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ABSTRACT
Background: Acinetobacter baumannii infection is a significant health problem worldwide 
due to increased drug resistance. The limited antimicrobial alternatives for the treatment of 
severe infections by multidrug-resistant A. baumannii (MDRAB) make the search for other 
therapeutic options more urgent. Linalool, the major oil compound in Coriandrum sativum, 
was recently found to have high antibacterial activity against A. baumannii. The purpose of 
this study was to investigate the synergistic effect of linalool and colistin combinations against 
MDRAB and extensively drug-resistant A. baumannii (XDRAB).
Methods: A total of 51 strains of A. baumannii clinical isolates, consisting of 10 MDRAB and 41 
XDRAB were tested. We determined the minimum inhibitory concentration (MIC) of linalool 
for the test strains using the broth microdilution method and searched for interactions using 
the time-kill assay.
Results: The time-kill assay showed that the linalool and colistin combination displayed a 
high rate of synergy (92.1%) (by synergy criteria 2), low rate of indifference (7.8%), and a high 
rate of bactericidal activity (74.5%) in the 51 clinical isolates of A. baumannii. The synergy 
rates for the linalool and colistin combination against MDRAB and XDRAB were 96% and 
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92.1%, respectively. No antagonism was observed for the linalool and colistin combination.
Conclusions: The combination of linalool and colistin showed a high synergy rate, which 
may be beneficial for controlling MDRAB infections. Therefore, this combination is a good 
candidate for in vivo studies to assess its efficacy in the treatment of MDRAB infections.
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INTRODUCTION
Acinetobacter baumannii는 기회감염을 일으키는 그람음성 구간균으로 다양한 감염을 일으키며 

균혈증, 폐렴, 수막염 및 요로감염과 관계가 깊다[1,2]. 최근 다제내성을 가진 A. baumannii가 등장
하면서 임상의가 항생제 선택에 어려움을 겪고 있다[3]. Polymyxin 항생제인 colistin은 신독성과 

신경독성 때문에 잘 사용되지 않다가, A. baumannii를 포함한 다제내성 그람음성균에 활성이 있
는 몇 안되는 항생제로 다시 주목을 받고 있다[4,5]. 하지만 colistin의 사용이 증가함에 따라 이에 

내성을 보이는 A. baumannii가 나타났고, colistin의 유용성에 큰 위협이 되고 있다[5-7]. 다제내성 

A. baumannii의 감수성 회복을 위한 방법으로 carbapenem의 지속적 주입, 박테리오파지 기반 치료 

그리고 항생제 병합요법 등이 제시되었다[8-10]. 항생제 사용은 부작용을 야기할 수 있고[11], 점
차 많은 사람들이 자연에서 유래하는 안전하게 여겨지는 성분을 선호함에 따라[12], 정유 같은 식
물유래 성분과 항생제의 병합요법이 대안으로 대두되어 왔다[13]. 식물은 다양한 대사산물을 만
드는데, 1차 대사산물은 호흡과 광합성에 관여하며 식물의 성장과 관련이 있다[14]. 2차 대사산물
은 과거 수백만년 동안 식물이 포식자에 대항하면서 형성되었고 화학적 방어역할을 한다[15]. 정
유는 휘발성있는 2차 대사산물의 복합체로[14] 꽃, 잎, 뿌리 그리고 씨앗 등에서 추출된다. 그리고 

세균성장을 억제하는 성질이 있어서 오래 전부터 치료제로 사용되어왔다[15]. Linalool은 향수, 화
장품 그리고 식품산업에서 널리 사용되는 모노테르펜(Monoterpene)으로 고수(Coriander) 정유의 

주요 구성성분이며, 광범위 항균작용을 하는 것으로 보고되었다[16-18].

