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Use of Boronic Acid Disks for the Detection of Extended-spec-
trum β-lactamase and AmpC β-lactamase in Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca and Proteus mirabilis 
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Background: Accurate detection of organisms produc-
ing extended-spectrum β-lactamase (ESBL) and AmpC 
β-lactamase is very important for treatment of pa-
tients. However, unlike the ESBL confirmatory test, 
there are no guidelines for detection of organisms 
producing AmpC β-lactamase. We evaluated a de-
tection method using boronic acid (BA) for ESBL and 
AmpC β-lactamase.
Methods: Clinical isolates of Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, and Proteus 
mirabilis showing intermediate resistance or resist-
ance to cefoxitin (FOX) or positive for ESBL were 
tested. A ≥5 mm increase in zone diameter of cefta-
zidime/clavulanic acid/BA (CAZ/CA/BA) and/or cefo-
taxime/clavulanic acid/BA (CTX/CA/BA) versus CAZ/BA 
and/or CTX /BA was considered positive for ESBL. 
Likewise, a ≥5 mm increase in zone diameter of 
FOX/BA and/or cefotetan/BA (CTT/BA) versus FOX 
and/or CTT alone was considered positive for AmpC 
β-lactamase. 

Results: Among 622 clinical isolates, ESBL positive 
rates by the CLSI ESBL confirmatory test or by the 
BA method were 18.1% or 18.4% for E. coli, 38.3% 
or 40.4% for K. pneumoniae, 8.7% or 8.7% for K. 
oxytoca, and 14.8% or 14.8% for P. mirabilis, re-
spectively. AmpC β-lactamase positive rates using 
the BA method were 3.7% for E. coli, 33.3% for K. 
pneumoniae, 0% for K. oxytoca, and 7.4% for P. 
mirabilis. The detection rates of coproducing ESBL 
and AmpC β-lactamase were 2.4% in E. coli 27.1% 
in K. pneumoniae, and 3.7% in P. mirabilis.
Conclusion: The ESBL confirmatory method using BA 
was found to enhance the detection of ESBLs, even 
when potentially masked by AmpC β-lactamase. 
(Korean J Clin Microbiol 2009;12:24-29)
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서      론

  Extended-spectrum β-lactamase (ESBL)를 생성하는 장내세

균은 항균제감수성검사에서 penicillins, cephalosporins와 az-
treonam에 감수성 결과를 보여도 임상 으로 치료효과가 없기 

때문에 임상검사실에서는 ESBLs를 생성하는지를 확인한 후 

항균제감수성 결과를 보고해야 한다[1]. 한 최근에는 cepha-
mycins를 가수분해하고 β-lactamase 억제제에 억제되지 않으며 

4세  cephalosporins에 감수성인 라스미드 매개성 AmpC 
β-lactamase를 생성하는 장내세균이 증가하는 추세에 있어 항

균제 선택에 어려움을 더하고 있다. 더욱이 ESBL과 AmpC 

β-lactamase를 동시에 생성하는 장내세균일 경우에는 ESBL 
선별  확진검사에서 ESBL 활성이 AmpC β-lactamase에 의

해 억제되어 음성 결과를 래할 수 있기 때문에 치료 항균

제 선택에 오류를 유도할 험이 있다. AmpC β-lactamase를 

검출하는 표 방법은 제안되지 않고 있으며, 재까지 주로 연

구된 three-dimensional extract test, cefoxitin Hodge test, AmpC 
disk test 등의 AmpC β-lactamase 검출법들은 독이 어렵고 

시험하기가 불편하며 해석이 주 인 단 이 있다. 1982년에 

boronic acid가 AmpC 효소의 가역 인 억제제로 보고된[2] 이
후 boronic acid를 이용한 AmpC β-lactamase 검출법의 효용성

에 한 연구가 있어 왔고[3-5], 국내에서는 Song 등[6,7]이 

boronic acid와 clavulanic acid를 이용하여 AmpC β-lactamase
와 ESBLs 동시 생성 균주의 검출법을 보고한 바 있다.  
  이에 본 연구에서는 디스크 확산법에 의한 ESBL 확진법에 

boronic acid를 병용하여 AmpC β-lactamase와 ESBLs 검사를 

동시에 검사할 수 있는 방법을 개발하 다. 이 방법으로 Kle-
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Fig. 1. Representative results using the Clinical and Laboratory Standards Institute extended-spectrum β-lactamase (ESBL) confirmatory test and
AmpC disk test without and with boronic acid (two disks positioned in right side on media). Abbreviations: FOX, cefoxitin; CAZ, ceftazidime;
CV, clavulanic acid; CTX, cefotaxime; CTX, cefotaxime. Left media shows AmpC positive, center media shows ESBL positive, and right media
shows that isolate is negative in CLSI method and positive in boronic acid disk. 

