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ABSTRACT 
 

Antibiotics effective in biofilm-forming Staphylococcus 

aureus screened by Bio-Timer method and synergistic effect 

of rifampin and erythromycin on the biofilm 
 

 

                       Shin, Hyo-jung 

                       Adviser: Prof. Kim, Cheol-seong, Lim, Yong  

                       Department of Bio new drug development   

                       Graduate School of Chosun University 

 

To investigate not only the antibiotic efficacy against biofilm-forming 

Staphylococcus aureus, but also detachment ratio of the biofilm matrix, we 

performed Bio-Timer assay, which represents cell viability, with color change of 

Bio-Timer medium from red to yellow, and biofilm detachment assay, 

respectively. The rbf isogenic mutant of 8325-4 strain of S. aureus, with low 

biofilm producing and the complemented strain, with high-biofilm producing 

strain, were used for detection for B-MBC of antibiotics according to biofilm 

productivity of S. aureus. Of 24 conventional antibiotics, the B-MICs of 

moxifloxacin, ceftriaxone, erythromycin and quinupristin/dalfopristin were as 

same as the planktonic MICs (P-MIC) of them, respectively. This result 

suggested that the 4 antibiotics may penetrate the biofilm-forming cells as much 

as the planktonic cells. But rifampin, known as bactericidal to planktonic cells, 

showed much higher B-MBC than P-MBC, suggesting rifampin no longer 

showed the bactericidal effect on biofilm-forming S. aureus. Amikacin and 

tobramycin were more bactericidal to biofilm-forming cells, irrespective of biofilm 

productivity, than any other antibiotic used in this study. Although rifampin 

seemed to be lost its bactericidal activity to biofilm-forming strains, the 

combination of rifampin either with teichoplanin or with erythromycin showed 

synergistic effect on high biofilm-forming CYL1106 strains, with 0.26 and 0.36 of 
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FIC index, respectively. Moreover, rifampin displayed the most potent ability to 

detach the biofilm matrix, reaching to 80% maximum detachment ratio at the 

concentration below to the B-MBC. When the combination of rifampin with 

erythromycin was treated to detach the matrix, the concentration of rifampin was 

much lowered 500 times to 0.03 ng/ml. This result suggested that the 

combination of rifampin with erythromycin displayed synergistic effect on biofilm 

matrix detachment of S. aureus. 
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Ⅰ.  
 

Biofilm  수 (hydrolyzed) matrix에 균  러  균  집단 

(community)  말하  균  각  존 , 식하는 planktonic 태  다 

[1-3]. Biofilm  감염   60%  경 에 여하는 것  져 다 

[4, 5]. 러한 닭  biofilm  하는 균   내 역 계에 해  쉽게 

제거  , planktonic 균에 비해  항생제에  내  보  

문 다 [6, 7]. Biofilm  하는 균  경 , planktonic 태  균에 

비해   100  에  1000    항생제 내  보 는  [8, 9], 는 

(1) 항생제  biofilm 내  침투   문 , (2) Biofilm 내  균  

planktonic 태  균에 비해 적  식   태 에 항생제에 

내  보 다. (3) 또한 biofilm  planktonic 태  균과는  과정  

다  문에 planktonic 태  균  특정 과정  단하  계  

항생제가  듣  는다. (4)  항생제에 내  닌 균  경  

 biofilm   하  문 다 [10, 11]. 듯 biofilm  한 

균 감염  경 ,  역 계에 쉽게 제거  고 또한 항생제 치료에  

듣  에, biofilm  하는 균에 한 료  염  병원감염  주  

원 다. 그러므  biofilm  하는 균에 한 감염  경 , 존  

planktonic 태  항생제 감수  검 는 biofilm  균에 적합한 

항생제  하는 것  미가 , 원 균  biofilm  한 태에  

항생제 감수  검  시행하여 해당 균에 감수  는 항생제  택하여 

치료에 하는 것  드시 필 하다 [12, 13]. 

Staphylococcus aureus ( 하, S.aureus)  역  감염 (Community-

acquired infection) 뿐만 니  병원감염 (Nosocomial infection)  주  

원 균 다 [14, 15]. S.aureus는 신에게 한 경 (hostile environment)에  

cell-community  biofilm  할 수 다. S.aureus는 병원 감염  한 

전  병원에  하는 다 한 료  에 biofilm  하여 

만 적  적  감염  킨다 [6, 14, 16]. Biofilm과  S.aureus 
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감염  단하고 치료하  해 는  한  같  biofilm  한 

태에  항생제 감수  검  시행하여 S.aureus에 감수  는 적합한 

항생제  택하는 것  필 하다. 또한 biofilm 에 한 S.aureus   

 해 는 biofilm에 싸여 는 S.aureus  죽 는 것 뿐만 니  biofilm 

matrix  과적  제거할 수 는 항생제  하는 것  하다. 냐하  

biofilm  한 S.aureus가 비  죽 다고 하 , matrix가 남 는 경 , 

다시 biofilm  하여 복, 감염  할 수  문 다 [17]. 

