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I. ABSTRACT

Multidrug-resistant 

Acinetobacter and efflux pump genes

                   Shim, Jae-Kwang

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

                   Dep.of Bio New drug Development

                   Graduate school of Chosun University 

Background : Increased expression of chromosomal genes for efflux 

systems plays a major role in MDR. Among the five superfamilies of 

efflux pumps, resistance-nodulation-division (RND) systems are the 

most prevalent in multi-drug resistant Acinetobcter baumannii. 

Overexpression of AdeABC constitutes a major mechanism of 

multi-resistance in A. baumannii. The assessment for the role of 

AdeABC in carbapenem resistance differ from studies to studies.  

Studies for the role of efflux pump for carbapenem resistance for A. 

baumannii isolated from Korea are hard to find out. The prevalence of 

common efflux pumps in CRAB were not known well.

The aim of this study is 1) to investigate the role of the AdeABC 

multidrug efflux pump in the decreased susceptibility of clinical isolates 

of A. baumannii to meropenem, 2) to assess the frequency of 

common efflux pump genes in carbapenem-resistant A. baumannii 

isolates

Methods: We determined MIC value by agar dilution test in the 

absence and presence of carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone 

(CCCP), efflux pump inhibitor (EPI), in 119 clinical isolates of A. 
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baumannii and 17 reference strains of Acinetobacter species.

We performed RT–PCR to test the expression of the gene of adeB 

which encode the efflux pumps adeB. The isolates were also tested by 

PCR for adeB, adeJ and adeE genes.

Results: Real-time PCR identified 6-fold increases in adeB expression 

in the group of meropenem-resistant  isolates compared to that in the 

group of meropenem-susceptible isolate.

The expression of adeB did not correlate with carbapenem resistance, 

and 20 isolates with absent or negligible expression of this system 

were still able to achieve high-level resistance. The addition of CCCP 

led to a fourfold reduction in the MIC of meropenem for 20 isolate, 

twofold reduction in the MIC of meropenem for 30 isolate and no 

reduction in the MIC of meropenem for 69 isolate. 

The overexpression of adeB was found in 76 (88%) of 86 strains of 

meropenem resistant group and 15 (58%) of 26strains of meropenem 

susceptible group.

The frequencies of the adeB, adeJ and adeE gene were 91%, 92%, 

and 10%, respectively. 

Conclusion: The synergy between meropenem and CCCP was found in 

20(17%) of 119 A. baumannii. No definite correlation was observed 

between the synergy of meropenem with CCCP and adeB 
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overexpression in most strains tested. The adeB overexpression may 

be induced by other compounds other than meropenem in most 

isolates in this study. It seems that the increased expression of 

AdeABC was not an important contributor to meropenem resistance in 

most strains of crab tested in this study.
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 Ⅰ.    

  근에 염 체  계 전  (1)  가는 다제내 에 주 한 역할  하

고 는 것  나타났다 (2).  매개 한 내  다 한  종에  찾

 수 다 (3,4). 특히 펌프가 과 하게  항균제 적  감 한다. 

에 라  펌프  과  제 내 에  적  전  볼 수 다 

(3). 제 내 에 연  는  시스  ABC (ATP-binding cassette) 

transporter (5), SMR (small multidrug resistance) (6), MATE (multidrug and 

toxic compound extrusion) (7), MFS (major facilitator superfamily) (8),  RND 

(resistance-nodulation-cell division) (9) family 5가   다.

  염 체  계  가에 한 다제내  그람 균에  적  나타

나는 , 가  보편적  연  는 것  여러 펌프 에  

resistance-nodulaltion-cell division (RND) supermaily 다 (10). 러한 펌프는 

 수  (efflux membrane transporter)   고, MFP (major 

fusion protein)   OMF (outer membrane factor)가 하여 포 과 내

에  제 (drug)   시킨다. RND system  포  항 ·병

 결정  과  물   포함하는 다 한 능  가 고 다 

(11). 

