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ABSTRACT

EffectsofProbioticsandAntibioticsonMajorTarget

Bacterium(Gardnerellavaginalis)forTreatmentof

BacterialVaginosis

                                   Kim Jung-A

Advisor:Prof.ParkSang-Hag,M.D.,Ph.D.

DepartmentofComplementaryand

AlternativeMedicine,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Objective: Gardnerella vaginalis is a major predisposing bacterium of

Bacterialvaginosis(BV).Ithelpstoobligateanaerobicbacteriatoadhereon

vaginalsquamousepithelia,increasingtheriskofBV.Thisstudyaimstotest

probioticeffectofSteroidobacterdenitrificansYH1andLactobacilluscrispatus

YH2 against wild strains of G.vaginalis and search vaginalantibiotic

suppositorythatinhibitsgrowthofG.vaginaliswildstrainsaspre-treatment

beforeadministratingprobiotics.

Methods:Thirty-three G.vaginalis wild strains were isolated from BV

patientsdiagnosedusingAmsel’scriteriathenidentifiedbyseveralconfirmative

characteristics and tests, i.e. β-hemolytic tiny colony, Gram-variable

pleomorphicshortrods,oxidasetest(-),catalasetest(-),metronidazoledisc(5

㎍)resistanceandcluecell.Biotypewasdeterminedbytheresultsofhippurate

test,β-galactosidasetestandlipaseegg-yolkplatetest.Theeffectivevaginal

antibiotic suppository was searched using antibiotic disc diffusion teston

thirty-fourstrainsofG.vaginalis.ProbioticeffectsofS.denitrificansYH1and

L.crispatusYH2strainsisolatedfrom ahealthywoman'svaginawerealso
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measuredusingasimilarantibioticdiscdiffusionmethod.

Results:Biotypesof33wildstrainswereasfollowing:threetype1,two

type2,twotype3,fourtype4,fifteentype5,onetype6,twotype7andfour

type8.Thedistinctβ-hemolysis(+++)wascausedbytype1,2,5,6andthe

weakβ-hemolysis(+)bytype4,8.Theaverageinhibitionzonediametersof

augmentinandclindamycinagainstG.vaginaliswildstrainswere44.9±9.5㎜

and55.5±5.5㎜ each.Twenty-onestrains(64%)amongthe33wildstrainsof

G.vaginalisshowedinhibitionzonesof0㎜ againstmetronidazole(50㎍)disc.

TheaverageinhibitionzonediametersbyS.denitrificansYH1andL.crispatus

YH2were27.4±9.7㎜ and23.9±9.0㎜ respectivelyagainstrandomlyselected15

strainsofG.vaginalis.Metronidazoleresistanceshowedacloserelationamong

G.vaginalisbiotypes,buttherewasnorelationbetweenprobioticinhibitionand

biotype.

Conclusion:TheresultsofthisstudyshowedthatS.denitrificansYH1and

L.crispatus YH2 have probiotic effects to mostG.vaginalis wild strains

withoutanyrelationto biotype.Allwildstrainsshowedhighsusceptibilityto

clindamycinandaugmentin,whilemanywereresistanttometronidazole.This

means that clindamycin vaginal suppository needs to be used as a

pre-treatmentmeansofBV therapy priortoadministration ofprobioticsS.

denitrificansYH1orL.crispatusYH2strain.

Key words: Bacterial vaginosis, Gardnerella vaginalis, Probiotics,

Clindamycin,Augmentin,Metronidazole
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I.서 론

세균성 질증(bacterialvaginosis)은 가임기 여성들에게 가장 흔한 질염으로 생선

비린내가 나는 회백색 질 분비물의 증가가 주 증상이며(1,2),조기 진통,조기 양

막파수,태아막 감염,조산,저체중아,산후 자궁내막염,불임,산부인과적 수술 후

감염 등의 합병증과 관련이 있다(3-10).

여성의 질 내에는 정상 세균군인 유산간균(lactobacillus)및 비 병원성 사슬알균

같은 유산 생성 세균들(lacticacidbacteria)이 있어 질 내 산도를 4.5이하로 유지

하여 병원성 세균의 성장을 억제하고 건강한 질 환경을 유지하는 역할을 한다.

세균성 질증은 이러한 유산 생성 세균들이 Gardnerellavaginalis,절대 무산소

세균(Bacteroidesspp.,Mobiluncusspp.,Peptococcusspp.,Peptostreptococcus

spp.,Prevotellaspp.etc.)및 Mycoplasmahominis,Ureaplasmaurealyticum 등

으로 교체되면서 발생하는 비 특이적 질염이다(2,3,11,12).특히 조건 무산소 세

균인 G.vaginalis는 세균성 질증에서 그 수가 크게 증가하며 질 내 pH를 상승시키

고,절대 무산소 세균들의 질 상피세포 부착을 도와 질 내 생태계에서 우위를 점하

는데 결정적 기여를 한다(13,14).