Table 1. Comparison of CLSI ESBL confirmatory tests in Esche-
richia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, and Proteus 
mirabilis

Organisms 
(No. of isolates) 

CLSI ESBL test 

CTX/CLA
vs. CTX

CAZ/CLA
vs. CAZ

CTX/CLA
vs. CTX and/or

CAZ/CLA
vs. CAZ

  E. coli (332)
  K. pneumoniae (240)
  K. oxytoca (23)
  P. mirabilis (27)

58 (96.7)
90 (97.8)

2 (100)
4 (100)

35 (58.3)
57 (62.0)
 1 (50)
1 (33.3)

60 (18.1)
92 (38.3)
 2 (8.7)
4 (14.8)

  Total (622) 154 (24.8) 94 (15.1) 158 (25.4)

Abbreviations: CLSI, Clinical Laboratory Standards Institute; ESBL, 
extended-spectrum β-lactamase; CTX, cefotaxime; CLA, clavulanic 
acid; CAZ, ceftazidime.

bsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Escherichia coli  
Proteus mirabilis를 상으로 각 균종들의 ESBL과 AmpC β- 
lactamase의 생성 빈도  두 효소를 동시에 생성하는 균주의 

비율을 조사하 다. 

재료  방법

  2008년 1월부터 5월까지 원주기독병원 진단검사의학과에 배

양이 의뢰된 임상검체에서 분리된 E. coli, K. pneumoniae, K. 
oxytoca와 P. mirabilis 622균주의 항균제감수성검사에서 cefox-
itin 내성 는 간내성을 보이거나 ESBL 확진시험에서 양성

을 보인 200균주를 상으로 ESBL과 AmpC β-lactamase 검출

을 하여 Boronic acid로 추가 검사하 다. 동일 환자에서 반

복하여 분리된 균주는 제외하 다. 
  장내세균의 동정은 microplate 동정법[8]을 이용하 으며 ESBL 
확진시험을 포함한 항균제감수성검사는 Clinical and Laborato-
ry Standards Institute (CLSI)[9]의 디스크 확산법을 사용하

다. 항균제디스크는 BBL 사(BBL Microbiology Systems, Co-
ckeysville, MD, USA) 는 Oxoid 사(Oxoid Ltd., UK)의 제품

을 이용하 다.
  Boronic acid를 이용한 ESBL과 AmpC β-lactamase 검출은 

Coudron 등[4]의 방법에 따랐다. 즉, boronic acid (Sigma, St. 
Louis, MO, USA) 용액은 120 mg phenylboronic acid를 3 mL 
dimethyl sulfoxide로 녹인 후 여기에 3 mL 멸균 증류수를 넣어 

제조하 고, 이 용액 20μL를 ceftazidime (30μg, CAZ), cefo-
taxime (30μg, CTX), cefoxitin (FOX), cefotetan (CTT), cefta-
zidime/clavulanic acid (30/10μg, CAZ/CA)와 cefotaxime/clav-
ulanic acid (30/10μg, CTX/CA) 디스크에 분주하여 60분 정도 

