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We compared three EDTA-based phenotypic screening methods for detecting IMP-1 and VIM-2 type metallo-β-
lactamase (MBL)-producing isolates of Acinetobacter and Pseudomonas spp., EDTA-double disk synergy test (EDTA-
DDST), Etest MBL, and imipenem (IPM)-EDTA disk test. A total of 183 isolates (65 Acinetobacter spp. and 118 
Pseudomonas spp. showing IPM resistance), confirmed to MBL genes by PCR, were used. The criteria for MBL 
production were (i) presence of a synergistic zone between IPM and EDTA disks in EDTA-DDST, (ii) reduction of 
IPM minimal inhibitory concentration by ≥ 3 twofold dilutions in the presence of EDTA in the Etest MBL, and (iii) ≥ 7 
mm increase in the inhibition zone around the IPM plus EDTA disks compared with a sole IPM disk in the IPM-EDTA 
disk test. In this study using 87 MBL-producing and 96 MBL-nonproducing isolates, the sensitivities/specificities of 
EDTA-DDST, Etest MBL and IPM-EDTA disk tests were 94.3/78.1%, 89.7/91.7%, and 97.7/95.8%, respectively. 
When the threshold for the increase of the inhibition zone around the IPM plus EDTA disk over a sole IPM disk was 
altered to ≥ 5 mm and ≥ 8 mm for Acinetobacter spp. and Pseudomonas spp., respectively, the sensitivity and specificity 
of the test were 98.9% and 96.9%, respectively. Of the three EDTA-based phenotypic tests, the IMP-EDTA disk test 
was superior for detection of MBL-producing isolates. 
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서  론 

 

카바페넴 (carbapenem)은 대부분의 β-락타마제에 안정

하므로 다제내성 그람음성 간균의 감염증 치료를 위하여 

마지막으로 투여할 수 있다. 그러나 카바페넴의 사용이 

증가하면서 1991년 imipenem (IPM)을 가수분해할 수 있

는 획득성 β-락타마제가 처음 분리되었다 (Watanabe et 

al., 1991). 이 β-락타마제는 Ambler의 분류에 의해 Class 

B에 속하며 활성을 위해 Zn 이온이 필요하므로 metallo-

β-lactamase (MBL)라 명명되었다 (Bush et al., 1995). MBL

은 IMP형과 VIM형이 아시아 (Lee et al., 2003b), 유럽 

(Lauretti et al., 1999; Riccio et al., 2000) 및 북아메리카 

(Hanson et al., 2006; Pitout et al., 2007)를 포함한 전세계

에서 분리되었으며, 이어서 SPM형, GIM형 그리고 SIM

형이 각각 라틴아메리카 (Toleman et al., 2002), 독일 

(Castanheira et al., 2004) 그리고 서울 (Lee et al., 2005a)에

서 분리되었다. 

국내에는 주로 Pseudomonas spp. 및 Acinetobacter spp.

와 같은 포도당 비발효 균에서 IMP-1형 및 VIM-2형 

분리되었으며 (Lee et al., 2003b), 서울 등 일부 지역에서 

SIM형 Acinetobacter spp.가 분리되었다 (Lee et al., 2005a). 

MBL의 검출 방법에 MBL 활성을 억제하는 다양한 

킬레이트 (chelating agent)가 이용되고 있다. Arakawa 

(2000), Lee (2001) 및 Kimura 등 (2005)이 각각 2-

mercaptopropionic acid, ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 

및 dipicolinic acid (DPA) 등을 이용하여 MBL 검출 방

법을 소개하였으나, 아직까지 Clinical Laboratory and 

Standard Institutes (CLSI)에서 추천하는 방법은 없는 실
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정이다. MBL 킬레이트 중 EDTA는 검사실에서 다양한 

