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ABSTRACT

Identification of Acinetobacter clinical isolates

by rpoB gene sequencing

Lee, Min-Jung

Adviser: Prof. Jang, Sook-Jin,M.D.,Ph.D

Dep.of Bio New drug Development

Chosun University Graduate school

Background: The importance of Acinetobacter is increasing as the serious

etiologic agent of nosocomial infection because of their frequent

isolation and multidrug resistance. It is necessary to apply molecular

biological methods for the identification of Acinetobacter species.

because conventional methods has limitation to identify them. The 16S

rRNA gene analysis is the one of the most commonly used molecular

methods. The differentiation of closely related species of Acinetobacter

by 16S rRNA gene analysis is difficult due to high interspecies

similarity among them. Recently the rpoB gene analysis is increasingly

applied for the identification of various bacteria because of its high

discriminatory power. The purpose of this study is to assess the

usefulness of the rpoB gene analysis for the identification of

Acinetobacter species and to know the distribution of Acinetobacter species

in the clinical isolates of a university hospital in Korea. We also

compared the results of identification by rpoB gene analysis, 16S rRNA

gene analysis, and Vitek 2 system.



Materials and Methods: We tested 95 clinical isolates of Acinetobacter

species which were identified as Acinetobacter by Vitek 2 system in

Chosun University Hospital. We performed PCR-direct sequencing of rpoB

gene and 16S rRNA gene with 95 clinical isolates of Acinetobacter

species. The phylogenetic study on them was conducted with DNASTAR

program. We compared the distribution of Acinetobacter species in 95

clinical isolates which were determined by rpoB gene analysis, 16S

rRNA gene analysis, and Vitek 2 system. We compared antimicrobial

resistance rate according to the species of Acinetobacter also.

Results: The identification rates and discriminatory power of rpoB

gene analysis were better than those of 16S rRNA gene analysis or

Vitek 2 system. The numbers of species identified by rpoB gene

analysis, 16S rRNA gene analysis, and Vitek 2 system were seven, six,

and four, respectively.

The most common Acinetobacter species identified by rpoB gene analysis

was A. baumannii(55.8%), followed by A. bereziniae(12.6%), Genomic

species 3 (5.3%), Genomic species 16 (4.2%), A. junii/A. grimontii(3.1%),

A. calcoaceticus (1.1%), and A. ursingii (1.1%). The results of 16S rRNA

gene analysis were similar to those of rpoB gene analysis. However the

discriminatory power of the former is lower than the latter. Fifty-two

(98.1%) of 53 A. baumannii identified by rpoB gene analysis were

identified as A baumannii/Genomic species 13 by 16S rRNA gene analysis.

The identification rate of 16S rRNA gene analysis was lower than that

of rpoB gene analysis. Because the number of strains which were not

identified at species level were 16 (16.8%) by rpoB gene analysis and

33 (34.7%) by 16S rRNA gene analysis. Only 53 (74.6%) of 71 strains

identified as A. baumannii by Vitek 2 system was identified as A

.baumannii by rpoB gene analysis. Among the remaining 18 strains, 12

strains were not identified at the species level. Comparison of the

antimicrobial susceptibility test results of 91 strains of Acinetobacter

according to the species of Acinetobacter identified by rpoB gene



analysis revealed the difference among species of Acinetobacter. A.

baumannii showed more than 70% of high resistance rate on the most

antibiotics. On the other hand, the other species of Acinetobacter

showed high susceptibility on them.

Conclusion: The rpoB gene analysis is useful for the identification of

clinical isolates of Acinetobacter. The results of 16S rRNA gene analysis

were relatively similar to those of rpoB gene analysis. However the

discriminatory power and identification rate of the former were lower

than the latter. There was the difference in the antimicrobial

resistance rate among species of Acinetobacter.

Key words: Acinetobacter, rpoB gene, 16S rRNA, Vitek 2, identification
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서론.Ⅰ

년도 이래 위중한 입원환자들에서 분리되는 다제내성1970 Acinetobacter

의 전파와 뒤이은 유행 때문에strains Acinetobacter는 중요한 감염 원인균

이 되었다 임상적으로 중요한 거의 모든 항생제들에 내성인(1).