본 연 에 는  24종  항생제  과  측정하  해 는 planktonic 

태에  검 하여  항생제  MIC, MBC ( 하, P-MIC, P-MBC)  biofilm 

태에  MIC, MBC ( 하, B-MIC, B-MBC)   비 하  해  Clinical 

and Laboratory Standards Institute ( 하 CLSI)   시킨 Bio-Timer 

 하여 B-MIC, B-MBC  측정하 다. 

실험에 한 균주는 Biofilm  하는 정 에  B-MIC, B-MBC  

점  하  해 , 균주 간  biofilm  능  점  제 하고는 

균주 간   (strain difference)가 는 균주  택하 다.  S. aureus 

균주  8325-4 균주  rbf 주 (rbf-mutant strain)  rbf 보 주(rbf-

complemented strain)  각각 biofilm  하게 하는 (low-biofilm) 균주  

biofilm  강하게 하는 (high-biofilm) 균주  하 다. 또한 biofilm 

detachment assay  해  실험에 한 항생제  biofilm matrix  

제거(detachment)능  점  하여 미 는 결과  에 보고하고  

한다. 
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Ⅱ. 료   

 

1. 균주 

본 연 에 는 균주  S.aureus 8325-4 균주  rbf 전  

시킨 CYL1135  해당 rbf 전  multicopy plasmid  

complementation시킨 CYL1106 균주  하 다 [18]. Biofilm  하게 한 

주  CYL1135  주에 비해 2   biofilm   한 CYL1106 

균주  실험에 하여 biofilm  정 에   균주 간 항생제 감수 에 

미치는 향  하고  하 다. 들 균주  biofilm  정  biofilm assay 

 해  미  하 다 (Fig. 2). 

 

2. 실험에 한 항생제 종  

항생제들   태  제 하고 가루나  경  적절한 매에 여 

하 , 실험에  종 는 다 과 같다. Penicillines 계열 항생제   

bacampicillin (종근당), amoxicillin-clavulanate ( 하, AMC, 종근당), ampicillin-

sulbactam ( 하, SAM, 한미 )  하  Quinolones 계열  

ciprofloxacin ( 하, CIP, 동제 ), norfloxacin ( 하, NOR, 종근당), ofloxacin 

( 하, OFX, 동제 ), levofloxacin ( 하, LVX, 동제 ), moxifloxacin ( 하, 

MXF, 종근당)  하 다. Cephalosporines 계열  항생제는 cefaclor ( 하, 

CEC, 동제 ), cefotaxime ( 하, CTX, 한 ), ceftriaxone ( 하, CRO, 

한미 )  하 다. Aminoglycosides 계열  항생제는 amikacin ( 하, AMK, 

동제 ), kanamycin ( 하, KAN, 동 제 ), sisomycin (종근당), streptomycin 

( 하, STR, 종근당), tobramycin ( 하, TOB, 제 )  하 다. 

Glycopeptides 계열  항생제  teichoplanin ( 하, TEC, 티스), 

vancomycin ( 하, VAN, 제 제당)  하 다. Macrolides 계  항생제는 

erythromycin ( 하, ERY, Biochemika), Streptogramin 계열  항생제는 

quinupristin/dalfopristin ( 하, Q-D, 한 ), 그 고 Sulfonamides 계열  
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항생제  trimethoprim-sulfamethoxazole ( 하, SXT, 한미 )  하 다. 

Rifampin ( 하, RIF, 종근당), fusidic acid (시그 ), fosfomycin ( 하, FOF, 

한 비 )  하 다. 

 

3. P-MIC  P-MBC 측정 

P-MIC  P-MBC는 CLSI guidelines에  Muller Hinton Broth (Becton 

Dickinson, 미 , 하 MHB)  한 broth dilution method  수행하 다 [55]. 

, CYL1135 균주  MHB에 접종하여 37℃ 탕 에  24시간 동  

한 다 , 종적  균 수가 5×105 CFU/ml   MHB  하여 

하 다. 다  실험  경  CLSI buffer (0.01% acetic acid + 0.2% 

bovine serum albumin)에 고 320 μg/ml  2  한 항생제  96 well 

plate (Nunc, 크)에 10 μl  고, 여 에 균  90 μl  함께  종 100 

μl 게 하 다. 조  경  균 만 100 μl, 조  경  균  

MHB  90 μl  균  CLSI buffer 10 μl  함께 다. Plate  37℃ 

에  정치 태  하룻  한 다 , 620nm에   측정하 다. 

 균  90%     P-MIC  하 다. 그 고 P-

MBC  측정하  해 P-MIC  한 96 well plate에  균    

  TSA plate에  다 , 37℃ 에  정치 태  하룻  

하 다.  TSA 에  균     P-MBC  

하 다. 

 

4. B-MIC  B-MBC 측정 

BioTimer-phenol red( 하, BT-PR)  하여  BT-PR  

 한 시간과 viable cell 수 에 한 계가  correlation line  

해 미  하 다 (Fig. 1).  

