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            Abstract
          
        

        
          극저주파 전자기장(Extremely low frequency-electromagentic field, ELF-EMF)은 0~300 Hz의 주파수 범위를 갖는 전자기장을 의미한다. 일정 강도의 ELF-EMF에 노출된 세균의 세포막에는 구조적 변화가 관찰되었다. 이는 ELF-EMF가 세균의 세포막에 직접적인 영향을 줄 수 있으며 이는 세균의 생존과 성장에 영향을 미칠 수 있다는 것을 시사한다. 본 연구는 치주 질환의 원인 세균 중 하나인 Aggregatibactor actinomycetemcomitans에 저주기의 구형파 양전압을 가했을 때 효과를 조사하였다. 20 V 이하의 구형파 양전압이 0~300 Hz의 범위에서 A. actinomycetemcomitans에 60분 이하의 범위에서 가해졌다. 세균의 군집 변화는 흡광도 측정, 집락형성능(CFU/ml) 평가 및 고해상도 필드 방출 주사전자현미경(HR FE-SEM)을 통해 관찰되었다. 세균 성장 억제에 있어 가장 효과적인 오프셋과 주파수가 0.7 V와 7.83 Hz (Schumann 주파수)임 결과로 나타났다. 적용 시간이 증가하고 전압이 증가함에 따라 세균 성장 억제에 효과적이었다. 이러한 결과로 인해 세균 성장은 10 Hz 미만의 낮은 주파수에서도 억제될 수 있으며, ELF-EMF의 주파수, 전압 설정 및 노출 시간이 A. actinomycetemcomitans의 성장 억제에 중요한 영향을 미침이 실험적으로 입증되었다.

        

        
          
            초록
          
        

        
          The extremely low frequency-electromagnetic field (ELF-EMF) refers to the frequency range of 0-300 Hz. It has been reported that it causes biological effects on cell survival, growth, and function. Structural changes were observed in the cell membranes of bacteria exposed to a certain intensity of ELF-EMF, indicating that exposure of bacteria to ELF-EMF can directly affect the cell membrane and affect the survival and growth of bacteria. The purpose of this study was to investigate the effect of the application of low frequency square wave positive voltages on Aggregatibactor actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), a putative pathogen of periodontal disease. A square wave positive voltage output of 20 V or less at low frequency (0-300 Hz) was applied to A. actinomycetemcomitans in a range of 60 minutes. Changes in the population of bacteria were observed by absorbance measurement, colony forming unit (CFU/ml) evaluation, and high-resolution field-emission scanning electron microscopy (HR FE-SEM). The results show that the most effective offset and frequency in inhibiting bacterial growth are 0.7V and 7.83 Hz (Schumann resonance). As the applied time increased and the voltage increased, it was effective in inhibiting bacterial growth. These results led to the conclusion that bacterial growth can be inhibited even at low frequencies below 10 Hz, and it was experimentally proven that the frequency, voltage setting, and exposure time of ELF-EMF have a significant effect on reducing the growth of A. actinomycetemcomitans .
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      서 론
      극저주파 전자기장(extremely low frequency-electromagnetic field; ELF-EMF)은 주파수 300 Hz 이하의 범위를 일컫는다(1).

      이 범위는 세포의 생존, 성장 및 기능 등에서 생물학적 효과를 유발하는 것이 보고되었다(2). Sevil Yalçin에 따르면 전자기장은 생명체의 세포 내 이온 운반과 생리학적 반응 및 세포 사이의 신호전달에 영향을 미칠 수 있다는 것을 밝혔다(3). Sule Oncul는 일정한 강도의 ELF-EMF에 노출된 세균의 세포막에서는 구조적 변화가 나타났다고 하였으며, 이러한 결과는 세균이 ELF-EMF에 노출되었을 때 세포막에 직접적인 영향을 미쳐서 세균의 생존 및 증식에 영향을 미칠 수 있다는 것을 의미한다(4).

