand18(39%)of46strainsofE.coli.MajorESBLtypesint
heplasmidDNA of54K.pneumoniaestrainswereTEM (98.1%)and
SHV (96.3%).Thoseof18ESBL-positiveE.colistrainswereTEM
(77.8%),CTX (27.8%),andSHV (11.1%).YearlyprevalenceofCTX
geneinK.pneumoniaeandthoseofSHV,TEM,andCTX genein
E.coliwerechangedconsiderablyduringthestudyperiod.Twenty-n
ine(53.7%)of54samplesofK.pneumoniaeplasmidDNA wereDHA
-1PCRpositiveandone(2.2%)of46samplesofE.coliplasmidDN
A wereCMY-2PCR positiveinAmpC β-lactamasesPCR analysis.
MostK.pneumoniaestrainssimultaneouslycontainedmultipleESBL
gene,75.9% hadTEM andSHV and18.5% hadTEM,SHV andCT
X.Incontrast,only22.2% ofE.colisimultaneouslycontainedmultiple
ESBLgenes.Ten(55.6%)of18strainsofE.colicontainedTEM onl
y.TheceftazidimeorcefotaximeresistanceoftheESBL-producersw
astransferredtoazide-resistantE.coliJ53byconjugationin41(89.
1%)of46E.coliand38(70.4%)of54K.pneumoniaeisolates.
Conclusion:BecausetheyearlyprevalenceofESBL-producingE.coli
andK.pneumoniaestrainsandtypesofprevalentESBLgeneswere
changed,itseemednecessarytofollow uptheprevalenceofESBLge
nestocoperapidlytotheincreaseofmulti-resistantESBLproducers.
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ⅠⅠⅠ...서서서 론론론

Extended-spectrum β-lactamases생성균주는 penicillin,협범위 및 광범위 c
ephalosporin과 monobactam 등 carbapenem을 제외한 β-lactam계 항생제 대
부분에 내성이고 aminoglycoside,trimethoprim-sulfamethoxasole등 다른 계열
의 항생제에도 다제 내성인 경우가 많다.ESBL생성균주로 감염되면 마땅한
치료약제를 선택하기 어렵고 환자의 입원기간이 길어지기 때문에 ESBL생성
주는 병원의 환자 진료뿐만 아니라 국민 건강 보건의 측면에서도 중요한 균이
다.이들의 빈도와 유전형에 대해 그 변화추이를 파악하는 것은 환자 진료와
보건 정책을 수립하는데 중요한 기초적인 자료를 제공해줄 수 있다.[1]
AmpC β-lactamases는 oxyimino-and7-α-methoxy-cephalosporins.에 대

한 내성을 부여하며 cefepime과 cefpirome에 대해 ESBL보다 활성이 낮고 β-l
actamase저해제에 의해 저해되지 않는다.이들은 Enterobacter,Citrobacter,S
erratiaandPseudomonas와 같은 세균의 염색체에 자연적으로 존재하였는데
최근 이 AmpC 효소가 plasmid에 들어가 자연적으로 chromosomalAmpC가
결여되어 있는 Klebsiella나,Salmonella,Proteusmirabilis세균들에서 검출되
는 경우가 증가되고 있다.최근 국내의 ESBL생성주에서도 AmpC β-lactamas
es가 함께 나오는 경우가 보고되고 있다.
국내의 ESBL생성주에 대해서는 여러 연구가 진행되어 왔으며 ESBL을 생
성하는 E.coli와 K.pneumoniae균의 빈도와 유전형에 대해 한국의 전반적인
현황을 파악한 연구들은 보고되어 왔으나,한 병원에서 다년간 검체를 대상으
로 그 변화추이를 추적한 논문은 거의 없다.본 연구에서는 광주광역시의 한
대학 병원에서 3년간 분리된 E.coli와 K.pneumoniae균주에 대하여 ESBL및
AmpC β-lactamases유전자의 생성률과 유전형의 분포를 조사하고 그 변화추
이를 살펴보려고 한다.
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ⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.균주의 수집

2005년 9월부터 2008년 8월까지 조선대학교병원 진단검사의학과 미생물 검사
실에서 분리된 E.coli와 K.pneumoniae각각 350주와 240주를 무작위적으로
수집하였으며,동일 환자에서 반복 분리된 균주는 수집 대상에서 제외하였다.

2.균주의 동정

균주의 동정은 VitekⅡ ID-GPIKit(BioMerieux,Durham,NC,USA)를 이
용하여 제조사의 지침에 따라 시행하였다.즉,혈액한천배지에 2회 계대배양 후
균 집락을 0.45% 식염수에 부유한 후 Vitekdensicheck에서 0.5McFarland에
맞추고 Vitekfillingstands및 sealerplug를 이용하여 ID-GPI카드에 분주하
였다.카드를 Reader/Incubator에 넣어서 반응시켰다.