말린 후 즉시 사용하거나 4oC 냉장고에 공기가 들어가지 않게 

보 하 다. Boronic acid 디스크 검사는 CLSI 방법 로 균액

을 Mueller-Hinton agar plate에 종한 뒤 boronic acid (BA)가 

함유된 디스크와 BA가 없는 디스크를 배지에 올려놓은 후 

35oC에서 하룻밤 배양하 다. 결과 독은 CAZ/CA/BA의 억

제  지름에서 CAZ/BA의 억제  지름을 뺀 값이 5 mm 이상

이거나 CTX/CA/BA의 억제  지름에서 CTX/BA의 억제  지

름을 뺀 값이 5 mm 이상이면 ESBL로 확정하고, FOX/BA의 

억제  지름에서 FOX의 억제  지름을 뺀 값이 5 mm 이상이

거나 CTT/BA의 억제  지름에서 CTT의 억제  지름을 뺀 값

이 5 mm 이상이면 AmpC β-lactamase 생성 균주로 정하

다[7] (Fig. 1). ESBL과 AmpC β-lactamase 검출법이 모두 양성

이면 ESBL과 AmpC β-lactamase 동시 생성 균주로 정하

다.

결      과

  총 622균주를 상으로 CLSI ESBL 확진검사로 확인한 균종
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Table 2. Comparative results in E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca and P. mirabilis by combination with the boronic acid 

Organisms (No.) 

No. (%) of positive results in AmpC test
with boronic acid

No. (%) of positive results in ESBL test
with boronic acid

FOX/BA 
vs. FOX

CTT/BA
vs. CTT

FOX/BA vs.
FOX and/or

CTT/BA
vs. CTT

CTX/CLA/BA
vs. CTX/BA

CAZ/CLA/BA
vs. CAZ/BA

CTX/CLA/BA vs. 
CTX/BA and/or

CAZ/CLA/BA vs 
CAZ/BA

E. coli (332)
K. pneumoniae (240)
K. oxytoca (23)
P. mirabilis (27)

 5 
59 
 0 
 1 

11 
77
 0
 2 

12 (3.7)
80 (33.3)
 0 (0)
 2 (7.4)

55
94
 2 
 4 

35 
86 
 1 
 1 

 61 (18.4)
 97 (40.4)
  2 (8.7)
  4 (14.8)

Total (622) 65 90 94 (15.1) 155 123 164 (26.4)

Abbreviations: FOX, cefoxitin; BA, boronic acid; CTT, cefotetan; others, see Table 1. 

Table 3. Prevalence of AmpC and ESBL in E. coli, K. pneumoniae, 
K. oxytoca and P. mirabilis by combination with the boronic acid 

Organisms  

No. of isolates with

AmpC
and no 
ESBL 

ESBL
and no
AmpC

AmpC
and

ESBL 

No AmpC 
and no
ESBL 

E. coli (332) 
K. pneumoniae (240) 
K. oxytoca (23)
P. mirabilis (27)

 4
15
 0
 1

53
32
 2
 3

 8
65
 0
 1

267
128
 21
 22

Total (622) 20 90 74 438

Abbreviation: ESBL, extended-spectrum β-lactamase.

별 ESBL 양성률은 E. coli 18.1%, K. pneumoniae 38.3%, K. 
oxytoca 8.7%, P. mirabilis 14.8% 고 체 으로는 158균주

(25.4%)가 양성을 보 으며, CTX 디스크를 이용한 방법이 

CAZ 디스크를 이용한 방법보다 양성률이 높았다(Table 1). 
Boronic acid를 첨가한 ESBL 검출법에서는 E. coli 18.4%, K. 
pneumoniae 40.4%, K. oxytoca 8.7%, P. mirabilis 14.8%의 양성

률을 보 으며 CAZ보다 CTX 디스크에서 양성률이 높았다. 
Boronic acid를 이용한 AmpC 검사에서 AmpC 양성률은 균종

별로 E. coli 3.7%, K. pneumoniae 33.3%, K. oxytoca 0%, P. 
mirabilis 7.4% 고 FOX보다 CTT에서 양성률이 높았다(Table 
2). 균종별로 AmpC와 ESBL의 동시 생성 균종의 비율은 E. 
coli 2.4%, K. pneumoniae 27.1%, K. oxytoca 0%, P. mirabilis 
3.7% 다(Table 3). 항균제 감수성 시험을 살펴보면 AmpC만 

생성하는 E. coli와 K. pneumoniae는 FOX에 모두 내성이었고 

cefepime (FEP로 약함)에는 모두 감수성이었으며, CTX, CAZ, 
aztreonam (ATM), cefoperazone/sulbactam, piperacillin/tazobac-
tam에는 20∼100%의 감수성률을 보 다. ESBL만 생성하는 E. 
coli와 K. pneumoniae는 CTT에는 모두 감수성이었고, FOX에 