현재 세균성 질증의 치료는 항생제인 metronidazole 정제를 복용하거나,

metronidazole혹은 clindamycin질좌제를 질 내에 삽입하여 절대 무산소 세균들을

억제하는 치료가 주를 이루고 있으나 재발이 잦다.이는 질 내 유산 생성 세균들의

감소로 인한 질 생태계의 파괴가 중요한 원인으로 알려져 있다.Hillier등(15)은 항

생제 치료 직후 질 내에 83%의 유산간균이 있었으나 1개월 후에는 65%로 감소했

다고 하였으며,Eschenbach등(16)은 건강한 질 내 유산간균의 96%가 과산화수소

를 생성하나 세균성 질증 치료 후에는 6%만이 과산화수소를 생성한다고 보고 하

였다.

이처럼 세균성 질증의 만성적 감염이나 잦은 재발로 인해 보완대체요법으로 치

료하는 여성들이 많으며,대표적으로 쑥을 이용한 훈증,유산용액을 이용한 좌욕,

요구르트 요법,티트리오일 요법 등이 있으나 어느 것도 확실한 치료법이 되지 못

하고 있다.

세균성 질증 치료의 새로운 대안으로 lacticacid생성 세균들을 probiotics로 사
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용하고자 하는 연구들이 시도되고 있다(17-20).그러나 probiotics를 단독으로 질

내에 투여했을 때 세균성 질증의 치료 효과가 뚜렷하지 않았다(21).

이에 본 연구는 세균성 질증의 주요 표적 세균인 G.vaginalis와 한국 미생물 보

존센터(KCCM)에서 동정된 probiotics인 Steroidobacter denitrificans YH1과

LactobacilluscrispatusYH2균주를 이용하여 G.vaginalis표준균주 및 야생균주

들의 biotype을 결정하고 G.vaginalis biotype과 용혈능력,항생제 감수성 및

probiotics효과와의 관계를 규명함으로써,세균성 질증의 치료와 정상적인 질 생태

계의 회복을 위해 antibiotics와 probiotics의 병용에 대한 실험적 근거를 찾고자 하

였다.
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II.재료 및 방법

A.실험에 사용한 표준균주들

본 실험에 사용된 표준균주들은 다음과 같다.

Gardnerella vaginalis (ATCC 14018),Bacteroides fragilis (ATCC 25285),

Mobiluncus mulieris (ATCC 35239), Peptococcus spp. (NCCP 22454),

Peptostreptococcusasaccharolyticus(KCTC3321).

B.실험에 사용한 probiotics

한국 미생물 보존센터(KCCM)에서 동정된 SteroidobacterdenitrificansYH1과

LactobacilluscrispatusYH2를 조선대학교 의과대학 미생물학교실에서 분양받아

실험에 사용하였다.

C.G.vaginalis배양을 위한 사람 적혈구 용해액의 제조

농축 적혈구 혈액에 생리식염수를 첨가하여 냉장 원심 분리기(VisionScientific

Co.,VS-21SR,Seoul,Korea)에서 3,500rpm으로 3번 원침 세척한 후,상청액을 제

거하고 남은 적혈구에서 fibrin성분을 woodenapplicator로 휘저어 제거하고 증류

수를 부가하여 사람의 전혈 용량으로 환원하였다.이 적혈구 용액을 플라스틱 용기

에 넣어 –80℃ 냉동고에서 30분간 동결 후 즉시 해동하는 과정을 3회 반복하고,

용혈된 적혈구액에 같은 양의 증류수를 넣어 희석한 다음 상기 냉장 원심 분리기

에서 12,000 rpm으로 30분간 원침한 후,상청액을 수합해서 0.45㎛ Millipore

syringefilter기로 여과 멸균하여 냉장 보관하면서 필요시 Columbia배지에 10%되

게 첨가하여 사용하였다.장기간 보관할 경우에는 –80℃ 냉동고에 보관하였다가

필요시 해동하여 사용하였다(22).
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D.세균성 질증의 진단

특별한 통증이 없이 악취가 나는 질 분비물을 주소로 산부인과를 내원한 환자들

에서 면봉으로 취한 질 분비물을 생리식염수 1㎖에 부유시켜 균질성을 확인하였

다.자동 피펫으로 20㎕를 취하여 슬라이드 글라스에 놓고 커버 글라스를 덮어

400x현미경하에 효모나 질트리코모나스 원충이 없는 것을 확인한 샘플들에서 20

㎕씩을 취하여 슬라이드 글라스에 도말한 다음 헤어드라이기로 건조하였다.건조된

슬라이드들을 슬라이드 거치대에 삽입하여 95% 에틸알코올 용액에서 20분간 고정

한 후 그람 염색을 시행하였다.1,000x로 검경하여 그람 다양성 짧은 간균들이 가

장자리가 구분되지 않을 정도로 붙어있는 질 상피세포를 cluecell로 확인하고 최종

적으로 세균성 질증 환자의 샘플로 진단하였다(23).

E.G.vaginalis집락의 순수 분리 배양

세균성 질증 환자의 것으로 진단된 샘플의 생리식염수 부유액 20㎕를 자동 피

펫으로 취하여 사람 농축 적혈구액을 10%되게 첨가한 Columbiaagar(MERCK)에

접종하고 선상 도말한 후,5∼10% 이산화탄소와 더불어 무산소 상태를 조성하는

일회용 무산소 배양 세트(Quickanaero-system,SindoCo.,Gwangju,Korea)(24)

에 안치한 다음 일반 배양기에 넣어서 48∼72시간 배양하였다.배양된 집락들 중에

서 β-용혈을 보이고,크기가 0.5∼0.7㎜정도인 옅은 흰색 집락을 취하여 새로운

Columbiabloodagar에 순수 배양하였다.

