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            Abstract
          
        

        
          하이드록시아파타이트 디스크에 적용한 항균물질들의 항균성이 얼마나 오래 지속되는지 평가하고자 Streptococcus mutans (S. mutans)의 억제에 효과적인 항균물질들을 실험용 불소바니쉬에 혼합하여 각각 1 mM의 농도로 직경 4.8 mm 하이드록시아파타이트 디스크에 5 μL씩 도포하였다. 양성대조군은 10 μg/mL ampicillin, vehicle 대조군은 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 불소바니쉬에 혼합하여 적용하였다. 이 디스크를 증류수에 담가 37℃ 진동수조에서 120 rpm의 속도로 30분, 4시간, 1일, 5일, 20일, 30일간 보관 후 한천배지확산시험으로 억제대를 측정하여 항균성을 평가하였다. 모든 항균물질들은 30일까지 항균효과가 지속되었으며, 그 중 Bakuchiol, Bavachromene, Bavachalcone의 항균효과가 30일까지 높게 지속되었다. 항균물질을 불소바니쉬에 첨가함으로써 S. mutans에 대한 항균성과 항균의 지속성을 높일 수 있어 치아우식예방에 유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다. 

        

        
          
            초록
          
        

        
          This study aimed to evaluate the antibacterial activities sustainability of antibacterial agents mixed with experimental fluoride varnish on hydroxyapatite disc against Streptococcus mutans (S. mutans). On the hydroxyapatite disc with 4.8 mm of diameter, 5 μL of 1 mM antibacterial agents mixed with experimental fluoride varnish were applied. Positive control and vehicle control were 10 μg/mL ampicillin and dimethyl sulfoxide (DMSO) mixed with fluoride varnish, respectively. The discs were stored in distilled water in a 37℃ shaking water bath at 120 rpm for 30 minutes, 4 hours, 1 day, 5 days, 20 days, and 30 days. Antibacterial activities were evaluated with the inhibition zone by the agar diffusion test. The antibacterial activities of all antibacterial agents were sustained for 30 days. Among them, Bakuchiol, Bavachromene, and Bavachalcone showed higher antibacterial activities for up to 30 days. The antibacterial agents when mixed in the experimental fluoride varnish with increased and prolonged antibacterial activities can be applied to prevent dental caries effectively.
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      서 론
      Streptococcus mutans (S. mutans)는 치아우식의 주 원인균으로 알려져 있다. 이 균은 당을 분해하여 탈회과정과 재광화 과정을 반복하여 치아우식을 일으키는 것으로 알려져 있다(1). 치아우식을 예방하기 위한 방법에는 여러 가지가 있다. 청결한 구강위생을 위한 잇솔질 방법과, 주기적인 치과의원 및 병원 방문과 치면열구전색, 수돗물 불소농도조절사업, 불소 함유한 치약과 세정제 구강 겔 사용 불소바니쉬 도포 등이 있다(2-6). 불소바니쉬는 불소를 포함한 치아우식 예방 물질 중 가장 효과적인 물질로 알려져 있다(7). 이전 연구에서는 불소바니쉬가 치아우식 예방에 미치는 효과가 74%, APF Gel은 37%, NaF sol은 28%로 보고되었으며 또한 임상적으로 안전하다고 증명되었다(8). 불소바니쉬는 로진과 NaF로 구성되어 치아표면에 불소막을 형성하여 산성물질로부터 치아를 보호한다(9). 불소바니쉬는 치아표면에 도포가 쉽고 나쁜 맛을 가지지 않으며 독성이 없고 또한 도포 시간이 짧아 영·유아에게도 쉽게 처치가 가능하며 과민반응도 낮다고 알려져 있다(10). 구강내에는 다양한 미생물이 존재하며 이러한 미생물로 인한 구강질환을 예방하기 위해 항생제를 이용한다. 항생제는 장기간 사용시 내성균의 출현 및 다양한 부작용을 야기한다(11). 이로 인해 항생 물질을 대신할 천연물 대한 중요성이 높아져 천연물에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 현재까지 구강미생물의 억제에 효과적이라고 보고된 천연 항균물질은 Xanthorrizol [XAN]과 Bakuchiol 정도밖에 없었다(12, 13). Son 등의 연구에서는 Psoralea corylifolia에 들어있는 화학성분 중 Bakuchiol [BAK], Bavachalcone [BCC], Isobavachromene [IBC]과 Bavachromene [BCM] 물질이 S. mutans를 효과적으로 저해하는 것을 알 수 있었다(14). 현재까지는 1990년대에 실험되었던 Propolis와 chlorhexidine에 불소바니쉬를 혼합 연구 사례만 있을 뿐(15), 천연물에 불소바니쉬를 혼합한 연구는 부족한 실정이다. 이전 연구에서는 항균의 지속성을 간단히 평가하기 위하여 polyethylene terephthalate film에 적용하여 실험하였지만(16), 이는 치아 표면과 성분과 성질이 달라 실제 치아에 적용하였을 때와 다른 결과를 보일 수 있다.

