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In this study, the hemolysis of Enterococcus faecalis BMSE-HMP strains, isolated from human breast milk,

was investigated, and the anti-hemolytic and antimicrobial effects on multidrug-resistant (MDR) bacteria

were investigated. The enzyme activity of E. faecalis BMSE-HMP 4 strains was measured, and it was found

that the activities of esterase and esterase lipase were the highest. In addition, no hemolytic reaction was

observed in any of the isolates. Subsequently, the anti-hemolytic activity against MDR strains causing

hemolysis was evaluated. E. faecalis BMSE-HMP002 had the highest anti-hemolytic activity against

Staphylococcus aureus CCARM 3855 at 75.71 ± 10.00%. The anti-hemolytic activity against Escherichia coli

DC 2 CCARM 0238 and Pseudomonas aeruginosa CCARM 0223 showed that the activity of BMSE-HMP001

was highest at 76.92 ± 2.99% and 87.93 ± 1.93%, respectively. Examination of the antimicrobial effects against

the MDR bacteria Staphylococcus spp., Escherichia spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Klebsiella spp.,

Enterobacter spp., and E. faecalis BMSE-HMP strains showed antimicrobial effects against both gram-posi-

tive and gram-negative strains. Breastfeeding delivers enterococci into the intestinal tract of newborns by

lactation, and its usefulness is attracting attention as it has been reported that enterococci have a potential

effect on neonatal immune development. In this study, the hemolytic and antimicrobial effects of E. faecalis

BMSE-HMP strains on MDR bacteria were investigated, to confirm their potential as useful lactic acid

bacteria. Additional studies on the antibiotic resistance and toxicity of the E. faecalis BMSE-HMP strains,

isolated in this study, are necessary to prove it safe for use.
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서 론

최근 항생제 오남용으로 인한 내성 박테리아의 출현은 세

계적인 공중보건 문제로 대두되고 있다. 이러한 주요 항생

제 내성균으로는 methicillin-resistant Staphylococcus

aureus (MRSA), beta-lactamase 생성 장내세균속
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(Enterobacteriacieae), multidrug-resistant Pseudomonas

aeruginosa (MRPA) 등이 있다[1].

공생 박테리아로 건강한 인간의 약 30%에서 발견되는 공

생 박테리아면서 장관독소, 표피박탈독소 등을 생성하여 피

부염, 폐렴 및 패혈증을 유발하는 기회감염 균으로[2, 3], 숙

주 세포의 plasma membrane을 손상시킬 수 있는

polypeptides 그룹을 포함하는 외독소를 분비하는데, 이러한

polypeptides에는 α, β, γ-hemolysin 및 leukocidin 등이 있

다고 알려져 있다[4]. Escherichia coli는 인간의 장에서 흔히

발견되면서 병원 내 의료관련 감염을 일으키는 가장 흔한

균으로, 영국 및 유럽에서 혈류감염의 주요 원인이 되며[5],

E. coli로 인한 패혈증 환자의 사망률은 9.71%로 보고되었

다[6]. 대부분의 대변 내 대장균은 비병원성이나, 장관독소

원성대장균(enterotoxigenic E. coli), 장관침투성대장균

(enteroinvasive E. coli), 장병원성대장균(enteropathogenic

E. coli), shiga 독소생성대장균(shiga toxin-producing E. coli),

장관출혈성대장균(enterohemorrhagic E. coli) 또는 장관병

원성대장균(enteroaggrasive E. coli)이 설사를 일으키며[7],

출혈성 장염, 방광염, 설사질환, 용혈성 요독증후군 등의 발

생원인으로 인지되었다[8]. P. aeruginosa는 숙주 방어 메커

니즘이 손상된 환자에게서 심각한 병원성을 보이는 기회감

염균으로 생물막을 형성하여 많은 항생제에 내성을 지닐 수

있으며[9], pyocyanin과 같은 색소, proteolytic enzymes, 장

독소를 비롯한 많은 여러 독성 인자를 생성하여 폐부종, 출

혈 등을 유발하는데, 특히 P. aeruginosa가 생산하는

proteolytic enzymes는 출혈 및 괴사, 안구감염에서의 각막

파괴를 유발하는 것으로 보고되었다[10].

