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            Abstract
          
        

        
          Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a substantial contributor to morbidity and mortality. In search of a natural products capable of inhibiting this multidrug resistant bacteria, we have investigated the antimicrobial activity of brazilein (BRZ) isolated from Caesalpinia sappan L. (Leguminosae) against 8 different strains of Staphylococcus aureus (S. aureus). New antimicrobial activity was found using the minimum inhibitory concentrations (MICs), broth dilution as well as checkerboard method. Against the 8 strains, the minimum inhibitory concentrations of BRZ were in the range of 62.5-500μg/mL. From those results we performed the checkerboard test to determine the synergism of BRZ in combination with Hygromycin-b (HgB) against 4 strains. The combined activity of BRZ and HgB against 4 strains resulted in a fractional inhibitory concentrations index (FICI) ranging from 0.18-0.5. The effect of BRZ with HgB was found to be synergistic. We found that BRZ reduced the MICs of HgB. BRZ and HgB could lead to the development of new combination antibiotics against MRSA infection.
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      서 언
      자연계에 널리 분포되어 있는 황색포도상구균 (Staphylococcus aureus, S. aureus)은 세계적으로 널리 알려진 식중독균 중의 하 나이고, 황금색 색소를 생성하고 용혈성을 가지며 coagulase를 생성하는 종으로, 화농성질환이나 창상감염 등의 피부감염, 골 관절염, 폐렴, 패혈증 등을 일으키는 병원성 높은 대표적인 유 해세균으로 알려져 있다 (Kim et al., 1993, 2010; Lee et al., 2010). 이 균은 일반적으로 환경에 대한 저항성이 강하여 건강한 성인의 비강, 피부, 구강 등에서도 존재하고 동물의 상 처부위를 통한 전염이나 식품의 생산과정, 제조 공정 등의 여 러 단계를 거치면서 식품 유통망을 타고 짧은 시간에 전국적 으로 전파될 수 있으며, 전파된 S. aureus는 사람에게 전이되 어 또 다른 매개체가 될 수 있다 (Lee et al., 2010, 2013). 따라서 S. aureus와 같은 유해세균을 억제하기 위하여 사람과 동물의 질병 치료와 예방에 항생제를 사용하고 있으나, S. aureus에 의한 식중독 발생률은 노로 바이러스와 살모넬라, 병 원성 대장균과 함께 꾸준히 높은 수치를 나타내고 있으며 매 년 발생이 증가되고 있다 (Lee et al., 2010). 더욱이 항생제 오• 남용 등의 원인으로, 최근 미국이나 네덜란드 등의 국가 에서는 식품과 관련한 MRSA (methicillin-resistant S. aureus) 의 오염이 보고되고 있으며 1996년에는 vancomycin에 대하여 저하된 감수성을 나타내는 S. aureus가 일본에서 발견된 이 후, 여러 나라에서 vancomycin 내성 S. aureus (vancomycinresistant S. aureus, VRSA)가 나타나기 시작하면서 슈퍼박테 리아로 불리기 시작하였다 (Kang et al., 2010; Kim et al., 2010; Lee et al., 2013; Shin and Seong, 2006). MRSA와 VRSA 같은 슈퍼박테리아는 출현 이후 지역사회에 빠르게 증 가되고 광범위하게 노출되어있어 그 심각성이 점차 높아지 고 있으며, 일반 S. aureus와 달리 cephalosporin, ampicillin, nafcillin 등과 같은 β-lactam 계열 항생제를 비롯하여 aminoglycoside 및 macrolides 계열의 항생제에 대해서도 내성 을 지니고 있는 균주로 발전되어 감염증 치료에 큰 어려움을 겪고 있는 실정이다.

      오늘날, 우리나라는 인구 고령화와 웰빙 (Well-being)이라는 건강 지향적 트렌드가 자리하면서, 채식위주의 음식문화와 맞 물려 가공하지 않는 신선식품으로의 이용이 증가되고 있으나 유통 및 저장과정에서 S. aureus 등의 유해 미생물 증식에 의 해 발생하기 쉬운 오염을 억제하거나 식품으로 전파되는 유해 미생물의 내성 연구는 아직 미흡한 실정이며, 그 중 공중보건 학 측면에서 S. aureus의 내성수준은 매우 심각한 문제로 보 고되고 있다 (Kim et al., 2006, 2010; Lee et al., 2013).