용도로 사용하며 접근이 용이하여 가장 많이 이용되고 

있다. EDTA를 이용한 MBL의 선별검사에 여러 가지 방

법들이 소개되고 있는데, 처음에 Lee 등 (2001)이 IPM

과 EDTA 디스크 사이에 새로 생긴 억제대를 관찰하는 

EDTA-이중 디스크 확산법 (EDTA-double disk synergy test, 

EDTA-DDST)을 소개하였다. 그리고 양쪽의 IPM Etest 

strip에 한쪽에는 EDTA를 첨가하고 다른 한쪽에는 EDTA

를 첨가하지 않은 Etest MBL이 상품화 되었다. 이 검사

는 EDTA가 첨가된 IPM의 최소억제농도가 원래의 IPM 

최소억제농도 보다 일정 기준 이하로 (8배 이하) 감소할 

때 MBL로 판단하게 된다 (Lee et al., 2005b). 한편 Yong 

등 (2002)은 EDTA가 포함된 IPM disk와 IPM 단독 디스

크의 억제대 차이를 비교하는 IPM-EDTA disk test 등을 

소개하였다. 저자들은 국내에서 MBL 생성주의 대부분을 

차지하고 있는 Acinetobacter spp.와 Pseudomonas spp.에서 

MBL을 생성하는 균을 검출하는데 EDTA에 기초한 상기 

세 가지 방법을 비교하여 보았다. 

 

재료 및 방법 

대상 균주 및 감수성 검사 

2001년에서 2004년 까지 다양한 임상 검체에서 분리

된 IPM 내성인 Acinetobacter spp. 65균주와 Pseudomonas 

spp. 118균주를 포함하여 총 183균주를 실험에 이용하였

다. IPM 감수성 검사는 CLSI 지침 (2006)에 따라 디스크 

확산법으로 시행하였다. 

MBL 유전형 검사 

모든 균주에 대하여 국내에서 분리된 예가 있는 blaIMP-1, 

blaVIM-2 및 blaSIM-1 유전자에 대한 PCR를 시행하였다 

(Fig. 1). 시발체는 기존 문헌 (Poirel et al., 2000; Kim et al., 

2004)을 참조하여 바이오니아 (Bioneer, Cheongwon, Korea)

에 주문 제작하였으며, PCR은 DNA 2 μl, 1쌍의 시발체 

각각 20 pmol 그리고 1 U의 Taq polymerase가 포함되어 

있는 premix를 혼합하여 총 부피가 20 μl 되게 하였다. 

증폭은 GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA)을 이용하여 95℃에서 15분간 전변

성 (predenaturation) 후, 94℃에서 45초, 51℃에서 30초 

(blaSIM-1의 경우에 56℃에서 30초), 72℃에서 1분을 1주기

로 25회, 마지막으로 72℃에서 10분간 연장반응을 시행하

였다. 

MBL 표현형 검사 

EDTA 이중 디스크 확산 방법 (EDTA-DDST test). EDTA-

DDST는 Lee 등 (2001)의 방법을 참고로 하였는데, 우선 

0.5 McFarland 균 농도를 Mueller Hinton (MH) 한천배지

에 접종 후 IPM 10 μg (BBL, Cockeysville, MD, USA) 디

스크와 빈 디스크를 끝과 끝이 10 mm 되게 한다. 이어

서 0.5 M EDTA 10 μl를 빈 디스크에 첨가한 후 35℃에서 

16~18시간 배양하였다. 두 디스크 사이에 새로운 억제대

가 생성되면 MBL 생성 균주로 판단하였다 (Fig. 2). 

 

Etest MBL. Etest MBL (AB BIODISK, Solna, Sweden)은 제

조사의 지침대로 시행하였으며, EDTA 존재 하에 IPM의 

최소억제농도 (minimal inhibitory concentration, MIC)가 8

배 (3 two fold dilution) 이상 감소하거나 E-test MBL 스

트립의 가운데 부분에 환상 (phantom) 억제대가 생기면 

MBL 생성 균주로 판단하였다 (Fig. 2). 

 

EDTA-IPM disk test. Yong 등 (2002)의 방법대로 시행하

였다. 0.5 McFarland 균 농도를 MH 한천배지에 접종하고 

2개의 IPM 디스크를 MH 한천에 올려놓는다. 하나의 

IPM 디스크에 0.2 M EDTA 10 μl를 첨가하여 16~18시간 

배양한 후 EDTA를 첨가한 IPM 디스크의 억제대가 IPM 

단독 디스크의 억제대 보다 7 mm 이상 증가하였을 때 

양성으로 판단하였다 (Fig. 2). 

EDTA에 기초한 세 가지 표현학적 검사에 VIM-2 

Achromobacter xyloxidans (accession number AY 686225) 

(Shin et al., 2005)을 양성대조로, P. aeruginosa ATCC 27853

Fig. 1. Detection of the amplified blaIMP-1 (left) and blaVIM-2

(right) genes. M, 1.0 kb molecular size marker; lanes 1~4, isolates
haboring blaIMP-1 (500 bp); lanes 5~7, isolates haboring blaVIM-2

(801 bp). 
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을 음성대조 균주로 사용하였다. 