      이에 본 연구에서는 실제 치아의 법랑질 성분과 비슷한 하이드록시아파타이트 디스크에 항균물질(XAN과 Psoralea corylifolia의 성분인 BAK, BCC, IBC, BCM)을 실험용 불소바니쉬에 혼합하여 도포함으로써 항균성 불소바니쉬의 항균의 지속성을 평가하고자 하였다. 또한 이를 통하여 치아 표면에 적용한 물질의 항균의 지속성 평가방법을 새롭게 수립하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험용 불소바니쉬 제작 
        실험용 불소바니쉬의 제작 방법은 Son 등의 연구에서와 같다(14). 간단히 설명하면 45 wt.% 로진, 50 wt.% 에탄올, 5 wt.% NaF로 제작하였다. 

      

      
        2. 항균물질
        Xanthorrhizol (XAN; CAS No. 30199-26-9, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), Bakuchiol (BAK; CAS No. 10309-37-2, Santa Cruz Biotechnology), Bavachalcone (BCC; CAS No. 28448-85-3, Chemfaces, Hubei, China), Isobavachromene (IBC; CAS No. 52801-22-6, Chemfaces), Bavachromene (BCM; CAS No. 41743-38-8, Chemfaces)을 구입하였다(14). 각 항균물질을 2 mM이 되도록 Dimethyl sulfoxide (DMSO, 99%, CAS No. 67-68-5, Duksan Co., Seoul, Korea)로 희석하고, 실험용 불소바니쉬와 1:1로 혼합하여 각 물질들의 최종농도가 1 mM이 되도록 하였다. 양성대조군은 20 μg/mL Ampicillin (AMP, Sigma-Aldrich Co. LTD., St. Louis, MO, USA)을 실험용 불소바니쉬와 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 1:1로 혼합하여 최종 농도가 10 μg/mL가 되도록 하였고, vehicle control로는 실험용 불소바니쉬와 DMSO를 1:1로 혼합한 것을 이용하였다. 음성대조군은 직경 4.8 mm의 하이드록시아파타이트(HA) 디스크(3D Biotek, Bridgewater, NJ, USA) 자체를 사용하였다.

      

      
        3. 항균의 지속성 시험
        항균 물질과 실험용 불소바니쉬의 혼합물을 각각 5 μL씩 멸균된 하이드록시아파타이트 디스크 표면에 균일한 두께로 도포한 후 클린벤치 내에서 자외선으로 30분 동안 살균하였다. 2 mL용 E-P tube에 멸균된 증류수를 하이드록시아파타이트 표면적당 0.3 cm2/ml가 되도록 603 μL를 넣었다(17). 하이드록시아파타이트 디스크는 재료를 적용한 면이 위로 가도록 증류수를 넣은 E-P tube에 한 개씩 넣은 후 37℃의 진동수조(shaking water bath, JSSI-100C, JS Research Inc., Gongju, Korea)에서 120 rpm의 속도로 30분, 4시간, 1일, 5일, 20일, 30일 동안 보관하여 실험물질들이 증류수에 용출되도록 하였다(Figure 1). 

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Hydroxyapatite discs sterilized before use (A) and storage of the hydroxyapatite discs applied with the mixture of antibacterial agent and experimental fluoride varnish in distilled water for designated time to evaluate the sustainability of antibacterial activity (B).
          