F.G.vaginalis의 동정

순수 배양된 집락들을 그람 염색하여 그람 다양성 및 다형태를 보이는 짧은 간

균을 확인하고 catalasetest음성,oxidasetest음성 및 metronidazoledisc(5㎍)

에 내성을 보이는 균주들을 최종적으로 G.vaginalis로 동정하였다.최종 동정된 야
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생주들에 대하여 14-1부터 14-37까지 균주 번호를 부여하였다.

G.G.vaginalis의 biotype결정

1.β-galactosidasetest(ONPG)

Benito 등(25)의 방법을 사용하여 다음과 같이 실시하였다. 1M sodium

phosphate monobasic monohydrate (SIGMA-ALDRICH)39 ㎖와 1M sodium

phosphatedibasicanhydrous(SIGMA-ALDRICH)61㎖를 혼합하여 1M sodium

phosphatebuffer(pH 7.0)를 만들고,여기에서 25㎖를 취하여 D.W 75㎖와 혼합

해 최종 농도 0.25M 용액을 만들었다.0.25M sodium phosphatebuffer50㎖에

2-nitrophenyl-β-D-galactopyranoside(SIGMA)200㎎을 용해하여 0.4% 용액을

만든 다음 멸균된 작은 시험관에 0.5㎖씩 분주하고,여기에 직경 2㎜ 루프로 평

판에 배양된 33개의 G.vaginalis균주들을 각각 1루프씩 취하여 부유 혼합하였다.

부유된 시험관들을 37℃ 수조에서 4시간 혹은 18시간까지 두었다가 노란색으로 변

하면 양성으로 판독하였다.

2.Hippurate가수분해 검사

황 등(26)의 방법을 사용하여 다음과 같이 실시하였다.Sodium hippurate

(SIGMA)1% 수용액을 만들어(-20℃에 냉동 보관하였다가 필요시 해동하여 사용)

여과 멸균한 후 멸균된 작은 시험관들에 0.4㎖씩 분주하였다.G.vaginalis33개

균주들을 크게 한 루프씩 취하여 시험관들에 부유하고 이를 37℃ 일반배양기에서

2시간 방치한 다음,Acetone(Junsei,Japan)과 1-butanol(Junsei,Japan)1:1혼합

액 100㎖에 ninhydrin(SIGMA)3.5g을 용해한 3.5% ninhydrin용액 200㎕씩을

부가하였다.다시 37℃ 배양기에 시험관들을 10분간 방치하였다가 짙은 보라색으로

변하면 양성으로 판독하였다.
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3.Lipaseegg-yolkplatetest

Piot등(27)의 방법을 사용하였으며,Lipasetest배지의 조성은 다음과 같다.

ProteosepeptoneN0.3(DIFCO)40g,Na2HPO4(SIGMA-ALDRICH)5g,NaCl

2g,Dextrose2g,5% MgSO40.2㎖,Bacto-agar(DIFCO)25g을 D.W 850㎖

에 혼합 용해하여 121℃,15Lb에서 15분간 멸균하고 50℃로 식힌 후,무균 상태의

egg-yolk emulsion (MERCK) 100 ㎖와 여과 멸균된 마혈청 (GIBCO,

heat-inactivated)50㎖를 첨가 혼합하여 90㎜ 평판에 분주하였다.G.vaginalis

33균주들을 각 1개의 lipasetest평판에 선상 도말하여 일회용 무산소 배양 세트에

10개씩 안치한 다음 일반 배양기에 넣어 7일간 배양한 후,평판을 비스듬히 빛에

비추어 집락 주위에 진주 빛의 반투명대가 관찰되면 양성으로 판독하였다.이때

Staphylococcusaureus를 양성 대조로 함께 사용하였다.

4.Lipasespottest

Briselden등(28)의 방법을 사용하여 다음과 같이 실시하였다.먼저 WhatmanTM

No.2filterpaper(GEhealthcareCo.UK)strip(60x6mm)의 한 쪽 끝에 연필

로 균주 번호를 적어 플라스틱 평판에 5개씩 놓고,D.W에 용해한 110μ㏖/㎖의

4-methyl-umbelliferyloleate(SIGMA)40㎕를 strip중앙에 투하하였다.상기 1.

의 1M sodium phosphatebuffer를 8배 희석한 10㎖ (125m㏖)에 CaCl2(SIGMA)

11㎎ (12m㏖)과 N-octyl-β-D-glucopyranoside(SIGMA)58.4㎎ (22m㏖)을 용

해한 용액 40㎕를 strip중앙에 중첩 투하하였다.이어서 평판에서 성자한 G.

vaginalis야생주들을 2㎜ loop로 충분히 취하여 strip중앙에 혼합하고 strip이 들

어있는 평판들을 37℃에서 15분간 방치하였다.그 후 평판들을 암실로 옮겨 365㎚

UV lamp(VL-4.L,France)로 자외선을 쬐어 균을 접종한 부위가 푸른색 형광을

나타내면 lipase양성으로 판독하였다.이때 Staphylococcusaureus를 양성 대조로

함께 사용하였다.
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H.Augmentin,clindamycin,metronidazoledisc감수성