한 감수성률을 살펴보면 E. coli는 60.4%, K. pneumoniae는 

75.0% 으며, FEP에 한 감수성률을 살펴보면 E. coli는 

39.6%, K. pneumoniae는 56.3% 다. AmpC와 ESBL을 동시에 

생성하는 E. coli는 FOX와 FEP에 감수성인 균주가 없었고, 
AmpC와 ESBL을 동시 생성하는 K. pneumoniae는 FOX와 FEP
에 3.1%와 36.9%가 감수성이었으며 ATM, CTX와 CAZ 항균

제에 모두 내성이었다. 시험한 622균주 모두 imipenem에 감수

성이었다(Table 4).

고      찰

  ESBL을 생성하는 균종은 extended-spectrum cephalosporins
로 분류되는 3세 와 4세  cephalosporins와 monobactam 등을 

가수분해하므로 이러한 균주들은 carbapenem제나 cephamycin
제를 제외한 모든 β-lactam제에 내성으로 보고해야 한다. 그러

나 ESBL을 생성하는 균종의 extended-spectrum cephalosporins
에 한 약제별 최소억제농도는 효소의 종류에 따라 다르기 때

문에 CLSI의 extended-spectrum cephalosporins  aztreonam에 

한 디스크 확산법에서 내성을 나타내지 않는 경우가 있다. 
그러므로 진단검사의학과에서는 ESBL 생성 균종을 정확하고 

신속하게 검출하는 검사법이 필요하다. 재 ESBL 균주를 검

출하는 방법으로 CLSI에서는 디스크 확산법과 액체배지희석

법에서 clavulanic acid의 첨가에 의한 억제  는 최소억제농

도(MIC)의 증가를 확인하는 것이 참고 방법이다. 
  최근 Escherichia와 Klebsiella spp.에서 라스미드 매개성 

AmpC β-lactamase 생성균주의 문제 이 증가하고 있는데 이

는 ESBL과는 달리 β-lactamase 억제제에 억제가 되지 않으며 

라스미드에서 기인한 유도성 내성유 자가 염색체 유 자에 

이되기도 하고[10-12] 이러한 유 자를 가지고 있는 라스

미드는 다른 장내세균들에 확산될 수도 있으며[13-15] 병원 내 

감염으로도 확산될 수 있다[16,17]. 특히 하나의 균종에서 
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Table 4. Antimicrobial susceptibilities of E. coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, and P. mirabilis according to the presence of AmpC and/or ESBL 

Organisms (No.) 
% susceptible to antimicrobial agents

SXT CIP AMK GM TOB MAN CFS PPT ATM CTX CAZ FEP FOX CTT IPM

AmpC and non-ESBL  
  E. coli (4)
  K. pneumoniae (15) 
ESBL and non-AmpC
  E. coli (53)
  K. pneumoniae (32) 
AmpC and ESBL 
  E. coli (8)
  K. pneumoniae (65) 
Non-AmpC and non-ESBL 
  E. coli (267)
  K. pneumoniae (128) 
  K. oxytoca (21)
  P. mirabilis (22)