Acinetobacter 균주들이 이제는 전세계적으로 검출되고 있고 Acinetobacter 병

원 감염은 항생제에 대한 내성 때문에 악명이 높아 이에 대한 공중보건학적

관심이 날로 증가하고 있다 (2).

Acinetobacter 임상분리주에 대한 표현형적 동정법으로 종 수준까지 동정하

기에는 불충분하기 때문에 분자생물학적 기법을 이용한 유전형적 기법들이

동정을 위해 개발되어져 왔다genomic species (3). Acinetobacter 균종 동정

에 사용되고 있는 분자생물학적 기법에는 DNA-DNA hybridization analysis,

16s rRNA sequence analysis, 16S-23S rRNA gene intergenic spacer(ITS)

sequence, amplified rRNA gene restriction analysis(ARDRA), ribotyping,

genomic DNA analysis by amplified fragment length polymorphisms(AFLP)

등이 있다analysis, protein-encoding genes sequencing (3,4).

Acinetobacter 동정에 이용된 분자생물학적 기법 중 16s rRNA sequence

와 으로 동정한 결analysis, DNA-DNA hybridization analysis phenotyping

과를 비교했을 때 의 연쇄들이genomic species 균종간에 매우 유사하여 서

로 구별할 수 없어 잘못 동정되는 경우가 있다 (5,6). protein-encoding

들은genes 생존에 불가결한 중요 단백질이어서 잘 보존되어 있으면서도 16S

유전자보다 유전적 진화의 과정에서 더 빨리 분화하여rRNA 균종간 차이가

더 크기 때문에 균종 감별능이 더 우수하다 이러한(5,7).

들 중protein-encoding genes 종 수준에서 세균을 분류하기 위해 사용되어

온 유전자로는 recombinase A(recA), chaperonin groEL(groEL), hsp7.5,

RNA polymerase beta-subunit gene(rpoB), RNA polymerase Sigma D(rpoD),

DNA gyrase subunit B(gyrB) 등이 있다gene sequencing (8-13). gyrB 나

recA 유전자는 최근에 기술된 Acinetobacter 10 균종에 대한 연쇄가 아직 나

와 있지 않아서 Acinetobacter의 다양한 균종을 비교하는데 제한점이 있다
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(14-16). 는 한 세균 내에 여러 가 있을 수 있고 그16s rRNA sequence copy

들간에 미소한 변이가 있을 수 있어 동정에 영향을 줄 수 있는데 반해,

rpoB 유전자는 Acinetobacter 유전체내에 오직 한 만 있어 계spp. ADP1 copy

통발생학적으로 신뢰성이 높을 수도 있다고 알려져 있다 (17). 최근 들어

rpoB 유전자에 대한 분석법이 여러 세균들의 동정에 이용되고 있다 (18).

rpoB 유전자 분석법이 Bartonella나, Spirochete, Staphylococcus, Mycobacterium,

Legionella, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Afipia와 Bosea, Corynebacterium,

Pasteurellaceae, Streptomyces 그리고 Kitasatospora, Mycoplasma, Salmonella,

Bacillus, Paenibacillus, Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, Wolbachia 등의 다양

한 세균종을 동정하는데 유용하게 적용되어 왔다 최근(19). Acinetobacter

표준 균주의 rpoB 유전자 연쇄가 밝혀졌고 유럽의 임상균주에 대해(18)

의350 bp rpoB 유전자 산물을 하여PCR sequencing rpoB 유전자 분석법의

성능을 확증한 논문이 나와 있다 (20).

본 연구에서는 의860 bp rpoB 유전자 산물을 하여PCR sequencing rpoB

유전자 분석법의 유용성을 평가하고 한국에서 분리된 Acinetobacter 임상분리

주에서 Acinetobacter 균종의 분포를 알아보려고 본 연구를 시행하였다 또한.

현재 한국에서 흔히 사용되는 통상적 동정법인 을Vitek 2 system 이용한 동

정 결과와 유전자 분석법을 함께 시행하여 각 방법의 성적을 비교16S rRNA

한 결과도 함께 제시하였다.
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연 구 방 법.Ⅱ

연구 대상1.