3.항생제 감수성 검사

항생제 감수성 검사는 VitekⅡ system을 이용하여 제조사의 지침에 따라 시
행하였다.즉,혈액한천배지에 2회 계대배양 후 균집락을 0.45% 식염수에 부유
한 후 VitekAST-N017혹은 N022kit(BioMerieux,Durham,NC,USA)를 이
용하여 시행하였다.반응이 끝나면 VitekⅡ의 AdvancedExpertSystem soft
wareversion(VT2-R03.01)에 의해 판독된 결과를 얻었다.항생제 감수성 검
사결과와 ESBL양성률은 VitekⅡ 결과에서 나온 자료로 분석하였다.
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4.접합에 의한 내성 전달

Azide에 내성인 E.coliJ53을 내성 수여자로 사용하였으며,Jacoby및 Han
의 방법[2]을 참조하여 시험하였다.내성 공여자와 수여자를 각각 brainhearti
nfusion(Difco,Cockeysville,MI,USA)액체 배지에 접종하여서 3시간 진탕
배양하였다.공여자 배양액 0.2mL와 수여자 배양액 2.2mL를 시험관에 넣어
서 37℃로 1시간 배양 후,cefotaxime8µg/mL와 azide100µg/mL가 함유된
MacConkey한천과 ceftazidime8µg/mL와 azide100µg/mL가 함유된 MacCo
nkey한천에 접종하였다.37℃에서 18시간 배양 후 transconjugant를 선별하였
다.

5.분자생물학적 방법에 의한 내성 유전형 확인

ESBL및 AmpC β-lactamases유전자를 찾기 위해서 여러 가지 PCR을 진
행하였다(Table1).PlasmidExtractionKit(BioNeer,대전,한국)를 사용하여
세균의 plasmidDNA를 추출하였다.plasmidDNA 에 오염되어 있는 Chromos
omeDNA를 제거하기 위하여 Plasmid-SafeATP-DependentDNasekit(Biot
echnologies,USA)를 사용하였다.10X Taqbuffer(2.5uL),10mM dNTPmi
x(0.5uL),primer각 10pmol,0.7U TaqDNA polymerase(SolGentCo,Kor
ea)및 증류수를 혼합하여 20uL의 PCR반응액을 만들었다.각 유전자의 PCR
은 GeneAmpPCRSystem 9600(Perkin-ElmerCentusCo,Norwalk,CT,U
SA)으로 Table2와 같은 조건으로 시행하였다.AmpCMultiplexPCR도 논문
에 보고된 조건을 따라 시행하였다(Table3)[18].각각의 PCR산물을 ethidium
bromide로 염색된 1% agarosegel의 홈에 넣고 30분간 전기영동하여 띠를 확
인하였다.PCR 산물의 내성 유전자형을 염기서열분석으로 확인하기 위해 Big
DyeTerminatorCycleSequencingKit와 ABIPRISM 3730DNA analyzer
(PEAppliedBiosystems,Foster,CA,USA)를 이용하는 Solgent회사 (Solgent
Co,Daejeon,Korea)에 직접 염기서열분석을 의뢰하였다.
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6.Double-disksynergytest에 의한 ESBL확인검사

Double-disksynergytest법으로 classA ESBL생성하는 균주를 선별하였
다[3].세균 부유 액을 면봉으로 Mueller-Hinton한천 (Difco,Cockeysville,M
D,USA)에 고르게 접종한 후,배지의 중앙에는 ceftazidime30µg디스크,주
위에는 amoxicillin-clavulanicacid(20/10µg),imipenem (30µg)및 cefoxitin
(30µg,BBL)디스크를 놓았다.중앙과 주변 디스크의 가장자리 간격은 15m
m가 되게 하였다.GES/IBC,PER,VEB등 일부 non-TEM,non-SHV ESBL
은 clavulanicacid뿐 아니라 cefoxitin혹은 imipenem에 의해서 활성이 억제되
기 때문에 이들 디스크 모두를 사용하였다.세균이 접종된 배지는 37℃ 항온기
에 18시간 배양 후 결과를 판독하였는데,두 디스크 사이에 상승효과에 의한
억제대의 확장현상이 관찰되면 ESBL생성 양성으로 판정하였다.

7.BoronicAciddisktest에 의한 AmpC확인시험

BoronicAciddisktest법으로 AmpC생성하는 균주를 선별하였다.[17]Amp
C를 생성하는 균주는 cefoxitin감수성 시험에서 내성 또는 중간을 나타내는 특
성이 있기 때문에 cefoxitin(30µg,BBL)디스크만 사용하였다.세균 부유액을
면봉으로 Mueller-Hinton한천에 고르게 접종한 후,배지의 중앙에는 cefoxitin
30µg디스크,주위에는 3-aminophenylboronicaicd(Sigma,St.Louis,MO,U
SA)20mL를 첨가한 cefoxitin(30µg,BBL)디스크를 놓았다.두 디스크의 가
장자리 간격은 15mm가 되게 하였다.세균이 접종된 배지는 37℃ 항온기에 18
시간 배양 후 결과를 판독하였는데,3-aminophenylboronicaicd를 첨가한 디스
크의 억제대가 첨가하지 않은 디스크의 억제대보다 5mm이상 더 생성되면 Am
pC생성 양성으로 판정하였다.
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ⅢⅢⅢ...결결결 과과과

1.ESBL양성률

각 균종별로 ESBL양성률을 살펴보면 E.coli는 350주 중 46주 (13.1%)가,
K.pneumoniae240주 중 54주 (22.5%)가 양성이었다.중환자실,병동,외래에
서 ESBL생성 균주의 분리 율은 각각 61%,29%,10%로 중환자실에서 분리
율이 훨씬 높음을 볼 수 있었다.