이러한 내성 균을 비롯한 병원성 미생물에 의한 감염을 예

방하기 위한 새로운 대안으로, 장내에서 면역작용을 나타내

는 유산균으로 대표되는 probiotics 및 이들의 사균체와 대

사산물인 post-biotics가 광범위하게 이용되고 있다[11]. 식

품의약품안전처에서는 probiotics를 건강에 좋은 효과를 주

는 살아있는 균으로 정의하면서 내산성 및 내담즙성을 보유

하고, 장에서 유효한 효능을 나타내면서 비병원성 및 독성이

없어야 한다고 제한하였는데, 이 중 Enterococcus 속 유산균

일부는 항생제 내성 및 독성 유전자 등으로 인하여 식품 활

용에 큰 제한이 되고 있다[12]. 따라서 2019년 이후 식약처

에서는 ‘건강기능식품의 기준 및 규격’에 제시된 바와 같이

Enterococcus의 항생제 내성 유전자 및 독성 유전자가 없는

경우에 한하여 사용이 가능한 것으로 고시하고 있다.

Probiotics 고시형 균주인 E. faecalis와 E. faecium은

Enterococcus 속 박테리아로 gram positive, 통성혐기성, 내

염성 균으로 유산균 범주에 포함된다. Enterococcus 속은 단

백질 및 지질 분해활성이 있으며, 일부 Enterococcus 속은

Listeria monocytogenes, S. aureus, Vibrio cholerae 등의

식품 부패 또는 병원성 박테리아를 억제하는 bacteriocin을

생성하여 발효 종균으로 활용될 가능성이 높은 것으로 보고

되었다[12, 13]. 이러한 E. faecalis와 E. faecium은 식품 보

조제나 가축사료 첨가제로 사용되고 있으며, E. faecalis

Symbioflor 1과 E. faecium SF68® (NCIMB 10415) 균주는

과민성 대장 증후군, 혈청 콜레스테롤 저하 및 면역 조절 효

과가 입증되어 probiotics로써 장구균의 잠재적 효능이 연구

되었다[14].

건강한 여성의 모유에는 Enterococci를 포함하여 다양한

세균이 존재하며[15], 많은 전문가들은 이러한 모유 내 세균

들이 수유과정에서 신생아의 장관으로 전달되어 생애 초기

장내 미생물총 형성에 도움을 줄 것으로 추정하고 있다[16].

특히 최근 연구에서 알레르기가 있는 신생아가 건강한 아기

에 비해 장내 Enterococci의 수가 적은 것으로 밝혀지는 등

장내 Enterococci의 면역발달에 대한 잠재적인 역할이 강조

되고 있어[17], 모유에서 분리한 Enterococci의 활용가치에

대한 기대감이 높아지고 있는 추세이다. 따라서, 본 연구에

서는 항생제 내성 균주에 대항하는 유용한 유산균을 분리 및

동정하여 probiotics 또는 post-biotics로 활용하고자 한국인

의 모유에서 유산균을 분리하고 다제내성균에 우수한 항용

혈 및 항균효과를 보이는 균주를 선발하였다.

재료 및 방법

모유의 수집 및 보관

본 연구는 경기대학교 기관생명윤리위원회(Institutional

Review Board)의 승인을 받아 진행되었다(승인번호: KGU-

20191018-HR-046-04). 본 연구에 사용한 모유는 2020년

2월부터 2021년 2월까지 대한민국에 거주 중인 만 20−39세

의 출산 여성으로 임신 고위험군에 해당된 이력이 없고, 재

태주수 37주−41주 사이에 출산한 건강한 산후 6개월 이하의

수유부 중, 사전에 연구내용에 대해 설명하고 충분히 숙지하

여 이에 동의한 제공자를 대상으로 수집하였다. 모유는 유축

기로 열탕소독한 젖병에 50 ml 이상 착유하여 멸균 튜브에

옮겨담았다. 이후 수집한 모유는 연구에 이용되기 전까지

-70℃의 deep-freezer에 보관하여 사용하였다.