다양한 균종에 대해 항생제를 정유 또는 정유의 구성성분과 병합한 항균작용에 대한 연구는 

그 동안 많이 있어왔다[17,19]. Multidrug-resistant A. baumannii (MDRAB)에 대한 항생제와 정유의 

병합 또는 식물추출물의 병합연구도 일부 시행되었다[20-22]. 정유와 항생제의 병합요법에 대한 

이전 논문들의 결과를 살펴보면, 균종간 그리고 균주간 변동성이 있기 때문에 병합에 사용할 약
효성분이나 화합물의 상승효과와 길항효과 여부를 파악할 필요가 있다[15-17, 23,24]. 이 연구는 

다제내성 A. baumannii를 MDRAB와 extensively drug-resistant A. baumannii (XDRAB)를 대상으로, 

linalool과 colistin 병합제의 약효를 평가하기 위해 시행했다.

MATERIALS AND METHODS

1. 대상 및 검체수집
2009년 6월부터 2015년 5월까지 총 6년간 조선대학교병원에서 세균배양검사가 의뢰된 검체 

중, A. baumannii로 동정되어 냉동보관해왔던 A. baumannii 51균주를 수집하여 분석, 조사하였다. 
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균주들은 두 번 계대배양 후 실험에 사용하였다. 균 동정은 VITEK2 System (bioMérieux, Marcy-

l�Etoile, France)의 VITEK2 GN 카드를 이용하였다. VITEK2 자동분석기로 A. baumannii로 동정
된 균주들은 균종명을 확인하기 위해 blaOXA-51-like PCR [25], Higgins PCR [26], A. baumannii species-

specific PCR [27]을 시행하여 모두 양성인 경우 A. baumannii로 동정하였다. 항균제 감수성 검사
는 VITEK2 System (bioMérieux)의 VITEK2 AST-N225 카드를 이용하였다. 연구에 사용된 균주는 

Magiorakos 등이 제시한 기준에 항생제를 9개의 범주로 구분하고, MDR은 3개 이상의 범주에서 

각 범주마다 1개 이상의 항생제에 감수성이 없는 경우이고, XDR은 2개 이하의 범주를 제외한 나
머지 범주에서 1개 이상의 항생제에 감수성이 없는 경우로 정의하였다[28].

2. 항균물질의 감수성 검사
Linalool과 colistin은 Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, MO, USA)사의 제품으로 각각 L2602, C4461

의 제품번호를 사용했다. 각 항균제에 대한 MIC는 Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

guideline에 따라 broth microdilution assay방법으로 측정하였다[29]. Colistin에 대한 감수성 결과는 

CLSI breakpoint 기준을 따라 해석하였다[29]. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853와 Escherichia 

coli ATCC 25922 균주를 정도관리를 위해 사용하였다.

3. Time-kill assay
Linalool과 colistin 단독제제를 각각 그리고 linalool과 colistin 병합제제로 time-kill assay를 시행하
였다. 각 균주는 항생물질과 섞였을 때 최종 농도가 1×106 CFU/mL가 되도록 Mueller-Hinton (MH) 

broth에 첨가했다. Colistin 농도는 임상적으로 도달 가능한 혈청 농도인 2 μg/mL를 사용했고[30], 

linalool은 시범적으로 1/4 MIC에 해당하는 농도를 사용했다. 항균제가 첨가된 MH broth가 담긴 

tube에 균주를 접종해서, 1 × 106 CFU/mL 농도로 전체 부피가 10 mL가 되도록 준비하여 37℃ 진
탕 배양기에서 배양하였다. 37℃에서 0시간과 24시간동안 배양한 균액을 10 μL씩 취해서 10배로 

연속희석하고, 희석액을 MH agar plate에 접종하여 하룻밤 배양 후 총 집락수를 산정하였다[31].

상승효과의 판단은 연구자마다 다른 기준을 쓰는 경향이 있어 방법이 다를 때 비교하기 어렵
기 때문에, 흔히 사용되고있는 두 가지 기준을 적용하여 각각 판정하였다. 24시간 배양 후, 가장 

활성이 높은 단독약제 처리조건에서 자란 균 수보다 병합제 처리조건에서 자란 균 수가 2 log10 

CFU/mL이상 감소한 경우를 기준1 (criteria 1)로 정의하였다. 그리고 상승효과의 기준1을 만족
하면서, 24시간 배양 후 집락수가 최초 균접종량보다 2 log10 CFU/mL이상 감소한 경우를 기준2 