          

          

        

        치아우식과 관계된 균주인 S. mutans (ATCC 25175)를 brain heart infusion (BHI) 배지에 24시간동안 37℃ CO2 배양기에서 1차 배양 후 200 μL를 다시 BHI 배지에 접종하여 6시간 동안 2차 배양하였다. 세균의 농도가 1.1×109 CFU/mL가 되도록 희석하여 top agar에 균을 혼합한 후 base agar가 깔린 한천배지 위에 접종하였다. 각각의 시간 후 하이드록시아파타이트 디스크를 E-P tube에서 꺼내어 실험물질이 적용된 면이 아래로 향하도록 top agar에 위치시켜 다시 37℃의 CO2 incubator에서 24시간 배양하였다. 하이드록시아파타이트 디스크 주위에 S. mutans의 생장이 억제된 투명 zone의 직경을 직각 방향으로 측정하여 그 평균을 억제대(inhibition zone)로 구하였다(n=16). 각 기간별로 실험물질이 증류수로 용출되고 남은 하이드록시아파타이트 디스크를 이용하여 한천중층배지시험(agar diffusion test)을 실시하여 항균성의 지속성을 평가하였다.

      

      
        4. 통계분석
        통계 분석은 SPSS 프로그램(SPSS 24.0; SPSS GmbH, Munich, Germany)을 이용하였다. 시간에 따른 항균의 지속성 비교와 각 군별로의 항균성을 비교하기 위해 각각 One-way ANOVA를 시행하였고(α=0.05), 사후 검정으로는 Tukey의 다중비교법을 이용하여 사후 검정을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결 과
      항균의 지속성에 대한 결과는 Figure 2에 나타내었고, 사후 검정 결과는 Table 1에 제시되어 있다. 음성대조군인 하이드록시아파타이트 디스크 자체는 억제대가 생기지 않아 아무런 항균효과가 없음이 입증되어 그림과 표에서 제외하였다. 시간이 지남에 따라 억제대의 크기는 감소하였지만, 모든 시험군에서 30일까지 하이드록시아파타이트 디스크의 직경이 4.8 mm 보다 큰 억제대가 형성되어 항균성이 지속되고 있음을 알 수 있었다. 억제대가 형성된 시편의 예를 Figure 3에 나타내었다.

      
        
        

        Figure 2. 
				
        

        
          Sustained antibacterial effect of antibacterial agents expressed as inhibition zone against S. mutans measured at 30 minutes, 4 hours, 1 day, 5, 20 and 30 days. + cont: Ampicillin in experimental fluoride varnish. V cont: dimethyl sulfoxide (DMSO) in experimental fluoride varnish.
        
        

        

      

      
        Table 1. 
				
        

        
          Sustained antibacterial activities that are expressed as inhibition zones of antibacterial agents incorporated into experimental fluoride varnish against S. mutans on hydroxyapatite discs 
          (unit: mm)

        
        

      

      
        
          
            	
            	30 minutes
            	4 hours
            	1 day
            	5 days
            	20 days
            	30 days
          

        
        
          	+ cont*
          	11.66A
(2.29)
          	9.2BC
(1.14)
          	9.47B
(1.71)
          	9.02BC
(0.55)
          	7.29D
(1.10)
          	7.68bcCD
(0.78)
        

        
          	V cont**
          	11.66A
(1.62)
          	9.04B
(1.31)
          	8.92B
(1.02)
          	8.88B
(0.68)
          	6.68C
(0.82)
          	6.86bC
(0.91)
        

        
          	XAN
          	12.15A
(0.62)
          	8.06BC
(0.54)
          	8.34BC
(1.32)
          	9.14B
(1.21)
          	6.68D
(0.47)
          	7.33bcCD
(0.47)
        

        
          	BAK
          	9.72A
(1.59)
          	8.62A
(0.88)
          	8.59A
(1.32)
          	8.29A
(0.93)
          	7.43A
(0.11)
          	8.37cA
(0.19)
        

        
          	BCC
          	10.14B
(1.29)
          	9.62B
(0.44)
          	8.83AB
(3.04)
          	8.28AB
(1.02)
          	6.73A
(1.16)
          	7.57bcAB
(0.76)
        

        
          	IBC
          	9.96B
(1.74)
          	10.54B
(0.90)
          	9.29B
(0.55)
          	9.67B
(0.98)
          	6.83A
(0.96)
          	5.8aA
(0.80)
        