조선대학교병원 환자 검체에서 에Vitek 2 system Vitek GNI card

를 사용한 검사 결과(bioMeriex Vitek Inc., Hazewood, Mo., U.S.A)

Acinetobacter로 동정된 주를 대상으로 하였다95 . 계통수 분석에 사용한

표준균주 연쇄는 에서 내려받은GenBank database rpoB 유전자 종과24

에서 내려받은Eztaxon 2.1 site database 유전자 종을 사용하였16S rRNA 28

다 공공 에 아직 연쇄가 등록되어 있지 않은(Table 1). database

A.beijerinckii, A.gyllenbergii, A.venetianus 균주는 표준균주를 구입하여 직접 염

기서열 분석하였다.

연구 방법2.

추출1) DNA

에 계대 배양하여 한개의 집락을 백금이로 취한 후BAP LB broth(Difco

에 집락을 풀고LB Broth, Miller(Luria-Bertani), BD) shaking™

에서 시간 배양한다 배incubator(ViSion SCIENCE Co.,LTD, Korea) 18-24 .

양된 균액 으로 를 추출200 DNA (AccuPrep㎕ ⓇGenomic DNA Extraction Kit,

하였다Bioneer, Korea) .

중합효소 연쇄 반응2) (polymerase chain reaction)

반응액은 의 의PCR 0.5U Taq DNA polymerase, 250 mM dNTPs, 50mM Tris-HCl

의 의(pH 8.3), 40 mM KCl, 1.5mM MgCl2 가 포함되어 있는, gel loading dye

PCR premixture(AccuPowerⓇ 에PCR PreMix, Boineer, Korea) DNA 2 , 10㎕

의 를 각각 씩 넣고 멸균된pmole/ forward, reverse primer(Table 2) 1㎕ ㎕

차 증류수를 반응액 총량이 가 되게 넣어 준비하였다 반응은3 20 . PCR㎕

VeritiTM 를 사용96-Well Thermal Cycler(Applied Biosystems, Foster, USA)
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하여 수행하였다.

rpoB 유전자 분석을 위한 조건은 에서 분간 변성시킨 후 에서PCR 94 5 94℃ ℃

초 에서 초간 에서 분간30 denaturation, 56 30 annealing, 72 1 extension℃ ℃

하는 단계를 주기 반복한 후에 에서 분 동안 연장반응 시켰다3 35 72 10 .℃

유전자 분석을 위해서는 에서 분간 변성시킨 후 에서16S rRNA 94 5 94℃ ℃

분 에서 초 에서 초간 반응시키는 단계주기를 회 반복한1 , 55 30 , 72 45 3 30℃ ℃

후 에서 분 동안 연장시켰다 산물은72 10 . PCR 0.5 ng/ml Ethidium℃

를 넣은bromide(Etbr, Bioneer, Korea) 2.0% agarose gel(For

에electrophoresis Agarose, Bioneer, Korea) Mupid-2plus(TaKaRa Code

로 에 분간 전기영동을AD110) 100V(0.5X TAE buffer, Bioneer, Korea) 20

하였으며, Image analysis system(IMAGE STOCKER DS-100 & FAS- ,TOYOBO,Ⅲ

으로 증폭된 를 촬영하였다Japan) DNA .

염기서열 분석과 동정3)

하여 증폭된 샘플들은 솔젠트 주 에 의뢰하여PCR ( ) (SolGent Co., Korea)

염기서열을 확인하였다 검사된 염기서열의 확인 및 교정. (editing),

합성 유사성 검정 및 계통수 분석의 모든 과정은contig , DNASTAR(DNA STAR

프로그램을 사용하여 수행하였다 의Lasergene V,7.1) . DNASTAR

프로그램에서 이용 가능한 기법 중 를 선택하여MagAlign ‘Clustal W Method'

각 균종간의 와 결과를 얻었다% similarity phylogenetic Tree .

Acinetobacter 임상분리주 주로 검사하여 얻은95 rpoB 유전자 염기서열들과

표준균주 주의24 rpoB 유전자 염기서열들을 찾아 함께 시켜alignment

계통수 분석을 하였다 유전자는 임상분리주 주로 검사하여. 16S rRNA 95

얻은 유전자 염기서열들과 표준균주 주의 유전자 염기서열들을16S rRNA 28

찾아 함께 시켜 계통수 분석을 하였다alignment .
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4) Acinetobacter 균종별 항균제 감수성 결과 비교

rpoB 유전자 분석법에 의해 동정된 Acinetobacter 균종별로 항균제의 감

수성 및 내성결과를 수집하여 균종별 차이가 있는지 살펴보았다 항균.