B-MIC  측정하는  존  Bio-Timer assay ( 하, BTA)   

수정하여 다 과 같  수행하 다 [8]. B-MIC  측정하  한  BTA 

 술하 , CYL1135  CYL1106 실험균주  각각 0.25% 포 당  
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들 는 TSB (Tryptic Soy Broth, Becton Dickinson, 미  하, TSB-0.25%)에 

접종하여 37℃ 탕 에  하룻  하 다. 다 날 600nm   

2.5  맞   0.5% 포 당  든 TSB ( 하, TSB-0.5%) 에 1:5000 

한 다 , 종 10 ml  균  glass beads (Marienfeld, )가 들 는 

6CM dish  (Nunc, 크)에 고 37℃ 에  하룻  정치 하 다. 

다  날  제거한 , 균  PBS  6.5 rpm  5  2  탕하  

냈다. 실험  경  BT-PR 에 고 1024 μg/ml  2   

항생제가 1 ml  들 는 24 well plate에 biofilm   glass bead  well 당 

하나   조  항생제가 는 BT-PR 에 biofilm   

glass bead  고, BT-PR 에 균  glass bead 만  경  

조  하 다. Plate  37℃ 에  하  조  

가 6시간 전   하는 것  하여 biofilm  한 

실험균주  수가 개 적  5×105 CFU/ml   수 다. 다  날  

하여  나타내는  well  항생제  B-MIC  하 다. 

그 고 B-MBC  측정하  해 는 균    B-MIC plate  각 

well에  bead  내  BT-PR 만 1 ml  들 는  24 well plate에 

겨  37℃ 에  하룻  정치 한 다 , 다  날  하여 

 나타내는  well  항생제  B-MBC  하 다.  

 

5. Biofilm matrix detachment 측정 

Biofilm   하는 CYL1106 균주  TSB-0.25% 에 접종하여 37℃ 

탕 에  하룻  한 , 균 수가 600nm에   3   

맞 고,  TSB-0.5% 에 1:500  게 하 다.  균  96 well 

plate에 200 μl  고 37℃ 에  하룻  정치  한 다 , 균  고 

PBS  2  냈다. 고 128 μg/ml  TSB-0.5% 에 2  한 

항생제  각 well에 200 μl  고, 37℃ 에  6시간 동  정치 하 다. 

 , 항생제  고 PBS  2  낸 다 , plate  실 에  1시간 동  

건조시켰다. 그 고 각 well에 99% methanol  100 μl  고 15 간 고정시킨 , 



- ６ - 

 methanol  제거한 다 , 실 에  20 간 건조시키고 0.25% crystal 

violet( 하, CV)  100 μl   실 에  20 간 치하 다. PBS  2  낸 

 실 에  건조시켰다.  33% acetic acid  150 μl   CV  

한 다 , 590nm에   측정하여 biofilm  정  하 다. 

 

6. B-MIC  B-MBC 에 미치는 승 과 측정 

B-MIC  B-MBC  승 과는 CYL1106 균주  하여 B-MIC, B-

MBC  동 한  실험하 다. 항생제는 BT-PR 에 4x MBC  2  

하여 하  teichoplanin과 moxifloxacin, teichoplanin과 tobramycin, 

teichoplanin과 quinupristin-dalfopristin, teichoplanin과 rifampin 그 고 

rifampin과 erythromycin  함께 한 경   5개  조합  하 다. 각 

항생제 조합  승 과에 한 결과는 FICI (fractional inhibitory concentration 

index)  FBCI (fractional bactericidal concentration index)  하여 

해 하 다. , FICI 또는 FBCI 값  0.5 하  경  synergy, 0.5  1 

하  경  partial synergy, 1  경 는 addition, 1  4 미만  경  

indifference 그 고 4  경  antagonism  것  해 하 다 [19]. 

 

7. Biofilm matrix 에 미치는 승 과 측정 

Biofilm matrix에 미치는 승 과는  biofilm matrix detachment  

동 한  실험하 다. 단, 항생제는 rifampin  경  0.5 μg/ml  

0.0000015 μg/ml  2  하 , 여 에 각각 고정  다  항생제들 

, bacampicillin  16 μg/ml, cefotaxime  4 μg/ml, erythromycin  1 μg/ml  

 biofilm   96 well plate에 200 μl  다. 
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Ⅲ. 결과 

 

1. P-MIC  B-MIC 비   

실험에 한 항생제는 planktonic 태에  P-MIC  P-MBC가 같거나 

2   보여 균항생제   수 다. 그러나 CTX, FOF 그 고 

fusidic acid는 P-MIC  P-MBC간에 8   보여 정균항생제  단 다. 

P-MIC  biofilm 태  B-MIC  비 해보 ,  항생제가 P-MIC 보다 

B-MIC가 가  fusidic acid  RIF  경  CYL1106 균주에  고 600  

 가  B-MIC  보 다. 그러나 Quinolones 계열  항생제  MXF, 

Cephalosporins 계열  CRO, Marcolides 계열  ERY 그 고 Streptogramin 

계열  Q-D  항생제는 실험균주  biofilm 과는 계  planktonic과 

동 한 B-MIC  보여  biofilm에 침투   항생제   수 다. (Table 

1, 2).  

