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            Abstract
          
        

        
          
            목적
            본 연구에서는 안질환 감염의 가장 흔한 세균인 황색포도알균을 이용하여 렌즈 재질에 따라 바이오필름 형성이 다른지 알아보았다. 또한 바이오필름 관련 유전자 발현의 차이도 알아보았다.

          

          
            방법
            Etafilcon A와 hilafilcon B 재질의 렌즈에서 황색포도알균에 의한 바이오필름 형성 정도를 비교하기 위하여 XTT assay와 건조중량 측정 방법을 사용하였다. 바이오필름 형성에 관여하는 유전자들의 발현을 비교하기 위하여 역전사 PCR과 실시간 PCR을 사용하였다. 주사전자현미경을 이용하여 각 렌즈 표면의 부착된 황색포도알균을 관찰하였다.

          

          
            결과
            XTT assay와 건조 중량 측정 결과 etafilcon A 재질의 렌즈에서 hilafilcon B 재질에 비해 바이오필름 형성이 유의하게 높게 나타났다. 유전자들의 발현을 비교한 결과에서는 역전사 PCR과 실시간 PCR 모두 etafilcon A 재질의 렌즈에서 hilafilcon B 재질의 렌즈에 비해 바이오필름 형성 관련 유전자의 발현이 높게 나타났으며, 실시간 PCR에서 icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA, fnbB 유전자 발현 차이는 유의하게 나타났다. 또한 주사전자현미경으로 관찰하였을 때 etafilcon A 재질의 렌즈의 표면에서 더 많은 수의 균이 여러 층으로 부착되어 있는 것을 확인하였다.

          

          
            결론
            콘택트렌즈 재질에 따라 황색포도알균의 바이오필름 형성 및 관련 유전자 발현에 차이가 있으며, 이는 콘택트렌즈의 선택과 관리에 참고해야 할 점으로 생각된다.

          

        

        
          
            초록
          
        

        
          
            Purpose
            In this study, we investigated whether different contact lens materials affected the ability of Staphylococcus aureus to form surface biofilm. Also, we examined the differences of biofilm-related gene expression.

          

          
            Methods
            XTT assay and dry weight measurement were used to compare the amounts of biofilm formation on etafilcon A and hilafilcon B lenses. Reverse transcription PCR and real time PCR were used to compare the expression level of genes related to biofilm formation. The adhered S. aureus was observed by scanning electron microscope.

          

          
            Results
            The biofilm formation was higher on the surface of etafilcon A than on the surface of hilafilcon B when measured by the XTT assay and by dry weight measurement. In the comparison of gene expressions was higher on etafilcon A than on hilafilcon B, both in the reverse transcription PCR and real time PCR. In real-time PCR, gene expression of icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA and fnbB were statistically significantly different. Observation with a scanning electron microscope confirmed that S. aureus was more prolific and formed thicker layers on the surface of etafilcon A than on the surface of hilafilcon B.

          