      치의학 분야에서 bioflim 조절을 위해 전자기장의 영향에 대한 검토가 진행되었다. Costerton 등은 항생제와 전기장의 병용 시 항생제의 효과가 증가되어 bioflim 내 세균이 더욱 효과적으로 제거됨을 발표하였다. 이는 전자기적 힘이 biofilm의 매트릭스를 파괴하여 항생제가 보다 더 깊숙히 침투할 수 있도록 유도하였기 때문이었다. 또한, 전기장은 반응성 산소종을 증가시켜서 항생제의 항균 작용을 더욱 향상시켰다고 하였다(5). Del Pozo 등의 systemic review에서는 전기적 자극이 biofilm의 생성, 안정성 및 성장에 영향을 미칠 수 있다고 하였고, 또한, 전기적 자극이 세균의 생존, 분화, 항생물질에 대한 저항성에도 영향을 미칠 수 있다고 하였다(6). 이러한 결과로 미루어 알 수 있듯이, 생체에 대한 전기 인가는 biofilm의 치료 가능성에 대하여 시사하고 있다. 전기 자극을 실제 임상에서 적용한 연구도 진행되었다. Lee는 미세전류가 흐르는 칫솔(ProxywaveⓇ toothbrush)을 사용한 그룹이 일반 칫솔을 사용한 그룹에 비해 치간치은 염증지수가 유의미하게 감소하였음을 언급하였다(7).

      치아 표면에는 치아 협착물(plaque)이 생성되며, 이는 외부 세균 균주의 침략을 방지하는 역할을 하기도 한다. 하지만 plaque 내부 평형이 깨지면, 미생물 균형의 변화가 일어나 구강 질환의 발병 가능성을 증가시킬 수 있다. Plaque는 산성 환경에 노출되면 산성에 민감한 균주를 억제하고 산성균주를 선택하는 경향이 있으며, 이 때문에 치은 연하에서는 염증성 반응이 일어나 치은 열구액의 흐름을 증가시켜서 혐기성의 그람 음성균이 주된 세균으로 구성된다(8). 치은 연하의 그람 음성 혐기성 세균은 Porphyromonas, Prevotella, Tannerella, Fusobacterium, Aggregatibactor actinomycetemcomitans 등이 있다(9). 이러한 특정 세균들의 과잉증식으로 인해 치주 질환이 발생하며, 치주 질환 예방 및 치료를 위해서는 위와 같은 세균의 억제가 요구된다. 기존의 연구들은 기계적, 화학적 방법에 의한 세균 억제가 주를 이뤘다. 본 연구는 구강 내 치주질환 추정 세균에 대한 극저주파 전자기장의 효과를 다룬 연구라는 점에서 의의가 있다.

      본 연구의 목적은 주요한 치주질환 추정 병원균의 한 종류인 Aggregatibactor actinomycetemcomitans (이하 A.a)에 대한 저주기 구형파 양전압의 인가가 그의 동정에 미치는 영향을 알아보기 위함이다. 본 연구의 귀무가설은 A.a에 저주기 구형파 양전압을 인가할 때 주파수, offset, 전압 및 인가시간의 변화가 A.a의 동정에 영향을 미치지 않는다는 것이다

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 저주기 구형파 양전압의 발생장치
        본 연구에서는 1000 Hz 이내의 저주파 구형파 양전압을 발생하도록 설계된 제너레이터(generator, Square Wave Generator, Hass, Gangneung, Gangwon-do, Korea)를 사용하였다. 인가한 전압이 세균의 개체수 변화에 미치는 영향을 평가하기 위해 제너레이터의 전압과 오프셋(offset)의 수준 및 주파수를 조절하였다(Figure 1).

        
          
          

          Figure 1. 
				
          

          
            Generator for positive square wave voltage.
          
          

          

        

        구형파(square wave)는 Figure 2와 같은 파형을 가지며 양전압을 유지하기 위한 offset을 실험에서 부여하였다.