 

2. P-MBC  B-MBC 비  

실험에 한  24종  항생제  B-MBC는 P-MBC에 비해  8 에  

10,000    low-biofilm  CYL1135 균주 보다 high-biofilm  

균주 CYL1106에  B-MBC는  가 다. 특  Quinolones 계열  항생제 

에 는 MXF, Aminoglycosides 계열  항생제  AMK과 TOB 그 고 

Streptogramin 계열  Q-D  경  P-MBC보다 CYL1106 균주  B-MBC가 

8  가  낮  가  보여  타 항생제에 비해 적  biofilm 태에 

과적  균항생제  단 다 (Table 1, 2).  

 

3. Biofilm  정 에  B-MIC  B-MBC 비  

Low-biofilm  CYL1135 균주  B-MIC  B-MBC  비 해보 , 

Quinolones 제  Aminoglycosides 제 가 타 항생제에 비해 biofilm에 수한 

균  보 다. 포 에 하는 항생제  Penicillin계  Cephalosporin 
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계  항생제는 B-MIC에 비해 B-MBC가 16 에  64   biofilm 균 

 는 것   수 다 (Table 2). 

Low-biofilm  CYL1135 균주  high-biofilm  CYL1106 균주 간  

B-MIC는 같거나 2    보여  가 다. 그러나 fusidic 

acid  RIF  경  CYL1106  B-MIC가 CYL1135 균주  B-MIC에 비해 각각 

64  533   high-biofilm  CYL1106 균주에  항생제  

정균 과가 크게 는 것   수 다.  균주 간  B-MBC   

비 해보  CYL1106 균주  B-MBC가  2   가 는 것  

하 나, RIF  경   균주 간에 B-MIC에    보  것 럼 B-

MBC  가 1000    보 다. 러한 결과는 RIF  경  biofilm 

 정 에  biofilm  균 과가 크게 감 하는 제   수 다 

(Table 2). 

High-biofilm  CYL1106 균주에  실험에 한 항생제  B-MBC는 

B-MIC에 비해 4에  64  가 다. 러한 결과는 biofilm   강한 경 , 

실험에 한 항생제 biofilm에 한 균능  감 함   수 다. 그러나 

Aminoglycoside 제제  AMK과 TOB 그 고 fusidic acid  경 , B-MIC  B-

MBC가 같거나 2   보여 적  high-biofilm  CYL1106 균주에  

좋  균 과  보 다. 특  AMK과 TOB  항생제는 CYL1135 균주  CYL1106 

균주간에 B-MIC  B-MBC 가 가  실험에 한 항생제 에  

biofilm  정 에 계  biofilm에 가  과적  균 과  보 는 것  

단 다 (Table 2). 

 

4. Biofilm matrix  detachment에 한 항생제  과 

실험에 한 각 계열  항생제 에  P-MBC  B-MBC 간  가 

가  낮  항생제  한가  택하여 들 항생제가 실험균주 CYL1106  

biofilm matrix에 한 detachment 과  하 다. 택  항생제는 Penicillin 

계열  bacampicillin, Quinolones 계열  MXF, Cephalosporins 계열  CTX, 

Aminoglycosides 계열  TOB, Glycopeptides 계열  TEC, Marcolides 계열  



- ９ - 

ERY, Streptogramin 계열  Q-D , P-MBC  B-MBC  가 제  큰 

항생제  RIF  조  하 다. 항생제    조  

한 biofilm matrix  100%  보  , biofilm matrix  감  측정한 

결과, bacampicillin, CTX  항생제가 60% 감  보 , MXF, TOB, 

TEC, ERY 그 고 Q-D  경  40% 감  보 다. 그러나 과 달  

조  한 RIF  경  80%  감  보여  실험에 한 

항생제 에 가  biofilm matrix에 과적  항생제  다. 감  

보  항생제   보  biofilm matrix  감  50% 미만  

항생제  경  ERY  제 하고  각 항생제  B-MBC 보다  에  

감  보 다. 그러나 감  60%  bacampicillin, CTX, RIF  

각 항생제  B-MBC  같거나  낮  에  감  보 다 (Fig. 

3). 

 

5. 항생제  병합  B-MBC 에 미치는 승 과 

실험에 한 항생제 에   항균  전  다  항생제  조합들 

 TEC과 MXF, TEC과 TOB, TEC과 Q-D, TEC과 RIF 그 고 RIF과 ERY 5가  

조합  B-MBC에 미치는 승 과  하 다 (Table. 3). 그 결과 TEC과 RIF, 

RIF과 ERY  경  FIC index에  각각 0.26, 0.38  보여 승 과가 , 

그에 해 FBC에 는 과가 는 것  하 다. 또한 TEC  Q-D  경  

FIC  FBC  항  보 는 것  하 다. 그 에 TEC  MXF, 

TEC  TOB 또한 FIC  FBC  과가 다. 