균주의 분리 및 동정

모유를 Lactobacilli MRS broth (Difco Co., USA) 1 ml

에 10% (v/v) 접종한 후 30℃에서 24시간동안 배양하여 증

균한 후 MRS broth에 2% (v/v) 수준으로 접종하여 30℃에

서 24시간 배양하였다. 이후 유산균 감별배지인 Bromo

Cresol Purple (BCP) plate count agar (EIKEN chemical)에

획선도말하여 30℃에서 24시간 배양하였고, 산을 생성하여

주위에 노란색 환을 형성한 콜로니를 취해 이를 순수 분리
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하였다. 분리한 균주는 생화학적 특성을 조사하기 위해 API

ZYM kit (BioMérieux, France)를 이용하여 효소 활성 정도

를 1−3으로 구분하였으며, 16S rRNA 염기서열을 분석하여

최종 동정하였다(Biofact Co., Korea). 염기서열 분석을 위해

8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'), 1492R (5'-

TACGGTTACCTTGTTACGACTT-3') primer와 PRISM

3730XL DNA analyser (Applied Biosystems, USA)를 사

용하였으며 분석한 염기서열은 EzBioCloud의 16S database

tool로 비교 분석하였다.

용혈성 확인

균주의 용혈성을 확인하기 위해 blood agar base (Kisan

Bio Co., Korea)에 5% sheep blood (Kisan Bio Co.)를 첨가

하여 blood agar plate를 제조하고, 균주를 획선도말하여

37℃에서 48시간 배양한 후 집락 주위로 형성되는 환의 형

태에 따라 용혈성을 관찰하였다. 용혈성이 있는 내성 균주

S. aureus CCARM 3855, E. coli DC 2 CCARM 0238, P.

aeruginosa CCARM 0223를 대조군으로 하여 Argyri 등[18]

의 방법에 따라 용혈성을 확인하였다.

항용혈 효능 측정

유산균 배양액의 항용혈능 측정에는 Bezerra 등[19]의 방

법을 참고하였다. 유산균을 MRS broth에 2% (v/v) 수준으로

접종하여 30℃에서 24시간 배양하였으며, 균주 배양액은

5분간 원심분리(13,000 ×g)하여 상등액을 취한 후 0.2 µm

membrane filter (SM13P020SL, Hyundai micro Co.,

Korea)로 여과하여 항용혈능 측정시료로 사용하였다.

Hemolysin을 생산하는 균주 3종 중 S. aureus CCARM

3855와 P. aeruginosa CCARM 0223는 Tryptone Soy Broth

(TSB)(Difco)에 E. coli DC 2 CCARM 0238는 Luria-Bertani

(LB) broth (Difco)에 각각 2% (v/v) 수준으로 접종하여 37℃

에서 24시간 배양하였다. 이후 5분간 원심분리(13,000 ×g)하

여 상등액을 취하고 0.2 µm membrane filter (Hyundai

micro Co.)로 여과하여 hemolysin을 포함하는 배양액을 사

용하였다. 항용혈 활성 측정을 위하여 0.1 M Phosphate

Buffered Saline (PBS) 용액 (pH 7.0) 775 µl에 defibrinated

Table 1. List of indicator strains.

Strains Collection no. Culture media Antibiotics resistant1)

Gram positive Staphylococcus aureus KCCM 11335 TSB -
Staphylococcus aureus KCTC 3881 TSB -
Enterococcus faecalis CCARM 5171 MRS Amp, Nor, GM, Van
Enterococcus faecium CCARM 5262 MRS Amp, Nor, GM, Van
Staphylococcus aureus 285 CCARM 0204 TSB Amp, Nor, GM
Staphylococcus aureus 503 CCARM 0205 TSB Amp, Nor, GM
Staphylococcus aureus CCARM 3855 TSB Amp, Nor, GM
Staphylococcus aureus CCARM 3089 TSB Amp, Nor, GM

Gram negative Escherichia coli KCTC 2571 LB -
Escherichia coli KCTC 1039 LB -
Escherichia coli 078 CCARM 0230 LB Amp, Nor, GM
Escherichia coli DC 0 CCARM 0237 LB Amp, Nor, GM
Escherichia coli DC 2 CCARM 0238 LB Amp, Nor, GM
Escherichia coli TEM CCARM 0235 LB Amp, Nor, GM
Escherichia coli 1507 CCARM 0236 LB Amp, Nor, GM
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0223 TSB Amp, Nor, GM
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0224 TSB Amp, Nor, GM
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225 TSB Amp, Nor, GM
Salmonella enterica CCARM 0240 TSB Amp, Nor, GM
Klebsiella oxytoca CCARM 0248 TSB Amp, Nor, GM
Klebsiella aerogenes 1522E CCARM 0249 TSB Amp, Nor, GM
Enterobacter cloacae P 99 CCARM 0252 TSB Amp, Nor, GM
Enterobacter cloacae 1321E CCARM 0253 TSB Amp, Nor, GM