(criteria 2)로 정의하였다. 무관 (indifferent)은 균 수가 2 log10 CFU/mL미만으로 증가 또는 감소했을 

경우이며, 길항효과 (antagonistic)는 2 log10 CFU/mL이상으로 증가한 경우로 정의하였다[32]. 각각
의 균주에 대해 기준1과 기준2를 모두 적용하여 상승효과율 (synergy rate)을 산출, 비교하였다. 최
초 균접종량보다 24시간 배양 후 균 수가 3 log10 CFU/mL 이상 감소했을 때 살균력이 있다고 판정
하였다[33].
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RESULTS

1. 균주의 항생제 감수성
51균주를 대상으로 VITEK2 장비의 항상제 감수성검사에서 감수성을 나타낸 비율은 

ampicillin-sulbactam 10.4%, aztreonam 0%, cefepime 2%, cefotaxime 0%, ceftazidime 2%, tigecycline 

24.4%, ciprofloxacin 0%, gentamicin 14.2%, imipenem 4%, meropenem 4%, piperacillin 2%, piperacillin-

tazobactam 2%, ticarcillin-clavulanic acid 0%, trimethoprim-sulfamethoxazole 14.8%, colistin 63.2%, 

minocycline 82.9%이었다.

2. Linalool과 colistin의 MIC
수집된 51개의 검체는 10종의 MDRAB, 41종의 XDRAB로 확인하였다. Linalool의 MIC는 2-32 

μg/mL, colistin의 MIC는 0.25-16 μg/mL를 관찰하였다. Linalool의 MIC50은 8 μg/mL, MIC90은 16 μg/

mL였고, colistin의 MIC50은 2 μg/mL, MIC90은 8 μg/mL이었다.

3. Time-kill assay 결과
모든 A. baumannii 균주에 대한 time-kill assay결과는 Table 1에 제시하였다. 기준1을 적용한 상
승효과 판정에서 MDRAB 10주 중 10주(100%), XDRAB 41주 중 39 주(95.1%)에서 상승효과를 관
찰하였다. 기준2를 적용한 상승효과 판정에서 MDRAB 10주 중 9주(90%), XDRAB 41주 중 38주
(92.6%)에서 상승효과를 관찰하였다. 길항효과는 보이지 않았다(Table 2).

Colistin을 단독처리한 경우 모든 균주에서 살균력을 관찰할 수 없었고, linalool을 단독처리한 

경우 MDRAB와 XDRAB 각각 1주에서 살균력을 보였다. 병합요법의 경우 MDRAB 10주 중 8주
(80%), XDRAB 41주 중 30주(73.1%)에서 살균력을 관찰하였다(Table 2).

Table 1. Results of time-kill assay and bactericidality against two-drug combinations of linalool and colistin of 10 MDR and 
41 XDR clinical isolates of A. baumannii

Group Isolate

Log10(VCC of 
combination/

VCC of MASA) of 24 
hr

Log10(VCC of 24 hr) – 
Log10(VCC of 0 hr) Synergy 

criteria 1‡
Synergy 

criteria 2§

MIC MIC Category Bactericidality∥

LNL* CST† LNL* + CST† LNL CST CST LNL* CST† LNL* + CST†

MDR 89-92 -5.2 3.8 3.7 -1.4 S I ¶ 4.0 8.0 R N N N
171-84 -6.1 0.1 2.9 -5.8 S S 16.0 2.0 S N N B
172-91 -3.4 0.8 0.8 -2.5 S S 16.0 2.0 S N N N
172-99 -5.1 -1.1 2.0 -6.2 S S 4.0 1.0 S N N B
174-99 -8.1 2.9 3.1 -5.2 S S 16.0 16.0 R N N B
180-82 -2.7 -3.4 0.1 -5.9 S S 16.0 0.5 S B N B
181-67 -9.5 1.9 1.7 -5.3 S S 32.0 0.5 S N N B
186-88 -5.0 -0.3 0.9 -5.2 S S 16.0 2.0 S N N B
191-19 -8.2 3.1 4.2 -5.0 S S 8.0 2.0 S N N B
200-92 -7.4 2.1 4.1 -5.1 S S 8.0 2.0 S N N B
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Table 1. Results of time-kill assay and bactericidality against two-drug combinations of linalool and colistin of 10 MDR and 
41 XDR clinical isolates of A. baumannii (continued)