검사

세균성 질증 치료에 빈번하게 사용되어 온 3가지 항균제들에 대한 감수성 검사

를 시행 하였다.멸균한 Columbiabroth(MERCK,Germany)에 사람 적혈구 용해

액을 10%되게 첨가한 액체 배지에 G.vaginalis33균주를 각각 접종하고 37℃에서

48시간 무산소 배양을 한 후,배양액을 희석하지 않고 사람 적혈구 용해액을 10%

되게 첨가한 Columbiaagar에 면봉으로 도포 접종하였다.이어서 각 균주 당

Augmentin(amoxycillin/clavulanicacid,30㎍,OXOID,UK),clindamycin (10

㎍,OXOID),metronidazole(50㎍,OXOID)disc1개씩을 평판의 중앙에 놓고 핀

셋으로 가볍게 눌러 일회용 무산소 배양 세트에 10개씩 안치한 다음 일반 배양기

에서 48시간 배양한 후 표준자로 억제대의 직경을 측정하였다.

건강한 여성에서 분리한 probiotics인 Steroidobacter denitrificans YH1과

LactobacilluscrispatusYH2균주에 대해서도 disc감수성 검사를 시행 하였다.

Man-Rogosa-Sharpe(MERCK)(MRS)broth에서 48시간 배양한 두 가지 균액을

생리식염수로 1,000x희석한 후,면봉으로 MRSagar에 도포 접종하여 각 평판의

중앙에 상기 disc한 개씩을 놓고 마찬가지로 48시간 무산소 배양을 한 다음 억제

대의 크기를 측정하였다.

세균성 질증 환자들에서 흔히 분리되는 절대 무산소 세균들인 Bacteroides

fragilis, Mobiluncus mulieris, Peptococcus spp., Peptostreptococcus

asaccharolyticus 표준균주들에 대해서도 disc 감수성 검사를 시행 하였다.

metronidazoledisc는 50㎍ disc대신 5㎍ disc(OXOID,UK)를 사용하였다.

Wilkins-Chalgrenanaerobebroth(OXOID,UK)에서 48시간 무산소 배양한 균액

들을 생리식염수로 1,000x희석하여 Wilkins-Chalgrenagar (DIFCO,USA)에 면

봉으로 도포하고 중앙에 disc한 개씩을 놓아 동일하게 48시간 무산소 배양을 한

후 억제대의 크기를 측정하였다.
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Figure1.GrowthinhibitionzoneofG.vaginalisbyantibioticdiscdiffusion

test
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I.S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2에 의한

G.vaginalis야생주들의 성장 억제 검사

세균성 질증 환자에서 분리한 G.vaginalis 33개 야생균주들에 대하여 S.

denitrificansYH1과 L.crispatusYH2의 성장 억제 검사를 시행하였다.Columbia

agar와 MRSagar를 동량으로 혼합하고 여기에 사람 적혈구 용해액을 10%되게 첨

가한 배지를 CMBagar(pH 6.3)로 약칭하였다.사람 적혈구 용해액 10%를 첨가한

Columbia broth에서 5∼10% 이산화탄소와 함께 48시간 무산소 배양한 G.

vaginalis야생균주들을 생리식염수로 10x희석하고,동시에 MRSbroth에서 24시

간 배양한 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2를 생리식염수로 10x희석하여

균액을 만들었다.희석한 G.vaginalis야생주들의 균액을 면봉으로 취하여 균주 당

2개의 CMB agar에 도포 접종하고,각 평판의 중앙에 S.denitrificansYH1과 L.

crispatusYH2균액 5㎕씩을 투하 접종하여 5∼10% 이산화탄소와 함께 72시간

무산소 배양한 후 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2주변 억제대의 직경

(㎜)을 측정하고 평균값을 산출하였다.
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Figure 2.Growth inhibition zones of G.vaginalis by S.denitrificans

YH1(above)andL.crispatusYH2(below)
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III.결 과

A.G.vaginalis야생주들에 대한 lipaseegg-yolkplate

test와 lipasespottest

Briselden 등(28)의 4-methyl-umbelliferyloleate을 사용한 lipasespottest와

Piot등(27)의 egg-yolk을 사용한 lipaseplatetest의 결과는 표 1과 같이 G.

vaginalis33개 야생균주 중 20개 균주에서 서로 상반된 결과를 보였다.전통적으로

사용된 Piot등(27)의 egg-yolk법 biotype분류에 따르면 biotype1,2,3,4는

lipase양성,5,6,7,8은 lipase음성이었다.이에 본 연구에서는 G.vaginalis

biotype을 분류하는 한 가지 항목인 lipase검사법으로 Briselden등(28)의 lipase

spottest와 Piot등(27)의 lipaseegg-yolkplatetest를 동시에 시행하여 그 결과를

비교한 후,논란이 많은 Briselden법의 결과를 버리고 Piot등의 방법으로 biotype

을 결정하였다(Table1).
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Table1.DifferencesbetweenlipasetestsbyBriseldenetc.andPiotetc.

GV strain No. 
lipase spot test by 

Briselden etc.

lipase egg-yolk plate test

by Piot etc.

GV Biotype No. 

by Piot etc.

