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Bronchial Washing Specimens

Ja Young Lee1, Jeong Hwan Shin1,2, Hyun-Kyung Lee3, Seong-Mi Yu5, Eun Hee Park6, Hee Ryune Lee1,
Jae Hyen Kim1, Hye Ran Kim1, Chi Sook Moon3, Young Jae Kim4, Jeong Nyeo Lee1,2

1Department of Laboratory Medicine, 2Paik Institute for Clinical Research, Departments of 3Internal Medicine and 
4Anesthesiology, College of Medicine, Inje University, Busan; 5Department of Nursing, Gwangju Health College,

Gwangju; 6Busan Metropolitan City Institute of Health and Environment, Busan, Korea

Background: We noticed a sudden increase in the 
isolation of Klebsiella oxytoca from bronchial washing 
specimens during May to June 2006. An epidemio-
logical investigation was conducted to identify the 
cause of the outbreak and to implement appropriate 
infection control measures. 
Methods: A total of 18 isolates of K. oxytoca were 
found. The 14 bronchial washing specimens that yiel-
ded K. oxytoca were taken in the outpatient broncho-
scopy suite, and the other 4 specimens were ob-
tained by a portable bronchoscopy. The medical re-
cords and microbiologic findings of these patients 
were reviewed. Environmental samples from two bron-
choscopes and the bronchoscopy suite were cul-
tured. The relations between the available 10 isolates 
from bronchial washing fluid were investigated by pul-
sed-field gel electrophoresis (PFGE).
Results: No patients were judged to have had true 
infections attributable to K. oxytoca either before or 

after bronchoscopy. Cultures of samples from two 
bronchoscopes and related environment did not grow 
K. oxytoca. The PFGE analysis showed that 8 of 10 
isolates had a similar pattern of DNA fragments. An 
infection control strategy was implemented, including 
adequately cleaning and disinfecting the broncho-
scopes, and a sharp reduction in the incidence of K. 
oxytoca from bronchial washing samples followed.
Conclusion: The sudden increase of K. oxytoca from 
bronchial washing specimens was a pseudo-outbreak. 
We presumed that the bronchoscopes became conta-
minated during a procedure in a patient colonized 
with K. oxytoca in the upper-respiratory tract. (Korean 
J Clin Microbiol 2008;11:5-10)
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서      론

  Klebsiella는 사람이나 동물의 다양한 검체 및 물 등의 주위환

경에 널리 분포하며 인체 내에서는 균혈증, 호흡기 감염, 요로 

감염, 조직 감염 등의 주요 원인균으로 대부분 원내감염과 연

관되어 있다[1]. Klebsiella oxytoca는 Klebsiella중 Klebsiella 
pneumoniae 다음으로 임상 검체에서 흔히 검출되는 균으로 실

온의 습한 환경 및 영양이 부족한 환경에서도 잘 증식하는 특

징이 있어 음식이나 경구영양 주입액, 정맥내 주사액 등을 종

종 오염시킨다[2]. K. oxytoca에 의한 돌발감염 사례들을 살펴

보면 주로 신생아나 항암화학요법 치료중인 면역저하 환자들

에서 발생하였고 경구영양주입액 및 경피정맥도관의 오염이 

주 원인으로 밝혀진 바 있다[3-7]. 
  2006년 5월 본원에서 시행한 기관지 세척액 배양에서 K. 
oxytoca의 검출빈도가 갑작스럽게 증가하기 시작하였다. 이에 

저자들은 K. oxytoca에 의한 돌발 감염을 의심하여 감염원을 

찾기 위한 역학 조사 및 추가 발생을 감소시키기 위한 감염관

리활동을 실시하여 그 결과를 평가하였고 검출된 K. oxytoca 
균주에 대해 Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)를 실시하