2.항생제 감수성 결과

전체 조사 대상 균의 항생제 감수성 결과를 보면 ampicillin,cefoxitin,ceftazi
dime,cefotaxime및 cefepime에 대한 E.coli350주의 내성률은 각각 97.8%,2
3.8%,9.6%,11.27% 및 7.3%이었고,K.pneumoniae240주의 내성률은 각각 10
0%,31.3%,18.9%,13.6% 및 12.5%이었다.분리된 균주는 모두 imipenem에 감
수성이었다.

3.접합에 의한 내성전달

ESBL양성인 E.coli46주 중 41주 (89.1%)와 K.pneumoniae54주 중 38주
(70.4%)에서 cefotaxime이나 ceftazidime에 대한 내성이 E.coliJ53으로 전달되
었다.나머지 균주에서는 3회 이상 반복된 시험에서도 내성이 전달되지 않았다.

4.Boronicaciddisktest에 의한 AmpC확인시험
Boronicaciddisktest법으로 E.coli46주 중 14주 (30.4%)와 K.pneumoni
ae54주 중 20주 (37.0%)가 AmpC생성 균주로 확인되었다.
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5.분자생물학적 방법에 의한 내성 유전형 확인

Vitek-IIsystem으로 검출된 ESBL양성 균에서 plasmidDNA를 추출하여 E
SBLgenePCR을 한 결과 K.pneumoniae는 54주 모두 양성 결과를 보였고
E.coli는 46주중 18주 (39%)가 양성 결과를 보였다(Table4).
K.pneumoniae54주의 주된 ESBL유전형은 TEM (98.1%)과 SHV (96.3%)
이고 CTX (18.5%)이 그 다음 순이었다.대부분의 K.pneumoniae균주들은 복
수의 ESBL유전자를 함께 보유하고 있어서 54주중 41주 (75.9%)가 TEM과 S
HV를 함께 가졌고,10주 (18.5%)가 TEM과 SHV,CTX를 함께 가지고 있었다.
ESBLgenePCR에 양성인 E.coli18주의 주된 ESBL유전형은 TEM (77.
8%),CTX (27.8%),SHV (11.1%)이었다.K.pneumoniae와 대조적으로 E.co
li는 18주중 4주 (22.2%)만 복수의 ESBL유전자를 함께 보유하고 있었다.이중
CTX와 TEM이 함께 나온 형이 3주이고 CTX와 SHV이 함께 나온 형이 1주였
다(Table5).PER 유전자는 2006년에 K.pneumoniae1주에서만 검출되었다.
VEB유전자 PCR에 양성인 균주는 하나도 없었다.
보유한 ESBL유전형의 연도별 변화 추이를 살펴보면 K.pneumoniae의 경
우 4년간 SHV와 TEM은 높은 양성률이 지속되었고 CTX는 2006년도에 양성
률이 가장 높았고 2007년,2008년에는 양성률이 점차 떨어지는 것을 볼 수 있
다. E.coli의 경우 4년간 CTX과 TEM의 양성률이 2005년에 가장 높고 2006
년부터 2008년까지 큰 변화가 없이 비슷한 수치를 나타내고 있다(Table4).
ESBL 생성균주들이 plasmid성 AmpC β-lactamases를 함께 보유하고 있는
지 조사하기 위해 AmpC β-lactamasesPCR검사를 시행한 결과 K.pneumoni
ae54주중 29주 (53.7%)에서 DHA-1PCR양성이었고,E.coli는 1주 (2.2%)에
서 CMY-2PCR양성이었다 .ESBL과 AmpC β-lactamases를 함께 보유한 K.
pneumoniae균주들 중 ESBL유전형별로 AmpC β-lactamases유전자의 분포
를 함께 살펴보면 TEM과 SHV이 함께 나온 41주중 26주 (63.4%)와,TEM과
SHV,CTX형이 함께 나온 10주중 2(20%)주,그리고 SHV가 단독으로 나온
1주에서 DHA-1형이 함께 나왔다 (Table5).ESBL생성 E.coli균주들 중 A
mpC β-lactamases유전자 PCR에 함께 양성인 경우는 드물어서 TEM이 단독
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으로 나온 1주에서만 CMY-2가 함께 나왔다.
ESBL-양성 K.pneumoniae균주들의 항생제 감수성 검사결과를 PABL양

성균과 음성균의 두 군으로 나누어 비교해 보면 PABL양성군과 음성군의 cefo
xitin에 대한 내성률이 각각 95%와 35.3%로 큰 차이를 보이는 반면 cefotaxim
e,ceftazidime,cefepime,imipenem에 대한 내성률은 두 군 간에 큰 차이가 없
었다(Table6).
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ⅣⅣⅣ...고고고 안안안

β-lactam 항생제는 세균 감염증 치료에 가장 널리 사용되고 있는 항생제로,
전 세계에서 사용되는 항균제의 50% 정도를 차지한다.그람음성 세균에 임상
적 효용성이 있는 ampicillin이 도입된 이후,β-lactam 항균제는 그람음성 세균
에 의한 감염증 치료에 광범위하게 사용되어 왔다.그러나 항균제 사용량이 늘
어날수록 내성 세균도 증가하는 부작용이 나타나,내성 세균의 치료를 위하여
보다 강력한 항균제를 개발해야 하는 악순환이 되풀이되어 왔다.β-lactamase
가 penicillin제와 협범위 cephalosporin제의 효과를 억제하게 됨에 따라 1980년
대 초에 새로운 제2세대 cep-halosporin제가 개발되어 β-lactam 항생제에 내성
인 균주에 대하여 임상적으로 사용되었다.1983년 독일에서 cefotaxime에 내성
인 균주가 처음 보고되었고,이후 ESBL생성 균은 세계적으로 다양한 유전형
이 보고되어왔다.[1]
국내 여러 병원에서 조사된 임상 분리 주중 ESBL생성균의 빈도와 유형을