14-1 + + 1

14-2 - - 5

14-3 + + 4

14-4 + - 6

14-5 + + 4

14-6 - + 1

14-7 + - 5

14-8 + + 3

14-9 + + 2

14-10 - + 3

14-11 + + 2

14-12 + - 5

14-13 + - 5

14-14 - + 4

14-15 + - 5

14-16 + - 8

14-17 + - 5

14-19 + - 5

14-20 - - 7

14-21 - - 8

14-23 - - 8

14-24 - - 8

14-25 + - 5

14-26 + - 5

14-27 + + 4

14-28 + - 5

14-29 + - 5

14-30 + - 5

14-32 + - 5

14-33 + - 7

14-34 + - 5

14-36 + - 5

14-37 + + 1

14018*
+ + 4

*
ATCC14018
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B.G.vaginalis야생주들의 biotype분포

G.vaginalis표준균주 (ATCC14018)를 포함한 34균주의 biotype결과는 다음과

같다(Table2).

Table2.DistributionofG.vaginalisbiotype

GV Biotype No. and features

 Biotype No. 1 2 3 4 5 6 7 8

β-galactosidase + - - + - + - +

Lipase activity + + + + - - - -

Hippurate hydrolysis + + - - + + - -

Biotype distribution

(total 34 strains)
3 2 2 5(1)* 15 1 2 4

*
No.ofparenthesisisthestandardstrain(ATCC14018)

  C.G.vaginalisbiotype과 β-hemolysis의 상관관계

  사람 적혈구에 대한 G.vaginalis의 완전용혈 정도와 biotype과는 밀접한 관계가

있었다.3+의 완전용혈을 보인 biotype은 1,2,5,6이었으며(biotype5는 15균주 중

에서 1균주만 1+용혈을 보임),biotype4,8은 모두 1+의 용혈을 보였다.

biotype3,7은 3+와 1+를 반반씩 나타냈다(Table 3).

  Table3.RelationshipbetweenG.vaginalisbiotypeanddegreeofβ-hemolysis

Degree of 

β-hemolysis

GV Biotype(Counts of strain)

1(3) 2(2) 3(2) 4(4) 5(15) 6(1) 7(2) 8(4)

+ 0 0 1 4 1 0 1 4

+++ 3 2 1 0 14 1 1 0
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D.G.vaginalis33균주에 대한 항균제 원판 확산법

G.vaginalis야생균주에 대한 항균제 감수성 결과는 다음과 같다.

Metronidazole(50㎍/disc)은 G.vaginalis21개 야생균주 (64%)에 대하여 전혀

억제 효과를 나타내지 않았으며,나머지 12균주들에서 20∼40㎜의 억제대를 보였다

(Table4).Biotype5는 15균주 중 14균주(93%)가 완전 내성을 보였고 biotype2,

3,7도 모두 완전 내성을 보인 반면,biotype1,4,6,8은 12균주 중 1균주를 제외

한 11균주에서 20∼40㎜의 억제대를 보임으로써 metronidazole내성과 biotype이

밀접한 상관관계가 있는 것으로 나타났다(Table5).

한편 clindamycin은 평균 55.5±5.5 ㎜의 억제대를 나타냈고 augmentin 역시

44.9±9.5㎜의 비교적 넓은 억제대를 보였으며,clindamycin,augmentin모두 내성

을 보이는 균주는 한 균주도 없었다(Table4).



- 15 -

Table4.Antibioticdiscdiffusiontestto33wildstrainsofG.vaginalis

GV strain 

No.

Antibiotics Inhibition zone diameter (mm)  GV 

BiotypeAugmentin Metronidazole Clindamycin

14-1 60 27 50 1

14-2 33 0 60 5

14-3 40 40 55 4

14-4 45 35 50 6

14-5 40 35 45 4

14-6 60 32 45 1

14-7 40 0 60 5

14-8 50 0 50 3

14-9 35 0 50 2

14-10 35 0 55 3

14-11 60 0 60 2

14-12 35 0 50 5

14-13 30 0 55 5

14-14 40 35 50 4

14-15 45 0 60 5

14-16 45 25 60 8

14-17 35 0 55 5

14-19 40 0 55 5

14-20 60 0 50 7

14-21 50 30 50 8

14-23 35 33 55 8

14-24 50 20 50 8

14-25 60 25 55 5

14-26 50 0 65 5

14-27 50 0 55 4

14-28 30 0 60 5

14-29 40 0 65 5

14-30 55 0 65 5

14-32 50 0 60 5

14-33 45 0 55 7

14-34 40 0 60 5

14-36 40 0 60 5

14-37 60 20 60 1

14018* 60 0 55 4

Average 44.9±9.5 55.5±5.5

*
ATCC14018
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Table5.CorrelationbetweenG.vaginalisbiotypeandmetronidazoleresistance

GV Biotype 1 2 3 4 5 6 7 8

Counts of strain 3 2 2 4 15 1 2 4

Strain counts of 

IZS* of 0 ㎜
0 2 2 1 14 0 2 0

*Inhibitionzonesize

E.Probiotics와 절대 무산소 세균들의 항균제 감수성

  S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2및 세균성 질증에서 흔히 분리되는 절

대 무산소성 세균들에 대한 항균제 감수성 결과는 다음과 같다(Table6).