여 분자역학적 연관성을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 연구대상 및 역학조사

  2006년 5∼6월 기관지 세척액 배양이 의뢰된 환자 중 K. 
oxytoca가 검출된 17명의 18검체를 대상으로 하였다. 기관지 

내시경에 의한 원내감염 유무를 확인하기 위하여 환자의 의무 

기록지를 바탕으로 임상증상, 기저질환, 검사소견 및 최종 진단 

등에 대해 후향적 조사를 실시하였다. 상부 혹은 하부 호흡기 
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감염 및 폐렴의 진단은 Centers for Disease Control and Preven-
tion에서 제정한 원내감염의 정의[8]를 따랐으며, 호흡기 내과 

전문의가 환자들의 임상적 증상 및 흉부 방사선 소견을 바탕으

로 환자들의 호흡기 감염유무를 판단하였다.

2. 환경 배양

  집단 발생의 원인을 확인하기 위하여 2006년 6월 2일 환경 

배양을 실시하였다. 기관지 내시경실에서 사용하는 2대의 기관

지 내시경 기구의 내관 및 표면에서 면봉을 이용하여 검체를 

채취하였으며 그 외에도 소독 전후의 기관지 내시경 기구 내부

를 통과시킨 증류수, 소독액으로 쓰이는 Perasafe 용액의 소독 

전후 용액, 자동세척기 내부 표면, 기관지 내시경실의 싱크대, 
수돗물 및 담당 의료진의 손 등에서 검체를 채취하였다. 이렇

게 얻어진 검체는 혈액 한천배지에 접종하여 35°C 배양기에서 

하룻밤 배양하였으며 세균이 증식한 경우 임상미생물 검사실

에서 일상적으로 시행되고 있는 동정 방법대로 동정하였다.

3. Pulsed-field gel electrophoresis에 의한 유전자 형별 분석

  분자역학적 분석을 위하여 기관지 세척액 배양에서 자란 K. 
oxytoca 균주 중에서 보관이 가능하였던 10주를 대상으로 

PFGE를 실시하였다. 순수 배양한 집락을 Luria Bertani 액체 

배지에 접종하여 37°C에서 하룻밤 배양하였다. 이후 과정은 

Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA., USA)사의 GenePath 
Group 6 Reagent Kit를 이용하여 제조사의 사용설명서대로 시

행하였다. 배양된 세균을 0.85% 식염수 용액으로 씻어 세균 부

유액 150µL에 부유시킨 후 55°C에서 보온하여 아가로오즈 용

액(embedding agarose) 150µL와 리소자임 6µL를 넣고 피펫으

로 잘 섞어 100µL를 plug 주형에 넣었다. 4°C에서 10분간 고형

화시킨 후 cryotube에 옮겨 리소자임 20µL와 용해완충용액 

500µL을 넣고 섞어 37°C에서 1시간 동안 항온시켰다. 용해완

충용액을 제거하고 세척완충용액으로 plug를 씻어낸 후 K 단
백분해효소(proteinase K) 완충용액 500µL와 K 단백분해효소 

20µL를 넣고 50°C에서 16∼20시간 동안 항온시켰다. K 단백

분해효소 완충용액을 제거하고 1X 세척완충용액으로 5회 세척

하여 plug 일부를 새 튜브에 넣고 1X 세척완충용액 1 mL로 최

종 세척하였다. XbaI완충용액 500µL를 넣고 30분에서 1시간 

동안 실온에서 부드럽게 섞은 후 완충용액을 제거하고, XbaI 
완충용액 300µL에 XbaI 제한효소 5µL를 넣고 여러 번 잘 섞어

서 plug가 완충용액에 완전히 잠기게 한 후 37°C에서 16~20시
간 동안 항온시켰다. 완충용액을 제거하고 1X 세척완충용액 1 
mL로 씻었다. 전기영동은 CHEF-DR system (Bio-Rad)을 이용

하여 전압 6 V/cm에서 16∼20시간 동안 시행하였다. 전기영동

이 끝난 후 겔을 ethidium bromide로 30분간 염색한 다음 자외

선 조영 하에서 관찰하여 사진 촬영을 하였다. PFGE 결과는 

BioNumerics software (Applied Maths, Saint-Martens-Latem, 

Belgium)을 이용하여 분석하였다. Dendrogram은 unweight-pair 
group method using arithmetic average와 Dice coefficients를 설

정하여 구하였다. PFGE 분석상 유사한 균으로 분류하는 기준

은 상동계수(similarity coefficient)가 80% 이상인 균주들로 하

였다.