살펴 보면 박 등[4]은 E.coli의 9%,K.pneumoniae의 30%가,이 등[5]은 E.
coli의 10.4%,K.pneumoniae의 25.0%가 ESBL생성균이라고 보고하였다.본
연구에서 검사한 E.coli의 13.1%,K.pneumoniae의 22.5%가 ESBL생성 균이
어서 전국적인 보고와 비슷한 결과를 보였다.
ESBL생성 균이 분리된 장소 중 특히 중환자실과 일반 병동에 초점을 두어

그 분리빈도를 비교 분석한 연구를 보면 Pena등[7]은 중환자실에서 분리된
균주의 40%,일반 병동의 16%가 ESBL생성 균이라고 보고하였고,Kolar등
[8]도 각각 38.9%,13.1%로 보고하였다.본 연구결과를 보면 중환자실의 61%,
일반병동의 29%가
ESBL생성 균이다.중환자실의 분리 빈도가 일반 병동보다 두 배 이상 높다
는 결과는 중환자실에서 3세대 cephaloporin,특히 cefotaxime과 ceftazidime을
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빈번하게 사용하기 때문이라고 추측할 수 있다.
국내의 연구결과를 살펴보면 cefotaxime,ceftazidime에 대한 내성이 E.coli
는 각각 7.3%,11.1%이고 K.pneumoniae는 각각 19.0%,14.6%이라고 하였다
[6].본 연구에서는 cefotaxime,ceftazidime에 대한 내성이 E.coli는 각각 11.
2%,9.6%이고 K.pneumoniae는 각각 13.6%,18.9%로 국내 보고와 비슷하였
다.
ESBL-양성 K.pneumoniae균주들 중 PABL을 동시에 보유한 균들과 그러
지 않은 균들의 항생제 감수성 검사 결과를 비교해 보았을 때 PABL동시 보
유 균이 비보유 균에 비해 cefoxitin에 대한 내성률이 훨씬 높고 다른 항생제에
대한 내성률은 두 군 간에 큰 차이가 없었던 점은 염 등의 보고와 비슷하였다
[20].
ESBL유전형에 관한 국내의 보고들을 보면,1996년 서울지역에서 E.coli에
서는 TEM-52가,K.pneumoniae에서는 SHV-12가 가장 흔하다고 하였고[9],1
996년 서울지역에서 K.pneumoniae에서는 SHV-2a,SHV-12가 흔하다고 하였
다[10].1999년 서울지역에서 E.coli에서는 TEM-52,SHV-12,SHV-2a순으
로 많았고,K.p-neumoniae에서는 TEM-52,SHV-2a,SHV-12순으로 많았다
고 보고하였다[11].그러나 2003년 대구에서 E.coli와 K.pneumoniae를 대상으
로 한 연구에서 CTX-M과 SHV-12가 가장 흔하다고 보고하였고[12],2003년
서울에서[6],2003년 대구에서[13]E.coli에서는 CTX-M이,K.pneumoniae에서
는 SHV-12과 CTX-M이 가장 흔하다고 보고하였다.이를 종합해 보면 2000년
이전에는 TEM과 SHV가 주된 유형으로 분리된 반면 2003년부터는 CTX-M이
가장 흔했다는 보고가 많았으나 본 연구에서 E.coli에서는 TEM 다음으로 CT
X가 많았고,K.pneumoniae에서는 TEM과 SHV 다음으로 CTX가 많아 광주
지역의 ESBL유전형 분포는 최근의 전국적인 분포와 유행하는 유전자의 빈도
순에서 약간 차이점을 보였다.이와 같이 균의 분리 시기나 지역적으로 유전형
의 분포가 서로 다르기 때문에 지역별로 유전형의 변화추이를 주기적으로 감시
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할 필요가 있다고 보인다.
본 연구에서 2007년 K.pneumoniae검체에서 PER-1양성을 나타내는 검체를
하나 발견하였다.이 검체는 TEM,SHV 및 CTX를 동시에 양성으로 나타내
고 있다.국내 다른 보고를 살펴보면 2004년 부산지역의 연구에서는 Acinetoba
t-erbaumannii검체에서 PER-1양성을 발견하였고[14],K.pneumoniae검체에
서 PER-1양성을 발견한 보고는 아직 없었다.
AmpC를 동시에 생성하는 ESBL의 유전형을 살펴보면 K.pneumoniae의 경
우 TEM과 SHV가 함께 나온 41주중 26주에서 DHA-1과 함께 나온 것이 가장
흔하고 TEM,SHV과 CTX가 함께 나온 10주중 2주에서 DHA-1과 함께 나왔
고 SHV가 단독으로 나온 1주에서 DHA-1과 함께 나왔다.E.coli의 경우 TE
M이 단독으로 나온 1주에서 CMY-2이 함께 나왔다.2003년 국내의 보고를
살펴보면 K.pneumoniae의 경우 DHA이 가장 흔하고 E.coli의 경우 CMY이
가장 흔하다[19]는 다른 지역과 유사한 소견으로 보였다.
결론적으로 4년간 ESBL양성 균의 빈도와 그 유전형을 비교해 보면 연도별