 

6. 타 제  병합  rifampin  biofilm matrix detachment에 미치는 승 과 

Biofilm matrix  60%  감  보  항생제 에  

bacampicillin, CTX 그 고 신  B-MBC 보다  낮  에  biofilm 

matrix에 감  보  ERY  택하여 들 각 항생제  감  보  

 고정하고, 다 한  RIF  병합하여 들 병합  보 는 승  

하 다. 조  단 제  RIF  biofilm matrix 감  동시에 
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하 ,  실험에 한 는 미 RIF  경  저  0.06 

μg/ml에  감  보  문에 그 하  다 한 낮  에  

감  하 다. 실험 결과 조  RIF  경 , 신  B-MIC, MBC 

보다 훨  낮  0.015 μg/ml에  biofilm matrix  80%  감  

보 다. 그러나 RIF  ERY  병합 시에는 RIF  단  제  한 경 에 

비해  512   낮   0.00003 μg/ml에  동 한 80%  matrix 

detachment 감  하여   제간  병합 시 matrix detachment에 

미치는 승 과가   수 다 (Fig. 4). 그러나 bacampicillin, CTX  

RIF  병합 시에는 단  제  matrix detachment에 미치는 감 보다 

과는  항  보 다. 
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IV. 고  

비강 내에 주  존 하는 S.aureus는 병원감염  제  한 원 균 다. 

S.aureus는 또한 항생제에 내  또한 하여 병원에   S.aureus  

 penicillin에 내  보 다. 1980 에 한 methicillin 제 에 내  

보 는 균주 (methicillin-resistant S. aureus, 하 MRSA)   80%  

하는 것  져 다 [18]. 또한 여러 항생제에 동시에 내  보 는 

 다제내 균  에   고 다. MRSA  들 다제내  

S.aureus  치료에 종적  쓰 는 Glycopeptide계  VAN에  내  

보 는 S.aureus (vancomycin-resistant S. aureus, 하 VRSA)가 하  

VRSA   또한 점  가 고 다 [7].  

특  S. aureus는 병원에  는 료  에 Biofilm  하여 

만 감염, 감염 그 고 복감염  킨다 [20]. 그 는 S.aureus  

하는 biofilm  그 가 매   항생제 내  보 , 숙주  

역 계에 해  쉽게 제거   문 다 [21]. 특  료  에 

한 S.aureus  biofilm 감염   biofilm  전 제거하 가 거  

가능하여  경  하고 는 료  제거할 수 에 는 

실 다.  

Biofilm 에 한 감염  전한 치료  해 는 biofilm  한 

S.aureus  정균  균하  동시에 S.aureus  biofilm matrix  제거하여 만 

한다 [17]. 본 연 에 는 biofilm  한 S.aureus에 과적  항생제  

검 하  해  low-biofilm 균주 CYL1135, high-biofilm 균주  

CYL1106균주에 한 24종  항생제  B-MIC, B-MBC  측정하여 저 P-MIC, 

P-MBC  비 , 하 ,  째   균주간  B-MIC  B-MBC  

점  비 하여 biofilm  정 에  항생제 역가  점  하 다. 

 biofilm matrix detachment assay  하여 biofilm matrix  제거에 

과적  항생제  하 다.  

항생제  침투  보  해  P-MIC  B-MIC  한 결과, MXF, CRO, 
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ERY 그 고 Q-D 항생제  B-MIC는 P-MIC  동 하 고, 또한 biofilm  

정 가 다   실험균주 간에  가 다. 러한 결과는 들 항생제는 

planktonic 태  균과 동 할 정  biofilm에 역시 침투  뛰 난 것  

단 다. 에 RIF  B-MIC는 P-MIC에 비해 600   가하여  

biofilm에 침투  가  좋  다. MXF  경  조 과 침투  좋  [22], 

조 에 또한 다   fluoroquinolone 제  보다 침투   좋  것  

보고  존  연  [23]  치  결과 다. , RIF  경 , 타 항생제들에 

비해 실험균주 biofilm  시에 600    B-MIC  보여  조  

침투  다고  존  보고 [24] 는 다 게 biofilm에는 침투  저 

는 것   수 다 (Table 2). 그러나 Staphylococcus epidermidis 가 

하는 biofilm에 RIF  침투  다는 보고 는 다  결과 다 [25].  

Biofilm  정 에  B-MIC 그 고 B-MBC  비 , 한 결과, 

biofilm   정  계  biofilm에 가  과적  균항생제는 

Aminoglycosides 계열  AMK과 TOB 다 (Table 2). 러한 결과는 S.aureus  

in vitro  in vivo 에  TOB  한 경 , 하   조 과 비 하  

 bacteria viability 간에 가 다는 보고 [26]   결과 다. 

그러나 그   균  Pseudomonas aeruginosa  경  biofilm 태에  

TOB에 한  침투  나타냈다는 보고  다 [27]. 또한 TOB  

조적    하는 친수  당  여러 개  amino groups  

가 고 는  는 균  30s ribosome   16s rRNA  접근하  쉽게 

 다 [28]. 또한 biofilm 감염 치료에 시 는 문제점  하나가 내  

득할 수 다는 점 다.  문에 는 만  biofilm 감염  치료하는 동  

Staphylococci에 감염  mouse  catheter  수해 TOB  내  득  

측정한 결과 TOB  포함  plate에  biofilm bacteria가   다고 보고 

[26]   TOB  내  낮다는 것   수 다.   TOB   

침투 과 균과  결합  그 고 낮  내 에  타 항생제들에 비해 biofilm  

치료하는  매  과적  항생제  미루  짐 할 수 다. 

