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명 세 서

청구범위

청구항 1 

반코마이신 감수성 황색포도알균(vancomycin-susceptible  Staphylococcus  aureus; VSSA)의 최소억제농도(MIC)

를 확인하는 단계; 

상기 확인된 최소억제농도(MIC)의 반코마이신이 포함된 배지에 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)을 배양하

는 단계; 및 

상기 배양된 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)이 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(heteroresistant

vancomycin intermediate Staphylococcus aureus; hVISA)으로 변화된 것을 확인하는 단계를 포함하는 것을 특

징으로 하는 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 구축하기 위한 반코마이신 감수성 황색포

도알균(VSSA) 배양방법.

청구항 2 

제1항에 있어서, 상기 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)의 최소억제농도(MIC)는 1 내지 4 mg/L인 것을 특

징으로 하는 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 구축하기 위한 반코마이신 감수성 황색포

도알균(VSSA) 배양방법.

청구항 3 

제1항에 있어서, 상기 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)은 반코마이신이 포함된 배지에서 16 내지 20시간

동안 배양되는 것을 특징으로 하는 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 구축하기 위한 반

코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA) 배양방법.

청구항 4 

제1항에 있어서, 상기 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA) 배양방법은 제 1항의 배양방법을 두 번 반복하는

단계를 더 포함하는 것을 특징으로 하는 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 구축하기 위

한 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA) 배양방법.

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 반코마이신 감수성 황색포도알균을 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균으로 배양하는 방[0001]

법에 관한 것이다.

배 경 기 술

메티실린 내성 황색포도알균(MRSA)균주 중에는, 반코마이신 최소억제농도가(MIC)가 2mg/L 이하인 반코마이신 감[0002]

수성 황색포도알균(vancomycin-susceptible Staphylococcus aureus;  VSSA)과 반코마이신 최소억제농도(MIC)가

2mg/L이하로 나타나지만 subpopulation중 2mg/L이상인 군집이 포함되어 있는 반코마이신 불균질 내성 황색포도

알균(heteroresistant vancomycin intermediate Staphylococcus aureus; hVISA)이 있다.

VSSA균으로 진단받은 환자가 항생제를 투여받으면서 hVISA가 되는 경우가 있고, 이것이 치료에 혼란을 초래할[0003]

수 있기 때문에 VSSA균과 hVISA균 사이에 유전학적 차이에 대한 연구가 필요하다. 하지만, 환자로부터 얻어진

VSSA 균이 환자가 반코마이신을 투약하므로써 hVISA로 변화되는 경우가 연구에 필요한 만큼 충분히 많은 균주쌍

을 수집하는데는 한계가 있다. 따라서, 동질유전자 균주(Isogenic paired strain)간의 유전자 발현 차이 및 유

전자 변이를 연구하기 위하여 실험실에서 인위적으로 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균을 구축하
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는 방법이 필요하다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 한국 공개특허 제10-2013-0002503호 [0004]

발명의 내용

해결하려는 과제

앞서 전술한 바와 같이, 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)의 유전자 연구 및 치료제 개발을 위하여[0005]

in vitro에서 인위적으로 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 배양하는 방법이 요구됨에

따라, 반코마이신 감수성 황색포도알균을 모균주로 하여 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균으로 배

양하는 방법을 제공하고자 한다.

과제의 해결 수단

본 발명은 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)의 최소억제농도(MIC)를 확인하는 단계; 상기 확인된 최소억제[0006]

농도(MIC)의 반코마이신이 포함된 배지에 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)을 배양하는 단계; 및 상기 배

양된 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)이 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)으로 변환된 것을

확인하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 구축하

기 위한 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA) 배양방법을 제공한다.

발명의 효과

본 발명에 따른 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA) 배양방법은 임상 환자에서만 얻을 수 있[0007]

었던 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 in vitro 에서 빠르고 효율적으로 제공할 수 있으므로, 반

코마이신  감수성  황색포도알균(VSSA)와  반코마이신  불균질  내성  황색포도알균(hVISA)  간의  유전자  차이  및

hVISA 감염 환자의 치료 방법 연구에 효과적으로 사용될 수 있다.

도면의 간단한 설명

도  1은  반코마이신  불균질  내성  황색포도알균(hVISA)을  확인할  수  있는  군집  분석  프로파일링(population[0008]

analysis profiling-area under the curve ; PAP-AUC) 단계를 나타내는 모식도이다.

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

본 발명은 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)의 최소억제농도(MIC)를 확인하는 단계; 상기 확인된 최소억제[0009]

농도(MIC)의 반코마이신이 포함된 배지에 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)을 배양하는 단계; 및 상기 배

양된 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)이 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)으로 변환된 것을

확인하는 단계를 포함하는 것을 특징으로 하는 안정화된 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 구축하

기 위한 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA) 배양방법을 제공한다.

상세하게는,  상기  반코마이신  감수성  황색포도알균(VSSA)의  최소억제농도(MIC)는  1  내지  4  mg/L인  것일  수[0010]

있다. 보다 바람직하게는 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)의 최소억제농도(MIC)는 2 mg/L일 수 있다.

또한, 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)은 반코마이신이 포함된 배지에서 16 내지 20시간 동안 배양될 수[0011]

있으나, 이에 한정되지는 않는다.