 

결과 및 고찰 

 

Imipenem 항균제에 내성인 183균주를 대상으로 blaIMP-1, 

blaVIM-2 및 blaSIM-1에 대한 PCR을 시행한 결과, IMP-1와 

VIM-2형 MBL이 Acinetobacter spp.에서 49.2% (32/65) 그

리고 Pseudomonas spp.에서 46.6% (55/118)였다 (Table 1). 

이들 MBL 유전형 검사를 기준으로 하였을 때 EDTA-

DDST는 Acinetobacter spp.에서 32 MBL 생성주 중 4균주

를 검출하지 못하였으며 33 MBL 비 생성주에서 5균주

가 양성을 보였다. Pseudomonas spp.에서는 55 MBL 생성

주에서 1주를 검출하지 못하였으며, 63 MBL 비 생성주

에서 16균주가 양성을 보였다. 전체적으로 87 MBL 생성 

균주 중 82균주 (예민도: 94.3%)와 96 MBL 비 생성 균주 

중 21균주 (특이도 78.1%)가 양성을 보였다 (Table 1). 

EDTA-DDST 검사는 EDTA와 IPM 디스크간 거리에 따

라 다른 결과를 보일 수 있다. 두 디스크간 거리를 10 

mm와 15 mm로 한 논문에서 각각 92.7% (Lee et al., 

2003a)와 67% (Marchiaro et al., 2005)의 검출률 (예민도)을 

보였다. 본 연구에서는 두 디스크간 거리를 10 mm로 사

용하였는데 예민도는 94.3%였으며 Lee 등 (2003a)의 결

과와 유사하였다. 한편 EDTA-DDST는 검사과정은 편

리하나 검사자간의 주간적인 판단에 의해 결과의 차이

Table 1. Results of the EDTA-based methods for the detection of IMP-1 & VIM-2 type MBL in Acinetobacter species and Pseudomonas
species 

EDTA-DDST Etest MBL IPM-EDTA disk test Species and allele of MBL 
genes (No of isolates) P* N P N P* N 

Acinetobacter spp. (65)       

IMP-1 like MBL (18) 16  2 18  0 17  1 

VIM-2 like MBL (14) 12  2 13  1 13 1† 

MBL non-producer (33)  5 28  5 28  1 32 

Pseudomonas spp. (118)       

IMP-1 like MBL (8) 8  0  0  8  8  0 

VIM-2 like MBL (47) 46  1 47  0 47  0 

MBL non-producer (63) 16 47  3 60  3 60 

Total isolates (183)       

MBL producer (87) 82  5 78  8 85  2 

MBL non-producer (96) 21 75  8 88  4 92 

Sensitivity (%) 94.25 89.65 97.70 

Specificity (%) 78.12 91.66 95.83 
*The criterion of MBL producer was defined as a increase of an inhibition zone around IPM plus EDTA disk over IPM alone disk by ≥ 7
mm in IPM-EDTA disk test. 

†Isolates co-producing MBL and OXA-51 type carbapenemase. 
Abbreviations: MBL, metallo-β-lactamase; DDST, double disk synergy test; IPM, imipenem; P, positive; N, negative. 

 

Fig. 2. Inhibition patterns of EDTA-based
phenotypic tests in VIM-2 type MBL-producing
P. aeruginosa. A 0.5-mol/L (1,861 μg/disk) and
0.2 mol/L EDTA (744 μg/disk) were used as
inhibitor for MBL inhibitor in EDTA DDST
(A, upper) and IPM-EDTA disk test (A, lower),
respectively. A B 
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를 보일 수 있다. 본 연구에서 EDTA-DDST의 특이도는 

78.1%로 세 검사 방법 중 가장 낮았는데, Lee 등 (2003a)

의 연구에서는 93.5%, Marchiaro 등 (2005)는 70%로 보고

하였다. 이는 검사대상의 균 종 및 균 수의 차이뿐 아니

라 검사자간 주간적인 판단에 의해서도 검사 결과가 차

이를 보일 수 있기 때문으로 사료된다. 