          
            Conclusions
            Biofilm formation and related gene expression of S. aureus was dependent on the materials of the contact lens, and this should be considered when making a choice and managing the contact lenses.
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      서 론
      최근 콘택트렌즈는 사용이 편리하여 남녀노소에 상관없이 널리 이용되고 있으며, 콘택트렌즈의 재질별로 종류도 다양해서 소비자가 본인에 맞는 제품을 고려하여 구매할 수 있는 선택의 폭이 넓다. 콘택트렌즈의 재질은 오랫동안 PMMA(polymethyl methacrylate)가 대표적이었으나 습윤성과 산소투과성이 나쁘다는 단점이 있어, 1970년대에 HEMA(hydroxyethyl methacrylate) 소재로 소프트 콘택트렌즈가 개발 된 이후로 요즘은 다양한 모노머를 중합하여 산소투과율과 착용감을 향상시킨 소프트 하이드로겔 재질의 콘택트렌즈의 사용이 늘어나고 있는 추세이다.[1,2] 그러나 이렇게 다양한 소프트 하이드로겔 콘택트렌즈 소재의 개발에도 불구하고 콘택트렌즈와 관련된 미생물 감염 질환은 지속적으로 발생하고 있다.[3-5,18] 콘택트렌즈 사용과 관련된 미생물 감염으로 미생물 각막염(microbial keratitis; MK), 콘택트렌즈 유발 급성 출혈성 결막염(contact lens related acute red eye; CLARE), 콘택트렌즈 유발 주변부 궤양(contact lens peripheral ulcer; CLPU), 침윤성 각막염(infiltrative keratitis; IK) 등이 있다. 특히 미생물 각막염의 경우 12-66%는 콘택트렌즈 사용과 관련되어 발생한다고 알려져 있으며 이는 각막에 상처를 내어 실명에 이르게 할 수 있다.[13-18] 최근에 개발되어 사용되는 실리콘 하이드로겔 렌즈는 산소투과성이 높으며 착용감이 우수하고 편리하지만 표면의 마모로 인해 각막 침윤증이 증가할 수 있으며, 이는 콘택트렌즈 표면에 형성된 바이오필름에 의해 심화될 수 있다.[7-10]

      바이오필름이란 세균이나 진균이 단단한 고체표면물에 3차원적 구조의 군집락을 형성하는 것으로, 세균을 외부로부터 보호하는 효과를 가지고 있어 미생물의 생존을 증가시키며 항생제 침투를 어렵게 하여 치료에도 저항성을 나타내게 한다. 눈에 감염 될 수 있는 흔한 세균은 황색포도알균(Staphylococcus aureus), 폐렴균(Streptococcus pneumoniae), 녹농균(Pseudomonas aeruginosa), 인플루엔자균(Haemophilus influenzae)과 클렙시엘라 종(Klebsiella spp.) 등이 있으며,[19] 이 중 황색포도알균과 녹농균은 바이오필름을 형성하는 대표적인 균이다. 일부 전염성 안질환은 세균의 바이오필름 형성에서 기인하며, 콘택트렌즈의 장기적인 사용과 소홀한 관리로 인해 형성된 바이오필름은 콘택트렌즈 관련 미생물 감염을 심화시키는 위험 인자가 될 수 있다.[11,12] 또한 바이오필름은 많은 항생제에 대해 내성이 강하므로[20,21] 콘택트렌즈 사용에 있어서 바이오필름 형성을 예방하는 것이 매우 중요하다.

      콘택트렌즈 사용의 증가와 동시에 관련 미생물 질환의 위험도 증가하는 추세이지만,[6,18] 콘택트렌즈 재질의 종류와 안질환 유발 미생물과의 상관성에 대한 연구는 미미한 실정이다. 선행된 연구들에서 콘택트렌즈 표면의 미세한 구조 차이 또는 중합체의 종류, 함수율, 이온성, 착색제에 따라 균의 부착성의 차이가 있다는 결과들을 보았을 때,[22-24] 콘택트렌즈의 재질에 따라 세균 증식의 정도와 바이오필름 형성 정도가 다를 것이라고 예상된다. 본 연구에서는 콘택트렌즈의 재질 차이에 의한 황색포도알균의 바이오필름 형성 정도와 관련 유전자 발현의 차이를 알아보고자 하였다.

    

    

  
    
      대상 및 방법
      
        1. 실험 렌즈
        소프트 콘택트렌즈는 HEMA를 기반으로 하며 중합체 구성과 이온성에 차이를 보이는 FDA 분류기준 고함수, 비이온성인 2그룹에 속하는 hilafilcon B 재질과 고함수, 이온성인 4그룹에 속하는 etafilcon A 재질을 사용하였다(Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            The specification of soft contact lens materials
          
          

        

        
          
            
              	Material
              	etafilcon A
              	hilafilcon B
            

          
          