        
          
          

          Figure 2. 
				
          

          
            An example of positive square voltage waveform with an offset applied to set it as positive voltage.
          
          

          

        

        Figure 3은 제너레이터의 출력전압과 배지전압 사이의 관계를 도시한 것으로, 출력전압과 배지전압 사이에는 아래 식의 관계가 성립한다.
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          Figure 3. 
				
          

          
            Relationship between the output voltage of a generator and the broth voltage.
          
          

          

        

        실험에 사용한 제너레이터의 출력전압은 5 V, 10 V, 15 V, 20 V 이다. 이를 출력전압과 배지전압의 관계식 (1)에 의거하여 변환하면 배지전압은 각각 2.7 V, 4.0 V, 5.3 V, 6.5 V에 상당한다(Figure 3).

      

      
        2. 표준 균주
        본 연구에서 사용한 표준 균주는 그람음성 막대균인 Aggregatibactor actinomycetemcomitans KCOM 1304로 한국구강미생물자원은행부터 분양을 받았다. Brain Heart Infusion (BHI) broth를 배지를 사용하여 37 ℃, 5% CO2 인큐베이터에서 24시간 동안 배양한 후 DensiCHEK plus 탁도계로 균수를 1.5×108으로 조정하여 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 흡광도 측정
        1.5×108의 균을 24 well에 1 ml씩 분주하고 20 V 이하의 구형파 양전압 출력을 60분의 범위에서 인가하였다. 이후 전압을 인가한 균액을 96 well에 200 µl 씩 주입 하고 ELISA reader (Precision microplate reader, Molecular Devices, San Jose, CA, USA)로 600 nm에서 시간대별 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. CFU (colony forming unit)
        전압을 인가한 균액은 최종 103으로 희석하여 고체배지에 100 µl 씩 분주하고 도말 24시간 후 집락수를 확인하였다. 고체배지는 혈액우무배지(BAP)로 (주)반디오에서 구입하여 사용하였다. 집락형성능(CFU/ml)은 다음의 식을 이용하여 얻었다.
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        위 식을 통해 얻은 결과 값은 one-way ANOVA test를 통한 통계적 유의성을 검증하였다. 이 후 Tukey 다중범위검증법을 적용하여 각 군 사이의 차이를 비교하였다.

      

      
        5. FE-SEM
        15×15 mm 순 티타늄 박판을 산세처리한 후 전압을 인가한 균액을 100 µl 분주하고 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 4시간 동안 배양하고 건조한 후 osmium을 코팅하고 고해상도 전계방출 주사전자현미경(HR FE-SEM, SU8230, Hitachi, Tokyo, Japan)으로 관찰하였다.

        실험은 offset, 주파수, 전압, 인가시간을 변화시키며 A.a를 가장 효과적으로 억제할 수 있는 조건을 찾는 방식으로 진행되었다.

      

    

    

  
    
      결 과
      
        1. Efficient offset
        
          1) 흡광도 측정
          A.a에 인가하는 구형파 양전압의 offset이 흡광도에 미치는 영향을 평가하기 위한 시험을 먼저 진행하였다. Offset 전압을 0.4 V, 0.7 V, 0.8 V, 1.15 V로 설정하고 A.a에 7.83 Hz, 5.3V의 배지전압을 1시간 동안 인가하였다. 이 후 6시간 동안에 걸쳐서 흡광도를 비교한 결과, offset 0.7 V의 조건에서 가장 낮은 흡광도를 보였다(Figure 4).

          
            
            

            Figure 4. 
				