      최근에는 유통 및 저장 중 오염 및 품질저하를 방지하기 위 하여 가열 처리나 레토르 등의 물리적 방법과 식품보존제 등 의 화학합성물질을 첨가하는 방법 등이 널리 이용되고 있으 나, 영양성분 파괴, 품질저하 및 독소잔류 등의 건강에 대한 안전성 문제가 제기되고 있다. 따라서 S. aureus와 같은 유해 세균에 대한 새로운 항균물질의 개발이 시급히 요구되고 있으 며, 전통적으로 감염질환의 치료에 사용되어 온 약용식물을 바 탕으로 alkaloid, flavonoid, terpenoid, phenolic compound, quinone, volatile oil 등의 2차 대사산물 또는 그 유도체들이 후보물질로 활발히 진행되고 있다 (Kim et al., 2010; Lee et al., 2013).

      소목 (Caesalpinia sappan L.)은 낙엽 관목의 콩과 (Leguminosae)에 속하는 약용식물로서 염료로도 이용되고 있 으며, 소목추출물은 항통증, 항경련, 항산화, 면역조절, 항바이 러스 효과 등이 보고되어 있다 (Eum et al., 2013). 소목의 성분으로 brazilin, brazilein (BRZ), campesterol, stigmasterol, hematein, sappanin 등이 밝혀졌으며, 이중 brazilin은 neoflavonoid 구조를 가지고 있으며 산화 등에 의하여 brazilein이 되는 것으로 알려져 있다 (Eum et al., 2013). Hygromycin-b (HgB)는 토양에서 발견되는 Streptomyces hygroscopicus에 의하여 생산되며 70S와 80S 리보솜을 억제하 는 aminoglycoside계 항생제로 보고되어있다 (Pfister et al., 2003).

      따라서 본 연구에서는 소목의 성분 중 BRZ를 항균활성물 질로 개발하기 위하여 HgB와의 혼합 능력을 구명하고자 하 였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 연구재료
        본 실험에 사용한 소목은 (Caesalpinia sappan L.)은 서울 경동시장에서 구매를 하였으며, 표본시료 (OMRL-091024)는 경희대학교 한방재료가공센터 연구실에 보관되어 있다. 포 도상균의 배양에 Mueller-Hinton agar (MHA)와 Mueller- Hinton broth (MHB)를 Difco Laboratories사 (Baltimore, MD, USA)로부터 구입하여 사용하였으며, 원광대학교병원 (Iksan, Korea) 성형외과 환자들에서 분리한 MRSA 6주와 황 색포도구균 표준균주 (ATCC 25923) 및 MRSA 표준균주 (ATCC 33591) (ATCC, Manassas, VA, USA) 각 1주를 사 용하였다. 실험 전, 모든 포도상구균은 30% glycerol을 이용하 여 −70℃에 보관하였다가 실험 전 48시간 전에 37℃에 배양 하여 사용하였다.

      

      
        2. 시약 및 기기
        HgB는 Sigma-Aldrich사 (St. Louis, MO, USA)로부터 구 입하여 사용하였으며, column chromatography (C. C.)용 silica gel (SiO2)은 Kiesel gel 60 (Merck, Darmstadt, Germany), 그리고 octadecyl SiO2 (ODS) gel은 LiChroprep RP-18 (Merck, Darmstadt, Germany)을 사용하였다. Thin layer chromatography (TLC)는 Kieselgel 60 F254와 RP-18 F254S (Merck, Darmstadt, Germany)를 사용하였고, 실험에 이 용한 모든 시약은 특급시약을 사용하였다. Nuclear magnetic resonance (NMR) spectrum은 Varian Inova AS 400 (Varian, Palo Alto, CA, USA)으로 측정하였다.

      

      
        3. 추출 및 분획
        건조 및 분쇄된 소목 5 kg을 80% MeOH 수용액 (20 L × 3)으로 실온에서 24시간 3회 추출한 후 여과지로 여과 하였다. 얻어진 추출물을 감압 농축하여 MeOH 추출물 (512 g)을 얻었다. MeOH 추출물은 H2O (2 L)와 ethyl acetate (EtOAc, 2 L × 3)로 분배 추출 및 감압 농축하여 EtOAc 분획 (35 g)을 얻었다.