  RND family  , AdeABC 펌프시스  다제내  A. baumannii 균주에

 2001년에 견 다.   (transporter)는 A. baumannii 내  주 한 

 시스  볼 수 다. 러한 계  많  펌프들  그람 균 에 

하게 퍼 고 한 병원균 내 항균제에 한 다제내 과 연계 다 (12). A. 

baumannii 는 다제내 에  다 한 펌프  니고 다 (13).  가  

RND family  AdeABC 펌프는 A. baumannii  carbapenem 내 에  높  

것  보고  다 (14). 또한 RND system  AdeABC  AceIJK는 A. 

baumannii에  특   다 (15,2). AdeABC operon  A. baumannii 균주에

 거  80%  가 고  (2), 과   경  aminoglycosides, 

cefepime, fluoroquinolones, chloramphenicol 그 고 tetracycline -tigecycline에

 감수  감  킨다.  펌프는 적  연  는  제에 

해 내  시킬 수 는 적 특징들  보  (16)하고 는  A.baumannii
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에 는 그런 펌프  adeB   술하고 다 (2). carbapenem   

매개할 수 는 AdeABC에 한 거는 히  adeB 전  과 과 균

주 내 내  수  에 나타난 계  탕  제 다 (17,18).

  Carbapenem  포  투과  높고 그람 균  생 시키는 β-lactamase에 

매  정적 다. 그래  carbapenem  cephalosporin 내  A.baumannii에 한 

감염  료제  채택 고 다. 그런  근 carbapenem에 내  닌 

A.baumannii가 전 계적  하게  에게 매  심각한  

고 다. 무 보다 A.baumannii는 carbeapenem에 한 내  니고  뿐

만 니라 다  계열  항균제에 한 내 ,  다제내 적  문제가 고 

다. 러 Carbapenem 내  A. baumannii 에 한 감염  감수  균주에 

한 감염 에 비하여 망 과 병원 원 간  저하게 가시키는 것  보고 

고 다 (19).  해, 감염  료제  택할 수 는 항균제  가 

당히 제한 고 는 실정 다. 근 수십년  다 내  가  A.baumannii

가 점 적   시 하 , 폐 , 패 , 감염, 그 고 창 감염 등

 원내 감염  함께 가하고 다. 특히  균   감염균   전 

계적   낳고 다 (20).  

  Carbapenem 내 전에 해 는 그동  내에  많  연 가 루 져 

나, 내  펌프 전 들  보 에 한 연 는 매  드물다. 라  본 

연 는 A. baumannii 균  meropenem 내 에 한 펌프  역할과 내  A. 

baumannii 균  보 한 펌프 전  보  조 하여 평가하고  한다. 
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 Ⅱ. 연   

1. 연  

2008년 1월  2011년 6월  조 학 병원  검체  Vitek 2 syste

m에 하여 Acinetobacter baumannii  동정  균주 119주   Acinetob

acter 각 균종  균주 17주, 합 136주  본 연  실험  정하

다. 조 균주 는 A.baumannii 균주 (KCTC 2508)  하 다. 실험에 

 균주 119주는 meropenem에 내  균주 86주, 감수  균주 26

주, 간내  균주 7주  다. 

2. 연  

1) 펌프 검

  Meropenem (Carbapenem 계열 항생제) 내 에 한 adeB  역할  조 하  

해 펌프 저해제  carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone(10㎍/mL, Si

gma-Aldrich, USA)  첨가한  첨가하   에  각각 meropenem에 

한 minimum inhibition concentration (MIC)  CLSI (Clinical and Laboratory S

tandards Institute)에  제시한 한천희  검 하 다 (23). 실험에  균

 농 는 0.5 Mcfarland Standard 탁  균  1:10  희 한  meropene

m  단계희 한 Muller Hinton agar에 1㎕  접종 하여 종 농 가 5 x 104 cfu/

mL   하 다. 실험한 균주  CCCP  첨가하   MIC가 4   감

 펌프가  것  판단하 다.
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2) 실시간 역전  합  연   (Real-Time Reverse Transcription Polym

erase Chain Reaction)