        
          	BCM
          	12.64A
(1.90)
          	8.70BC
(1.20)
          	8.34BC
(0.94)
          	9.23B
(1.01)
          	7.40C
(1.19)
          	8.43cBC
(0.22)
        

      

      
        
          Different lowercase letters are significantly different among materials within each time (column) and different uppercase letters are significantly different among time within materials (row) by ANOVA and Tukey's multiple range test at a=0.05. *Ampicillin in experimental fluoride varnish. **Experimental fluoride varnish mixed with dimethyl sulfoxide (DMSO) that is used as a diluent of antibacterial agents.
        

      

      

      
        
        

        Figure 3. 
				
        

        
          Photograph of the inhibition zone against S. mutans by agar diffusion test formed after cycling in a shaking water bath to evaluate the sustainability of the antibacterial activity. —: negative control that is hydroxyapatite disc (diameter of 4.8 mm) itself, +: positive control that is ampicillin in experimental fluoride varnish (EFV). V: vehicle control: DMSO in EFV. 4: bavachalcone in EFV. The red arrow means the measurement of the diameter of the inhibition zone.
        
        

        

      

      30일에서 Bakuchiol과 Bavachromene의 항균의 지속성 효과가 가장 컸으나(P<0.05), Bavachalcone, Xanthorrhizol 및 양성대조군인 항생제와도 유의성 있는 차이가 없었다(P>0.05). 

    

    

  
    
      고 찰
      본 연구는 실험용 불소바니쉬를 제작하여 S. mutans의 억제에 효과적인 항균물질들을 혼합하고, 하이드록시아파타이트 디스크에 이 혼합물을 도포하여 이 항균물질들의 항균성이 얼마나 오래 지속되는지 평가하고자 하였다. 항균물질은 Xanthorrhizol과 Psoralea corylifolia에서 추출한 Bakuchiol, Bavachalcone, Isobavacromene, Bavachromene 이용하여 실험을 수행하였다. 

      실험용 불소바니쉬에 혼합한 모든 군에서 항균성이 30일 동안 지속되어 polyethylene terephthalate film을 사용한 이전 연구에 비해(16), 치아의 법랑질과 비슷한 성분의 하이드록시아파타이트 디스크에 불소바니쉬가 더 효과적으로 오랫동안 부착되어 있다는 것을 알 수 있었다. 본 연구에서 사용한 하이드록시아파타이트 디스크의 성분은 치아의 법랑질 함량 중 무게비로 95%를 차지하기 때문에(18), 치아에 항균물질을 포함한 불소바니쉬를 도포한 경우와 가장 유사한 효과를 얻을 수 있다고 볼 수 있다(19). 따라서 항균의 지속성 시험을 수행하기에는 polyethylene terephthalate film보다는 우치나 표면상태가 일정한 하이드록시아파타이트 디스크가 더 적합하다고 사료된다. 더구나 이전 연구에서는(16), 항균물질들의 농도가 10 mM이었는데 반해, 본 연구에서는 1 mM이었고, 필름의 직경은 5 mm였던 것에 비해 하이드록시아파타이트 디스크의 직경은 4.8 mm였음에도 불구하고 5일 이후의 억제대의 크기가 본 연구에서 상대적으로 넓게 나타났다. 또한 이전 연구에서는 불소바니쉬만 적용한 V cont 군에서 20일부터는 항균성이 나타나지 않았지만(16), 본 연구의 V cont 군에서는 30일까지 항균의 지속성을 보인 점에서 불소바니쉬가 하이드록시아파타이트 표면에 보다 효과적으로 부착됨에 따라 혼합된 항균물질도 더욱 지속적으로 방출할 수 있는 것으로 보인다. Son 등(14)의 연구에 의하면 vehicle control로 사용된 불소바니쉬 자체보다 불소바니쉬와 항균물질을 혼합한 모든 실험군에서 항균효과가 유의성있게 컸기 때문에 항균물질과 불소바니쉬를 혼합하면 상승작용이 나타나는 것으로 보인다. 