로 차이를 보이기 때문에 그 발생 추이를 추적하다가 갑자기 증가할 때는 돌발
감염 등 여러 가능성을 타진해보고 상응하는 원인에 맞는 대응책을 조기에 수
립하여 다제내성 균의 확산을 조기 진화할 수 있도록 지속적으로 ESBL양성
균의 빈도와 유전형의 변화 추이를 감시할 필요가 있음을 알 수 있었다.
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Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. Primers Primers Primers Primers used used used used for for for for the the the the detection detection detection detection and and and and sequencing sequencing sequencing sequencing of of of of ESBL ESBL ESBL ESBL 

genesgenesgenesgenes

Primer Primer Primer Primer 
namenamenamename

Target Target Target Target genegenegenegene Primer Primer Primer Primer sequence sequence sequence sequence (5`-3`)(5`-3`)(5`-3`)(5`-3`) Product Product Product Product 
sizesizesizesize

ReferenceReferenceReferenceReference

TEM-FTEM-FTEM-FTEM-F blaTEMblaTEMblaTEMblaTEM AGAGTATGAGTATTCAACATTAGAGTATGAGTATTCAACATTAGAGTATGAGTATTCAACATTAGAGTATGAGTATTCAACATT                 
837bp837bp837bp837bp

                14141414

TEM-RTEM-RTEM-RTEM-R ATCTCAGCGATCTGTCTATATCTCAGCGATCTGTCTATATCTCAGCGATCTGTCTATATCTCAGCGATCTGTCTAT

SHV-FSHV-FSHV-FSHV-F blaSHVblaSHVblaSHVblaSHV GGGTTATTCTTATTTGTCGCTGGGTTATTCTTATTTGTCGCTGGGTTATTCTTATTTGTCGCTGGGTTATTCTTATTTGTCGCT                 
929bp929bp929bp929bp

                14141414

SHV-RSHV-RSHV-RSHV-R TAGCGTTGCCAGTGCTCGTAGCGTTGCCAGTGCTCGTAGCGTTGCCAGTGCTCGTAGCGTTGCCAGTGCTCG

CTX-FCTX-FCTX-FCTX-F blaCTXblaCTXblaCTXblaCTX
GTGACAAAGAGAGTGCAACGGGTGACAAAGAGAGTGCAACGGGTGACAAAGAGAGTGCAACGGGTGACAAAGAGAGTGCAACGG

                
856bp856bp856bp856bp

                15151515

CTX-RCTX-RCTX-RCTX-R
ATGATTCTCGCCGCTGAAGCCATGATTCTCGCCGCTGAAGCCATGATTCTCGCCGCTGAAGCCATGATTCTCGCCGCTGAAGCC

PER-FPER-FPER-FPER-F blaPERblaPERblaPERblaPER TGACGATCTGGAACCTTTTGACGATCTGGAACCTTTTGACGATCTGGAACCTTTTGACGATCTGGAACCTTT                 
750bp750bp750bp750bp

                16161616

PER-RPER-RPER-RPER-R AACTGCATAACCTACTCCAACTGCATAACCTACTCCAACTGCATAACCTACTCCAACTGCATAACCTACTCC

VEB-FVEB-FVEB-FVEB-F blaVEBblaVEBblaVEBblaVEB
GATAGGAGTACAGACATATGGATAGGAGTACAGACATATGGATAGGAGTACAGACATATGGATAGGAGTACAGACATATG

                
913bp913bp913bp913bp

                17171717

VEB-RVEB-RVEB-RVEB-R
TTTATTCAAATAGTAATTCCACGTTTATTCAAATAGTAATTCCACGTTTATTCAAATAGTAATTCCACGTTTATTCAAATAGTAATTCCACG

DHA-FDHA-FDHA-FDHA-F
blaDHAblaDHAblaDHAblaDHA

AACTTTCACAGGTGTGCTGGGTAACTTTCACAGGTGTGCTGGGTAACTTTCACAGGTGTGCTGGGTAACTTTCACAGGTGTGCTGGGT
                
405bp405bp405bp405bp

                18181818

DHA-RDHA-RDHA-RDHA-R CCGTACGCATACTGGCTTTGCCCGTACGCATACTGGCTTTGCCCGTACGCATACTGGCTTTGCCCGTACGCATACTGGCTTTGC

CMY-1-FCMY-1-FCMY-1-FCMY-1-F
blaCMY1blaCMY1blaCMY1blaCMY1

GCTGCTCAAGGAGCACAGGATGCTGCTCAAGGAGCACAGGATGCTGCTCAAGGAGCACAGGATGCTGCTCAAGGAGCACAGGAT
                
520bp520bp520bp520bp

                18181818

CMY-1-RCMY-1-RCMY-1-RCMY-1-R CACATTGACATAGGTGTGGTGCCACATTGACATAGGTGTGGTGCCACATTGACATAGGTGTGGTGCCACATTGACATAGGTGTGGTGC

CMY-2-FCMY-2-FCMY-2-FCMY-2-F
blaCMY2blaCMY2blaCMY2blaCMY2

TGGCCAGAACTGACAGGCAAATGGCCAGAACTGACAGGCAAATGGCCAGAACTGACAGGCAAATGGCCAGAACTGACAGGCAAA
                
462bp462bp462bp462bp

                18181818

CMY-2-RCMY-2-RCMY-2-RCMY-2-R
　　　　

TTTCTCCTGAACGTGGCTGGCTTTCTCCTGAACGTGGCTGGCTTTCTCCTGAACGTGGCTGGCTTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
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TTTaaabbbllleee222...PPPCCCRRRcccooonnndddiiitttiiiooonnnsssuuussseeedddfffooorrrttthhheeedddeeettteeeccctttiiiooonnnooofffEEESSSBBBLLLaaannnddd
AAAmmmpppCCC