제의 감수성검사 결과는 Vitek 2 system에서 나AST- N055 AST- N056

를 사용하여 검사한 결과를 이용kit(bioMérieux, Marcy l'Etoile, France)

하였다.
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결과.Ⅲ

1. rpoB 유전자 분석법과 유전자 분석법 을 이용16S rRNA , Vitek 2 system

하여 동정한 균종 동정결과 비교

Acinetobacter 임상분리주 주를 대상으로95 rpoB 유전자 분석법과 16S rRNA

유전자 분석법 을 이용하여 동정된 균종의 종류는 각각, Vitek 2 system

종 종 종으로 나왔다7 , 6 , 4 (Table 3).

rpoB 유전자 분석법에 의해 동정된 균종의 분포를 빈도순으로 살펴보면 A.

baumannii가 주 로 가장 많았고 그 다음은53 (55.8%) A.bereziniae, Genomic

species 3, Genomic species 16, A. junii/A. grimontii 등의 순이었다. rpoB

유전자 분석법과 유전자 분석법으로 동정된 결과를 함께 비교해16S rRNA

보면 동정법의 분별력이 다소 낮으나 대체로 유사한 결과를 보였16S rRNA

다 유전자 분석법으로는. 16S rRNA A. baumannii와 이Genomic species 13

구별되지 않아 A. baumannii/ 와 같이 두 균종 중 하나일Genomic species 13

가능성을 함께 제시할 수밖에 없었으나 rpoB 유전자 분석법으로는 A.

baumannii와 Genomic species 13 표준균주들이 분명히 구분되었고 검사한 임

상분리주 주중에는 으로 나온 균주는 없었다95 Genomic species 13 . A.

calcoaceticus와 Genomic species 3 역시 유전자 분석법으로는 감별16S rRNA

되지 않았으나 rpoB 유전자 분석법으로는 양자가 잘 구별되었다(Fig 1).

rpoB 유전자 분석법에서 A. bereziniae, Genomic species 16, A. junii/A.

grimontii 으로 동정된 균들이 유전자 분석법에서는 모두 종 수준까16S rRNA

지 동정되지 못하여 Acinetobacter 로 나왔다species .

두 방법으로 종 수준까지 동정되지 못한 Acinetobacter 의 수를species

비교해보면 rpoB 유전자 분석법으로는 주 중 주95 16 (16.8%), 16S rRNA

유전자 분석법에서는 주 가 균종 동정이 안되어 유전자33 (34.7%) , 16S rRNA

분석법의 동정능이 더 낮음을 알 수 있었다 또한 주 가. 20 (21.1%) Vitek 2

에서system A. lwoffii로 나왔지만 rpoB 유전자나 유전자 분석결과16S rRNA
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A. lwoffii로 나온 균주는 한 주도 없었다 (Fig 2,3).

에 의한 동정결과를Vitek 2 system rpoB 유전자 분석법의 결과와 비교해

보았을 때 상당한 차이가 드러났다 에서. Vitek 2 system A. baumannii

complex 로 나온 주 중 주 만이71 53 (74.6%) A. baumannii였고, A. baumannii

가 아니었던 나머지 균주 중 주 는 종 수준까지 균종을complex 18 12 (16.9%)

확정할 수 없는 Acinetobacter 로 결론지었다species . rpoB 로 A. baumannii로

나온 주와 으로 나온 주와53 genomic species 3 4 A. calcoaceticus(genomic

로 나온 주species 1 ) 1 , Acinetobacter spp.로 나온 주가 모두12 Vitek 2

에서는system A. baumannii 에 해당함 로 동정되었다complex(ACB complex ) .

으로 동정시 주중 주 가Vitek 2 system 95 20 (21.1%) A. lwoffii로 나왔지만

rpoB 유전자와 유전자 분석결과16S rRNA A. lwoffii로 나온 균주는 한 주도

없었다 (Table 3).