  adeB 전   실시간 역전  합  연  하여 정하

다. Bacterial cell  mid-log phase  LB broth에   하 다. R

NA는 EasyRed( iNtRON Biotechnology, Korea)  phenol-chloroform-isopropan

ol  하여 하 고,  RNA는 DNase I (TAKARA ,Otsu, Japan) 처

 하여 genomic DNA에 한 염  하 다. RNA  농 는 spectrophotom

eter  10ng/uL가  정량  하 다. adeB 전  primer는 table 1과 같  

하 고, 16S RNA는 adeB transcripts  level  하  하여 houseke

eping 전  다. cDNA  합  SuperScriptⓇ VILOTM cDNA Synthesi

s kit (invitrogenTM Grand Island, NY )  하여 5X VLIOTM　Reaction Mix 4

㎕, 10X SuperScriptⓇ Enzyme Mix 2㎕, RNA 6㎕, DEPC 처  수 8㎕  

넣   량 20㎕가 게 비하 다. cDNA 합  한  조건  2

5℃에  10 , 42℃에  1시간, 85℃에  5 동  시 다. RT-PCR  

2x phusion flash ( FINNZYMES, Finland) 10㎕, Primer (10pmoles/㎕) 1㎕, cDN

A 1㎕, 20X Evagreen dye (Biotium, Hayward, USA) 1㎕, 3차 수 7㎕  넣  

량 20㎕가  하 다.   조건  95℃에  5  동   단

계  거쳐 95℃에  15 간 , 60℃에  1 간 결합하는 2단계  40  동  

복하 고 CFX96TM-Realtime PCR ( BioRad Laboratories, Hercules, CA )에 

해 실행 다. critical threshold cycle ( Ct ) number는 CFX96TM-Realtime PCR

에 해 결정 다. adeB 전   ΔCt 값  16S RNA housekeeping 전

에 한  정량  계 하 다. 그 고 감수 균주, 간내 균주, 내  균주

 adeB 전   ΔΔCt값  균주 (KCTC 2508 )에 한  정량  

계 하 다. 가적  내 균주  adeB 전   ΔΔCt값  감수 균주

에 한 정량  계 하 다. 절 정량  하  하여 adeB 전  16S R

NA  cloning 한 균주에  standard sample  (106~103) 제조한  CFX-96 syst

em (BIoRad)에 해 수행하 다.
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3)  전  PCR 검

adeB, adeE  adeJ 펌프 내  전  보  조 하  해  전 적

 PCR  수행하 다. BAP에 계  하여 한 개  집락   취한 

 LB broth (Difco
TM LB broth, Miller (USA), BD) 에 집락  고 shaking incub

ator에  18-24시간 시 다.  균  200㎕  DNA   (AccuPrep
ⓇG

enomic DNA Extraction Kit, Bioneer, Daejeon, Korea) 하 다. 펌프 전

 종  검 하  하여 2x phusion flash (FINNZYMES, Finland ) 10uL, prim

er (Table 1) 1㎕, DNA 1㎕, 3차 수 8㎕  넣  량 20㎕가  하 다. 

 조건  98℃에  3  동  단계  거   98℃에  30 , 57-5

9℃에  30 , 72℃에  45  동   시키는 3단계 주  35  복한  72℃

에  5  동  연 시 다. PCR 물  0.5ng/mL Ethidium Bromide (EtBr, Bion

eer, Daejeon, Korea)에 ELITE 300 (WEALTEC, SolGent, Daejeon, Korea )  10

0V (1X TAE buffer, 가제조 )에 25 간 전 동  하 , Image analysis s

ystem (GEL LOGIC 100 Imaging system)  폭  DNA  하 다. 
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Ⅲ. 결과

  1. 펌프 검  결과

  A.baumannii  119주에  MIC가 2  감 한 균주는 30주(25%) 고, 4   

감 한 균주는 20주(17%), 가 는 균주는 66주(55%)가 나타났다. 

meropenem에 내  86균주  CCCP 함 에  MIC가 4   감 한 균

주는 17주(20%) 고, 2  감 한 균주는 18주(21%) 다. 나  49주(57%)에

는 MIC   찰할 수 다. meropenem에 감수  26균주에 는 CCCP 

함 에  MIC가 4   감 한 균주가 2주(8%), 2  한 균주가 9주

(35%), 나  14균주(54%)에 는 MIC 가 다. 또한 간내  균주 7주 

 3주(43%)에  MIC가 2  감 하고, 1주(14%)에 는 4   감 함  보

다(Table 2). 

  2. 실시간 역전  합 연  (Real-Time Reverse Transcription 

Polymerase Chain Reaction) 결과

  A.baumannii 균주 (KCTC 2508)  조  하여 adeB expression  비

한 결과, 감수  균주에  adeB  과  균주는 26균주  15균주

(58%)  나타났 , 간내  7균주에 는 4주(57%)에  adeB 과  찰

다. 내  균주에 는 86균주  78주(91%)에  과  찰 할 수 

다.  meropenem에  감수  균주 17주에 는 adeB 과  주가 10주

(58%)  나타났다 (Table 3). 또한 meropenem에 내  균주 과 감수  균주

과  adeB  비 하  는 내  균주  (86주)에  감수  균주

(26주) 보다 adeB  6  과    수 다. 또한 adeB 

 절 정량하여 계적   한 결과 감수  균주 과 간내  균주간 그

고 감수 균주 과 내  균주간    수 가 1(P=1)  계적  

보  다. 
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  3.  전   검  결과

  adeB, adeJ, adeE  전  포  보  해 전 적  PCR  수행

한 결과  119균주  adeB, adeJ, adeE  전  포  각각 91%, 92%, 

10% 다 (Table4). 균주 17주에 는 adeB, adeJ  adeE  보  53%, 

59%, 12%  보 , meropenem에 감수  균주 과 내  균주 과   

전  보  비 하  , 내  균주  adeB  adeJ 보  98%, 

99%  감수  균주  73%, 65%보다 높 다. 하 만 adeE 전  보  내

 균주  5% 보다 감수  균주 에  31%  높  포  보 다. 
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IV. 고 찰