Group Isolate

Log10(VCC of 
combination/

VCC of MASA) of 24 
hr

Log10(VCC of 24 hr) – 
Log10(VCC of 0 hr) Synergy 

criteria 1‡
Synergy 

criteria 2§

MIC MIC Category Bactericidality∥

LNL* CST† LNL* + CST† LNL CST CST LNL* CST† LNL* + CST†

XDR 69-84 -5.2 2.6 3.9 -2.5 S S 4.0 8.0 R N N N
99-73 -6.1 0.2 0.3 -5.3 S S 8.0 8.0 R N N B

111-27 -6.2 0.9 2.8 -5.3 S S 32.0 2.0 S N N B
130-33 -4.1 1.8 1.9 -2.3 S S 4.0 16.0 R N N N
139-27 -4.0 -1.3 3.1 -5.3 S S 16.0 2.0 S N N B
148-33 -4.4 -1.4 1.3 -5.8 S S 8.0 8.0 R N N B
150-94 -5.4 2.2 2.1 -3.2 S S 8.0 2.0 S N N B
155-24 -2.7 1.8 3.6 -2.7 S S 4.0 2.0 S N N N
158-46 -4.0 -1.9 -1.9 -5.9 S S 8.0 2.0 S N N B
158-86 -7.2 2.2 3.2 -5.0 S S 8.0 1.0 S N N B
158-87 -5.8 0.7 4.2 -5.2 S S 8.0 8.0 R N N B
159-86 -7.0 1.0 3.2 -6.0 S S 8.0 0.3 S N N B
160-14 -2.4 -0.2 -0.3 -2.6 S S 4.0 16.0 R N N N
160-15 -7.0 1.7 1.7 -5.2 S S 16.0 1.0 S N N B
160-68 -6.0 0.7 3.9 -4.9 S S 16.0 8.0 R N N B
160-92 -6.2 0.9 3.8 -5.3 S S 16.0 4.0 R N N B
160-93 -3.2 -3.0 1.9 -6.0 S S 8.0 8.0 R N N B
162-83 -6.0 -0.2 2.3 -5.9 S S 16.0 0.5 S N N B
162-88 -3.1 0.7 3.8 -2.3 S S 4.0 8.0 R N N N
163-71 -3.6 4.4 4.3 0.8 S I 2.0 8.0 R N N N
163-72 -1.9 -0.5 0.7 -2.5 I I 4.0 8.0 R N N N
163-77 -7.3 2.2 2.0 -5.1 S S 16.0 4.0 R N N B
164-35 -4.3 1.8 1.9 -2.3 S S 4.0 2.0 S N N N
164-62 -5.8 0.6 4.0 -5.0 S S 8.0 2.0 S N N B
165-41 -3.3 0.8 1.7 -2.4 S S 4.0 8.0 R N N N
165-83 -8.2 2.9 2.9 -5.2 S S 16.0 8.0 R N N B
165-83 -7.2 1.8 2.8 -5.2 S S 16.0 8.0 R N N B
166-13 -6.4 2.0 2.9 -4.4 S S 16.0 0.5 S N N B
166-24 -6.2 0.9 3.0 -5.3 S S 8.0 1.0 S N N B
166-61 -8.3 3.5 4.3 -4.8 S S 32.0 1.0 S N N B
172-89 -8.2 2.4 2.3 -6.0 S S 8.0 2.0 S N N B
177-35 -5.2 2.9 2.9 -2.1 S S 4.0 2.0 S N N N
189-52 -7.2 2.1 3.2 -4.9 S S 8.0 2.0 S N N B
189-97 -7.1 1.8 1.9 -5.2 S S 16.0 2.0 S N N B
200-19 -4.3 2.0 2.0 -2.2 S S 8.0 2.0 S N N N
218-62 -6.0 0.8 0.6 -5.2 S S 16.0 1.0 S N N B
219-12 -5.3 2.1 1.9 -3.2 S S 16.0 1.0 S N N B
219-56 -6.9 1.7 3.0 -5.0 S S 16.0 1.0 S N N B
219-67 -0.4 -4.0 4.0 -4.4 I I 16.0 1.0 S B N B
222-23 -2.8 -3.2 1.1 -6.1 S S 8.0 1.0 S B N B