1)AMP; Ampicillin, Nor; Norfloxacin, GM; Gentamycin, Van; Vancomycin.
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sheep blood (Kisan Bio Co.) 25 µl와 hemolysin을 포함하

는 배양액과 시료를 각각 100 µl씩 첨가 후 혼합하여, 33℃

에서 24시간 반응하고 5분간 원심분리(20,000 ×g)한 후 상

등액을 취해 UV/VIS-spectrophotometer (BioTek, USA)를

이용하여 543 nm에서 흡광도를 측정하여 아래와 같이 실험

군(A0), 음성대조군(blank, A) 및 양성대조군(B) 간의 흡광도

비(%)로 항용혈 값을 계산하였다.

Anti-hemolytic activity (%) = 100− {(A0 − A)/B} × 100

항균활성 및 최소저해농도(Minimal Inhibitory Con-
centration, MIC)와 최소살균농도(Minimum Bactericidal
Concentration, MBC) 측정
항균활성 측정에 사용된 지시균주는 Staphylococcus spp.,

Escherichia spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp.,

Klebsiella spp. 및 Enterobacter spp. 등 총 23주로 각 균주

와 관련정보는 서울여자대학교로부터 제공받아 사용하였으

며 Table 1에 표기하였다. 지시균주는 각각 TSB, MRS

broth 및 LB broth에 2% (v/v) 수준으로 접종하여 37℃에서

18시간 배양하였으며, 지시균주에 대한 유산균의 항균활성

측정 및 최소저해농도는 Wiegand 등[20]의 액체배지 희석

법(broth dilution method)을 이용하여 확인하였다. 유산균

을 MRS broth에 2% (v/v) 접종하여 30℃에서 24시간 배양

한 후 5분간 원심분리(13,000 ×g) 하여 상등액을 취해

0.2 µm membrane filter (Hyundai micro Co.)로 여과한 것

을 시료로 사용하였으며, 실험에 사용한 지시균주는 균수를

106 CFU/ml로 조절하여 사용하였다. 최소저해농도(MIC) 측

정을 위해 96-well microplate (cell culture plate, SPL life

sciences Co., Ltd., Korea)에 액체배지와 시료를 첨가하여

2-fold dilution한 후 지시균주를 분주하고 37℃에서 18시간

배양하여 생육 저해정도를 확인하였다. 이후, TSA, LB agar

plate에 획선도말하여 37℃에서 24시간 배양하여 콜로니 생

성이 저해되는 최소농도를 최소저해농도(MIC), 콜로니 생

성이 확인되지 않는 농도를 최소살균농도(MBC)로 설정하

였다.

통계학적 분석
본 연구에서는 균주의 분리과정을 제외하고 모든 실험을

3회 이상 반복 수행하였으며, 결과는 SPSS (Statistical

Package for the Social Science, Ver. 20, SPSS Inc., USA)을

이용하여 통계분석 하였다. 각 실험군에 대한 분석은 분산분

석(ANOVA)을 실시하여 p < 0.05 수준에서 유의성을 검토

하였고, 시료들의 특성에 대한 유의적인 차이는 Duncan’s

multiple range test로 검증하였다.

결과 및 고찰

모유 유래 유산균의 분리 및 동정
본 연구에서는 모유유래 유용 유산균을 분리하기 위해 국

내 건강한 수유부 여성을 대상으로부터 모유 샘플을 수집하

여 모유 내 유산균을 분리하였다. 분리 균주의 16S rRNA 유

전자 염기서열 분석결과, 분리 균주 BMSE-HMP001,

HMP002, HMP003, HMP004는 Enterococcus faecalis

ATCC 19433과 각각 99.79%, 99.72%, 99.86%, 99.79%의

상동성을 보였다(data not shown). 또한 API ZYM kit를 이

용한 E. faecalis BMSE-HMP 4주의 효소활성 측정결과, 균

주 모두 esterase, esterase lipase, leucine arylamidase,

acid phosphatase, naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 활

성을 가지는 것으로 나타났으며(Table 2), 그 중, 지질에 대

한 가수분해 효소인 esterase 및 esterase lipase에 대한 활

성이 우수하였다. Blessing 등[15]은 건강한 여성의 모유에

서 Staphylococci, Lactobacilli, Streptococci, Enterococci

등의 박테리아가 쉽게 분리될 수 있다고 하였으며, Bagci 등

[21]은 인간의 모유에서 가장 일반적으로 분리되는

Streptococci, Enterococci, Lactobacilli, Bifidobacteria

spp. 중 일부 박테리아는 잠재적인 프로바이오틱스의 특성

을 나타내어 장내 미생물총의 발달에 중요한 역할을 하는 것

으로 보고하였다. 따라서, 본 연구에서 분리한 E. faecalis

BMSE-HMP 4주의 유용 유산균으로써 가능성을 확인하고

자 하였다.