Table6.Growthinhibitionzonediametersofprobioticsandobligateanaerobic

bacteriabyantibioticdiscdiffusionmethod

Bacteria     Augmentin (㎜)* Metronidazole** (㎜) Clindamycin (㎜)

S. denitrificans YH1 40 0 35

L. crispatus YH2 40 0 45

B. fragilis 86 86 86

M. mulieris 86 0 79

Peptococcus spp. 67 58 41

P. asaccharolyticus 68 68 74

*Abbreviationofinhibitionzonediameter(㎜)

**5㎍ disc

F.S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2에 의한

G.vaginalis야생주들의 성장 억제 효과

CMBagar에서 충분히 성장한 G.vaginalis야생주 각 15균주씩을 무작위로 선
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택하여 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2의 성장 억제 효과를 측정한 결과

억제대의 평균 직경이 전자는 27.4±9.7 ㎜,후자는 23.9±9.0 ㎜였으며,동일한

biotype에 대하여 다양한 억제대를 보임으로써 biotype과 probiotics의 성장 억제 효

과는 서로 상관관계가 없었다(Table7).

Table7.GrowthinhibitionzonediametersofG.vaginaliswildstrainsbyS.

denitrificansYH1andL.crispatusYH2

GV strain 

No.

GV 

biotype

Inhibition zone 

by SD YH1 (mm)

GV strain 

No.

GV 

biotype

Inhibition zone 

by LC YH2 (mm)

14-2 5 40 14-12 5 18

14-7 5 46 14-13 5 13

14-9 2 27 14-15 5 22

14-12 5 20 14-17 5 12

14-13 5 13 14-19 5 27

14-14 4 23 14-20 7 26

14-15 5 25 14-25 5 42

14-17 5 16 14-26 5 25

14-19 5 31 14-28 5 14

14-20 7 34 14-29 5 12

14-25 5 36 14-30 5 32

14-28 5 20 14-32 5 31

14-29 5 18 14-33 7 21

14-36 5 38 14-36 5 30

14-37 1 24 14-37 1 33

Average 27.4±9.7 23.9±9.0
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Ⅳ.고 찰

여성의 질 내에는 정상 세균군인 유산 생성 세균들(lacticacidbacteria)이 있어

질 내 산도를 4.5이하로 유지하여 병원성 세균의 성장을 억제하고 건강한 질 환경

을 유지하는 역할을 하고 있다.

세균성 질증은 유산 생성 세균들이 Gardnerellavaginalis,절대 무산소 세균

(Bacteroidesspp.,Mobiluncusspp.,Peptococcusspp.,Peptostreptococcusspp.,

Prevotellaspp.etc.)및 Mycoplasmahominis,Ureaplasmaurealyticum 등으로

교체되면서 발생하며(2,3,11,12),그 중 Gardnerellavaginalis는 세균성 질증 환

자의 질 내 생태계에서 가장 우위를 점하는 세균이다(29).

본 연구에서는 세균성 질증 치료의 주요 표적 세균인 G.vaginalis의 생물형을

분류하는 한 가지 항목인 lipase검사법으로 Briselden등(28)의 lipasespottest와

Piot등(27)의 lipaseegg-yolkplatetest를 함께 사용하였으며,그 결과 생물형이

매우 상이하게 분류되었다.Moncla등(30)은 Briselden등(28)의 lipasespottest가

부정확한 검사이며,재현성이 크게 떨어짐을 지적한 바 있다.

본 연구결과에서도 G.vaginalis생물형 1∼4는 lipase양성이어야 함에도 11균주

중 3균주가 음성으로 판독되었고,전체적으로 20균주가 상반된 결과를 보였다

(Table 1).따라서 8개의 생물형으로 분류할 경우에는 Piot 등(27)의 lipase

egg-yolkplatetest를 사용해야 정확성을 기할 수 있다.이러한 견해는 생물형 5인

15균주 중 14균주가 3+의 β-용혈을 보이고(Table3),생물형 5인 15균주 중 14균주

와 생물형 2,3,7의 6균주 모두가 metronidazole에 완전 내성을 보이며,생물형 1,

6,8의 8균주 모두가 감수성을 보인 결과(Table5)들이 뒷받침하고 있다.

현재 세균성 질증은 항생제 치료가 주를 이루고 있으며,민간에서 사용하는 각종

보완대체요법이 있으나 어느 것도 확실한 치료법이 되지 못하고 있다(31).그 대안

으로 probiotics를 이용하여 세균성 질증을 치료하려는 연구들이 이루어져 왔다.

Skarin 등(32)은 in vitro에서 9종의 유산균들이 Mobiluncus, Gardnerella

vaginalis,Bacteroides에 대해 성장 억제 효과가 있음을 확인하였고,Sethi등(33)

은 과산화수소를 생산하는 유산균들이 G.vaginalis의 성장억제에 더 효과가 있다

고 보고하였다.
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Atassi 등(12)은 건강한 여성에서 분리한 Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillusjensenii,LactobacillusgasseriandLactobacilluscrispatus의 배양

상청액을 G.vaginalis와 Prevotellabivia의 배양액에 첨가할 경우 각각 정도는 다

르지만 두 균의 생존율을 크게 떨어뜨릴 수 있음을 확인 하였으며,그 기작은 낮은

pH,lacticacid에 기인하는 것이 아니라 상청액 내의 과산화수소와 단백분해효소에

내성을 갖는 미지의 화합물에 기인하는 것이라고 하여 Skarin등(32)및 Sethi등

(33)과 다른 견해를 제시하였다.