ββββ---lllaaaccctttaaammmaaassseeesssgggeeennneeesss

TTTaaarrrgggeeetttgggeeennneee PPPCCCRRRcccooonnndddiiitttiiiooonnnsss

bbblllaaaTTTEEEMMM DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr555mmmiiinnnaaattt999444℃℃℃ 333000cccyyycccllleeesssooofff999444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,

555444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr444555sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

bbblllaaaSSSHHHVVV DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr555mmmiiinnnaaattt999444℃℃℃ 333000cccyyycccllleeesssooofff999444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,

555333℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr444555sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

bbblllaaaCCCTTTXXX DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr555mmmiiinnnaaattt999444℃℃℃ 333000cccyyycccllleeesssooofff999444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,

666111℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr444555sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

bbblllaaaPPPEEERRR DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr555mmmiiinnnaaattt999444℃℃℃ 333000cccyyycccllleeesssooofff999444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,

555444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr444555sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

bbblllaaaVVVEEEBBB DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr555mmmiiinnnaaattt999444℃℃℃ 333000cccyyycccllleeesssooofff999444℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,

444555℃℃℃ fffooorrr444555sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr444555sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

bbblllaaaDDDHHHAAA DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr111555mmmiiinnnaaattt999555℃℃℃ 333555cccyyycccllleeesssooofff999555℃℃℃ fffooorrr333000sss,,,

666444℃℃℃ fffooorrr333000sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr666000sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

bbblllaaaCCCMMMYYY DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr111555mmmiiinnnaaattt999555℃℃℃ 333555cccyyycccllleeesssooofff999555℃℃℃ fffooorrr333000sss,,,

666444℃℃℃ fffooorrr333000sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr666000sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...

AAAmmmpppCCCMMMuuullltttiiipppllleee
xxx

DDDeeennnaaatttuuurrraaatttiiiooonnnfffooorrr333mmmiiinnnaaattt999444℃℃℃ 222555cccyyycccllleeesssooofff999444℃℃℃ fffooorrr333000sss,,,

666444℃℃℃ fffooorrr333000sss,,,777222℃℃℃ fffooorrr666000sss;;;aaannndddfffiiinnnaaallleeexxxttteeennnsssiiiooonnn ooofff777222℃℃℃ fffooorrr
777mmmiiinnn...
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Table Table Table Table 3. 3. 3. 3. Primers Primers Primers Primers used used used used for for for for the the the the detection detection detection detection and and and and sequencing sequencing sequencing sequencing of of of of AmpC AmpC AmpC AmpC 

Multiplex Multiplex Multiplex Multiplex PCRPCRPCRPCR

PPPrrriiimmmeeerrr
nnnaaammmeee

TTTaaarrrgggeeetttgggeeennneee PPPrrriiimmmeeerrrssseeeqqquuueeennnccceee(((555̀̀̀---333̀̀̀))) PPPrrroooddduuuccc
tttsssiiizzzeee

RRReeefffeeerrr
eeennnccceee

MMMOOOXXX---MMMFFFMMMOOOXXX---111,,,MMMOOOXXX---222,,,CCCMMMYYY---111,,, GGGCCCTTTGGGCCCTTTCCCAAAAAAGGGGGGAAAGGGCCCAAACCCAAAGGGGGGAAATTT 555222000bbbppp 111888

CCCMMMYYY---888tttooo
CCCMMMYYY---111111

MMMOOOXXX---MMMRRR CCCAAACCCAAATTTTTTGGGAAACCCAAATTTAAAGGGGGGTTTGGGTTTGGGGGGTTTGGGCCC

CCCIIITTT---MMMFFF LLLAAATTT---111tttooo
LLLAAATTT---444,,,BBBIIILLL---111,,, TTTGGGGGGCCCCCCAAAGGGAAAAAACCCTTTGGGAAACCCAAAGGGGGGCCCAAAAAAAAA 444666222bbbppp 111888

CCCMMMYYY---222tttooo
CCCMMMYYY---777

CCCIIITTT---MMMRRR TTTTTTTTTCCCTTTCCCCCCTTTGGGAAAAAACCCGGGTTTGGGGGGCCCTTTGGGGGGCCC

DDDHHHAAA---MMMFFF DDDHHHAAA---111,,,DDDHHHAAA---222 AAAAAACCCTTTTTTTTTCCCAAACCCAAAGGGGGGTTTGGGTTTGGGCCCTTTGGGGGGGGGTTT 444000555bbbppp 111888

DDDHHHAAA---MMMRRR CCCCCCGGGTTTAAACCCGGGCCCAAATTTAAACCCTTTGGGGGGCCCTTTTTTTTTGGGCCC

AAACCCCCC---MMMFFF AAACCCCCC AAAAAACCCAAAGGGCCCCCCTTTCCCAAAGGGCCCAAAGGGCCCCCCGGGGGGTTTTTTAAA 333444666bbbppp 111888

AAACCCCCC---MMMRRR TTTTTTCCCGGGCCCCCCGGGCCCAAAAAATTT AAATTTCCCCCCCCCTTTAAAGGGCCC

EEEBBBCCC---MMMFFF MMMIIIRRR---111TTT AAACCCTTT---111 TTTCCCGGGGGGTTTAAAAAAAAAGGGCCCCCCGGGAAATTTGGGTTTTTTGGGCCCGGGGGG 333000222bbbppp 111888