E. faecalis BMSE-HMP strains의 용혈성 확인
모유에서 분리한 E. faecalis의 용혈성을 확인한 결과, 양

성대조군인 S. aureus CCARM 3855, E. coli DC 2 CCARM

0238 및 P. aeruginosa CCARM 0223은 용혈반응이 확인되

었으나, 모유에서 분리한 E. faecalis BMSE-HMP 4주는 모

든 균주에서 용혈반응이 나타나지 않았다(Fig. 1). Enterococcus

속(genus) 박테리아의 대표적인 독성인자로는 용혈소 또는

세포 용혈소(cytolysin)인 β-hemolysin이 있다[22, 23]. Semedo

등[24]은 분리된 E. faecalis의 60%가 β-hemolysin을 생성하

였음을 보고하였고, Furumura 등[25]의 연구에서 분리한 E.

faecalis 균주 중 75%가 용혈성이 있다고 보고하였다. 반면,

Jeong 등[26]이 메주에서 분리한 E. faecalis와 E. faecium에

서 모두 용혈반응이 나타나지 않았음을 보고하였고, 또한

Baccouri 등[27]의 연구에서 프로바이오틱스 균주 E. faecalis

Symbioflor 1과 치즈에서 분리한 E. faecalis OB14 및

OB15 모두 적혈구 용혈을 나타내지 않는 것으로 보고한 바

있다. 모유에서 분리한 유산균 E. faecalis BMSE-HMP 4주

또한 용혈반응이 나타나지 않아 선행연구와 유사한 결과를
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보였으며, 장구균의 용혈성 유무는 균주의 개별적인 특성에

의한 것으로 판단된다.

E. faecalis BMSE-HMP strains의 항용혈 효능 
S. aureus, E. coli 및 P. aeruginosa 는 병원성을 띠는 단

백질인 hemolysin을 분비하고, 그 중 α-hemolysin은 포유동

물의 신체 일부에서 중요한 독성 인자로 작용하여 여러 임

상 감염에서 독성을 강화하는 것으로 보고되었으며, β-

hemolysin 또한 감염된 동물 모델에서 중요한 것으로 알려

져 있다[28−30]. 따라서 박테리아가 생산하는 hemolysin에

의한 질환을 예방하기 위해, S. aureus CCARM 3855, E.

coli DC 2 CCARM 0238, P. aeruginosa CCARM 0223가

Table 2. Enzyme assay for major biochemical reactions of Enterococcus faecalis BMSE-HMP strains using API ZYM kit.

Enzyme Assayed For HMP001 HMP002 HMP003 HMP004
Control Colorless or color of the sample if it has an intense coloration
Alkaline phosphatase   -1) - - -
Esterase (C4) 3 3 3 3
Esterase lipase (C8) 3 3 3 3
Lipase (C14) - - - -
Leucine arylamidase 2 2 1 1
Valine arylamidase - - - -
Crystine arylamidase - - - -
Trypsin - - - -
α-chymotrypsin w2) w w w
Acid phosphatase 2 3 1 1
Naphthol-AS-BI-phosphohydrolase 2 3 1 1
α-galactosidase - - - -
β-glucuronidase - - - -
β-glucosidase - - - -
α-glucosidase - - - -
N-acetyl-β-glucosaminidase - - - -
α-mannosidase - - - -
α-fucosidase - - - -

1)-; negative, 2)w; weak positive.

Fig. 1. Hemolysis of Enterococcus faecalis BMSE-HMP strains
from human breast milk. 