            	Manufacturer
            	ACUVUE
            	Baush & Lomb
          

          
            	FDA group
            	IV
            	II
          

          
            	Type
            	Soft-hydrogel
            	Soft-hydrogel
          

          
            	Duration of use
            	Daily
            	Daily
          

          
            	Polymer*
            	HEMA
MA-TMPTM
EGDMA
            	HEMA
NVP
          

          
            	Diameter
            	14.2 mm
            	14.2 mm
          

          
            	Water content
            	58%
            	59%
          

          
            	Surface Character
            	Hydrophilic
            	Hydrophilic
          

          
            	Ionicity
            	Ionic
            	Non-ionic
          

          
            	Dk value**
            	21.4
            	22
          

        

        
          
            *HEMA : 2-hydroxyethyl methacrylate
          

          
              NVP : N-vinyl pyrrolidone
          

          
              MA-TMPTM : methacrylic acid cross-linked with 1,1,1-trimethylol propane trimethacrylate
          

          
              EGDMA : ethylene glycol dimethacrylate
          

          
            **Unit : ×10−11(cm2/sec)·(ml O2/(ml×mmHg))
          

        

        

      

      
        2. 균 배양 및 바이오필름 형성 유도
        실험에 사용한 황색포도알균(KCTC 3881)은 생물자원센터(Korean Collection for Type Cultures)로부터 분양받았다. 황색포도알균은 실험에 사용하기 18-24시간 전에 nutrient broth 배지를 사용하여 37oC에서 배양하였다. 균을 렌즈에 접종하기 위해 균 배양액을 원심분리하여 PBS(phosphate buffered saline, NaCl 135 mM, KCl 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.76 mM, pH 7.4)로 세 번 세척하고 분광광도계를 사용하여 595 nm에서 흡광도(optical density, O.D.)를 측정하여 균액의 농도를 일정하게 맞추었다. 24-well plate(Costar, Cambridge, MA, USA)에 일정한 농도의 균 배양액을 500 μl 씩 접종하고 렌즈의 볼록한 부분을 plate 바닥에 닿도록 하여 렌즈가 균 배양액에 완전히 잠기도록 하였다. 진탕 배양기에서 37oC, 75 rpm으로 90분간 배양하여 균을 부착시킨 후 PBS로 3회 세척하고 나서 tryptic soy broth(TSB)에서 48시간 동안 진탕 배양하여 바이오필름 형성을 유도하였다.

      

      
        3. XTT assay
        황색포도알균 배양액을 595 nm에서 0.02, 0.01, 0.005, 0.0025 O.D.로 농도를 맞춘 후 렌즈에 접종하여 48시간 동안 진탕 배양하여 바이오필름의 형성을 유도하였다. 배양 후 PBS로 3회 세척하여 미부착균을 제거하고 나서 각 well 마다 XTT(sodium 3′-[1-[(phenylamino)-carbony]-3,4-tetrazolium]-bis(4-methoxy-6-nitro)benzene-sulfonic acid hydrate)(1 mg/ml, Sigma, USA)와 menadione (0.4 mM, Sigma, USA)의 5:1 혼합액을 1 ml 씩 처리하여 빛을 차단한 상태로 37oC에서 1시간 반응시키고 microplate reader(Emax, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. 건조중량
        바이오필름이 형성된 렌즈를 PBS로 세척 후 37oC에서 24시간 동안 건조한 후 미세저울로 무게를 측정하였다. 아무 처리를 하지 않은 렌즈를 대조군으로 하여 렌즈에 형성된 바이오필름 생성물의 무게를 계산하였다.

      

      
        5. 바이오필름 형성 관련 유전자 발현
        
          1) RNA 분리 및 cDNA 합성
          바이오필름이 형성된 렌즈를 PBS로 3회 세척 후 500 μl의 TRI reagent®(Molecular Research Center, Inc., OH, USA)을 처리하여 10초간 교반하였다. 100 μl의 chloroform을 넣어 15초간 강하게 교반하고 15분간 실온에 방치한 후 4oC, 12,000 rpm에서 15분간 원심분리하여 상층액을 분리하였다. 상층액과 동량의 isopropanol을 넣어 가볍게 교반하여 실온에 15분간 방치한 후 10분간 4oC, 12,000 rpm에서 원심분리하여 mRNA를 분리하였다. 1 μg의 RNA로부터 MaximeTM RT PreMix Kit(iNtRON Biotechnology, MA, USA)를 사용하여 cDNA를 합성하였다.