      

      
        4. EtOAc 분획으로부터 Brazilein의 분리
        EtOAc 분획 (35 g)으로부터 SiO2 c.c. (ϕ 6.5 × 20㎝, CHCl3-MeOH-H2O = 8 : 3 : 1 → 15 : 30 : 1 → 10 : 3 : 1→7 : 3 : 1, 1.3 L, 각 3 L)를 실시하여 16개의 분획 물 (E-1 ~ E-16)을 얻었다. 그 중에서 소분획 E-6 (3.8 g)을 SiO2 c.c. (ϕ 4 × 15㎝, nCHCl3-MeOH (7 : 1, 5.5 L)로 10개 의 분획 (E-6-1~E-6-10)으로 나누었다고, 그 중 화합물 1 (E- 6-5, 38㎎)를 분리하였다.

      

      
        5. Brazilein (reddish-crystals)
        EI/MS m/z 284 [M]+; 1H-NMR (400 MHz, DMSO, δH) 7.90 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-1), 6.65 (1H, dd, J = 8.4, 2.4 Hz, H-2), 6.45 (1H, dd, J = 2.4 Hz, H-4), 4.08 (1H, J = 12.0 Hz, H-6a), 4.50 (1H, J = 12.0 Hz, H-6b), 2.95 (2H, s, H-7), 6.40 (1H, s, H-8), 6.98 (1H, s, H-11).

      

      
        6. Methicliin 내성유전자 검출
        MRSA는 S. aureus가 항생제인 methicillin에 내성을 가지는 것이며, 유전체 중 Mobile genetic element A (mecA)라 불 리는 내성유전자를 획득함으로서 나타난다 (Kim, 2011). 따라 서 mecA 유전자 검출을 위해서 MHA에서 배양하고 증식한 한 개의 집락을 취하여, 300㎕의 cell lysis buffer 에 혼합하 였으며, 20분간 100℃로 가열한 다음, 12,000 rpm에서 10분 동안 원심분리한 뒤, 상층액을 이용하였다. 추출한 DNA 2㎕ 를 MRSA Primer Mix Kit (Genotek Co., Daejeon, Korea) 를 이용하여 PCR을 시행하였다. PCR 반응조건은 94℃, 60초, 55℃, 60초, 72℃, 60초로 30회 반응시켰다. 증폭산물을 2% agarose gel에 넣고, 0.5% Tris-borate buffer에서 25분간 전기 영동하여 판독하였다.

      

      
        7. 감수성 측정
        최소억제농도 (Minimum inhibitory concentrations, MICs) 의 측정은 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines에 기술된 broth microdilution method 에 따라 수행하였다. 실험 전, BRZ와 HgB는 DMSO (diluted using MH broth; v/v)를 이용하여 희석하였고 MHB에 연속 2배 희석으로 96well-plates 와 microtube에 준비하였다. S. aureus 접종물들은 0.5 McFarland standard (approximately 1.5 × 108 colony-forming units (CFU)/mL)로 조정하였으며, 최종적으로 접종물들은 약 1.5 × 106 CFU/spot로 희석되었다. MICs 값은 37℃에서 24시간 동안 배양하여 S. aureus의 성장 이 억제되는 가장 낮은 농도로서 정의하였다.

      

      
        8. 혼합효과 측정
        본 실험에 사용된 checkerboard method는 BRZ와 HgB사 이에 상호영향을 확인하기 위하여 사용하였다. MHA에서 밤 새 배양된 집락을 취하여 최종적으로 1.5 × 106 CFU/spot으로 접종하였다. 96well-plates에 혼합효과를 측정할 BRZ와 HgB 를 최고 농도에서 연속 2배 희석하여 BRZ는 수평축으로 HgB는 수직축으로 각 well 에 연속적으로 희석하였다. 이후 37℃에서 24시간 동안 배양 후에 BRZ와 HgB의 상호적으로 억제한 가장 낮은 농도로서 정의하였으며, 두 약재 사이의 상 호작용은 fractional inhibitory concentration (FIC)로 나타내 었다.

      

      
        9. Fractional Inhibitory Concentration (FIC) Index
        FIC index는 공식에 따라 계산되었다:
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        A는 A 희석열에서 억제효과를 보이는 최소농도이며 B는 B 열에서 억제효과를 보이는 최소농도이다. MICA와 MICB는 BRZ와 HgB 각각의 최소억제농도이다. FIC index가 FIC index가 ≤ 0.5이면 synergism, > 0.5-4이면 indifference, > 4이 면 antagonism으로 정의하였다.