EEEBBBCCC---MMMRRR CCCTTTTTTCCCCCCAAACCCTTTGGGCCCGGGGGGCCCTTTGGGCCCCCCAAAGGGTTTTTT

FFFOOOXXX---MMMFFF FFFOOOXXX---111tttooo
FFFOOOXXX---555bbb AAAAAACCCAAATTTGGGGGGGGGGGGTTTAAATTTCCCAAAGGGGGGGGGAAAGGGAAATTTGGG 111999000bbbppp 111888

FFFOOOXXX---MMMRRR CCCAAAAAAAAAGGGCCCGGGCCCGGGTTTAAAAAACCCCCCGGGGGGAAATTTTTTGGGGGG
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Table Table Table Table 4. 4. 4. 4. Positive Positive Positive Positive rates rates rates rates of of of of ESBL ESBL ESBL ESBL gene-specific gene-specific gene-specific gene-specific PCR PCR PCR PCR of of of of K. K. K. K. 

pneumoniae pneumoniae pneumoniae pneumoniae and and and and E. E. E. E. coli coli coli coli isolated isolated isolated isolated from from from from an an an an university university university university hospital hospital hospital hospital in in in in 

GwangJu GwangJu GwangJu GwangJu for for for for 3 3 3 3 yearsyearsyearsyears

mmmyyyccceeetttooommmaaa yyyeeeaaarrr NNNooo
...
iiisssooo
lllaaattt
eeesss

SSSHHHVVV TTTEEEMMM CCCTTTXXX PPPEEERRR VVVEEEBBB AAAmmmpppCCC
MMMuuullltttiiipppllleee
xxx

DDDHHHAAA CCCMMMYYY
---111

CCCMMM
YYY---222

222000000555 222 111000000 111000000 000 000 000 555000...000 555000...000 000 000

222000000666 777 111000000 111000000 555777...111 111444...333 000 222888...666 222888...666 000 000

222000000777 222999 999333...111 999777 111777...222 000 000 777555...999 777555...999 000 000

222000000888 111666 111000000 111000000 666...333 000 000 222555...000 222555...000 000 000

tttoootttaaalll 555444 999666...333 999888...111 111888...555 111...999 000 555333...777 555333...777 000 000

222000000555 111 000 111000000 111000000 000 000 000 000 000 000

222000000666 777 000 111444...333 111444...333 000 000 000 000 000 000

222000000777 222999 666...999 333444...555 111000...333 000 000 333 000 000 333

222000000888 999 000 222222...222 111111...111 000 000 000 000 000 000

tttoootttaaalll 444666 444...333 333000...444 111000...999 000 000 222...222 000 000 222...222



- 17 -

Table Table Table Table 5. 5. 5. 5. Prevalence Prevalence Prevalence Prevalence of of of of ESBL ESBL ESBL ESBL and and and and AmpC AmpC AmpC AmpC ββββ-lactamase -lactamase -lactamase -lactamase genes genes genes genes of of of of 

E. E. E. E. coli coli coli coli and and and and K. K. K. K. pneumoniaepneumoniaepneumoniaepneumoniae

　　　　 typestypestypestypes CTX-CTX-CTX-CTX-

MMMM

SHVSHVSHVSHV TEMTEMTEMTEM DHADHADHADHA CMYCMYCMYCMY N.of N.of N.of N.of 

isolatesisolatesisolatesisolates

%%%%

Klebsiella.Klebsiella.Klebsiella.Klebsiella. IIII pppp 2222 3.73.73.73.7

pneumoniapneumoniapneumoniapneumonia

eeee

IIIIIIII pppp pppp 1111 1.851.851.851.85

IIIIIIIIIIII pppp pppp 15151515 27.827.827.827.8

IVIVIVIV pppp pppp pppp 26262626 48.148.148.148.1

VVVV pppp pppp pppp 8888 14.814.814.814.8

VIVIVIVI pppp pppp pppp pppp 2222 3.73.73.73.7

　　　　 SubtotalSubtotalSubtotalSubtotal 　　　　 　　　　 　　　　 　　　　 　　　　 54545454 100100100100

EscherichiaEscherichiaEscherichiaEscherichia

....

IIII pppp 1111 5.555.555.555.55

colicolicolicoli IIIIIIII pppp 2222 11.111.111.111.1

IIIIIIIIIIII pppp 10101010 18.518.518.518.5

IVIVIVIV pppp pppp 1111 5.555.555.555.55

VVVV pppp pppp 1111 5.555.555.555.55

VIVIVIVI pppp pppp 3333 16.716.716.716.7

　　　　 SubtotalSubtotalSubtotalSubtotal 　　　　 　　　　 　　　　 　　　　 　　　　 18181818 100100100100
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TTTaaabbbllleee666...AAAnnntttiiimmmiiicccrrrooobbbiiiaaalllsssuuusssccceeeppptttiiibbbiiillliiitttiiieeesssooofffEEESSSBBBLLL---ppprrroooddduuuccciiinnnggg
wwwiiittthhhaaannndddwwwiiittthhhooouuutttcccooonnncccooommmiiitttaaannntttppprrroooddduuuccctttiiiooonnnooofffPPPAAABBBLLLsss