본 발명의 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균(hVISA)을 확인하는 방법은 이테스트(E-test) 및 군집 분석 프[0012]

로파일링(population analysis profiling ; PAP)으로 이루어진 군에서 하나 이상 선택될 수 있으나, 이에 한정

되지는 않는다.

또한, 본 발명의 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA) 배양방법은 청구항 1의 배양방법을 두 번 반복하는 단[0013]

계를 더 포함할 수 있다.
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이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예는 본 발명[0014]

의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 실시예는 당업

계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

<실시예 1> 반코마이신 불균질 내성 황색포도알균 구축[0015]

환자의  샘플에서  반코마이신  최소억제농도(MIC)가  ≤2mg/L인  반코마이신  감수성  황색포도알균(VSSA)을[0016]

분리하고, 분리된 VSSA의 정확한 MIC를 확인한 후, 이와 동일한 농도의 반코마이신이 포함된 TSB(Tryptic soy

broth)배지에 16 내지 20시간 배양하였다.

그 후 이테스트(E-test)를 수행하여 배양된 황색포도알균의 MIC를 확인하고, 도 1과 같은 과정으로 군집 분석[0017]

프로파일링(population analysis profiling-area under the curve ; PAP-AUC)을 수행하여 반코마이신 불균질

내성 황색포도알균(hVISA)으로 변화하였는지 판별하였다. 판별을 통하여 hVISA로 나타나지 않은 균주는 상기 방

법을 두 번 반복하여 총 세 번의 반코마이신 노출 후  이테스트(E-test)를 수행하여 hVISA로 변화하였는지 확인

하였다.

VSSA는  이테스트(E-test)검사에서  반코마이신  최소억제농도(MIC)가  ≤2  mg/L이며,  군집  분석  프로파일링[0018]

(population  analysis  profiling  ;  PAP)에서  AUC(area  under  the  curve)  ratio  가  0.9  미만일  경우이며,

hVISA는 이테스트(E-test)검사에서 MIC가 ≤2 mg/L 인 것과 2≥mg/L 인 것이 섞여있고 PAP에서 AUC(area under

the curve) ratio 가 0.9 에서 1.3 사이일 때를 의미한다.

PAP-AUC는 반코마이신 농도에 따른 균수 감소 정도를 그래프로 그려 균의 면적과 표준균(Mu3)의 면적과의 비율[0019]

을 나타내는 hVISA 확진 검사이다.

그 결과, 표 1과 같이 반코마이신에 노출시킨 6개의 반코마이신 감수성 황색포도알균(VSSA)이 hVISA로 변화한[0020]

것을 확인하였다.

표 1

[0021]

균주 최초
1
st
 또는 3

rd
 반코마이신 노출(exposure)

MIC AUC ratio MIC AUC ratio

strain 1 2 0.7 2 1.1

strain 2 2 0.7 2 1.2

strain 3 2 0.7 3 1.2

strain 4 2 0.6 3 1.1

strain 5 2 0.5 2 1.0

strain 6 2 0.6 3 1.1

상기 표 1과 같이 hVISA로 확인된 균주를 반코마이신이 포함되지 않은 TSB(Tryptic soy broth)배지에 16 내지[0022]

20시간 배양하였는데, 하룻밤 배양하고 그 다음날마다 신선한 TSB 배지에 계대 배양하는 방법으로 총 세 번 계

대 배양하였다.

그 후 이테스트(E-test)를 수행하여 배양된 황색포도알균의 MIC를 확인하고,도 1과 같은 과정으로 군집 분석 프[0023]

로파일링(population analysis profiling-area under the curve ; PAP-AUC)을 수행하여 hVISA가 유지되고 있는

지 확인하였다.

만약 확인결과, 반코마이신이 VSSA 균주의 최초 MIC 농도로 포함된 TSB 배지에서 삼일 동안 배양하여도 hVISA가[0024]

확인되지 않을 경우에는 MIC의 농도를 두 배 높여 상기 과정을 다시 반복하였다. 

그 결과, 표 2와 같이 반코마이신이 포함되지 않은 TSB 배지에서도 hVISA가 유지되고 있음을 확인하였다. 또한,[0025]

반코마이신이 포함되지 않은 TSB 배지에서 hVISA를 여섯 번째까지 계대 배양하여도 AUC ratio 값이 크게 변화하

지 않은 것이 확인됨에 따라, 여러 번의 계대 배양에도 hVISA가 유지되는 것을 확인할 수 있었다.
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표 2

균주[0026] stable hVISA(3
rd
) stable hVISA(6

th
)

MIC AUC ratio MIC AUC ratio

strain 1 2 0.9 2 1.0

strain 2 2 1.1 2 1.1

strain 3 4 1.3 2 1.0

strain 4 2 1.0 1.5 1.0

strain 5 2 0.9 2 1.0

strain 6 4 1.1 2 1.2

상기 결과로부터 본 발명에 따른 hVISA 구축방법은 안정화된 hVISA를 구축하고 유지하는데 매우 유용한 방법임[0027]

이 확인되었다.

이하, 본 발명의 이해를 돕기 위하여 실시예를 들어 상세하게 설명하기로 한다. 다만 하기의 실시예는 본 발명[0028]

의 내용을 예시하는 것일 뿐 본 발명의 범위가 하기 실시예에 한정되는 것은 아니다. 본 발명의 실시예는 당업

계에서 평균적인 지식을 가진 자에게 본 발명을 보다 완전하게 설명하기 위해 제공되는 것이다.

도면

도면1
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