      

      
        10. Time-kill 분석을 통한 약효평가
        실험균주에 대한 time-kill 분석은 Fu 등 (2007)과 최 등 (2008)의 방법을 변형하여 다음과 같이 측정하였으며, S. aureus에 대해 BRZ와 HgB의 상승효과를 시간대별로 측정하 기 위하여 수행하였다. 시험균주는 MH broth에 접종하여 37℃에서 24시간 배양하였고, 이후 BRZ와 HgB을 연속 2배 희석하여 BRZ는 수평축으로 HgB는 수직축으로 각 well 에 연속적으로 희석하였으며, S. aureus의 접종물은 MIC 실험법 과 동일하게 최종적으로 약 1.5 × 106 CFU/spot이 되도록 첨 가하였다. 이후 0, 12, 24, 36, 48 시간 동안 37℃에서 각각 배양한 후 600㎚에서 microplate reader로 측정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. Brazilein의 분리 및 구조동정
        소목을 80% MeOH로 추출하였고, 추출물을 극성에 따라 EtOAc로 분배 추출하였다. EtOAc 분획에 대하여 Silica gel 컬럼을 이용하여 화합물 1을 분리하였다. 화합물 1(reddishcrystals) 은 TLC에 전개하고, 10% 황산 발색 시 붉은색으로 발색되었으며, EI/MS 측정결과 분자량은 284 [M]+로 결정을 하였다. 1H-NMR (400MHz, DMSO, δH) spectrum 데이터 분석 결과, δH 7.90 (1H, d, J = 8.4 Hz, H-1), 6.65 (1H, dd, J = 8.4, 2.4 Hz, H-2) 및 6.45 (1H, dd, J = 2.4 Hz, H-4) 의 signal로부터 1,2,4-3치환 benzene이 존재함을 확인할 수 있었고, δH 6.40 (1H, s, H-8), 6.98 (1H, s, H-11)의 signal 로부터 이중결합이 존재함을 확인하였다. 산소가 치환된 영역 에서는 δH 4.08 (1H, J = 12.0 Hz, H-6a) 및 4.50 (1H, J = 12.0 Hz, H-6b)로부터 한 개의 oxygenated methylene proton이 존재를 확인 하였으며, 고자장 영역에서는 적분 값이 2로 나타난(1H: 1) methylene proton [δH 2.95 (2H, s, H-7)] signal이 관측되었다. Proton NMR data를 종합한 결과, 화합 물 1은 소목에서 주요화합물로 보고되어 있는 brazilein으로 구조 동정을 하였고, proton 및 carbon data를 참고문헌 (Kim et al., 1997)과 비교하여 brazilein임을 최종 구조결정 하였다.11

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Chemical structure of Brazilein (BRZ).
          
          

          

        

        
          Table 1. 
				
          

          
            Sequences of the primers used in PCR.

          
          

        

        
          
            
              	Primer
              	
              	Sequence (5′ to 3′)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	
              mecA
            
            	Forward primer
            	ATGAGATTAGGCATCGTTTC
          

          
            	Reverse primer
            	TGGATGACAGTACCTGAGCC
          

          
            	
              

            
          

          
            	
              femA
            
            	Forward primer
            	CATGATGGCGAGATTACAGG
          

          
            	Reverse primer
            	CGCTAAAGGTACTAACACACGG
          

        

        

      

      
        2. Methicillin 내성유전자 (mecA) 검출
        1940년대 초, S. aureus 감염증의 치료를 위해 penicillin, methicillin 등의 항생제를 사용하여 왔으나, 1940년대 후반에 penicillin에 대하여 내성을 나타내기 시작하였으며, 1950년대 에 tetracycline, chlororamphenicol 및 erythromycin에 대해서 도 내성이 나타나기 시작하였다 (Leclercq et al., 1998; Kim et al., 2010). 1961년에는 MRSA가 보고되었고 그 출현빈도 는 계속 증가하고 있으며, MRSA 감염증으로 인한 사망자의 비율 또한 1993년에 12%에서 2002년에 66%로 급증하였다 (Kim et al., 2013). 특히 2004년에 발표된 대학병원 중환자실 병원 감염 감시결과에 따르면, 전국 16개의 만 15세 이상의 환자를 대상으로 분리된 S. aureus 중 93%가 MRSA라고 보 고되었다 (Kim, 2013). S. aureus는 세포벽 합성단백질인 penicillin binding protein의 변형되고 low affinity penicillin binding protein (PBP2’ 또는 PBP 2a)이 생성된 경우이며, 이 변형된 PBP를 encoding하는 유전자인 mecA 유전자를 검 출할 경우 MRSA라 동정하고 있으며 MRSA에 특이적인 mecA 유전자는 Staphylococcal cassette chromosome mec 라 불리는 이동성 유전자에 위치하고 있으며 독성과 내성을 운반 하고 다른 종간에도 전파가 가능하다고 알려지고 있다 (Kim, 2011). 따라서 음성 대조군으로 methicillin에 감수성을 나타내 는 S. aureus인 MSSA (methicillin-susceptible S. aureus) 표 준균주 (ATCC 25923)와 양성 대조군인 MRSA 표준균주 (ATCC 33591) 및 분리된 6 균주의 내성 여부를 mecA 유전 자 검출로서 측정하여 Table 2에 나타내었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Characteristics of S. aureus used in the study.