        

        
          2) 역전사(reverse transcription) PCR
          바이오필름 형성관련 유전자들인 icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA, fnbB 및 clfB 를 증폭할 수 있는 primer를 이용하여 PCR을 시행하였다(Table 2). cDNA 0.2 μg, forward primer 3 pmol, reverse primer 3 pmol, PCR 5X master mix (Elpis Biotech, Korea)를 혼합하여 총 20 μl의 반응용액으로 만들어 PCR을 수행하였다. PCR 결과물을 2% (w/v)의 agarose gel에서 전기영동하여 유전자 발현을 확인하였다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              Sequences of oligonucleotide primers used for PCR
            
            

          

          
            
              
                	Genes
                	Nucleotide sequence of primers (5’-3’)
                	Reverse trascription PCR
annealing temperature (oC)
                	Product size (bp)
              

            
            
              	16S
rRNA
              	Foward: GGGACCCGCACAAGCGGTGG
              	60
              	191
            

            
              	Reverse: GGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
            

            
              	
                icaA
              
              	F: GAGGTAAAGCCAACGCACTC
              	53
              	151
            

            
              	R: CCTGTAACCGCACCAAGTTT
            

            
              	
                icaD
              
              	F: ACCCAACGCTAAAATCATCG
              	53
              	211
            

            
              	R: GCGAAAATGCCCATAGTTTC
            

            
              	
                icaB
              
              	F: ATACCGGCGACTGGGTTTAT
              	53
              	140
            

            
              	R: TTGCAAATCGTGGGTATGTGT
            

            
              	
                icaC
              
              	F: CTTGGGTATTTGCACGCATT
              	53
              	209
            

            
              	R: GCAATATCATGCCGACACCT
            

            
              	
                fnbA
              
              	F: AAATTGGGAGCAGCATCAGT
              	53
              	121
            

            
              	R: GCAGCTGAATTCCCATTTTC
            

            
              	
                fnbB
              
              	F: ACGCTCAAGGCGACGGCAAAG
              	60
              	197
            

            
              	R: ACCTTCTGCATGACCTTCTGCACCT
            

            
              	
                clfB
              
              	F: AACTCCAGGGCCGCCGGTTG
              	60
              	159
            

            
              	R: CCTGAGTCGCTGTCTGAGCCTGAG
            

          

          

        

        
          3) 실시간(real time) PCR
          cDNA 0.3 μg, forward primer 2 pmol, reverse primer 2 pmol, SYBR Green PCR premix (Life technologies, UK) 5 μl를 혼합하여 총 10 μl의 반응용액으로 만들어 ABI 7900HT(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 이용하여 50oC 2분, 95oC 10분 이후 95oC에서 15초, 60oC에서 45초의 반응을 40회 반복하였다. 각 유전자의 발현은 16S rRNA 의 발현과 비교하여 정량화하였다. 중합효소연쇄반응 결과는 실시간 중합효소연쇄반응 기기에 의해 실시간으로 측정되어 cycle threshold(Ct) 값으로 나타내었다.

        

      

      
        6. 주사전자현미경
        주사전자현미경적 관찰을 위하여 바이오필름이 형성된 렌즈를 PBS로 두 번 세척하고 2.5% glutaraldehyde에 고정시켰다. 1% osmium tetroxide를 1시간 동안 처리하여 고정된 렌즈는 70% 에탄올에 10분, 95% 에탄올에 10분, 100% 에탄올에 20분간 처리하여 탈수하였다. 탈수된 렌즈는 금도금 과정을 거쳐 주사전자현미경(TM-1000 15 kV, Hitachi, Japan)으로 관찰하였다.