2. Acine to b a c ter 균종별 항균제 감수성검사 결과 비교

rpoB 유전자 분석법으로 동정한 균종의 종류별로 에 의한Vitek 2 system

항균제 감수성검사 결과의 양상을 비교하였을 때 균종별 차이를 관찰할 수

있었다 (Table 4). A. baumannii는 과 에 대하여ceftazidime piperacillin

의 내성률을 보였고 과 에서 대해 의 내성률을100% , imipenem meropenem 72.5%

보였으며, gentamicin, piperacillin/tazobactam, tobramycin,

에 대해서도 이상의 높은 내성률을 나타trimethoprim/sulfamethoxazole 50%

내었다. A. bereziniae 에서는 낮은, Genomic species 3, Genomic species 16

내성률을 보였고, A. junii/A. grimontii, A. calcoaceticus, A. ursingii는 대부분

의 항생제에 대해 내성을 보이지 않았다 에 의해. Vitek 2 system 동정한 균

종의 종류별로 항균제 감수성검사 결과의 양상을 비교하였을 때 균종별로

내성률에 차이가 나는 것은 유사하였다(Table 4). 그러나 rpoB 유전자 분석

법으로 동정한 A. baumannii complex 균종의 항생제 내성률이 Vitek 2

system으로 동정한 A. baumannii 균종의 항생제 내성률에 비해 전체적으로

높게 나타났다.
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Ⅳ 고찰.

rpoB 유전자 분석법과 유전자 분석법으로16S rRNA Acinetobacter 균종을 동

정한 결과를 함께 비교해 보면 대체로 유사하지만 동정법의 분별16S rRNA

력이 다소 낮은 것으로 보였다 이와 같이. rpoB 유전자 분석법이 16S rRNA

동정법보다 더 높은 동정능을 보이는 것은 균종의 동정에corynebacterial

서도 나타났다 (21). rpoB 유전자 분석법에 의해 동정된 균종의 빈도는 A.

baumannii가 로 가장 많았고 그 다음은55.8% A .bereziniae, Genomic species

3, Genomic species 16, A. junii/A. grimontii 등의 순이었다. amplified rRNA

를 이용하여gene restriction analysis(ARDRA) Acinetobacter 주를 동정하58

였을 때 주가40 genomic species 2 (Acinetobacter baumannii 주가), 9 13

주가sensu Tjernberg and Ursing(13TU), 5 Acinetobacter phenon 6/ct 13TU,

주가4 Acinetobacter 이라고 한 결과와 본 연구의genospecies 3 (22) 16s

유전자 분석법 결과에서 나오는 균종의 종류가 비교적 유사한 것을 볼rRNA

때 유전자 분석법의 성적이 나쁘다기보다는16S rRNA rpoB 유전자 분석법의

Acinetobacter에 대한 감별력이나 동정률이 높아 차이가 난 것으로 보인다.

에 의한 동정결과는 다른 두 방법에 비해 정확도가 낮은 것Vitek 2 system

으로 보였다 이는 과 같은 생화학적 동정법과 와 같은. ID32 GN system ARDRA

분자생물학적 동정법을 비교해 보았을 때 이ID32 GN system A. baumannii 와

를 감별하지 못해 부적절하였다는 보고와 유사한 결과이다13TU (3).

A.baumannii 와(genomic species 2) genomic species 1, 3, and 13 sensu

는 유전적으로 밀접하게 연관되어 있고 표현형Tjernberg and Ursing (13TU)

적으로 매우 유사하여 이들을 총칭하여 Acinetobacter calcoaceticus-A.

baumannii 로 부른다complex (ACB complex) (3,26). Acinetobacter 임상분리

주의 대부분을 차지하는 이 에 속한 균들을ACB complex genomic species

와 같은 각각의 로 동정하기보다1, 2, 3, 13TU genomic species ACB complex

로 총칭하여 동정하면 상용화된 표현형적 동정기법의 효율성은 더 높이 평

가되겠지만 그 기법들이 Acinetobacter 를 각각 감별해내는genomic species
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능력은 그만큼 제한된다고 할 수 있다 (26). rpoB 유전자 분석법으로 A.

baumannii와 genomic species 3, Acinetobacter calcoaceticus(genomic species

로 구별된 균주들이 에서 모두1 ) Vitek 2 system A. baumannii complex (ACB

에 해당함 로 나온 것이 이를 반영해준다complex ) .