EEESSSBBBLLL---ppprrroooddduuuccciii
nnnggg
ssstttrrraaaiiinnnsss
(((NNNooo...ooofff
iiisssooolllaaattteeesss)))

AAAnnntttiiimmmiiicccrrrooobbbiiiaaalll MMMIIICCC(((mmmggg///LLL))) SSSuuusssccceeeppptttiiibbbiiillliiitttyyy%%%
aaagggeeennnttt RRRaaannngggeee 555000%%% 999000%%% SSSuuusssccceeeppptttiii

bbbllleee
IIInnnttteeerrrmmmeeedddiiiaaa
ttteee

RRReeesssiiissstttaaannn
ttt

PPPAAABBBLLL CCCeeeffftttaaazzziiidddiiimmmeee >>>===666444 >>>===666444 >>>===666444 000 000 111000000
pppooosssiiitttiiivvveee(((222000)))CCCeeefffoootttaaaxxxiiimmmeee 444--->>>===666444 888 >>>===666444 555555 111555 333000

CCCeeefffoooxxxiiitttiiinnn <<<===444--->>>===666444 >>>===666444 >>>===666444 555 000 999555
CCCeeefffeeepppiiimmmeee <<<===111--->>>===666444 <<<===111 111666 888555 555 111000
IIImmmiiipppeeennneeemmm <<<===111 <<<===111 <<<===111 111000000 000 000

PPPAAABBBLLL CCCeeeffftttaaazzziiidddiiimmmeee 222--->>>===666444 >>>===666444 >>>===666444 222333...555 222...999 777333...555
nnneeegggaaatttiiivvveee(((333444)))CCCeeefffoootttaaaxxxiiimmmeee <<<===111--->>>===666444 111666 >>>===666444 444444...111 555...999 555000

CCCeeefffoooxxxiiitttiiinnn <<<===111--->>>===666444 <<<===444 >>>===666444 666444...777 000 333555...333
CCCeeefffeeepppiiimmmeee <<<===111--->>>===666444 <<<===111 >>>===666444 999111...222 000 888...888
IIImmmiiipppeeennneeemmm <<<===111 <<<===111 <<<===111 111000000 000 000
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문이 되시라고 열심히 심사해주시고 좋은 조언을 많이 해주신 주신 박영진 교
수님,문대수 교수님께 감사의 인사 올립니다.하루의 스승은 평생의 스승으로
스승님들의 건강과 행복을 항상 기원하겠습니다.
이국타향에서 2년 동안 지냈지만 외롭지 않았습니다.만나면 항상 해밝은 미

소를 지어주시면서 도움을 주신 조선대병원 조춘배 선생님,조성식 선생님,이
병설 선생님,박건 교수님,오혜룡 선생님,한 실험실에서 매일 웃음으로 지겨
운 실험을 달래주었던 가네스 박사님,김형선씨,이유미씨,한다미씨,박미선씨,
머나먼 곳에서 만난 김동춘 박사님을 비롯한 연변대학 의학대학의 여러 선후배
들,같이 뛰면서 땀 흘리고 웃으면서 지내왔던 화광축구팀의 여러 친구들,앞으
로 무한한 발전이 있기를 기원합니다.
저를 오늘까지 사랑해주시고 키워주시고 믿어주었던 부모님,할아버지,할머

니,.다 큰 자식이 아직도 효도하기는 커녕 근심 걱정만 남긴 것을 항상 부끄
럽게 생각하고 있습니다.항상 건강하시고 좋은 일만 있기를 기원합니다.

학위논문을 마무리 지으면서

2008.12.05
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저저저작작작물물물 이이이용용용 허허허락락락서서서
학 과 바이오신약개발

학과 학 번 20077720 과 정 석사

성 명 한글:이학민 한문 :李學民 영문 :LiXueMin
주 소 광주 광역시 동구 서석동 375번지 조선대학교 의과대학 1101실험실
연락처 E-MAIL:lixuemin11@hanmail.net

논문제목

한한한글글글:::광주의 한 대학병원에서 3년간 수집된 E.coli및 K.pneumoniae
임상 분리주가 함유한 Extended-Spectrum β-Lactamases및 AmpC β

-lactamases유전자의 빈도와 분포
영영영문문문:::Prevalenceanddistributionofextended-spectrum β-lactamase
(ESBL) and AmpC β-lactamases genes in clinical isolates of
Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae collected from an
universityhospitalinGwangJu forthree years

  본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가 저작물을
이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

-다 음 -
1.저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한 저작물의 복제,
기억장치에의 저장,전송 등을 허락함

2.위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함.다만,
저작물의 내용변경은 금지함.

3.배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제,저장,전송 등은 금지함.
4.저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고,기간종료 3개월 이내에 별도의 의사 표시가
없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5.해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을 경우에는
1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6.조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는 타인에 의한
권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7.소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한 저작물의
전송ㆍ출력을 허락함.

동동동의의의여여여부부부 :::동동동의의의((( OOO ))) 반반반대대대((( )))
222000000999년년년 222 월월월 일일일
저저저작작작자자자::: 이이이 학학학 민민민 (((서서서명명명 또또또는는는 인인인)))

조조조선선선대대대학학학교교교 총총총장장장 귀귀귀하하하
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