　 230-54 -5.0 -1.1 -1.0 -6.1 S S 8.0 1.0 S N N B
*Linalool 1/4 MIC; †Colistin 2 μg/mL; ‡≥2 log10 CFU/mL reduction with the combination compared with the most active single agent of 
24hr; §≥2 log10 CFU/mL reduction with the combination compared with the most active single agent and ≥2 log10 CFU/mL reduction below 
the initial inoculum at 24 hr; ∥≥3 log10 CFU/mL reduction compared with the initial inoculums; ¶ <2 log10 change in CFU/mL at 24 hr with 
the combination compared with the most active single agent
Abbreviation: MIC, minimum inhibitory concentration; LNL, Linalool; CST, Colistin; B, bactericidal; N, non-bactericidal; MDR, multidrug-
resistant; XDR, extensively drug-resistant; S, synergy; I, Indifference; VCC, viable cell count, MASA, most active single agent.
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DISCUSSION
본 연구에서 다제내성 A. baumannii 임상분리주 51주로 linalool과 colistin을 병합하여 효과를 평
가한 결과, 단일약제를 사용했을 때보다 우수한 항균력을 보였다. MDRAB를 이용한 과거 연구
에서 레드 리버 검(Eucalyptus camaldulensis) 정유와 polymyxin B를 병합하여 상승효과를 관찰했
다[21]. 은매화(Myrtus communis L.) 정유를 polymyxin B 그리고 ciprofloxacine과 각각 병합하여 

MDRAB를 대상으로 상승효과를 관찰한 연구도 있었다[20].

A. baumannii에 linalool을 처리하자 항균활성과 빠른 살균효과를 나타냈고, biofilm 형성을 제
한하고 표면에 세균부착과정을 억제했다[19]. P. Aelenei 등은 checkerboard 방법으로 oxacillin, 

erythromycin, gentamycin, ciprofloxacin, tetracyclin, clindamycin, erythromycin 을 각각 linalool과 병
합한 효과를 평가하였다. S. aureus 3주, P. aeruginosa 2주, Staphylococcus epidermidis 1주, E. coli 1주
를 대상으로 했고 모든 항생물질 조합 중 상승효과를 보인 비율을 균주별로 살펴보면, S. aureus 

는 80% (12/15), P. aeruginosa 는 12.5% (1/8), S. epidermidis 42.8% (3/7), E. coli 40% (2/5)에서 상승효
과가 있음을 확인하였다[17]. Silva 등은 checkerboard 방법으로 linalool과 imipenem 그리고 linalool

과 ciprofloxacin의 병합요법을 참조균주 S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC 25853, 임상분
리주 S. aureus, P. aeruginosa을 포함한 총 네 균주에 대해 시행하였다. 저자는 fractional inhibitory 

concentration(FIC) 지수가 0.5이하면 상승효과, 0.5초과 1미만은 첨가효과, 1이상 4미만은 무
관으로 정의하였다. Linalool과 imipenem을 병합한 결과 네 균주 모두 상승효과로, linalool과 

ciprofloxacin의 병합은 S. aureus에서 첨가효과(additive), P. aeruginosa 는 무관을 보였다고 하였다
[16]. 위의 결과들은 본 연구와는 다른 균종과 다른 항생제에 대한 병합효과를 평가한 결과이므
로, 상승효과율을 직접 비교할 수는 없었다. 이 점을 고려하더라도, linalool과 colistin을 조합했을 

때 기준2를 적용 시 92%의 상승효과를 보였기 때문에, 이 조합은 다제내성 A. baumannii에 대한 

유망한 조합으로 여겨진다.