결      과

1. 대상 환자의 병력 조사 결과

  2006년 5월부터 6월까지 총 81명의 환자에서 기관지 세척액 

배양이 의뢰되었으며 이중 17명의 환자(18검체)에서 K. oxy-
toca가 검출되었다. 검출된 K. oxytoca는 기관지 내시경실 전용 

기관지 내시경 장비에서 14주, 내과 중환자실에서 사용했던 이

동식 기관지 내시경 장비에서 4주 검출되었다. 한 환자는 이 기

간 동안 18일 간격을 두고 2번의 기관지 내시경 시술을 받았는

데, 이동식 기관지 내시경에서 얻은 세척액과 기관지 내시경실 

전용 기관지 내시경 장비에서 얻은 검체, 둘 다에서 K. oxytoca
가 검출되었다.
  기관지 내시경 검체에서 K. oxytoca가 검출된 17명 환자들의 

병력을 검토한 결과 12명은 결핵 및 폐암의 추정 진단 하에 기

관지 내시경을 시행하였고 기관지 내시경 시행 후 환자들의 임

상 증상 및 흉부 방사선 검사에서 호흡기 감염이 새로 발생한 

증거는 없었다. 5명은 임상 증상 및 흉부 방사선 검사상 폐렴 

의심 하에 결핵 및 폐암 감별진단을 위하여 기관지 내시경을 

시행하였는데 이들 역시 기관지 내시경 시행 후 임상 소견 및 

흉부 방사선 검사에서 폐렴의 악화 소견은 관찰되지 않았고, 
객담 및 혈액 배양 검사에서 K. oxytoca는 배양되지 않았다

(Table 1).

2. 환경배양 검사 결과

  기관지 내시경실의 2대의 기관지 내시경 기구 내관 및 표면, 
소독 전후의 기관지 내시경 기구 내부를 통과시킨 증류수, 
Perasafe 용액의 소독 전후 용액, 자동세척기 내부 표면, 기관지 

내시경실의 싱크대, 수돗물 및 담당 의료진의 손 등에서 채취

한 총 17 검체에 대한 배양검사 결과 K. oxytoca는 검출되지 않

았다.

3. PFGE 유전자 형별분석 결과 

  3개의 주요패턴(major pattern)이 관찰되었고 그 중 대부분을 

차지하는 1개의 주요패턴에서 A1형(N=5), A2형(N=1) 및 A3형
(N=2)의 3종류의 아형이 관찰되었다(Fig. 1). 동일 또는 유사한 

패턴을 보인 8균주는 기관지 내시경실 전용 기관지 내시경으로 

채취한 기관지 세척액에서 5주, 이동식 기관지 내시경의 기관

지 세척액에서 3주로 기관지 내시경 둘 다에서 모두 검출되었

다.
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Fig. 1. Pulsed-field gel electropho-
resis patterns of K. oxytoca isolates 
from bronchial washings.