      

      
        7. 통계분석
        각 항목에 대한 모든 측정치는 평균(mean) ± 표준편차(standard deviation)로 나타내었다. 렌즈간의 재질에 따른 결과적 차이는 T-test를 실시하였으며 유의성 검증은 신뢰구간 95%수준에서 시행하여 p<0.05 일 때 통계적으로 유의하다고 판정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 렌즈 재질에 따른 바이오필름 형성의 비교
        
          1) XTT assay
          황색포도알균의 접종농도를 O.D.값 0.0025, 0.005, 0.01, 0.02로 맞추어 48시간 동안 배양하여 바이오필름의 형성을 유도한 결과, etafilcon A 재질의 렌즈에서 측정된 O.D. 값은 0.633±0.04, 0.700±0.03, 0.773±0.01, 0.802±0.02 으로 초기 접종농도에 비례하여 증가하였다. Hilafilcon B 재질의 렌즈에서 측정된 O.D.값은 0.161±0.05, 0.227±0.01, 0.270±0.05, 0.383±0.13으로 역시 접종농도에 비례하여 증가하였다(Fig. 1). 같은 접종농도에서 비교하였을 때, etafilcon A의 O.D.값은 hilafilcon B에 비해서 2-3배 정도 높게 나타났다(p<0.05).

          
            
            

            Fig. 1 
				
            

            
              Measurement of biofilm formation of S. aureus by XTT assay. O.D. value of S. aureus in contact lenses is significantly higher on etafilcon A than on hilafilcon B (*p<0.05).
            
            

            

          

        

        
          2) 건조중량 측정
          황색포도알균의 접종농도를 O.D.값 0.1로 하여 48시간 동안 바이오필름을 형성을 유도한 후 건조중량을 측정한 결과(Fig. 2), etafilcon A 재질의 렌즈는 1.35±0.21 g, hilafilcon B 재질의 렌즈는 0.7±0.00 g으로 etafilcon A 재질의 렌즈에서 건조중량이 유의하게 증가되었다(p<0.05).

          
            
            

            Fig. 2 
				
            

            
              Measurement of biofilm formation of S. aureus by dry weight. The dry weight of S. aureus in contact lenses is significantly higher on etafilcon A than on hilafilcon B (*p<0.05).
            
            

            

          

          바이오필름의 형성을 보기위한 XTT assay와 건조중량의 측정 결과를 보면 etafilcon A 재질의 콘택트렌즈에서 hilafilcon B 재질의 콘택트렌즈에 비해 황색포도알균의 바이오필름 형성이 많이 된다는 것을 볼 수 있었다. 이 결과는 기존의 연구[25]에서 etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A를 사용하여 황색포도알균을 흡착시킨 후 고체배지에 배양하여 집락 수를 비교한 실험에서 etafilcon A, hilafilcon B, nelfilcon A 재질 순서로 황색포도알균이 많이 부착되었다는 결과와 같은 경향을 보였다. 본 연구에서는 기존의 연구와 다르게 렌즈에 균을 흡착시킨 후 48시간 동안 진탕 배양하고 PBS로 세척하는 과정을 거침으로써 단순히 균의 부착이 아닌 바이오필름의 형성을 유도하였다. 또한 XTT assay와 건조중량 측정으로 바이오필름의 형성 정도를 비교하였다. 그 결과 황색포도알균의 부착능 뿐 아니라 바이오필름 형성 정도도 콘택트렌즈 재질에 따라 다르게 나타난다는 점을 확인하였다.

        

      

      
        2. 렌즈 재질에 따른 바이오필름 형성 관련 유전자의 발현 비교
        XTT assay와 건조중량 측정을 통해 렌즈 재질에 따라 바이오필름 형성 정도가 다르다는 점을 확인하였으므로 바이오필름 형성과 관련된 유전자의 발현도 다른지 확인해보았다.