            

            
              Absorbance changes when applying a Broth voltage of 5.3 V to A.a at 7.83 Hz for one hour with offsets of 0.4 V, 0.7 V, 0.8 V, and 1.15 V. (UT: Untreated Control Group)
            
            

            

          

          Offset을 부여하여 양전압으로 일정하게 전압을 인가한 것의 세균증식 억제 효과를 실험하기 위해 흡광도가 가장 낮은 결과를 보였던 offset 0.7 V와 offset을 zero voltage 설정한 것을 비교하였다. 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz의 구형파 양전압을 1시간 동안 인가할 때 offset을 zero voltage로 한 경우와 0.7 V로 한 경우에서 경과시간에 따르는 흡광도를 비교한 결과이다. 흡광도가 0.20 이상으로 상승하는 시점이 무처리 대조군에서는 약 2시간이 경과되었지만 offset zero voltage 그룹에서는 3시간, 그리고 offset 0.7 V 그룹에서는 6시간이 경과되도록 0.20 이하를 보였다(Figure 5).

          
            
            

            Figure 5. 
				
            

            
              Absorbance changes when applying a Broth voltage of 6.5 V to A.a at 7.83 Hz for one hour with offsets of 0V, 0.7 V (UT: Untreated Control Group)
            
            

            

          

        

        
          2) HR FE-SEM
          Figure 6은 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz의 구형파 양전압을 1시간 동안 인가한 후 HR FE-SEM으로 관찰한 이미지로서, offset voltage 0.7 V 인가군이 나머지 실험군들에 비하여 낮은 세균수를 보였다.

          
            
            

            Figure 6. 
				
            

            
              Images observed after culturing 100 μl bacterial solution for one hour with positive square wave voltage of frequency 7.83 Hz and Broth voltage 6.5 V under untreated control group (a1, a2) and conditions with offset 0 V (b1, b2) and offset 0.7 V (c1, c2) for four hours in a 37 °C, 5% CO2 incubator.
            
            

            

          

        

        
          3) Conoly forming unit 
          Figure 7는 무처리 대조군(UT), offset zero V 그룹과 offset 0.7 V 그룹에 대하여 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz의 구형파 양전압을 1시간 동안 인가하고서 24시간 후 CFU를 조사한 결과로서, 세균수는 offset 0.7 V 그룹에서 통계학적으로 유의하게 가장 낮게 나타났다 (P < 0.01).

          
            
            

            Figure 7. 
				
            

            
              The colony-forming unit (CFU) results examined 24 hours after applying positive square wave voltage with an offset of 0.7 V, a Broth voltage of 6.5 V, and a frequency of 7.83 Hz for one hour(P < 0.01).
            
            

            

          

        

      

      
        2. Efficient frequency
        
          1) 흡광도 측정
          다음은 A.a에 주파수를 4 Hz, 6 Hz, 7.83 Hz, 12.5 Hz, 396 Hz로 달리하며 offset 0.7 V, 배지전압 5.3 V를 1시간동안 인가하고서 6시간 동안에 걸쳐서 흡광도를 비교한 결과, 4 Hz와 7.83 Hz에서 공히 흡광도 0.15 이하를 유지하였지만 그 이외에서는 주파수가 증가됨에 따라 흡광도가 증가하는 양상을 보였다(Figure 8). 세균의 증식 억제에 적절한 최적의 주파수를 찾기 위해 주파수를 4 Hz와 7.83 Hz로 고정하고 A.a에 배지전압을 4 V, 5.3 V 및 6.5 V로 1시간 동안 인가하고서 6시간 동안에 걸쳐서 흡광도를 비교한 결과, 주파수 7.83 Hz 그리고 배지전압 5.3 V 이상의 조건에서 흡광도 0.20 이하를 보여 A.a의 증식이 억제되는 결과를 보였다(Figure 8, 9).

          
            
            

            Figure 8. 
				
            

            
              Absorbance changes when applying a broth voltage of 5.3 V with an offset of 0.7 V to A.a for one hour at frequencies of 4 Hz, 6 Hz, 7.83 Hz, 12.5 Hz, and 396 Hz.
            
            

            

          

          
            
            

            Figure 9. 
				