Table 1. Patient characteristics and the dates of the bronchial washing cultures that grew K. oxytoca

No. Case Sex Age Ward Date Clinical diagnosis Antimicrobial therapy

1* M 50 MICU 05/11/06 Tb Anti-Tb medication
2 F 77 Respiratory 05/22/06 Tb pleurisy Anti-Tb medication
3 F 59 Outpatient 05/22/06 Bronchitis −
4 F 59 Outpatient 05/26/06 R/O Endobronchial Tb −
5 M 41 Respiratory 05/26/06 Tb Anti-Tb medication
6 M 59 Respiratory 05/29/06 Pneumonia +
7 F 30 MICU 05/29/06 R/O Tb, sarcoidosis Anti-Tb medication
8* M 50 Outpatient 05/29/06 Tb Anti-Tb medication
9 M 39 Outpatient 05/30/06 Pneumonia +
10 M 60 Respiratory 06/01/06 COPD +
11 F 64 Outpatient 06/01/06 Bronchiectasis −
12 F 54 Outpatient 06/02/06 Bronchiectasis −
13 F 35 Respiratory 06/02/06 Bronchitis −
14 M 73 Respiratory 06/02/06 Pneumonia +
15 F 50 Outpatient 06/02/06 Bronchitis −
16 F 61 Respiratory 06/02/06 Tb Anti-Tb medication
17 M 67 MICU 06/05/06 Pneumonia +
18 F 66 MICU 06/20/06 Pneumonia +

*Cases 1 and 8 are the same patient. 
Abbreviations: MICU, medical intensive care unit; Tb, tuberculosis; COPD, chronic obstructive pulmonary disease.

고      찰

  원내감염은 병원이나 의료시설에 입원할 당시에는 없던 감

염이 입원 48시간 후 발생하는 것으로 환자가 입원 후 흔히 생

기는 합병증 중 하나인데 대부분 도뇨 카테터나 중심정맥관 등 

의료기구 사용과 연관되어 있다[9]. 오염된 의료기구를 이용한 

침습적 치료로 인해 단기간에 한 검체에서 특정 균주의 검출율

이 갑작스럽게 증가하는 돌발 감염이 종종 보고되고 있으며 오

염된 내시경 장비의 사용에 의한 감염도 돌발감염의 대표적 원

인 중의 하나이다. 
  본 연구와 유사한 기관지 내시경 장비와 관련된 돌발 감염 

사례들을 살펴보면 Pseudomonas aeruginosa[10-12], Serratia 
marcescens[13], Mycobacterium chelonae[14], Aureobasidium 
species[15]등이 주요 원인 균주로 보고되었고, 국내에서도 기

관지폐포세척액 배양에서 Stenotrophomonas maltophilia 가유

행이 보고된 바 있다[16]. 원인 균주의 분자역학적 연관성은 중

합효소연쇄반응법, DNA 지문분석 및 PFGE 등을 이용하여 확

인하였다. 집단 감염 발생시 공통 오염원에 의한 집단 발생 여

부를 판단하기 위하여 과거에는 균주의 생화학 반응, 혈청형 

및 항균제감수성 양상 등에 의한 분류가 이용되었으나 이들 방

법들은 분별력 및 재현성에 제한점이 있어 최근에는 분자유전

학적 방법이 주로 이용되고 있으며 PFGE의 유용성이 널리 알

려져 있다[17]. 본 연구에서는 검출된 원인 균주의 분자역학적 

연관성을 확인하기 위하여 PFGE를 시행하였다. 관련 균주 중 

보관이 가능하였던 총 10균주에 대하여 PFGE 시행결과 5균주

는 완전히 일치된 유형을 보였고 기타 3균주를 포함하여 총 8
균주의 PFGE 유형이 80% 이상 일치하였으며 2균주는 상이한 

유형을 나타내었다. 따라서 대다수의 원인균주가 동일한 균주

임을 짐작할 수 있었다(Fig. 2).
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Fig. 2. Epidemic curve of K. oxytoca isolates from bronchial washing
samples collected during May and June. Solid bars, number of 
isolates related to the outbreak determined by PFGE analysis; striped 
bars, number of isolates unrelated to the outbreak determined by 
PFGE; open bars, number of isolates unavailable for PFGE.