그 에 MXF과 Q-D  P-MIC  B-MIC, P-MBC  B-MBC 비  해 
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적  과적  항생제   할 수 다 (Table 1, 2). 특  다 한 

균에 해 한   가 고 는 [29] Quinolones 계열  4  

MXF  경 , biofilm matrix에   40% 정  제거  보   biofilm 

bacteria에 는  항균  나타냄   수 다 (Table 2, Fig. 3). 또한 

같  Staphylococci에 하는 주  S. lugdunensis  biofilm에 해  

MXF   균  보 다 [30]는 치  보고  다. MXF  biofilm 

matrix 보다 biofilm bacteria에  과적  는  타 항생제들에 비해 

가  침투 과 능  그 고 낮  저항  점 [31-33] 등   수 

 것  단 다. 또한 MXF  적  가 낮  항생제들에 비해 

efflux pump  향  적게  문에 쉽게  는 2,3  항생제 

보다 포 내 적 정 가 다고 할 수 다 [34-36].  같   MXF  

biofilm bacteria에 미치는 향   크게 할 것  단 다. 또 다  

과적  항생제  Streptogramin 계열  Q-D  quinupristin과 dalfopristin  

합  태  균  50s ribosome에 결합하여 단  합  제하는 

균  항생제   져 다[37]. 개 Methicillin resistant staphylococci 

(MRS), penicillin/erythromycin resistant Streptococci 그 고 E. faecalis에 한 

 낮 만 vancomycin-resistant Enterococcus faecium (VRE), vancomycin-

sensitive Enterococcus faecium (VSE)등 주  vancomycin 내 균  치료에 

고  [38-40] planktonic 태에 는 그  뿐만 니  그   

균에 해  균 과  나타낸다는 보고가 다 [41]. 또한 고  

하 만 1024 μg/ml 에  catheter에  S.aureus  감 시킨다 는 보고  

다 [42]. 

 Bio-Timer  하여 biofilm bacteria  viability  간접적  

하  항생제들에 한 항균  정  B-MIC  B-MBC  하 다. 

그러나 biofilm bacteria  항균  가시키는 항생제 조합   해   

 전  다  항생제들  한가  하여 biofilm bacteria  승 과  

하 다. 그 결과 특 하게  RIF과 병합한 경  FIC에  승 과  보  

할 수 다 (Table 3).  한  같  RIF  뛰 난 침투능  
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해 planktonic과 biofilm bacteria에  과가 다는 보고  달  본 연 에 는 

biofilm bacteria에 한 RIF  균  다  과  나타내   존  

보고   결과  다. 그러나  RIF과 함께  항생제들 , 

RIF과 TEC, RIF과 ERY  경  FIC에  승 과  보여  RIF과 biofilm 

bacteria에 과적  다  항생제들과  조합들  승 과  나타낼 것  

단 다. 

또한 biofilm bacteria 에 고  하는 matrix는 biofilm 치료  

다시 biofilm  할 수 다는 측 에  한 미  갖는다. 러한 

 종  8종  항생제들  가 고 biofilm detachment assay  실시한 

결과 bacampicillin, CTX, ERY 그 고 RIF에  matrix  제거하는  

과적   할 수 다 (Fig. 3).   rifampin     

0.06 μg/ml 에   80%  matrix 감  보여 가  과적  

항생제   수 다 (Fig. 3). 는 만  염과  병원  균주 특 , 

S.aureus  경  RIF  0.06 μg/ml 에  미  biofilm  70%  

제한다는 보고[29]  치하 , catheter에  는 S.aureus  

S.epidermidis  biofilm matrix  제거하는  다  과적  항생제  VAN과 TEC 

보다 RIF  가  과적 다는 보고[43]  치하 다. 그 에 planktonic과 

biofilm 태에  RIF과 타 항생제  병합 시 승 과  나타냈다는 보고[10, 26, 

44-49]  다. 

그 고 biofilm matrix  한 제거할 수 는 항생제 조합   해 

matrix에 과적  4종  항생제들  가 고 승 과  측정하 다. 가 

고정  나  3종  항생제 , bacampicillin (16 μg/ml), CTX (4 μg/ml) 그 고 

ERY (1 μg/ml)  RIF과 동시에 하여 RIF   승 과  측정한 결과, 

RIF만 단   조 에 비해 ERY과 함께  경  RIF  0.015 

μg/ml  하에  승 과  나타냈  하 다 (Fig. 4). 미 Macrolide 

계  항생제들  fungi나 bacteria에 해  biofilm  제하거나 

제거하는 것  져 , 주  그 과  병원균에 해 항균 

과  나타내는 항생제  ERY [50]  catheter에  S.aureus  biofilm  
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제거하는   하 다 [51]. 또한 근 S.aureus  biofilm 태에  

Macrolides 계열  하나  clarithromycin ( 하, CLR)  cefazolin 또는 VAN과 

함께 하   biofilm matrix  제거하는  과적 다는 것[52]과 내  

균주  실험균주  한 실험에  CLR   수  다  항생제  

침투  다는 보고가 다 [53]. 에 해 RIF과 타 다  2종  항생제 

병합  승 과가   고 에  항  보  할 수 

다 (Fig. 4).  같  결과는 포 에 하는 Cephalosporins 계열  

항생제들  biofilm  제거하는  과적 여  RIF, Macrolides 그 고 

Aminoglycosides계열과 같  항생제들  접근  하게 한다[54]는  

보고    나타냈다.  