            

            
              Absorbance changes when applying a Broth voltage of 4V, 5.3V, and 6.5V with an offset of 0.7V to A.a for one hour at frequencies of 4 Hz and 7.83 Hz. (UT: Untreated Control Group)
            
            

            

          

        

      

      
        3. Efficient voltage
        
          1) 흡광도 측정
          Offset 0.7 V, 주파수 7.83 Hz의 조건에서 배지전압이 세균 증식 억제에 미치는 영향을 평가하기 위한 시험을 진행하였다. Figure 10은 offset 0.7 V, 주파수 7.83 Hz 그룹에 대하여 배지전압을 2.7 V, 4.0 V, 5.3 V, 6.5 V로 변화시키며 1시간 동안 인가하고서 경과시간에 따르는 흡광도의 변화를 조사한 것이다. 세포배양 6시간 후의 흡광도는 무처리 대조군에서는 0.70에 달하였지만 전기처리군에서는 전압이 상승함에 따라 흡광도가 저하되는 경향을 보였다. 6시간 후의 흡광도에서 0.20 이하를 유지한 그룹은 5.3 V와 6.5 V이다.

          
            
            

            Figure 10. 
				
            

            
              Absorbance changes when applying positive square wave voltage with an offset of 0.7V and a frequency of 7.83 Hz, with Broth voltages ranging from 2.7V to 6.5V for one hour. (UT: Untreated Control Group)
            
            

            

          

        

      

      
        4. Efficient application time
        
          1) 흡광도 측정
          또한, 구형파 양전압을 인가하는 시간에 따른 효과에 대하여 조사하였다. Figure 11은 offset 0.7 V 그룹에 대하여 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz의 구형파 양전압을 15분, 30분 및 60분 동안 인가하고서 경과시간에 따르는 흡광도의 변화를 조사한 것으로서, 전압을 인가한 시간이 길어짐에 따라서 흡광도는 저하되었다.

          
            
            

            Figure 11. 
				
            

            
              Absorbance changes over time when applying positive square wave voltage with an offset of 0.7V, frequency of 7.83 Hz, and a broth voltage of 6.5V for 15 minutes, 30 minutes, and 60 minutes. (UT: Untreated Control Group)
            
            

            

          

        

        
          2) HR-FE SEM
          Figure 12는 무처리 대조군(UT), offset 0.7 V 그룹에 대하여 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz의 구형파 양전압을 15분, 30분 및 60분 동안 인가하고서 24시간 후 HR FE-SEM으로 관찰한 이미지이다. A.a는 전압의 인가시간이 60분으로 길어짐에 따라 세균수가 현저하게 저하되는 양상을 보였다.

          
            
            

            Figure 12. 
				
            

            
              Images observed 24 hours after applying positive square wave voltage with an offset of 0.7 V, frequency of 7.83 Hz, and a broth voltage of 6.5 V for 15 minutes, 30 minutes, and 60 minutes. (a) UT (Untreated Control Group), (b) 15 min, (c) 30 min, (d) 60 min.
            
            

            

          

        

      

    

    

  
    
      고 찰
      Aggrigatibacter actinomycetemcomitans는 혐기성, 비운동성의 작은 그람 음성 간균이다(10). 이 균주는 주변 공기에서는 성장이 원활하지 않지만 5% 이산화탄소(CO2) 환경에서는 성장이 잘 이루어진다(11). 본 논문에서도 A.a를 동정하기 위한 배지의 조건을 5% CO2로 설정하여 성장을 관찰하였다. 이 균주는 전치와 구치부에 급격한 골소실을 보이는 국소적 급진성 치주염의 90%에서 관찰되며, 심한 성인 치주염에서 30~50%정도 발견된다(12). 또한, 연조직 농양, 골수염, 심내막염은 A.a와 관련된 비구강 감염이며, 그 중에서도 심내막염은 가장 흔히 연관된다(13). 본 논문에서는 급격한 골소실을 동반하는 치주염의 원인균인 A.a를 대상으로 저주기 구형파의 세균 증식 억제 효과를 평가하기 위해 실험을 진행하였다.