  본 연  적  하나는 meropenem 항균제에 해 내  닌  균

주   전  adeB 가 과   태에  펌프  한 연  

는  히는  다.

 저 펌프  역할  펴보  해, 펌프 저해제  CCCP (10 ug/mL)  

첨가하여 한천희  MIC   찰 하 다. 그 결과 펌프  

 (21), 4  MIC가 감 한 내  균주는 17주(20%)  차 하 고 18주(21%)

는 MIC 가 2  감 한 것  찰 다. 

 또한 adeB  파 하  해 A.baumannii 균주 (KCTC2508)  조

 정 한  내 균주, 간내 균주, 감수  균주 각각에 해 adeB  

적  정량  하 다. 결과, 내 균주 86균주  76주(88%)에  

과  나타났 , 간내  균주 7주는 4주(57%)에  과  보 고, 

감수  26균주  15주(58%) 에  과  찰 다.  실험결과에  

한 실  adeB  과  다고 해   균주가 

meropenem 항균제에 한 내  보  는다는 것 다. 연 는 그 근거  

내  균주  조  비 하고  했  감수  균주 58%에  adeB  

과  보 다는  찾고  한다. 한편, adeB  조  균주

가 닌 감수  균주  정한  내 균주 과  정량  수행한 결과 감

수 균주 보다 내 균주 에  6   과  나타났다. 

  게다가 CCCP 펌프 저해제 첨가  한 meropenem MIC 감  adeB 

전  과 간  계  평가해 본 결과 미한 연  보  다. 

는 펌프가  균주가 17주(20%)  포  보 만 그  균주에

 adeB  과  특징적  나타나  고 감수  균주내에  

펌프가  균주  adeB 과  견할 수  문 다. 하 만 

carbapenem 내 에  AdeABC  역할  여전히 논란  여  남겨 고 다. 

전에 문헌에 하  Imipenem에 내  균주  돌연  균주에  CCCP가 

존 할  imipenem MIC가 감 하 만, 러한 균주에  adeB  과  

전  나타나  다. 러한 결과는 다  시스  carbapenem  시 거나 

AdeABC 내에  특정 돌연 가  프 파  시  보여주 만, 그
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다고 러한 시스   수   시 다고는 단정할 수 다. 라  

AdeABC 과  carbapenem 내 에 여  하 만, 다   전 또한 포

함   가능  존 한다고 보는 것  람 할 것 다. 또,  그 체

 높  수  내  여하는 것  니라 하게 MIC  가시키는 것 다. 

  다  전가 연계  가 높  수  내 에 달하게 다

고 져 는 보고(22)  본 연  역시 한 결과  다. 

  한편 내   전    adeB, adeJ, adeE 전  검체 보

 보고  적  PCR  시행하 다.  119균주  A. 

baumnnii  조 한 adeB, adeJ, adeE 전  검체 보  각각 91%, 

92%, 10%  나타났다. adeB  adeJ 전 는 내  균주에  보  높 고, 

adeE 전 는 감수  균주에  보   높게 나타났다 (Table 4).

  adeB 전  보  adeB  계  조 한 결과 adeB가 과  

균주에  adeB 전   가 고 다. 그 고 감수  균주에  

adeB 전  19주(73%)정  보 하고 다. 한편, adeB 전  보 하

고 는 균주 에  하고, adeB 과  나타나   경 는 전 는 

나 단  합    문에 mRNA  과  생하   

것  여겨 다. 

  결 적  meropenem에 한 펌프  역할  평가하고  실시했  CCCP 

실험  결과  탕  판단해 볼 , meropenem 항균제는 펌프 전  

한 역할   균  제 한 다수  균주에  그 역할  미비한 것  정

다.

  항균제 내  전  해하는 것   료적 전략 개  해 하다. 