이전에 가지의 생화학적 동정검사를 이용하여16 Acinetobacter 을strains

동정한 결과 주 중 주가nosocomial isolates 299 253 A. baumannii로 주, 20

가 Acinetobacter 으로 주가genospecies 3 , 8 A. haemolyticus로 주가, 8 A.

lwoffii로 주가, 4 A. johnsonii로 주가 아직까지 명명되지 않은 종으로 나왔, 6

던 보고 와 균분포상 약간 차이는 있지만 본 연구의 동(25) Vitek 2 system

정결과상 A. baumannii 가 대부분이었고complex A. lwoffii, A. haemolyticus,

Acinetobacter spp.가 나온 점은 유사하였다 즉 생화학적 동정법으로 동정되.

는 결과끼리는 서로 유사하지만 그 결과와 분자생물학적 분석법에 의한 결

과는 다르다는 것을 확인할 수 있었다 으로 주 가. Vitek 2 system 20 (21.1%)

A. lwoffii로 동정되었지만 rpoB 유전자나 유전자 분석결과16S rRNA A. lwoffii

로 나온 균주는 한 주도 없었던 것을 보아도 과 같은 표현Vitek 2 system

형적 검사법을 이용한 동정법은 유전자 분석법이나 유전자16S rRNA rpoB

분석법과 같은 분자생물학적 동정법에 비하면 균감별력과 동정능이 낮은 편

으로 여겨졌다.

과 네델란드 벨기엄 유럽 의 균혈증 환자에서 분리한 주의 항Taiwan , ( ) 291

생제 감수성 검사 결과 A. baumannii 는strains Acinetobacter genomic

균주보다 항생제에 대한 감수성이 더 낮은 것으로 나왔다 모든species 3 .

Acinetobacter 균주들은genomic species 3 ampicillin/sulbactam, imipenem,

에 대해 감수성이 있었으나meropenem A. baumannii 균주의 67.4%, 90%, and

만이 에 대해 각각 감수성86% ampicillin/sulbactam, imipenem, meropenem

이 있었다고 한다 (24). Acinetobacter 분리주의 에 따라genomic species

Acinetobacter 의 항생제 내성 양상과 내성보유 유전자는 현저히 다른species

것으로 알려져 있다 본 연구에서(26). Acinetobacter 균종별 항균제 감수성

검사 결과를 비교해 보았을 때 A. baumannii는 대부분의 항생제에 높은 내성

률을 보였으나 A. bereziniae 에서는, Genomic species 3, Genomic species 16
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낮은 내성률을 보였고, A. junii/A. grimontii, A. calcoaceticus, A. ursingii는 대

부분의 항생제에 대해 내성을 보이지 않았다 이는 균혈증 환자에서 분리한.

주의 항생제 감수성 검사 결과291 A. baumannii 균주는 Acinetobacter genomic

균주보다 항생제에 대한 감수성이 더 낮은 것으로 나왔다는 보고species 3

와 유사한 결과이다 (24). A. calcoaceticus-A. baumannii 내에 속해complex

있는 균종들 간에도 항생제 감수성 검사 결과에서 유의한 차이가 나타나는

것을 볼 때 이 안 에 있는 균종간의 감별이 임상적 역학적 관점에complex -

서 의미가 있다는 것이 알려져 있다 (24).

본 연구에서 rpoB 유전자 분석법으로 동정한 A.baumannii 균종의 항생제

내성률이 으로Vitek 2 system 동정한 A. baumannii complex 균종의 항생제

내성률에 비해 전체적으로 높게 나타났다 그 이유는. 으로Vitek 2 system

A. baumannii complex 으로 동정한 균 중에 A. baumannii 이외의 다른 균

들이 포함되어 있고 그들의 내성률이 낮은데 연유한 희석효과 때문인 것으

로 여겨졌다 현재 우리나라의 병원 진단검사의학과에서는 분자생물학적 동.