      전자기적 영역에서 극저주파수(extremely low frequency: ELF) 범위의 전자기파는 생물체에 영향을 미치므로 의학, 생물학 및 환경과학 분야에서 관심을 받고 있으며, 이러한 ELF를 이용하여 세균을 소멸시키려는 연구는 지속적으로 진행되어 왔다(1). Sule Oncul 등은 ELF는 그람음성균과 그람양성균의 모두에 생화학적 변화를 일으켰으며, 약간의 분화 억제가 일어나는 것을 실험을 통해 보여주었다(4). Ayse Inhan-Garip 등은 50 Hz에서 세 종의 그람음성균, 세 종의 그람양성균에 ELF 인가 시 모든 실험군에서 유의미한 세균의 증식 억제가 일어났다고 하였다(14). 지금까지 치주질환의 추정 원인균인 A.a에 전압을 인가한 연구는 없었다. 본 연구의 결과, 그람 음성균인 A.a에 저주기 구형파 양전압을 2.7~6.5 V 범위에서 인가하며 offset 전압, 주파수 및 전압의 인가시간의 영향에 대하여 조사한 결과, 전압의 인가 후 세균의 증식이 일정한 시간 동안 억제되는 결과를 보여 본 연구의 귀무가설은 기각되었다.

      본 연구에서는 주파수 7.83 Hz와 최대 배지전압 6.5 V의 범위에서 시험을 진행하였다. 시험에 사용한 제너레이터는 출력전압 20 V에서 배지전압 6.5 V를 나타냈다. 이는 시험에 사용한 기기의 출력 저항이 약 1 KΩ임을 의미한다.

      구형파 형태의 전압은 적용된 자기장의 세기를 일정하게 유지할 수 있도록 해준다(15). B. Del Re에 의하면, 50 Hz의 ELF-EMF를 가한 E. coli 세포의 생존률은 사인파에 노출된 경우에는 대조군보다 높았지만 구형파에 노출된 경우에는 대조군보다 유의하게 낮았다. 이러한 결과는 전자기장의 생물학적 영향은 파형과 같은 물리적 특성에도 크게 의존할 수 있음을 시사한다(16). 따라서 본 시험에서는 세균에 대한 전압 인가 시 세포 생존율의 저하에 더 크게 영향을 미치는 구형파 양전압을 선택하였다.

      본 실험에서는 음전압을 배제한 상태에서 양전압을 지속적으로 가하기 위해 offset을 부여한 실험을 진행하였다. offset을 달리하여 진행한 실험에서는 배지전압을 5.3 V로 설정하였다. 이는 5.3 V 보다 높은 배지전압 인가 시 강한 전압으로 인하여 각각의 설정한 offset 간의 차이를 명확하게 나타나지 못할 수 있기 때문이다. 해당 실험에서 설정한 offset 0.4 V, 0.7 V, 0.8 V 및 1.15 V 중 0.7 V에서 가장 낮은 흡광도를 보였으므로 이후 모든 시험에서 offset을 0.7 V로 설정하였다.