        
          1) Intercellular adhesion(ica) 유전자 발현
          ica 유전자는 다당류 세포 간 부착 분자(polysaccharide intercellular adhesin; PIA)의 생합성을 유도하고 바이오필름 형성의 축적 단계에 관여하는 것으로 알려진 유전자이다. 이 중에서 icaA와icaD의 상호 작용은 황색포도알균에서 슬라임 층 형성과 바이오필름 형성에 중요하다고 여겨진다.[26] 본 연구에서는 바이오필름 형성 단계에 전반적으로 밀접한 관련이 있는 icaA, icaB, icaC, icaD 유전자의 발현을 역전사 PCR과 실시간 PCR을 통해 조사하였다. 역전사 PCR 결과(Fig. 3)를 보면 ica 유전자 모두 etafilcon A 재질의 렌즈에서 hilafilcon B 재질의 렌즈에 비해 1.5배 이상 높게 발현되었으며, icaB, icaC, icaD 발현은 통계적으로 유의하게 높았다(p<0.05). 유전자 발현을 정량적으로 분석하기 위해서 실시간 PCR을 시행하여 2^Ct값을 측정하였을 때 icaA는 etafilcon A에서 0.0554±0.022, hilafilcon B에서 0.0155±0.007, icaB는 etafilcon A에서 0.7860±0.060, hilafilcon B에서 0.3383±0.075, icaC는 etafilcon A에서 0.0087±0.002, hilafilcon B에서 0.0023±0.000, icaD는 etafilcon A에서 0.0168±0.003, hilafilcon B에서 0.0056±0.004로 측정되었다(Table 3). 이처럼 icaA, icaB, icaC, icaD 유전자의 발현은 etafilcon A에서 hilafilcon B에 비해 높게 나타났으며, icaA, icaB, icaC, icaD 유전자는 모두 통계적으로 유의한 차이를 보였다(p<0.01).

          
            
            

            Fig. 3 
				
            

            
              The gel electrophoresis of reverse transcription PCR products of the biofilm related intercellular adhesion genes(A). The expression level of the genes by reverse transcription PCR was adjusted to 16S rRNA value(B). In all genes, on etafilcon A showed higher expression level than on hilafilcon B, and icaB, icaC and icaD genes were statistically significant (*p<0.05). (E: etafilcon A, H: hilafilcon B).
            
            

            

          

          
            Table 3. 
				
            

            
              The relative expression of the biofilm related genes by realtime PCR
            
            

          

          
            
              
                	
                	etafilcon A
                	hilafilcon B
                	P-value
              

            
            
              	
                icaA
              
              	0.0554±0.022
              	0.0155±0.007
              	<0.01
            

            
              	
                icaB
              
              	0.7860±0.060
              	0.3383±0.075
              	<0.01
            

            
              	
                icaC
              
              	0.0087±0.002
              	0.0023±0.000
              	<0.01
            

            
              	
                icaD
              
              	0.0168±0.003
              	0.0056±0.004
              	<0.01
            

            
              	
                fnbA
              
              	0.7443±0.318
              	0.1957±0.124
              	<0.01
            

            
              	
                fnbB
              
              	0.0781±0.055
              	0.0223±0.005
              	<0.05
            

            
              	
                clfB
              
              	1.9551±0.909
              	1.1597±0.797
              	NS
            

          

          
            
              The data was performed as mean±standard deviation of 2^Ct value and adjusted to 16S rRNA value.
            

          

          

        

        
          2) Fibronectin binding protein(fnb) 유전자 및 Clumping factor(clf) 유전자 발현
          Fibronectin binding protein은 숙주에 결합을 촉진함으로써 황색포도알균의 감염의 발병기전에 중심적인 역할을 한다.[27] clfB는 피브리노겐의 α 사슬에 결합하여 바이오필름 형성을 자극한다.[30] 본 연구에서는 바이오필름 형성 초기에 관련이 있는 fnbA, fnbB, clfB 유전자의 발현을 역전사 PCR과 실시간 PCR을 통해 조사하였다. 역전사 PCR에서 etafilcon A 재질의 렌즈가 hilafilcon B 재질의 렌즈보다 fnbA, fnbB, clfB 유전자의 발현이 모두 높게 나타났으며(Fig. 4), fnbB 유전자는 통계적으로 유의하게 차이를 보였다(p<0.05). 정량적인 유전자 발현을 알아보기 위하여 시행한 실시간 PCR에서는 fnbA는 etafilcon A에서 0.7443±0.318, hilafilcon B에서 0.1957±0.124, fnbB는 etafilcon A에서 0.0781±0.055, hilafilcon B에서 0.0223±0.005, clfB는 etafilcon A에서 1.9551±0.909, hilafilcon B에서 1.1597±0.797로 측정되었다(Table 3). 이처럼 fnb 그룹 유전자와 clfB 유전자의 경우 모든 유전자의 발현이 etafilcon A 재질에서 hilafilcon B 재질보다 높게 나타났으며, 이 중에서 fnbA, fnbB 유전자는 통계적으로 유의한 결과를 보였다(p<0.05).