Anukam 등(34)은 5일간 각 20명의 환자군에서 LactobacillusrhamnosusGR-1

과 Lactobacillus reuteriRC-14 건조분말을 담은 캡슐을 질 내 삽입한 군과

metronidazolegel을 투여한 군을 비교하여 전자는 18명,후자는 11명이 치료되어

상기 두 균이 probiotics로서 우수한 균주라고 보고하였다.

Saunders등(35)은 invitro실험에서 과산화수소를 생산하지 않는 Lactobacillus

reuteriRC-14와 적게 생산하는 LactobacillusrhamnosusGR-1이 과산화수소를

많이 생산하는 Lactobacilluscrispatus보다 G.vaginalisbiofilm 감소 효과가 더

크며,이는 과산화수소나 pH가 질 내의 G.vaginalis를 Lactobacillus로 대체하는

데에 있어 일차적 요인이 아닌 다른 더 중요한 요인들에 의한다고 보고하여 Atassi

등(12)의 견해를 지지하였다.

Antonio등(17)도 과산화수소를 생산하는 L.crispatus,L.jensenii와 L.gasseri

중에서 세균성 질증을 치료할 수 있는 균은 L.crispatus이며,과산화수소 생산 능

력과는 무관한 다른 요인들에 의한 것이라고 보고하였다.

Ling 등(36)은 세균성 질증 환자들에서 사람의 장에서 분리한 L.delbrueckii

subsp.lactisDM8909(L.crispatusDM8909)을 10일 동안 질 내에 투여한 군과

metronidazole질좌제를 7일간 삽입한 군 중 30일 후 치료율이 전자가 96%(재발률

0%),후자가 70%(재발률 20%)였다고 보고하였다.

신 등(31)은 건강한 여성에서 분리한 S.denitrificansYH1균주와 L.crispatus

YH2균주가 G.vaginalis,B.fragilis,M.mulieris,P.asaccharolyticus등과 같은

세균성 질증 유발 균들에 대하여 상당한 성장 억제 능력이 있음을 보고하였다.

상기의 여러 문헌들(12,17,31-36)은 유산균 계열의 생균들 혹은 그 배양 상청액

이 G.vaginalis의 성장을 억제하고 세균성 질증을 치료하며 질 내 정상 세균군을



- 20 -

회복시킬 수 있는 probiotics효과가 있음을 입증하고 있다.그러나 probiotics단독

으로 G.vaginalis를 질 내에서 근절시킨 연구 결과는 아직 보고되지 않았다.

G.vaginalis는 세균성 질증에서 그 수가 크게 증가하며 질 내 pH를 상승시키고,

절대 무산소 세균들의 질 상피세포 부착을 도와 질 내 생태계에서 우위를 점하는

데 결정적 기여를 한다(13,14).따라서 G.vaginalis와 절대 무산소성 세균들을 억

제하기 위해 항생제를 사용한 후 probiotics를 투여하는 보존적 요법을 병행한다면

세균성 질증의 치료 효과를 높일 수 있을 것이다(31).

본 연구에서는 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2의 probiotics효과에 대

한 신 등(31)의 결과가 G.vaginalis표준균주 1주에 대한 결과일 뿐이어서,다른

G.vaginalis야생주들에 대해서도 동일한 probiotics효과가 있는지를 확인하기 위

해 세균성 질증으로 진단된 환자에서 분리한 33균주들 중 무작위로 15균주씩을 선

택하여 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2의 probiotics효과를 실험하였다.

그 결과 전자는 평균 27.4±9.7㎜,후자는 23.9±9.0㎜의 성장 억제대를 보임으로써

(Table7),세균성 질증의 치료에서 항생제와 병용할 수 있는 보다 확실한 실험적

근거를 갖게 되었다.

지금까지는 세균성 질증 항생제 치료의 일환으로 G.vaginalis를 제거하기 위해

augmentin(amoxycillin/clavulanicacid),metronidazole,clindamycin 등 무산소성

세균에 사용하는 항생제들에 의존하여 왔다(22,37-40).

Symond등(37)은 augmentin이 G.vaginalis와 무산소 세균들을 효과적으로 억제

하지만,유산균을 덜 억제하는 metronidazole을 사용하는 것이 좋다는 견해를 피력

하였다.

Kharsany등(38)은 G.vaginalis에 대한 metronidazole의 MIC90이 16㎍/㎖인데,

metronidazole의 hydroxymetabolites는 4㎍/㎖이므로 더 효과적이라고 사용을 권

유하였다.

Yang등(22)은 metronidazole의 MIC90이 80㎍/㎖로 내성이 높기 때문에 MIC90

이 0.15㎍/㎖인 clindamycin이나 0.6㎍/㎖인 ciprofloxacin의 병합사용을 검토할

필요가 있다고 하였다.

Nagaraja등(39)은 재발성 세균성 질증 환자에서 분리한 50균주의 G.vaginalis

의 68%가 metronidazole에 내성을 보이고,76%는 clindamycin에 감수성이 있다고
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보고하였다.