 50
 53.3

 34
 34.4

 12.5
 27.7

100
100
100
 54.5

75
33.3

18.9
18.8

 0
 4.6

74.2
95.3
95.2
81.8

 75
 20

 81.8
 46.9

 75.0
 16.9

 97.8
 96.1
100
100

 50
 40

 50.9
 56.3

 12.5
  7.7

 82.0
100
 97.7
 81.8

50
20

37.7
28.1

12.5
15.4

85.0
93.8
95.2
95.5

25
20

 1.9
 0

 0
 0

97.3
97.7
95.2
95.5

100
 66.7

 60.4
 53.1

 75.0
 40.0

 97.8
 99.2
 95.2
100

 75
 66.7

 66.0
 43.8

 75.0
 18.5

 95.9
100
 95.2
100

 50
 73.3

 30.2
  9.4

  0
  0

 98.1
100
100
100

 50
 60

  1.9
  0

  0
  0

 97.4
100
 95.2
 95.5

 75
 20

 58.5
 12.5

 12.5
  0

 98.1
100
 95.2
100

100
100

 39.6
 56.3

  0
 36.9

 98.1
100
 95.2
100

 0
 0

60.4
75.0

 0
 3.1

97.8
98.4
95.2
95.5

 50
 26.7

100
100

 25.0
 15.4

NT
NT
NT
NT

100
100

100
100

100
100

100
100
100
100

Abbreviations: ESBL, extended-spectrum β-lactamase; SXT, cotrimoxazole; CIP, ciprofloxacin; AMK, amikacin; GM, gentamicin; TOB, 
tobramycin; MAN, cefamandole; CFS, cefoperazone/sulbactam; PPT, piperacillin/tazobactam; ATM, aztreonam; CTX, cefotaxime; CAZ, 
ceftazidime; FEP, cefepime; FOX, cefoxitin; CTT, cefotetan; IPM, imipenem. 

ESBL과 라스미드 매개성 AmpC β-lactamase를 동시 생성

할 때에는  환자의 진단이나 치료에도 많은 제한을  수 있다. 
AmpC β-lactamase (AmpC로 약함)생성 균주의 분리율이 최근 

증가하는 추세에 있으나[18] 이를 검출하는 표  방법이 없는 

상태이다. 임상미생물 검사실에서 AmpC 생성 균주의 검출이 

요함을 인지하여 이를 검사하고자 하더라도 어떤 검출법을 

용해야 할지 혼란스러울 수 있다. AmpC를 검출하는 방법으

로 3-dimensional test는 기술 으로 매우 복잡하고 검사에 소요

되는 시간이 길어[4] 통상 으로 임상 검사실에서 시행하기에

는 부 당하다. Cefoxitin-Hodge test[19]와 AmpC disk test[20]
는 간단하고 편리하며 라스미드 매개성 AmpC 검출에는 정

확도가 높으나 결과 해석이 매우 어렵다. PCR 분석은 β- lac-
tamase 유 자의 동정과 분류에 있어서 만족할 만한 결과를 가

져다  수 있고 AmpC multiplex PCR은 AmpC 검출을 한 

연구방법으로서의 효용성은 높지만 임상 검사실에서 통상 으

로 사용하기에는 어렵다[21]. 최근에는 AmpC 억제제인 BA를 

첨가한 디스크를 이용한 검출법이 ESBL 검출방법과 가장 유

사한 방법으로서 간단하면서도 정확도가 높은 검사라는 보고

가 많다[3-7]. BA 디스크를 이용한 검출법은 AmpC 효소가 

ESBL 검출을 방해함에도 불구하고 ESBL과 AmpC 효소를 동

시에 생성하는 균주들의 검출률을 높일 수 있는 장 이 있다

[4,7]. 본 연구에서 BA를 이용한 ESBL 검출법은 기존의 디스

크확산법에 의한 ESBL 확진시험보다 검출률이 E. coli 0.3%, 
K. pneumoniae 2.1% 향상되었으며, ESBL과 AmpC를 동시에 

생성하는 균주도 검출할 수 있었다. 본 연구에서 ESBL과 

AmpC를 동시에 생성하는 균주의 비율은 11.9%로 Song 등[6]
의 8.7%보다 높았다. 한 ESBL 검출법을 사용하면 AmpC 때

문에 기존의 ESBL 검출법에서 ESBL이 검출되지 않았던 균주

에서도 BA를 이용한 방법에서는 ESBL 생성을 확인할 수 있었

다(Fig. 1). 라스미드 매개성 KPC 효소와 같은 class A carba-
penemases는 clavulanic acid에 양성으로 반응해서 ESBL 생성 

균주로 양성을 나타낼 수도 있으나[22] 우리나라에서 KPC 
효소를 생성하는 균주는 보고된 바가 없다[7]. 
  Song 등[6]은 ESBL 검출을 하여 높은 민감도와 특이도를 

가지는 방법으로 ceftazidime/clavulanic acid/BA (CAZ/CA/BA)
와 cefotaxime/CA/BA (CTX/CA/BA) 양쪽검사에서 3 mm 이상