      항균실험결과 30일에서 Bakuchiol과 Bavachromene의 항균의 지속성 효과가 가장 컸으며 심지어 항생제인 양성대조군과 유의한 차이가 없어서 구강미생물 억제용 항생제를 대체할 수 있는 효과적인 천연물질이라 생각된다. 이전 연구에서는 Bavachalcone의 항균의 지속성이 가장 컸는데(16), 본 연구에서는 비록 Bavachalcone과 유의성있는 차이는 없었지만 Bakuchiol과 Bavachromene의 항균의 지속성 효과가 가장 컸다. Psoralea corylifolia 추출물의 항균활성은 그람음성균보다 S. mutans와 같은 그람양성균에서 높은 항균활성을 나타낸다고 보고되며, Psoralea corylifolia 추출물은 낮은 수용성에도 불구하고 hydroxyl group이 있어 항균력은 페놀 화합물의 함량과 연관이 있을 것으로 사료된다(20). Bakuchiol, Bavachromene, Bavachalcone과 Isobavachromene은 화학구조가 비슷하지만 페놀화합물과와 hydroxyl group의 수가 서로 약간 다른데, 이러한 차이는 Bakuchiol, Bavachromene과 Bavachalcone이 Isobavachromene보다 항균의 지속성이 30일에서 더 높은 이유 중의 하나가 될 것이다(14).

      Psoralea corylifolia 추출물 중 Bakuchiol의 항균기전만 알려져 있는데, S. mutans가 치아에 접착하는 것을 방해하는 것으로 알려져 있으며, 구강미생물 예방 및 치료에 유용한 화합물로 식품첨가물 및 구강세정제에 사용될 수 있다고 보고되었다(13). 또한 Psoralea corylifolia의 뿌리부분은 치아우식증에 효과적이라고 보고되고 있다(21). Bavachromene과 Bavachalcone은 구강 내 S. mutans 균주 억제에 효과적이라고 보고되고 있다(22). 나머지 다른 물질들의 구강미생물에 대한 항균효과는 알려져 있지 않지만, 페니실린에 내성이 있는 균주를 포함한 Staphylococus citreus, S. aureus, S. albus 등의 균들의 성장을 억제시킨다고 보고되고 있다(21). Xanthorrhizol은 이전 연구에서 식용식물(C. xanthorrhiza Roxb)로부터 추출되어 S. mutans을 제거하고 억제하는 항균제로서의 가능성을 보여주었다(23). 

      최근 항생제 남용 및 부작용에 대한 문제의 심각성이 대두되고 있어 구강미생물에 대한 항생제의 일시적인 효과보다는 천연물질을 이용한 항균효과에 관심이 높아지고 있으며, 본 연구에서와 같이 불소바니쉬에 혼합하여 치아에 적용하면 치아우식에 지속적인 예방효과를 나타낼 수 있을 것이라 사료된다. 본 연구에서는 S. mutans에 항균성이 있는 천연물질을 불소바니쉬와 혼합하여 하이드록시아파타이트 디스크에 적용함으로써 항균의 지속성을 측정하였으며, 항균의 지속성에 대하여 보다 적절한 시험방법이 수립되었다고 사료된다. 실험용 불소바니쉬와 혼합한 5가지 항균물질 중 Bakuchiol, Bavachromene, Bavachalcone과 Xanthorrhizol은 항생제와 필적한 정도의 항균의 지속성을 보여, 항균성 불소바니쉬로서의 사용가능성이 제시되었다. 

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 S. mutans에 대한 효과적인 항균물질을 실험용 불소바니쉬에 혼합하여 하이드록시아파타이트 디스크에 적용함으로써 항균의 지속성 시험을 실시한 결과 항균의 지속성은 모든 군에서 30일 동안 지속되었다. 30일에서의 항균효과는 Bakuchiol과 Bavachromene이 가장 컸으며, Bavachalcone, Xanthorrhizol및 양성대조군과 유의한 차이가 없었다. 따라서 S. mutans에 대한 항균성 불소바니쉬의 항균의 지속성을 평가하기 위한 적절한 시험 방법이 수립되었으며, 항균물질 중 Bakuchiol, Bavachromene, Bavachalcone과 Xanthorrhizol은 불소바니쉬에 적용하여 치아우식을 예방하기 위한 항균성 불소바니쉬를 개발할 수 있을 것으로 사료된다.
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