  이전의 보고에 따르면 기관지 내시경과 연관된 돌발 감염의 

원인은 대부분 기관지 내시경 기구와 관련되어 있는데 기관지 

내시경 기구의 부적절한 소독[13,14]이나 일부 부품 재사용[15] 
또는 부품 결함[11,12,16]이 주요 원인이었으며 역학 조사를 통

한 원인 규명과정에서 일부에서는 내시경 장비에서 직접 원인

균주를 검출하여 그 원인을 규명하였으나 일부에서는 원인균

을 확인하지 못하여 기관지 내시경을 받았던 환자[10,12]의 세

균배양 및 역학 조사 혹은 기관지 내시경실 근무 의료인[10]에
서 세균을 배양하고 동정함으로써 원인 세균의 전파를 추정하

기도 하였다. 본 연구에서도 단기간에 특정 균주의 검출빈도가 

매우 높아 그 원인을 규명하기 위해 기관지 내시경 기기 및 관

련된 환경배양을 실시하였으나 해당 원인 균주와 동일한 균주

를 검출하지 못하여 직접적인 원인은 규명하지 못하였다. 
  기관지 내시경을 시행한 환자에서 상기 원인 균주에 의한 감

염여부를 확인하기 위하여 후향적으로 대상 환자의 병력을 조사

하였는데, 이 환자들의 병력 조사 결과 기관지 내시경 시행 후 

환자의 임상 증상, 흉부 방사선 소견, 객담 및 혈액 배양 검사상 

호흡기 감염의 증거를 발견할 수 없었다. 따라서 기관지 세척액 

배양에서 K. oxytoca 검출빈도 증가는 가유행으로 판단하였다.
  가유행의 원인을 찾기 위해 실시한 환경 배양 검사에서 K. 
oxytoca가 배양되지 않아 직접적인 원인을 규명하지 못하였고 