          
            
            

            Fig. 4 
				
            

            
              The gel electrophoresis of reverse transcription PCR products of the biofilm related fibronectin binding protein genes and clumping factor gene(A). The expression level of the genes by reverse transcription PCR was adjusted to 16S rRNA value(B). In all genes, on etafilcon A showed higher expression level than on hilafilcon B, and fnbB gene were statistically significant (*p<0.05). (E: etafilcon A, H: hilafilcon B)
            
            

            

          

          바이오필름 형성 과정에서 유전자 발현이 어떻게 달라지는지에 대한 연구는 많지 않으나 임상적으로 분리된 4종의 메티실린 내성 황색포도알균(methicillin resistant Staphylococcus aureus)을 사용하여 배양접시 상에서 바이오필름을 형성하여 실시간 PCR을 수행한 연구에서 균을 24시간 배양하여 바이오필름이 형성된 경우에 icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA, fnbB의 발현이 크게 증가하였다는 보고[28]가 있었다. 본 연구에서도 황색포도알균을 부유상태로 두었을 때보다 바이오필름 형성을 유도하였을 때 icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA, fnbB 발현이 증가된 것을 관찰하였으며, 렌즈 재질에 따라서도 차이가 난다는 것을 확인하였다.

        

      

      
        3. 주사전자현미경을 통한 렌즈 표면의 바이오필름 형성 차이
        황색포도알균을 콘택트렌즈에 48시간 동안 진탕 배양하여 바이오필름의 형성을 유도한 후 etafilcon A 재질과  hilafilcon B 재질의 콘택트렌즈 표면에 형성한 바이오필름을 주사전자현미경 하에서 4,000배 확대하여 관찰하였다. Etafilcon A 재질의 렌즈 표면에서는 전체적으로 황색포도알균이 부착되어 있는 밀도가 높았으며, 황색포도알균 세포끼리도 여러 층을 형성하며 붙어있는 모양이었다. Hilafilcon B 재질의 콘택트렌즈는 etafilcon A 재질과 비교하여 표면에 부착되어 있는 황색포도알균의 수가 현저히 적었으며 균의 세포끼리도 많이 뭉쳐있지 않은 모습이었다(Fig. 6).

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Comparison of the mRNA levels of biofilm related genes on etafilcon A and on hilafilcon B. Relative expression of the biofilm related genes were determined by realtime-PCR. The expression levels of icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA and fnbB gene were significantly higher on etafilcon A than on hilafilcon B (*p<0.05).
          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            SEM images of biofilm formed soft contact lenses. etafilcon A(A), hilafilcon B(B).
          