정법은 거의 사용되지 않고 있고 등의 미생물자동분석기를Vitek 2 system

이용하여 동정이 이루어지고 있는 실정이다 현재. A. baumannii complex 에

속한 균 중에 A. baumannii 가 가장 흔하고, A. baumannii complex 라는 용

어가 일반 검사실과 임상에서 생소하게 여겨질 것을 고려하여 A. baumannii

complex 로 동정된 균들을 A. baumannii 로 변환시켜 결과가 나가도록 설정

되어 있는 병원들이 있으나 검사실이나 임상에서 이런 내용을 인식하지 않

고 있는 경우가 흔하다 이러한 미생물자동분석기로 동정한. A. baumannii

complex 안에는 A. baumannii 이외에도(genomic species 2) genomic

가 함께species 1, 3, 13 sensu Tjernberg and Ursing(13TU) 포함되어 있으

며 이 균군의 내성률은 A. baumannii 의 항생제 내성률에 비해 낮게 나온다

는 점을 인식하는 것이 필요하다고 본다. 에서Vitek 2 system A.baumannii

complex 로 나온 주중 주 만이71 53 (74.6%) A.baumannii 이었던 점과, 본 연

구에서 종 수준까지 동정할 수 없었던 주와Acinetobacter species 12 A.

baumannii complex가 아닌 다른 균종 주도6 A. baumannii complex로 동정된

것을 감안하면 에서Vitek 2 system A.baumannii complex로 나온 균들의 항

생제 내성률이 A. baumannii의 내성률을 대변한다고 보는 데에는 무리가

있다고 생각된다. 편의상 A. baumannii complex 로 동정된 균들의 항생제
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내성률을 A. baumannii 의 내성률을 대변하는 값으로 보려고 한다면 그 내

성률이 위와 같은 이유로 저평가되고 있음을 기억할 필요가 있다.

결론적으로 Acinetobacter 균종을 잘 감별하려면 균종간 분별력이 더 높

은 동정법인 rpoB 유전자 분석법을 도입하여 Acinetobacter 균종동정을 하는

것이 좋을 것으로 생각된다. rpoB 유전자 분석법으로 더 세분화되고 정확한

균종 동정이 될 때 균종에 따른 임상적 소견과 경과 관찰 적정 항생제 치,

료 선택 및 향후 환자 진료에 참고할 수 있는 정확한 의학 자료를 제공할

수 있을 것이다.
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Table 1 . Acinetobacterreference strains used in this study

Species name 16S rRNA gene rpoB gene Type strain

A.baumannii X81660 DQ207471 ATCC 19606

A.baylyi AF509820 DQ207472 DSM 14961

A.beijerinckii AJ626712 CCUG 51249

A.bereziniae Z93443 DQ207475 ATCC 17924

A.bouvetii AF509827 DQ207473 CCUG 50766

A.calcoaceticus AJ888983 DQ207474 ATCC 23055

A.gerneri AF509829 DQ207482 DSM 14967

A.grimontii EF611411 DQ207483 CCUG 50767

A.guillouiae X81659 DQ207476 ATCC 11171

A.gyllenbergii AJ293694 CCUG 51248

A.haemolyticus X81662 DQ207484 ATCC 17906

A.johnsonii Z93440 DQ207485 ATCC 17909

A.junii X81664 DQ207486 ATCC 17908

A.lwoffii X81665 DQ207487 ATCC 15309

A.parvus AJ293691 DQ207488 CCUG 48800

A.radioresistens X81666 DQ207489 ATCC 43998

A.schindleri AJ278311 DQ207490 CCUG 45560

A.soli EU290155 KCTC 22184

A.tandoii AF509830 DQ207491 DSM 14970

A.tjernbergiae AF509825 DQ207492 DSM 14971

A.towneri AF509823 DQ207493 DSM 14962

A.ursingii AJ275038 DQ231239 CCUG 45559

A.venetianus AJ295007 ATCC 31012

Genomicspecies3 Z93436 DQ207479

Genomicspecies6 Z93439 DQ207480

Genomicspecies9 Z93442 DQ207481
Genomicspecies13 Z93446 DQ207477

Genomicspecies16 Z93451 DQ207478 　
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Table 2 . Primers used for amplification and sequencing of 16S rRNA gene
and rpoB gene of Acinetobacter

Primer Sequence (5' to 3')
Amplication
size(bp)

27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG
1400

1492R TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T

Ac-rpoB-541F TAY CGY GGB TCA TGG YTR GAY TT
860

Ac-rpoB-1400R TCR CCN ACW GAA CGN ACR CG
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Table 3. Comparison of the identification results by rpoB gene analysis, 16s rRNA gene analysis and

Vitek 2 system

＊After the comparison of the identification results by rpoB gene analysis and 16S rRNA gene analysis, wedivided 95

clincal isolates of Acinetobacter as follows: Group A, consistent result between two methods; Group B, similar result

between two methods; Group C, different result between two methods.