기관지 내시경을 받은 환자들 중 호흡기에 K. oxytoca가 집락

되어 있었던 환자에 의한 기관지 내시경 오염을 추정하였다. 
본 연구에서 K. oxytoca는 기관지 내시경실 전용과 이동식 기

관지 내시경 기기에서 모두 검출되었다. 이에 대한 역학 조사

를 실시하던 중 유행 기간 동안 한 환자에서 18일 간격을 두고 

두 차례 시행한 기관지 세척액 배양에서 K. oxytoca가 연속 동

정되었는데 첫번째 시술은 내과 중환자실에서 이동식 기관지 

내시경 기기를 이용하여 내시경을 시행하였고 이 환자에서 검

출된 K. oxytoca가 본 연구와 연관되어 검출된 첫 번째 증례였

다. 이 환자의 두번째 시술은 첫번째 시술 18일 후 외래에서 다

시 기관지 내시경실 전용 기관지 내시경기기로 이루어졌다. 각
각의 기관지 내시경별로 검사한 결과를 구분지어 보면 상기 환

자가 이동식 기관지 내시경으로 검사 받은 이후 이동식 기관지 

내시경을 사용한 기관지 세척액 배양에서 K. oxytoca 검출이 

증가하였으며 이동식 기관지 내시경 검체의 균주들은 PFGE상 

동일한 균주임이 확인되었다. 기관지 내시경실 전용 기관지 내

시경의 경우 상기 환자가 기관지 내시경을 받기 전에 간간히 

기관지 세척액 배양에서 K. oxytoca가 검출되었으나 이 환자가 

기관지 내시경을 시행 받은 다음날부터 연속해서 K. oxytoca가 

검출되었으며 이들 균주들도 PFGE상 동일한 균주로 나타났다. 
기관지 세척액 배양에서 K. oxytoca의 가유행이 모두 상기 특

정 환자의 시술 후 발생하였으며 두 내시경 장비 모두에서 동

일한 균주가 검출된 점 등으로 미루어 이 환자가 주 오염원일 

가능성이 높다고 판단되었다. 그러나 이 환자에서 검출된 균주

가 보관되지 않았고 따라서 PFGE의 시행에도 포함되지 않아 

그 유무를 확인할 수는 없었다.
  본 연구에서는 기관지 내시경 세척액 배양에서 특정 균주의 

검출빈도가 증가함을 인지하여 유행 역학조사를 실시함과 동

시에 기관지 내시경실 담당 의료인 교육을 강화하고 기관지 내

시경 관리를 개선하였다. 기관지 내시경 사용 후 기관지 내시

경 세척 및 소독시 규정된 소독제 농도와 소독 시간을 잘 준수

하도록 교육하였고 세척 및 소독 과정을 표준화하였다. 또한 

각종 부속 기기의 세척과정, 소독, 멸균과정 및 자동세척기의 

정기적인 점검을 강화하였다. 이러한 개선활동을 시행한 후 기

관지 내시경 검체에서 K. oxytoca의 검출빈도는 점차 감소하였

고 더 이상 검출되지 않았다.
  결론적으로 기관지 세척액 배양에서 K. oxytoca 검출 빈도의 

갑작스런 증가는 PFGE 분석을 통하여 K. oxytoca 가유행으로 

판명되었으며 감염원은 해당 균을 상재하고 있던 환자로 추정

하였다. 가유행의 역학조사 기간 동안 기관지 내시경의 세척, 
소독 강화로 K. oxytoca 검출 빈도는 점차 감소하였으며 향후 

기관지 내시경 오염을 최소화하기 위하여 지속적인 감염관리 

활동 및 의료인 교육이 필요할 것으로 생각된다.
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=국문초록=

기관지 세척액에서 발생한 Klebsiella oxytoca의 가유행 
1인제대학교 의과대학 진단검사의학과, 2백인제기념 임상의학연구소, 3내과,

4마취통증의학과, 5광주보건대학 간호과, 6부산시보건환경연구원

이자영
1, 신정환1,2, 이현경3, 유성미5, 박은희6, 이희련1, 김재현1, 김혜란1, 문치숙3, 김영재4, 이정녀1,2

배경: 2006년 5월부터 기관지 세척액 배양에서 Klebsiella oxytoca의 분리 빈도가 갑작스럽게 증가하였다. 이에 저자들은 

K. oxytoca에 의한 돌발 감염을 의심하여 감염원을 찾기 위한 역학 조사 및 추가발생을 감소시키기 위한 감염활동을 실시

하였다.
방법: 총 18검체를 대상으로 하였다. K. oxytoca 14주는 기관지 내시경실 전용 기관지 내시경 장비에서, 나머지 4주는 

내과 중환자실에서 사용했던 이동식 기관지 내시경 장비에서 검출되었다. 환자들의 병력과 미생물 검사 결과를 통해 

감염 유무를 조사하였고, 기관지 내시경 기구 및 환경 검체에 대한 배양검사를 실시하였다. 분자역학적 연관성을 확인하

기 위하여 보관이 가능하였던 10주를 대상으로 pulsed-field gel electrophoresis를 실시하였다.
결과: 환자들의 병력조사에서 기관지 내시경 시행 전후 K. oxytoca에 의한 호흡기 감염발생 증거는 없었다. 2대의 기관지 

내시경 기구 및 환경 검체에 대한 배양검사 결과 K. oxytoca는 검출되지 않았다. Pulsed-field gel electrophoresis 유전자 

형별분석 결과 8주에서 유사한 패턴이 관찰되었다. 가유행의 역학조사 기간 동안 기관지 내시경의 세척, 소독 강화 및 

지속적인 감염관리 활동으로 이후 K. oxytoca 검출빈도는 점차 감소하였다.
결론: 기관지 세척액 배양에서 K. oxytoca 분리 빈도의 갑작스런 증가는 가유행으로 판명되었으며, 역학조사상 감염원은 

기관지 내시경 검사 당시 해당 균을 상재하고 있던 환자로 추정하였다. [대한임상미생물학회지 2008;11:5-10]
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