          
          

        

        
          
            
              	S. aureus strains
              	
              	mecA gene
              	β-lactamase activity
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	MSSA
            	ATCC 25923
            	–
            	–
          

          
            	MRSA
            	ATCC 33591
            	+
            	+
          

          
            	Clinical isolate
            	KWMrI 1039†
            	+
            	–
          

          
            	
            	KWMrI 1040
            	+
            	+
          

          
            	
            	KWMrI 1041
            	+
            	–
          

          
            	
            	KWMrI 1046
            	+
            	–
          

          
            	
            	KWMrI 1047
            	+
            	–
          

          
            	
            	KWMrI 1048
            	+
            	–
          

        

        
          
            KWMrI indicates staphylococcal strain from the Department of Plastic Surgery, Wonkwang University Hospital.
          

        

        

      

      
        3. BRZ 와 HgB의 항균력 평가
        식물에서 항균 활성이 있는 물질을 추출해 내고 자 하는 연 구는 전 세계적으로 오래전부터 진행되어 왔으며 항생제 내성 균들이 등장하여 새로운 항생제에 대한 개발요구가 증대됨에 따라 최근 이에 대한 연구는 더욱 활발하게 진행되고 있다 (Aqil et al., 2005; Jang et al., 2012; Kim et al., 2013). 따라서 본 연구는 식물로부터 항균물질을 찾아내기 위한 연구 의 일환으로, 우리나라에서 오래 동안 사용되어 인체에 큰 해 가 없는 것으로 알려진 한약 재료 중의 하나인 소목에서 BRZ을 분리하여 항균활성이 있는 추출물을 감염성 질환의 치 료에 사용할 수 있게 함을 목표로 시행되었다. 소목은 콩과 (Leguminosae)의 식물로 Caesalpinia sappan L.의 심재를 전 통 한약으로 행혈 (行血) • 지혈 • 구어혈 (驅瘀血) • 진통 • 소종 (消腫)의 치료를 위하여 사용되어 왔다 (Kwon et al., 2007; Eum et al., 2013). 또한 HgB는 임상적으로는 중요하지 않으 나 매우 광범위한 항균활성을 가지고 있는 aminoglycoside계 항생물질이며 가축에 대한 구충을 목적으로 사료첨가제로 사 용되고 있다. (Kalivoda et al., 2011). 따라서 Standard broth microdilution method에 따라 총 6개의 포도상구균에 대하여 BRZ와 HgB의 항균 감수성 측정을 수행하였으며, 측정된 포 도상구균에 대하여 BRZ는 62.5-500㎍/mL, HgB는 250- 500㎍/mL에서 억제되었다. 대조구로 사용된 oxacillin은 1.9- 500㎍/mL 이상으로 측정되었다. 이는 실험에 사용된 균주들 이 methicillin 뿐만 아니라 β-lactam 계열 항생제인 oxacillin 에서도 내성을 보유한 것이며, oxcaillin 보다 S. aureus에 대 한 항균력은 BRZ가 더 높다는 것을 보여주었다. 측정된 BRZ 와 HgB의 MIC는 Table 3에 나타내었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Antibacterial activity of brazilein (BRZ), hygromycin-b (HgB) and oxacillin against 8 strains of S. aureus.

          
          

        

        
          
            
              	S. aureus strains
              	Minimum Inhibitory Concentrations (μg/mL)
            

            
              	
                

              
            

            
              	Brazilein
              	Hygromycin-b
              	Oxacillin
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	MSSA
            	ATCC 25923
            	62.5
            	500.0
            	1.9
          

          
            	MRSA
            	ATCC 33591
            	62.5
            	500.0
            	500.0
          

          
            	Clinical isolate
            	KWMrI 1039†
            	62.5
            	500.0
            	> 500.0
          

          
            	
            	KWMrI 1040
            	500.0
            	250.0
            	> 500.0
          

          
            	
            	KWMrI 1041
            	62.5
            	500.0
            	> 500.0
          

          
            	
            	KWMrI 1046
            	62.5
            	500.0
            	500.0
          

          
            	
            	KWMrI 1047
            	250.0
            	250.0
            	> 500.0
          

          
            	
            	KWMrI 1048
            	500.0
            	500.0
            	500.0
          

        

        
          
            KWMrI indicates staphylococcal strain from the Department of Plastic Surgery, Wonkwang University Hospital.
          