Pseudomonas aeruginosa (24,25,26)  같 , A.baumannii  carbapenem 내

 할 수 는 것  다 한 전  했   크다는 것 다. 비  

 결  적   수   검체   평가  하  한계가 고, 

A.bumannii  균  가 고 는 제적‧ 역적 특 과 clone  포   

 다 다는 실 (27)에 주 할 필 가 다.
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Gene Primer sequence Size

adeB

(quantitative)

Foward,5'-AACGGACGACCATCTTTGAGTATT-3'
84bp

Reverse,5'-CAGTTGTTCCATTTCACGCATT-3'

16S RNA
Foward,5'-CAGCTCGTCTCGTGAGATGT-3'

150bp
Reverse,5'-CGTAAGGGCCATGATGACTT-3'

adeB

(qualitative)

Foward,5'-GTATGAATTGATGCTGC-3'
979bp

Reverse,5'-CACTCGTAGCCATACC-3'

adeJ
Foward,5'-ATTGCACCACCAACCGTAAC-3'

453bp

Reverse,5'-TAGCTGGATCAAGCCAGATA-3'

504padeE
Foward,5'-GAGCTGAGGATTCTCTATGT-3'

Reverse,5'-AGTGTGCTCACCATATAGTC-3'

Table 1. Primers sequence used in this study
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The extent of reduction in the MIC of meropenem by the 
addition of CCCP

2fold ↓ 4fold ↓ 8fold ≤ ↓ No change

Susceptible

group
9(35%) 2(8%) 1(4%) 14(54%)

Intermediate

group
3(43%) 1(14%) 0(0%) 3(43%)

Resistant

group
18(21%) 17(20%) 2(2%) 49(57%)

Total 30(25%) 20(17%) 3(3%) 66(55%)

Table 2. Results of synergy test between meropenem and CCCP 
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Real-time RT PCR for adeB

Susceptible

group

Intermediate

group

Resistant

group

overexpression of 

adeB
15(58%) 4(57%) 76(88%)

Total strains 26 7 86

Table 3. Frequencies of adeB overexpression among meropenem 

  -Susceptible, - Intermediate, and – Reference group of A. baumannii
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adeB gene PCR adeJ gene PCR adeE gene PCR

negative positive negative positive negative positive

Susceptible

group
7(27%) 19(73%) 9(35%) 17(65%) 18(69%) 8(31%)

Intermediate

group
2(29%) 5(71%) 0(0%) 7(100%) 7(100%) 0(0%)

Resistant

group
2(2%) 84(98%) 1(1%) 85(99%) 82(95%) 4(5%)

Total 11(9%) 108(91%) 10(8%) 109(92%) 107(90%) 12(10%)

Table 4. Frequencies of adeB, adeJ, and adeE efflux genes in A. baumannii
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Figure 1. Distribution of efflux pump genes assayed by Conventional PCR
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VI. 감  말

  여곡절 끝에 논문  고 게 감    수 는  순간  

저에겐 가  행복한 시간  것  같습니다. 제나 실에 주하    습

들    저   만 끝  주 할 수  건 저에게 많

  주신 들  라고 생각합니다. 

  저 수많  식  보물 창고  쉽게 열수   주신 숙  

수님께  감 드 니다. 수님  학문에 한 끝 는 열정과 노  저에게 

많  감  습니다. 존경합니다. 그 고 종심 에  많  조  주신 문

수 수님과 실험  행할  다 많  가 과 노하  가 쳐 주신  건 

수님께   감  드 니다.  또한 병원 무  학  병행하는 저  습에

 제나 과 격  끼   병  생님, 학원에 같  학하여 

실험실에 나 강 실에 나 항  에  든든한 동료가  동생같  , 

실험실에  “ 실”  본  주고  남  3주 동  제  고생  많  

에게  감  드 니다. 끝  조 학 병원 단검 학과 든 생

님들께  감  말  전하고 싶습니다. 

  내     랑하고 많   고 웠 . 공  한다는 것과 논문

 쓴다는게 쉽  다는 걸  달  것 같 . 물  보람  컸 . 그 고 시골

에 계신   주  키 느라 고생  많  누나 랑해. 주말 다 찮게 

하는 저희  뜻하게 맞  주시는 , 님 감 합니다.  휘  돌 주시

는 고 , 고 님께  정말 감 드 니다.

   저  짜  다  주  나  랑스런 내, 에게  고맙다

는 말  전하고 싶습니다.

 ‘   에 는  당신   팔  뻗  는가?’라는 말처럼  실
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에 주하  고  향해 매 하고 노 하겠습니다.  

2012년 6월 심  
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