Linalool과 colistin 병합제가 세균에 작용하는 기전은 명확하지 않다. 일반적으로 정유는 세포
벽의 투과성을 변화시켜서 전해질의 누출과 아미노산, ATP 그리고 DNA 등의 소실을 유도하며, 

일부 정유는 축적되면서 세포벽 구조의 완전성(integrity)을 방해하고 세포사멸을 유도한다[34]. 

Linalool은 그람양성균과 그람음성균 모두에서 세포벽의 투과성을 증가시켜 세포구성성분의 소
실을 유도한다고 보고되었다[35]. Colistin은 양친매성(amphiphilic) 항생제로, 세균 외부 세포벽의 

Table 2. Comparison of time-kill assay results between MDR and XDR groups against 
combination of colistin and linalool

Combination of antibiotics Interaction
MDR XDR Total

No. (%) No. (%) No. (%)
Colistin+Linalool Synergy (criteria 1) 10 (100) 39 (95.1) 49 (96.0)

Synergy (criteria 2) 9 (90.0) 38 (92.6) 47 (92.1)
Indifference 1 (10.0) 3 (7.3) 4 (7.8)
Antagonism 0 (0) 0 (0) 0 (0)

　 Bactericidal 8 (80.0) 30 (73.1) 38 (74.5)

Abbreviation: MDR, multidrug-resistant; XDR, extensively drug-resistant.
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lipopolysaccharide (LPS)의 lipid A (LPA)와 상호작용하여, 세포를 사멸시킨다[36]. Linalool과 colistin 

모두 세포벽에 작용하는 항균기전을 가지고 있고, 상승작용의 기전을 밝히기 위해서는 추가 연
구가 필요하다.

결론적으로 A. baumannii 에 대한 linalool 과 colistin 조합은 MDRAB, XDRAB 모두 높은 비율로 상승
효과를 보여 매우 효과적인 조합임을 확인할 수 있었다. 기존 항생제간의 병합요법을 통해 MDRAB

에 적용하려는 노력들이 있어왔고 병합요법이 효과적임을 밝힌 기존의 연구들도 있었던 반면[37], 

in vitro와 in vivo가 상반되는 결과를 나타내는 연구도 있었다[38]. 본 연구는 기존 항생제간의 조합이 

아닌, 정유의 성분인 linalool과 colistin을 병합하여 다제내성 A. baumannii에 적용한 최초의 연구로 의
미있는 상승효과율을 확인했다. 현재 정유와 항생제의 병합요법은 많은 연구가 이루어지지 않은 분
야로, 임상적용을 위해서는 더 많은 in vivo, in vitro 연구가 필요할 것으로 생각된다.

요약
배경: Acinetobacter baumannii는 약제내성의 증가로 세계적인 문제로 대두되고 있다. 다제내성 A. 

baumannii (MDRAB)감염의 치료법이 제한적이므로 새로운 치료법의 발견이 시급하다. Linalool

은 Coriandrum sativum의 주요 구성요소로서 최근 A. baumannii에 대한 높은 항균효과를 가지고 있
음이 밝혀졌다. 이 연구의 목적은 MDRAB와 광범위내성 A. baumannii (XDRAB)에 대하여 linalool

과 colistin의 조합이 상승효과를 보이는지 조사하기 위함이다.

방법: A. baumannii 51균주로 실험하였으며 10균주의 MDRAB와 41균주의 XDRAB로 구성되었다. 

Broth microdilution으로 linalool의 MIC를 결정하였고 time-kill assay로 약제의 작용을 평가하였다.

결과: 51균주의 A. baumannii 임상분리주를 대상으로 Time-kill assay 시행한 결과 기준 2를 적용시, 

높은 상승작용(92.1%), 낮은 무관(7.8%), 그리고 높은 살균효과(74.5%)가 관찰되었다. Linalool과 

colistin조합의 상승효과는 MDRAB와 XDRAB에서 각각 96%와 92.1%로 관찰되었다. 길항작용은 

관찰되지 않았다.

결론: Linalool과 colistin의 조합은 높은 상승작용률을 보여 MDRAB감염을 관리하는 효과적인 조
합일 가능성을 보여주었다. 그러므로 이 조합의 MDRAB감염치료에 대한 효율성을 평가하기 위
해 in vivo 추가연구가 필요하다.
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