      ELF-EMF 범위에서 구형파 양전압을 세균에 인가할 때 주파수가 미치는 영향을 알아보기 위한 시험에서는 4 Hz와 7.83 Hz에서 유의미하게 낮은 흡광도를 보였다(Figure 5). 이후 전압을 달리하며 진행한 추가적인 시험에서 주파수 7.83 Hz 그리고 배지전압 5.3 V 이상의 조건에서 6시간 이상에 걸쳐서 흡광도 0.20 이하를 보여 A.a의 증식이 억제되는 결과를 보였다(Figure 6). 본 실험에서 설정한 7.83 Hz는 Schumann 주파수이다. Schumann 주파수는 지구 표면과 이온권의 진동으로 인해 발생하는 자연적인 전자기 공명으로서 기본 주파수는 평균 7.83 Hz이다(17). 이러한 Schumann 주파수의 ELF가 가지는 생물학적 효과에 대해서는 다양한 문헌이 존재한다. Tang 등은 7.83 Hz의 Schumann 주파수와 낮은 강도의 ELF-EMF가 결합하여 B16F10 암 세포의 성장을 억제할 수 있음을 보여주었다(18). Cherry 등은 Schumann 주파수를 인간의 뇌가 감지하고 멜라토닌/세로토닌 사이클 균형을 변경하는 것을 입증하였다(19). Schumann 주파수의 ELF가 생물학적 효과를 발휘한다는 것은 명백하지만, 박테리아에 적용한 문헌은 많지 않다. 본 연구는 A.a를 지구의 자연적인 전자기 공명인 7.83 Hz의 주파수와 5.3 V 이상에 1시간 동안 노출하는 경우, 세균의 증식이 6시간 이상에 걸쳐서 유의미하게 억제되는 결과를 보였다. 이는 10 Hz 미만의 저주파에서 세균의 증식을 억제할 수 있음을 시사한다.

      배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz의 구형파 양전압을 1시간 동안 A.a에 인가했을 때, 대조군, offset 0 V 군, offset 0.7 V 군의 경우 흡광도 0.20에 도달하기까지 각각 1.2시간, 2.4시간 6.5시간이 걸렸다(Figure 7). 이는 대조군과 offset 0 V에 비해 offset 0.7 V의 경우가 세균의 증식 억제에 더욱 효과적임을 의미하며, 이러한 결과는 CFU 결과는 물론 HR FE-SEM 결과에서도 확인이 되었다(Figure 8, Figure 9). 이는 offset을 부여하는 경우, 즉 양전압을 지속적으로 인가하는 것이 A.a 성장 억제에 더 효과적임을 뜻한다. 또한 offset 0.7 V와 주파수 7.83 Hz 조건에서 배지전압을 2.7 V, 4.0 V, 5.3 V, 6.5 V로 변화시켰을 때는 전압이 높아질수록 흡광도가 저하되는 경향을 보였으며(Figure 10), 배지전압 5.3 V와 6.5 V에서는 6시간 동안 흡광도 0.20 이하를 나타내어 장시간의 세균 성장 억제를 위해서는 일정 수준 이상의 전압 인가가 필요할 것으로 보인다.

      또한 offset 0.7 V에서 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz 조건에서 전압의 인가시간의 영향을 조사한 경우 인가시간이 길어질수록 어 오랜 기간동안 세균의 증식이 억제되었다(Figure 11, 12). Ludek 의 연구에서는 E.Coli에 50 Hz의 ELF-EMF를 가하였을 때, CFU는 노출시간에 따라 감소하는 것으로 나타났다(20). Ece Bayir는 E. Coli와 S. aureus에 20, 40, 50 Hz의 ELF-EMF를 1, 2, 4, 6시간 인가하였을 때, 노출시간이 길어짐에 따라 세균의 증식속도의 감소를 보였다(21). Fojt(2004)가 50 Hz, 10 mT의 ELF-EMF를 E. coli, L. adecarboxylata, S. aureus에 인가하였을 때, 전압의 인가시간이 증가함에 따라 CFU는 감소되었다(22). 본 연구에서 배지전압 6.5 V, 주파수 7.83 Hz 조건에서 저주기 구형파 양전압을 인가한 경우 실험군 중 15분과 30분 인가한 그룹에서는 6시간 후 대조군과 유사한 수준의 흡광도를 보였다. 하지만 저주기 구형파 양전압을 60분 인가한 그룹에서는 6시간 경과시까지 유의미하게 낮은 수준의 흡광도를 보였다. 따라서 구형파 양전압에 의하여 세균의 증식 억제 효과를 얻기 위해서는 1시간 이상의 전압 인가가 필요함을 알 수 있었다. 이러한 결과는 실제 임상에서 구형파 양전압의 인가에 의한 세균 증식의 억제를 기대하기 위해서는 적어도 1시간 이상이 소요될 수 있음을 의미하며, 전압의 인가시간의 감소와 더 우수한 세균의 증식 억제 효과를 얻기 위해서는 시험 방법에 대한 추가적인 검토가 필요할 것으로 생각된다.