Fig. 2. Anti-hemolytic activity of Enterococcus faecalis BMSE-
HMP strains from human breast milk. ; S. aureus CCARM
3855, ; E. coli DC 2 CCARM 0238, ; P. aeruginosa CCARM 0223.
Data are expressed as mean values and standard deviations
(means ± SD) and were determined from triplicate trials. Signifi-
cantly different values (p < 0.05) calculated analysis of variance
(ANOVA) technique using Duncan's multiple range test on SPSS
program. 
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유발하는 용혈에 대하여 E. faecalis BMSE-HMP 4주 배양

액의 억제효과를 확인하고자 하였다. S. aureus CCARM

3855에 대한 항용혈 활성은 HMP002가 75.71 ± 10.00%로

가장 높았으며 다음으로 HMP004 (70.72 ± 15.15%),

HMP003 (63.27 ± 5.30%), HMP001 (44.35 ± 8.15%) 순이

었다(Fig. 2). E. coli DC 2 CCARM 0238에 대한 항용혈 활

성은 HMP001이 76.92 ± 2.99%로 가장 높았으며, HMP003

(74.65 ± 2.82%), HMP002 (71.59 ± 4.98%), HMP004

(68.87 ± 4.01%) 순으로 나타났다. P. aeruginosa CCARM

0223에서도 HMP001이 87.93 ± 1.93%로 가장 높게 나타났

으며, HMP002 (86.08 ± 1.97%), HMP004 (84.80 ± 1.07%),

HMP003 (83.82 ± 3.98%) 순으로 항용혈 활성을 보였다. 용

혈 유발 균에 따라 E. faecalis BMSE-HMP strains의 항용

혈 활성을 비교해 보면 그람 음성균인 P. aeruginosa에서

85.66 ± 1.77%로 가장 높게 나타났으며, 다음으로는 E. coli

DC 2 CCARM 0238에 대한 항용혈 활성이 73.01 ± 3.52%의

결과를 보였으며, 그람 양성균인 S. aureus CCARM 3855에

대한 항용혈 활성이 63.51 ± 13.76%로 확인되었다. 내성 균

주 P. aeruginosa CCARM 0223는 집락 주변에 녹색환을 생

성하여 α-hemolysis로, S. aureus CCARM 3855와 E. coli

DC 2 CCARM 0238는 집락 주변에 황색 투명환을 생성하여

β-hemolysis로 확인되었다. 본 연구결과, E. faecalis BMSE-

HMP strains의 항용혈 효능이 P. aeruginosa CCARM

0223에서 가장 우수한 것으로 보아 β-hemolysin 보다 α-

hemolysin에 대한 억제 효능이 우수한 것으로 생각된다.

Pakdeesiriwong 등[31]은 E. faecalis 균주가 S. aureus의

용혈반응을 약 70%의 수준으로 억제한다고 보고하였으며,

Vitkova와 Votava [32]는 일부 E. faecalis 균주가 protease

유사물질을 생산하여 S. aureus의 β-hemolysin에 의한 용혈

을 억제한다고 보고한 바 있다. 본 연구에서는 E. faecalis

BMSE-HMP strains이 S. aureus 뿐만 아니라 E. coli 및 P.

aeruginosa에서 높은 항용혈 효과를 보여 다제내성 균에 의

한 용혈질환 예방에 효과적이며 유용 유산균으로의 활용 가

능성을 보여주었다.

다제내성 균주에 대한 항균활성 및 MIC 및 MBC 농도

치료목적으로 사용되는 항생제의 사용빈도와 농도는 증가

하는 추세이며, 무분별한 항생제 오남용으로 인한 항생제 내

성 균주가 증가하여 문제점이 제기되고 있다[33]. 항생제 내

성에는 세 가지 계열 이상의 항생제에 내성을 보이는 약제

Table 3. Antimicrobial effects of Enterococcus faecalis BMSE-HMP strains against multi-drug resistant organisms.

Strain HMP 001 HMP 002 HMP 003 HMP 004
Gram + Staphylococcus aureus KCCM 11335 +1) + + +

Staphylococcus aureus KCTC 3881 + + + +
Staphylococcus aureus 285 CCARM 0204 + + + +
Staphylococcus aureus 503 CCARM 0205 + + + +
Staphylococcus aureus CCARM 3855 + + + +
Staphylococcus aureus CCARM 3089 + w3) -2) +

Gram - Escherichia coli KCTC 2571 + + + +
Escherichia coli KCTC 1039 + + + +
Escherichia coli 078 CCARM 0230 + + + +
Escherichia coli DC 0 CCARM 0237 + + + -
Escherichia coli DC 2 CCARM 0238 + + + +
Escherichia coli TEM CCARM 0235 + + + +
Escherichia coli 1507 CCARM 0236 + + - -
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0223 + + + +
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0224 + w - +
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225 + w + +
Salmonella enterica CCARM 0240 + w + +
Klebsiella oxytoca CCARM 0248 + + - +
Klebsiella aerogenes 1522E CCARM 0249 + + + +
Enterobacter cloacae P 99 CCARM 0252 + w - +
Enterobacter cloacae 1321E CCARM 0253 + w - -