        

        

      

      
        4. BRZ와 HgB 혼합에 따른 상승효과 검토
        현재 사용되는 항생제는 심각한 부작용과 내성으로 국가차 원에서 사용량을 제한하고 있으며, 특히 aminoglycoside계 항 생물질은 대체로 심각한 이독성과 신독성에 대한 우려로 BRZ 를 비롯한 천연 항균물질을 이용하여 부작용이 높은 항생물질 에 대한 사용량을 줄이면서 우수한 효능을 가진 새로운 항생 제 개발이 현재 주목받고 있다 (Kettle and Schacht, 2002). BRZ와 HgB의 상승효과는 checkerboard dilution assay를 사 용하여 측정한 결과를 FIC index로 나타내었다. MRSA 표준 균주인 ATCC 33591에 대한 FICI는 0.18로 상승효과를 나타 내었으며, MSSA 표준균주인 ATCC 25923 또한 0.5로 상승 효과를 나타내었다. 또한 2개의 임상분리 균주 (KWMrI 1039 및 KWMrI 1040)에 대해서도 0.18 및 0.5로 상승효과를 나 타내었다. 결론적으로 실험한 모든 S. aureus 균주에 대하여 BRZ는 HgB의 MIC값을 감소시켰으며, HgB 또한 BRZ의 MIC값의 감소를 나타내므로 각각의 성분에 대한 특이적인 화 학적 작용으로 활성이 증가한 것으로 생각된다 (Table 4).

        
          Table 4. 
				
          

          
            Result of the combined effect of HgB and BRZ against S. aureus.

          
          

        

        
          
            
              	S. aureus strains
              	Minimum Inhibitory Concentrations (μg/mL)
            

            
              	
                

              
            

            
              	HgB Alone†
              	With BRZ‡
              	BRZ Alone
              	With HgB
              	FICI
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	MSSA
            	ATCC 25923
            	500.0
            	62.5
            	62.5
            	3.9
            	0.18
          

          
            	MRSA
            	ATCC 33591
            	500.0
            	125.0
            	62.5
            	15.6
            	0.50
          

          
            	Clinical
            	KWMrI 1039*
            	500.0
            	62.5
            	62.5
            	3.9
            	0.18
          

          
            	isolate
            	KWMrI 1040
            	250.0
            	62.5
            	500.0
            	125.0
            	0.50
          

        

        
          
            Alone; not combinated with BRZ or HgB.
          

          
            With BRZ, HgB + BRZ.
          

          
            KWMrI indicates staphylococcal strain from the Department of Plastic Surgery, Wonkwang University Hospital.
          

        

        

      

      
        5. Time-kill 분석
        BRZ와 HgB 혼합에 따른 상승작용을 증명하기 위하여 MRSA 표준균주와 MSSA 표준균주에 BRZ와 HgB을 혼합 처리하여 Time-kill 분석을 실시하였다. Fig 2-3.에 나타난 바 와 같이, MRSA 균주에서 BRZ는 3.9㎍/mL의 농도와 HgB 62.5㎍/mL에서의 농도에서 균의 성장을 완전히 저해하지 않 았으나 BRZ는 3.9㎍/mL의 농도와 HgB 62.5㎍/mL을 혼합 처리 시 MRSA 균주를 48시간이 지나도록 완전히 억제하는 것으로 나타났다. 또한 MSSA 균주에서도 HgB 125㎍/mL 와 BRZ 15.6㎍/mL을 혼합 처리 시 MSSA 균주를 완전히 억제하는 것으로 나타났다. 따라서 추가연구를 통하여 독성여 부와 전신 투여 가능성 여부가 규명된다면 새로운 항균제로서 사용이 가능할 것이며 우수한 신약후보물질이 될 수 있을 것 으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            The time-kill curves of brazilein against the standard MSSA (ATCC 25923) strain.
            The growth of bacteria was determined by measuring the OD of the cultures at 600㎚.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            The time-kill curves of brazilein against the standard MRSA (ATCC 33591) strain.
            The growth of bacteria was by measuring the OD of the cultures at 600㎚.
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