결 적  다시 말하  biofilm matrix에 과적  RIF과 ERY  biofilm 

bacteria에 과적  항생제,  들  AMK 나 TOB 등과 함께 병합하여 

한다  biofilm  제거하는  과적  것  단 다. 그러나 RIF  경  

  해 내  득하  쉬  항생제   져  문에 

내  낮  또 다  물 들과  병합  biofilm   치료하는   

 것  단 다.  
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Ⅴ.   결  
 

 경:  고 는 항생제에 한 내  점  가하고 는  

러한 내  가시키는 전  하나  biofilm   져 다. 그 고 

병원감염  가  한 원 균  S. aureus 또한 여러 학 비  에 하여 

biofilm  함  병  하  문에 치료에  겪고 는 

실정 다. 그러므  biofilm에 한 S. aureus 감염  치료 시에 biofilm에 

과적  항생제  택하 에 필 한 료가 절실  필 한 실정 다. 

 

 : Biofilm  하게 하는 CYL1135 균주  적  2   강하게 

하는 CYL1106 균주  실험에 하 다. 들 실험균주에 해  24개 

항생제  항균 과,  B-MIC  B-MBC 그 고 biofilm에 수한 항균 과  

보  항생제 병합  biofilm에 미치는 항균 과  Bio-Timer  하여 

하 다. 또한 단  항생제  택  항생제  병합  biofilm matrix  

제거하는 능  biofilm matrix detachment assay  하여 하 다.   

 

결 과: P-MIC  B-MIC  비  시, MXF, CRO, ERY 그 고 Q-D  항생제  P-

MIC가 biofilm  정  계  동 한 B-MIC  보여 침투  수한 

항생제 다. Biofilm 과적  항균 과  보 는 항생제  하  해  B-

MIC  B-MBC  한 결과, AMK, TOB  항생제들  biofilm  정 에 

계  실험에 한 항생제 에  biofilm에 제  수한 균 과  보 다. 

그러나 RIF  biofilm 한 실험균주에  균 과가 600 에  1000   

가  저  감 하 다. 항생제  병합 시에 TEC과 RIF 그 고 RIF과 ERY 병합 

시 FIC index가 각각 0.26, 0.38  보여 승 과  나타냈다. 실험에 한 

항생제  biofilm matrix 제거능  한 경 , biofilm matrix  60%  

제거한 항생제는 bacampicillin, CTX, RIF , 그  RIF  신  B-MBC 

보다 낮  0.015 μg/ml 에  80%  biofilm matrix 제거  

보 나 RIF과 ERY  병합 시에는 RIF 단  제  시에 보다  500  
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낮  0.03 ng/ml 에  80%  동 한 biofilm matrix 제거  보여 고  

승 과  보 다. 

 

결 : MXF, CRO, ERY 그 고 Q-D  타 제에 비해  biofilm에 침투  좋  

항생제  생각 , Aminoglycosides 계열  항생제 에  AMK과 TOB 

항생제가 다  항생제에 비해 biofilm  정 에  biofilm에 수한 

균 과  보 는 항생제  단 다. RIF  경 , biofilm에 침투  가  

, biofilm  시에 균 과 또한 저  감 는 항생제 다. 그러나 

미 게  RIF  경  신  B-MIC 보다  낮  에  80%  biofilm 

matrix  제거할 수 는 가  과적  항생제 , RIF과 ERY과  병합 

시에는 RIF  단 제 시 보다 훨  500  낮  에  동 한 biofilm matrix 

제거 과  보 다. 본 실험 결과  탕 , 저 AMK  TOB  하여 

biofilm 내  S. aureus  죽  동시에 RIF과 ERY  병합적  하여 S. 

aureus가 하는 biofilm matrix  과적  제거하는 것  S. aureus가 

하는 biofilm 감염  치료에    수 다고 료 다.  
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VI. 감  말  
 

나가는 거 다  생   느껴 는 여  시 습니다. 

 맘  쯤 다시 시  학  생 에 한   고 곳 미생물 

실험실에 들   그제 같   2  시간  훌  나 졸 할 

시 가 습니다. 돌 켜 보  그 동  곳 실험실에   든 시간들, 

좋  들  만나   고  원    좋  들,  

든 시간들  저에겐 생     것 니다. 