1)+; positive, 2)-; negative, 3)w; weak positive.
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다제내성(multi-drug resistance, MDR), 한 두 가지 계열을

제외한 모든 항생제에 내성인 광범위 내성(extensively drug

resistance, XDR) 및 모든 계열의 항생제에 내성을 보이는

극한 광범위내성(pandrug resistance, PDR)이 있으며, 이는

전세계적인 문제로 대두되었다[34]. 따라서, 항생제 내성 균

주의 문제를 해결하기 위해, 모유유래 유산균인 E. faecalis

BMSE-HMP001 외 3주 배양액의 다제내성 균주에 대한 항

균효과를 검토하였다. E. faecalis BMSE-HMP 4주는 실험

에 사용한 지시균주 21주(Staphylococcus spp., Escherichia

spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Klebsiella spp.

및 Enterobacter spp.) 모두에서 항균활성을 보였으며, 그 중

HMP001과 HMP002가 가장 우수한 항균력을 보였다(Table

3). 다제내성 균에 대해 가장 우수한 항균력을 보인 E.

faecalis BMSE-HMP001과 BMSE-HMP002의 최소저해농

도(MIC)와 최소살균농도(MBC)를 확인하였다(Table 4). 그

결과, E. faecalis BMSE-HMP002의 배양액 보다 BMSE-

HMP001 배양액의 항균력이 더 우수한 것으로 확인되었다.

또한 E. faecalis BMSE-HMP001은 다제내성 균 중 그람 양

성균주에 대한 MIC (>5.24−20.94 mg/ml) 및 MBC (20.94

or 41.88 mg/ml)가 그람 음성균주에 대한 MIC (>5.24−

10.47 mg/ml) 및 MBC (10.47 or 41.88 mg/ml)보다 높은 것

으로 확인되어 그람 음성균주에 대한 저해효과가 더 큰 것

으로 생각된다. 그람 양성균인 E. faecalis CCARM 5171에

대한 BMSE-HMP001의 MBC는 측정범위 내에서 확인되지

않았으나, E. faecium CCARM 5262에 대한 MBC는

41.88 mg/ml, MIC가 >20.94 mg/ml로 같은 Enterococcus

속의 다제내성 균에 대한 항균효과가 확인되었다. 또한 S.

aureus 285 CCARM 0204와 S. aureus 285 CCARM 0205

에서는 모두 BMSE-HMP001의 MIC가 >10.47 mg/ml,

MBC가 41.88 mg/ml로 확인되었다. 다제내성 균 중 그람 음

성균에 대한 BMSE-HMP001의 MBC는 E. coli 078

CCARM 0230을 제외하고 41.88 mg/ml로 확인되었으며, E.

Table 4. Determination for MIC and MBC of Enterococcus faecalis BMSE-HMP001 and HMP002 against multi-drug resistant
bacteria.

Strain
MIC1) (mg/ml) MBC2) (mg/ml)

HMP 001 HMP 002 HMP 001 HMP 002
Gram + Staphylococcus aureus KCCM 11335 > 5.24 >45.72 41.88 -

Staphylococcus aureus KCTC 3881 >10.47 >45.72 20.94 -
Enterococcus faecalis CCARM 5171 >20.94 - - -
Enterococcus faecium CCARM 5262 >20.94 >45.72 41.88 -
Staphylococcus aureus 285 CCARM 0204 >10.47 - 41.88 -
Staphylococcus aureus 503 CCARM 0205 >10.47 - 41.88 -
Staphylococcus aureus CCARM 3855 >10.47 >45.72 41.88 -
Staphylococcus aureus CCARM 3089 >10.47 >45.72 41.88 -