          

          

        

        본 연구에서 XTT assay, 건조중량 측정, 역전사 PCR과 실시간 PCR을 이용한 바이오필름 형성 관련 유전자 발현측정, 주사전자현미경 관찰을 통해 살펴본 결과 황색포도알균의 바이오필름 형성은 etafilcon A 재질에서 hilafilcon B 재질보다 활발하다는 것을 확인할 수 있었다. 이렇게 렌즈 재질에 따라 균의 바이오필름 형성에 차이가 나는 요인을 살펴보면, 먼저 etafilcon A 재질은 이온성이고 hilafilcon B 재질은 비이온성이므로 렌즈의 이온성이 영향을 미칠 가능성을 생각할 수 있다. 또한 콘택트렌즈에 부착하는 단백질로는 강한 양전하를 띄는 라이소자임의 침착이 가장 많으며, 반대로 음전하를 띄는 알부민의 침착은 적다는 보고[25,29]에서 알 수 있듯이 렌즈의 이온성은 물질의 부착에 영향을 주고 균의 부착에 영향을 미칠 수 있다. 또한 etafilcon A 재질은 HEMA와 MA의 중합체이고, hilafilcon B 재질은 HEMA와 NVP의 중합체로 구성되어 있어서 이러한 재질의 차이가 영향을 줄 수 있다. HEMA로만 되어있는 재질보다 HEMA와 MA가 함께 제조된 렌즈에서 황색포도알균의 흡착이 더 많았다고 연구[31]되어 중합체의 차이가 균 흡착에 영향을 주는 주요 요인인 것으로 보고된 바가 있다. 그 외에도 콘택트렌즈의 재질이 균의 흡착에 영향을 준다는 기존의 연구들이 있었다. 유사한 표면 특성을 갖는 같은 FDA 그룹 렌즈 사이에서도 중합된 모노머의 종류에 따라 균의 흡착량이 달라질 수 있다[32]는 연구가 있었으며, etafilcon A 렌즈에서 hilafilcon B 렌즈보다 황색포도알균의 흡착이 많다는 보고[25]도 있었다. 본 연구에서는 렌즈의 재질에 따른 균의 흡착 뿐만 아니라 바이오필름의 형성도 렌즈 재질에 따라 차이가 나는지 알아본 바, etafilcon A 재질에서는 hilafilcon B 재질에 비해 바이오필름 형성이 높았으며, 관련 유전자의 발현 또한 증가된다는 것을 확인하였다. 그러나 균의 바이오필름의 형성에는 시간이 걸리므로 렌즈 착용시간이 짧거나 적절하게 관리되는 경우는 큰 영향을 주지않을 가능성이 있으며, 바이오필름 형성의 차이가 임상적으로 어떤 영향을 미치는지는 추가적인 연구가 필요하다. 본 연구 결과는 기존에 염증이나 안질환 등 선행요인이 있는 사용자에서 콘택트렌즈 선택에 활용될 수 있을 것으로 생각된다.

      

    

    

  
    
      결 론
      본 연구에서는 소프트 하이드로겔 콘택트렌즈의 재질에 따른 황색포도알균의 바이오필름 형성 및 관련 유전자 발현의 차이를 알아보았다. XTT assay와 건조중량 측정을 통한 바이오필름 형성 정도의 차이를 비교하였을 때, XTT assay에서는 접종농도에 비례하여 etafilcon A 재질의 렌즈에서 hilafilcon B 재질의 렌즈보다 통계적으로 유의하게 바이오필름 형성이 많았으며, 건조중량 측정에서도 etafilcon A가 통계적으로 더 유의하게 높은 결과를 보였다. 바이오필름 형성에 관련된 유전자의 발현을 비교한 결과에서는 역전사 PCR과 실시간 PCR 모두 etafilcon A 재질의 렌즈에서 hilafilcon B 재질의 렌즈보다 바이오필름 형성 관련 유전자의 발현이 높게 나타났으며, 실시간 PCR에서 icaA, icaB, icaC, icaD, fnbA, fnbB 유전자의 발현차이가 유의하게 나타났다. 주사전자현미경을 통한 렌즈 표면의 바이오필름 형성 관찰에서도 etafilcon A 재질의 렌즈에 hilafilcon B 재질의 렌즈보다 더 많은 수와 여러 층의 균이 부착되어 있는 것을 관찰할 수 있었다. 이로서 본 연구에서는 동일한 조건 하에서 etafilcon A 재질의 렌즈에서 hilafilcon B 재질의 렌즈보다 바이오필름 형성이 더 많이 된다는 것을 알 수 있었다.
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