Group* N 　 rpoB gene analysis N 　 16s rRNA gene analysis N 　 Vitek 2 system N

A 1 A. ursingii 1 A. ursingii 1 A. lwoffii 1

B 75 A. baumannii 53 A. baumannii/Genomic species 13 52 A. baumannii complex 53

Acinetobacter spp. 1

Genomic species 3 5 A.calcoaceticus/Genomic species 3 5 A. baumannii complex 4

A. lwoffii 1

A. calcoaceticus 1 A. calcoaceticus/Genomic species 3 1 A. baumannii complex 1

Acinetobacter spp. 16 Acinetobacter spp. 14 A. baumannii complex 12

A. baumannii/Genomic species 13 1 A. lwoffii 4

A. gyllenbergii 1

C 19 A. bereziniae 12 Acinetobacter spp. 12 A. lwoffii 12

Genomic species 16 4 Acinetobacter spp. 4 A. lwoffii 2

A. baumannii complex 1

A. haemolyticus 1

A. junii/A. grimontii 3 Acinetobacter spp. 2 A. junii 3

　 　 A. baumannii/Genomic species 13 1 　
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Table 4. Comparison of antimicrobial susceptibility test results according to Acinetobacter species

N, Number of strains; NT, not tested; Abbreviations for antimicrobials: CAZ; Ceftazidime, GEN; Gentamicin, IPM;＊

Imipenem, PIP; Piperacillin, TZP; Piperacillin/Tazobactam, TOB; Tobramycin, TMP; Trimethoprim/Sulfamethoxazole,

MEM; Meropenem.

Identification

method

Antibiotics CAZ GEN IPM PIP TZP TOB TMP MEM

Bacteria N %S %R %S %R %S %R %S %R %S %R %S %R %S %R %S %R

rpoB gene A. baumannii 51 0 100 9.8 86.3 27.5 72.5 0 100 5.9 88.2 9.8 52.9 33.3 66.7 27.5 72.5

A. bereziniae 12 8.3 33.3 41.7 33.3 75 25 58.3 33.3 83.3 8.3 50 16.7 50 50 75 25

Genomic species 3 5 40 20 100 0 80 20 40 20 80 20 80 0 80 20 80 20

Genomic species 16 4 NT＊ 50 25 50 50 50 25 50 25 50 50 NT＊ NT＊

A. junii/

A. grimontii

2 NT＊ NT＊ 100 0 NT＊ 100 0 100 0 NT＊ 100 0

A. calcoaceticus 1 0 0 100 0 100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 100 0

A. ursingii 1 0 100 100 0 100 0 0 0 100 0 100 0 100 0 100 0

Acinetobacter spp. 15 40 13.3 80.3 13.3 86.7 6.7 46.7 26.7 73.3 6.7 86.7 0 93.3 6.7 80 13.3

Vitek 2 A. baumannii

complex

69 10.1 79.7 29.0 66.7 43.5 56.5 10.1 78.3 26.1 68.1 29.0 39.1 46.4 53.6 42 58

A. lwoffii 19 15.8 31.6 57.9 21.1 73.7 21.1 52.6 36.8 73.7 10.5 63.2 15.8 63.2 36.8 73.7 21.2

A. junii 2 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 100 0 0 100 100 0

A. haemolyticus 1 NT＊ 0 100 0 100 100 0 NT＊ 0 100 NT＊ NT＊
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Figure 1: Comparison of phylogenetic trees of the rpoB gene (a) and 16S rRNA (b) of Acinetobacter

species.
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Figure 2. The result of identification of 95 clinical isolates of

Acinetobacter based on the phylogenetic analysis of rpoB gene sequence

analysis.
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Figure 3. The result of identification of 95 clinical isolates of

Acinetobacter based on the phylogenetic analysis of 16S rRNA gene

sequence analysis
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