Etest MBL는 Acinetobacter spp.에서 32 MBL 생성주 

중 1균주를 검출하지 못하였으며 33 MBL 비 생성주에

서 5균주가 양성을 보였다. Pseudomonas spp.에서는 55 

MBL 생성주에서 8주를 검출하지 못하였는데 이들은 모

두 IMP-1형 P. aeruginosa였다. 그리고 63 MBL 비 생성주

에서 3균주가 양성을 보였다. 전체적으로 87 MBL 생성

주에서 78균주 (예민도, 89.7%)와 96 MBL 비 생성주 중 

8균주 (특이도 91.7%)가 양성을 보여 (Table 1) Lee 등 

(2005b)의 보고 (예민도 99%, 특이도 97.3%)와 차이를 보

였다. Etest MBL에서 8균주의 위양성 균주가 있었는데, 

흥미롭게도 이들은 모두 EDTA-DDST에서는 음성의 결

과를 보였으며 이들 균주는 EDTA 감수성인 균주로 사

료되었다 (Chu et al., 2005). 이상과 같이 Etest MBL은 우

수한 검사 결과를 보이며 검사하기 쉽고 편리하나 IPM 

MIC가 낮은 (< 4 μg/mL) 균종에서는 위음성이 발생할 

수 있으며 가격도 비싸다는 단점이 있다. 

IPM-EDTA disk 방법은 EDTA-DDST에서 EDTA와 IPM 

디스크간 거리의 조절 및 주간적 판단에 의한 결과의 차

이 그리고 Etest MBL의 경제 부담 등을 보완하거나 줄일 

수 있다 (Yong et al., 2002). 0.2 M EDTA를 첨가한 IPM 디

스크와 EDTA를 첨가하지 않은 IPM 디스크의 억제대 

차이의 (이하 EDTA 첨가 디스크에서 억제대 증가) 평균

Fig. 3. Increase of inhibition zone size around the imipenem disk with EDTA as compared with inhibition zones produced by imipenem
disk without EDTA for 87 MBL positive and 96 MBL negative clinical isolates. 
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은 MBL 생성 Acinetobacter spp.에서 9.0 mm (2~13 mm) 

이었으며, Pseudomonas에서는 11.5 mm (8~21 mm) 이었다. 

MBL 비 생성주에서는 각각 2.9 mm (1~8 mm)와 3.2 mm 

(0~8 mm) 이었다. EDTA 첨가 디스크에서 억제대 증가가 

7 mm 이상을 MBL 생성 균주로 판단할 때, 87 MBL 생성 

균주 중 Acinetobacter spp. 2균주를 제외하고 모두 양성 

결과를 보였다 (예민도, 97.7%). 그리고 96균주의 MBL 

비 생성 균주 중 4균주를 제외하고 모두 음성 결과를 보

여 (특이도, 95.8%) (Table 1) Yong 등 (2002)의 결과와 유

사하였다. 

Acinetobacter spp.와 Pseudomonas spp.에서 EDTA가 첨

가된 IPM 디스크의 억제대 증가의 평균이 달라 양성기

준을 기존 7 mm 이상에서 각각 5 mm와 8 mm로 적용하

였을 때 위양성 및 위음성 균주가 6균주에서 3균주 (위

음성 1, 위양성 2)로 줄었다. 이 기준을 적용하였을 때 

Acinetobacter spp.에서 MBL 생성주 및 비 생성주 각각 

1균주 씩을 제외하고 정확히 감별되었다. 뿐만 아니라 

검출되지 않은 하나의 MBL 생성주는 OXA-51 카바페넴 

분해효소와 MBL을 동시에 생성하는 균주로 OXA-51 카

바페넴 분해효소는 EDTA에 억제되지 않고 카바페넴을 

가수분해할 수 있기 때문에 위음성을 나타낸 것으로 사

료된다 (Lee et al., 2008). Pseudomonas spp.에서도 위양성 

균주가 3주에서 2주로 감소되었으며 나머지 모든 균주는 

정확히 감별되어 전체적으로 예민도와 특이도는 각각 

98.9%와 96.9%를 보였다 (Fig. 3). 

결론적으로 IPM-EDTA disk 방법은 3가지 EDTA에 기

초한 MBL 생성균의 검출 방법 중 적어도 IMP-1형 및 

VIM-2형 MBL을 검출하는데 가장 우수한 성적을 보였다. 

또한 IPM-EDTA disk 방법은 결과의 해석에 주관적인 판

단을 배제할 수 있으며 경제적이므로 임상 검사실에 적

용하기 가장 유리할 것으로 사료된다. 
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