제가 학원 과정  무  칠 수  에는 많  들  심과 

원  습니다. 특   곳에 들  적 하  할  가족 럼 하게 

겨주   수님과 동  수님 그 고 실험   많   

내 만 그  엔   해 주   생님께 감  

드 니다. 또한 갈 다 갑게 맞   니  심적  나에게 가 

주고 격 해 주  저  절친 미 그 고 실험에 해 항  함께 고민해 

주고  나눴   나 한  정말 고맙다는 말  전하고 싶습니다. 뿐만 

니  들  가 에  항    주고 고 싶  실험들  싫  내  

  가 쳐 주  경 님 그 고 학원  들  연  맺  

든 들에게  감  말  드 니다. 

그러나 무 보다 저  정신적  주  가  한 보물  하는 

나  가족들에게 고  한 는 죄 한  보냅니다.  학원에 

들 간다고 했    하 만 결  저  믿 주시고 원해 주  저  

님,  져 만 항  조  끼   니 그 고 스러  

내 여동생   엽고  믿 스러  남동생  저  가족 

에게 한다고 말하고 싶습니다. 과거   그 고 미  나   

가족들에게 만큼 믿  주 고 또한 신   수   수 만, 매 

순간 다  는 택과  다한   수  항  하는 

습  보여드 겠습니다. 그 고 다시 한  가족들에게 한다는 말  전하고 

싶고 곳에  연  맺  든 들에게 감 하다는 말  드 고 싶습니다.            
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Table 1. Planktonic MIC and MBC 

 

antimicrobial agents MICa (μg/ml) MBCb (μg/ml) 

Bacampicillin 0.25 0.25 

AMC 0.5 1 

SAM 1 1 

CIP 0.125 0.25 

LVX 0.125 0.125 

MXF 0.06 0.06 

NOR 0.5 0.5 

OFX 0.25 0.25 

CEC 1 2 

CTX 0.5 4 

CRO 2 2 

AMK 2 2 

KAN 1 1 

Sisomycin 0.25 0.25 

STR 8 8 

TOB 0.5 0.5 

TEC 0.125 0.25 

VAN 0.5 0.5 

ERY 0.25 0.5 

FOF 2 16 

Fusidic acid 0.015 0.125 

Q-D 0.125 0.125 

RIF 0.003 0.006 

SXT 0.5 0.5 

 

- a : minimum inhibitory concentration  

- b : minimum bactericidal concentration  
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Table 2. Biofilm MIC and MBC 

 

CYL1135 (Low-biofilm) CYL1106 (High-biofilm) 

antimicrobial agents MICa 

(μg/ml) 

MBCb 

(μg/ml) 

MIC 

(μg/ml) 

MBC 

(μg/ml) 

Bacampicillin 0.5 8 0.5 16 

AMC 1 16 1 64 

SAM 2 64 2 64 

CIP 0.5 4 0.5 4 

LVX 0.25 2 0.25 4 

MXF 0.06 0.125 0.06 0.5 

NOR 1 1 1 16 

OFX 0.25 0.5 1 8 

CEC 4 128 8 512 

CTX 1 32 2 64 

CRO 2 128 2 128 

AMK 8 16 16 16 

KAN 16 16 16 64 

Sisomycin 2 4 2 128 

STR 16 32 16 128 

TOB 2 4 2 4 

TEC 0.25 2 1 4 

VAN 1 4 2 16 

ERY 0.25 4 0.25 8 

FOF 64 128 128 1024 

Fusidic acid 0.125 1 8 8 

Q-D 0.125 0.5 0.125 1 

RIF <0.03 0.06 2 64 

SXT 1 8 4 32 

 

- a : minimum inhibitory concentration  

- b : minimum bactericidal concentration  
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Table 3. FIC and FBC indexes of antibiotics on biofilm for CYL1106 strain 

 

antimicrobial agents FIC
a
 index FBC

b
 index 

TEC (μg/ml) + MXF (μg/ml) 2 (indefference) 18 (antagonism)  

TEC (μg/ml) + TOB (μg/ml) 1.13 (indefference) 2.5 (indifference) 

TEC (μg/ml) + Q-D (μg/ml) 10 (antagonism) 4 (antagonism) 

TEC (μg/ml) + RIF (μg/ml) 0.26 (synergy) 3 (indifference) 

RIF (μg/ml) + ERY (μg/ml) 0.38 (synergy) 1.5 (indefference) 

 

- a : fractional inhibitory concentration 

- b : fractional bactericidal concentration 

- FIC or FBC of drug A (FICA or FBCA)  = MIC of drug A in combination/MIC of drug A alone, FIC or FBC of drug B (FICB 

or FBCB) = MIC of drug B in combination/MIC of drug B alone [56]. FIC or FBC index (FICI or FBCI), calculated as the sum 

of each FIC or FBC, was interpreted as follows: FICI or FBCI ≤0.5 = synergy, ＞0.5 and ＜1 = partial synergy, 1 = addition, 

＞1 and ＜4 = indifference, ≥4 = antagonism [57].  
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Fig. 1. Correlation line 
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Fig. 2. Biofilm assay 
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- Biofilm assay was stained by crystal violet.  
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Fig. 3. Biofilm detachment assay of antibiotics on matrix for CYL1106 strain 
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Fig. 4. Synergy effect of antibiotics on biofilm matrix for CYL1106 strain 
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