의 증가를 보일 때 ESBL로 확진하는 정 기 을 제안하 고, 
BA를 이용한 방법은 AmpC 때문에 가려지는 ESBL 생성 균주

의 검출을 높일 수 있다고 하 다. 본 연구에서도 3 mm 증가를 

기 으로 ESBL 검출률을 분석하여 보았으나 억제  지름 증

가폭이 어 독 오차의 가능성이 있었다. Jeong 등[23]은 염

색체성 AmpC를 생성하는 Enterobacter spp., Serratia marces-
cens, Citrobacter freundii에서도 CAZ/CA/BA와 CTX/CA/BA 
양쪽 검사에서 5 mm 증가를 보일 때를 ESBL 정기 으로 하

면 98.4%를 검출할 수 있었으며 양성은 없다고 보고하 다. 
  결론 으로 ESBL과 AmpC 검출을 한 BA 디스크 검사 방

법은 통상 으로 임상미생물 검사실에서 사용하기에 간편한 

방법이고 ESBL과 AmpC를 동시에 생성하는 균종도 검출이 가

능하며 잠재 으로 AmpC에 가려진 ESBL 검출이 가능하 다. 
추후 분자유 학  검사의 추가로 확진 검사의 필요성을 느

다. 이 방법은 각 병원의 ESBL과 AmpC 생성 균종의 빈도와 

검사실 여건 등에 따라 효율 으로 용한다면 한 항균제 

선택에 많은 도움을  것으로 생각한다. 
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=국문초록=

Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca와 
Proteus mirabilis에서 Boronic Acid Disk를 이용한

Extended-spectrum β-lactamase와 AmpC β-lactamase 검출

연세 학교 원주의과 학 원주기독병원 1진단검사의학과, 2감염내과

박순덕
1, 어  1, 장인호1, 권오건1, 윤갑 1, 김효열2

배경: Extended spectrum β-lactamase (ESBL)와 AmpC β-lactamase를 생성하는 균종의 정확한 검출은 환자의 치료에 매우 

요하다. 그러나 ESBL 검출법과는 달리 AmpC β-lactamase는 표 화된 검출 방법이 없다. 본 연구에서는 boronic acid를 

이용한 ESBL과 AmpC β-lactamase 검출법을 평가하 다.  
방법: Cefoxitin 간내성이거나 내성 는 ESBL 시험에서 양성을 보인 Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella 
oxytoca와 Proteus mirabilis 균종을 상으로 하 다. ESBL 생성은 ceftazidime/clavulanic acid/boronic acid (CAZ/CA/BA)의 

억제  지름에서 CAZ/BA의 억제  지름을 뺀 값이 5 mm 이상이거나 cefotaxime/clavulanic acid/boronic acid 
(CTX/CA/BA)의 억제  지름에서 CTX/BA의 억제  지름을 뺀 값이 5 mm 이상이면 ESBL로 정하고, cefoxitin/boronic 
acid (FOX/BA)의 억제  지름에서 FOX의 억제  지름을 뺀 값이 5 mm 이상이거나 cefotetan/boronic acid (CTT/BA)의 

억제  지름에서 CTT의 억제  지름을 뺀 값이 5 mm 이상이면 AmpC β-lactamase 생성 균주로 정하 다. 
결과: 총 622 균주로 CLSI ESBL 확진검사를 시행한 결과, 균종별 ESBL 양성률은 E. coli 18.1%, K. pneumoniae 38.3%, 
K. oxytoca 8.7%, P. mirabilis 14.8% 고, boronic acid를 이용한 ESBL 검출법으로 측정한 ESBL 양성률은 E. coli 18.4%, 
K. pneumoniae 40.4%, K. oxytoca 8.7%, P. mirabilis 14.8% 다. Boronic acid를 이용한 AmpC 검출 양성률은 E. coli 3.7%, 
K. pneumoniae 33.3%, K. oxytoca 0%, P. mirabilis 7.4% 고 균종별로 ESBL과 AmpC를 동시에 생성하는 균의 비율은 E. 
coli 2.4%, K. pneumoniae 27.1%, P. mirabilis 3.7% 다. 
결론: Boronic acid를 이용한 ESBL 확진법은 ESBLs 검출력을 높일 수 있었고 AmpC에 의해 가려져 있는 ESBLs도 검출할 

수 있었다. [대한임상미생물학회지 2009;12:24-29]
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