      본 연구에서 관찰한 그람 음성균인 A.a의 증식 억제와 세균의 형태학적 변화는 ELF-EMF 적용에 따른 대사적 변화로 인한 것으로 추측할 수 있다. Inhan-Garip(2011)은 50 Hz, 0.5 mT의 전자기장을 6종의 박테리아 균주에 인가한 실험에서 TEM을 이용한 형태학적 변화를 분석을 한 경우, 세포벽의 분해 및 세포질 내용물의 배출 등의 결과를 보였다고 하였다(14). Fadel에 의하면 장티푸스 살모넬라(Salm. typhi)에 가한 ELF-EMF는 단백질 합성의 구조적 특성에 변화를 일으켰고, 이는 미생물의 대사 활동 및 세포 간 통신에 영향을 줄 수 있다는 결론을 내렸다(23). 따라서 ELF-EMF가 세포막의 구성 요소를 변경하여 구조를 손상시키고, 단백질 합성 과정에 영향을 끼쳐서 박테리아 세포의 증식 억제를 유발한 것으로 추측 가능하다. 하지만 본 연구에서는 A.a의 어떤 기전으로 인하여 증식 억제가 일어났는 지는 확실하지 않다. 따라서 A.a에 ELF-EMF를 가하였을 때의 세균의 형태학적 변화에 대한 추가적 연구가 필요할 것으로 생각된다.

      ELF-EMF의 생물학적인 효과는 적용하는 세포의 유형, 인가하는 전압의 주파수와 노출 시간에 따라 상이하다(14). 본 연구에서는 A.a에 offset 0.7 V, 배지전압 6.5 V 및 주파수 7.83 Hz 조건에서 구형파 전압을 1시간 동안 인가하였을 때 세균의 증식이 가장 효과적으로 억제되었다. A.a의 증식 억제에 가장 적합한 전압과 시간에 대한 자료를 얻기 위해서는 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 배지전압 최대 6.5 V로 출력되는 구형파 양전압을 사용하여 A.a 세균의 성장 감소에 대한 실험을 수행하였다 실험 결과, offset은 0.7 V에서, 주파수는 7.83 Hz에서 가장 효과적인 세균 성장 감소 효과가 나타났으며, 시간이 증가함과 전압이 증가함에 따라 더 높은 세균 성장 감소를 관찰할 수 있었다. 이와 함께, 본 연구에서는 ELF-EMF의 생물학적 효과를 연구하기 위해 Schumann 주파수를 선택하였다. 이 주파수를 사용하여 A.a 세균의 성장을 억제할 수 있음을 확인하였다. 또한, 10 Hz 미만의 저주파에서도 세균 성장을 억제할 수 있다는 결론을 도출하였다.

      본 연구 결과는 A.a 세균의 성장을 억제하기 위해 ELF-EMF의 적절한 주파수와 전압이 필요하며, 더 많은 연구가 필요함을 시사한다. 또한, 세균의 형태학적 변화와 ELF-EMF 적용에 따른 대사적 변화 등의 메커니즘에 대한 추가적인 연구가 필요하다. 종합적으로, 본 연구는 ELF-EMF의 주파수, 전압 설정, 인가 시간이 A.a 세균의 성장 감소에 유의미한 영향을 미침을 실험적으로 입증하였으며, ELF-EMF의 생물학적 효과를 이해하고 응용하기 위한 추가적인 연구의 필요성을 제시하였다.
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