Gram - Escherichia coli KCTC 2571 >5.24 >11.43 10.47 -
Escherichia coli KCTC 1039 >5.24 >11.43 10.47 -
Escherichia coli 078 CCARM 0230 >10.47 >45.72 - -
Escherichia coli DC 0 CCARM 0237 >5.24 >22.86 41.88 -
Escherichia coli DC 2 CCARM 0238 >5.24 >22.86 41.88 -
Escherichia coli TEM CCARM 0235 >5.24 >22.86 41.88 -
Escherichia coli 1507 CCARM 0236 >5.24 >22.86 41.88 -
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0223 >10.47 >45.72 41.88 -
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0224 >10.47 >45.72 41.88 -
Pseudomonas aeruginosa CCARM 0225 >10.47 >45.72 41.88 -
Salmonella enterica CCARM 0240 >5.24 >45.72 41.88 -
Klebsiella oxytoca CCARM 0248 >10.47 >45.72 41.88 -
Klebsiella aerogenes 1522E CCARM 0249 >10.47 >45.72 41.88 -
Enterobacter cloacae P 99 CCARM 0252 >10.47 >45.72 41.88 -
Enterobacter cloacae 1321E CCARM 0253 >10.47 >45.72 41.88 -

1)MIC: Minimum inhibitory concentration, 2)MBC: Minimum bactericidal concentration.
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coli, Salmonella enterica, P. aeruginosa, Klebsiella spp.,

Enterobacter spp. 순서로 저해효과가 큰 것으로 나타났다.

유산균의 항균활성은 유산균에 의해 생성되는 유기산,

bacteriocin, 항생물질 등에 의한 것으로 병원성 세균과 부패

세균을 억제하는 것으로 보고된 바 있다[35]. Park 등[36]이

원유에서 분리한 E. faecalis 균주는 E. coli와 S. aureus에

대한 큰 억제효과가 있다고 하였고, Hong 등[37]의 연구에

서 bacteriocin 생산 균주를 확인한 결과, 분변유래 E.

faecalis와 E. faecium이 가장 많은 범위를 차지하여 장내 미

생물에서 항균활성이 우수한 균주가 존재할 것임을 보고하

였다. 본 연구에서 모유에서 분리한 E. faecalis 4주의 다제

내성 균주에 대한 항균력을 검토한 결과, 모든 지시균주에

대한 항균력이 있는 것으로 나타났으며, 분리균 4주 중 E.

faecalis BMSE-HMP001과 HMP002가 가장 우수한 항균력

을 보였으며, 또한 다제내성 균에 대한 우수한 항균효과를

입증한 것에 의의를 두어 이로 인한 감염 예방에 효과적인

것으로 기대된다.

요 약

본 연구에서는 국내 건강한 산모의 모유에서 분리한 E.

faecalis BMSE-HMP 4주의 용혈여부와 다제내성 균에 대한

항용혈 효능 및 항균 효과를 확인하였다. 분리 균주의 효소

활성을 측정 결과, E. faecalis BMSE-HMP 4주는 지질에 대

한 가수분해 효소인 esterase 및 esterase lipase에 대한 활

성이 우수하였다. 용혈여부를 확인한 결과, 분리균 모두 용

혈반응이 나타나지 않았다. 또한 용혈을 일으키는 다제내성

균주에 대한 항용혈 효능을 검토한 결과, S. aureus CCARM

3855에 대한 항용혈 효능은 BMSE-HMP002가 75.71 ±

10.00%로 가장 높았으며, E. coli DC 2 CCARM 0238과 P.

aeruginosa CCARM 0223에 대한 항용혈 효능은 BMSE-

HMP001이 각각 76.92 ± 2.99%와 87.93 ± 1.93%로 가장 높

게 나타났다. 다제내성균 Staphylococcus spp., Escherichia

spp., Pseudomonas spp., Salmonella spp., Klebsiella spp.

및 Enterobacter spp.에 대한 항균활성을 검토한 결과, E.

faecalis BMSE-HMP 4주는 그람 양성균주와 그람 음성균주

에서 모두 항균력을 보였으며, 분리균 4주 중에서는 BMSE-

HMP001과 BMSE-HMP002가 가장 우수한 결과를 보였다.

본 연구에서는 모유유래 유산균 E. faecalis BMSE-HMP

4주의 안전성과 다제내성 균에 의한 용혈 및 항균 효과를 검

토하여 유용 유산균으로써 가능성을 확인하였으며,

Enterococcus 균주는 항생제 내성 유전자 및 독성 유전자가

없는 경우에 한하여 사용이 가능한 것으로 고시된 바와 같

이 본 연구에서 분리한 모유유래 유산균 E. faecalis BMSE-

HMP 4주의 항생제 내성 및 독성에 대한 추가적인 연구를

통해 안전성에 대한 입증이 필요할 것으로 생각된다.
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