한편 Tomusiak등(40)이 67균주 중 46주 (68.7%)가 metronidazole에 내성을 보

인 반면,모든 균주가 augmentin과 clindamycin에 감수성을 보였다고 보고한 결과

는 G.vaginalis의 64%가 metronidazole에 0㎜의 억제대를 보였고,augmentin과

clindamycin에 각각 평균 44.9±9.5㎜,55.5±5.5㎜의 억제대를 보인 본 연구의 결과

(table4)와 아주 흡사하였다.

현재 세균성 질증의 주요 원인균인 G.vaginalis에 대해 probiotics를 이용하여

억제할 수 있다는 보고들(12,17,32-35,41)과 새로운 항균물질을 이용하여 억제할

수 있다는 보고들은 있으나(42-45),세균성 질증 환자에게 항생물질을 전 처치로

투여한 후 probiotics를 투여하여 질 내 생태계에서 G.vaginalis를 근절하려는 보

고는 없다.Turovskiy 등(43)이 유일하게 Lactobacillus rhamnosus에서 분리한

lactocin160,항균물질인 zinclactate와 sapindin(soapnutextract)을 투여하여 질

내 유익 세균에 영향을 주지 않고 G.vaginalis및 Prevotellabivia를 상승적으로

억제할 수 있다고 보고하였다.

현재 임상에서 세균성 질증 치료제로 사용되고 있는 metronidazole의 단독 사용

은 높은 빈도의 내성으로 인해(Table4)G.vaginalis를 근절할 수 있는 수단이 아

니므로 세균성 질증의 근본적인 치료제로는 충분하지 않다고 생각된다.이는

metronidazole 사용 후 세균성 질증의 높은 재발률을 보고한 Sobel등(46)과

Bradshaw 등(47)의 보고와도 일치한다.G.vaginalis 야생주들에 효과가 있는

clindamycin을 metronidazole대신 단독으로 사용하는 것 역시 probiotics들에 대한

항균 효과가 크기 때문에(Table6)고려해야 한다.

따라서 본 연구에서와 같이 항생제인 Augmentin투약 혹은 clindamycin질정으

로 세균성질증 환자들을 전 처치하여 G.vaginalis와 무산소성 세균들의 수를 감소

시킨 후에 probiotics인 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2의 동결건조 생균

제제를 사용 직전 수화하여 환자의 질 내에 투여하는 보존적 요법을 병행한다면,

probiotics의 질 내 생태계 정착이 가능하고 궁극적으로 세균성 질증의 치료효과도

높일 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ.결 론

세균성 질증의 주요 표적 세균인 G.vaginalis의 biotype과 용혈능력,항생제 감

수성 및 SteroidobacterdenitrificansYH1과 LactobacilluscrispatusYH2균주의

probiotics효과에 대한 실험을 실시하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.G.vaginalis생물형 분류 방법 중 Briselden등(28)의 lipasespottest는 옳은

방법이 아닌 것으로 확인되었다.Piot등(27)의 lipaseegg-yolkplatetest를 사용하

여 G.vaginalis33야생균주에 대한 생물형을 결정하였으며,주로 분리된 생물형은

biotype5는 15(45%),biotype4는 4(12%),biotype8은 4(12%)로, Piot등의

기존 8종 생물형이 모두 분리되었다.

2.G.vaginalisbiotype과 β-hemolysis정도 및 metronidazole내성 정도는 상호

밀접한 관계를 나타낸 반면,G.vaginalisbiotype과 probiotics의 억제효과는 서로

상관관계가 없었다.

3.G.vaginalis33야생균주 전체가 augmentin과 clindamycin에 감수성을 보였

으나,metronidazole(50㎍/disc)은 21균주 (64%)에서 완전 내성을 보였다.

4. G. vaginalis 야생주들에 대하여 Steroidobacter dinitrificans YH1과

LactobacilluscrispatusYH2는 각각 평균 27.4±9.7㎜,23.9±9.0㎜의 억제대를 보

임으로써,G.vaginalis에 대한 probiotics로서 사용 가능한 균주들인 것으로 밝혀졌

다.

5.Clindamycin은 G.vaginalis야생주들에 대하여 평균 55.5±5.5㎜의 억제대를

보였고, 무산소성 세균들인 Bacteroides fragilis, Mobiluncus mulieris,

Peptococcusspp.,Peptostreptococcusasaccharolyticus등의 표준균주에 대해서도

항균 효과가 크기 때문에 질 내 probiotics투여 전 처치로서 가장 적합한 항생제로

생각된다.
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6.세균성 질증의 치료를 위해 Augmentin투약 혹은 clindamycin질정으로 전

처치를 시행하여 G. vaginalis와 무산소성 세균들의 수를 감소시킨 후에

probiotics인 S.denitrificansYH1과 L.crispatusYH2를 질 내에 투여하는 보존적

요법을 병행한다면,probiotics의 질 내 생태계 정착이 가능하고 궁극적으로 세균성

질증의 치료효과도 높일 수 있을 것이다.

7.세균성 질증의 치료를 위해 항생제와 병용할 수 있는 여러 보완대체요법적 연

구와 이의 임상 적용 가능성에 대한 추가적 연구가 필요하다.
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