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ABSTRACT

AntibioticsusceptibilityinFusobacterium nucleatum

isolatedfrom thedentalplaquein

humangingivitislesion

Choi,Jae-Heung,D.D.S.,M.S.D.

Advisor:Prof.Kim,Dong-Kie,D.D.S.,M.S.D.,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Objectives:The purpose ofthis study was to investigate the antimicrobial

susceptibility ofFusobacterium nucleatum isolated from the dentalplaques in

gingivitislesionofKoreans.Methods:Theminimalinhibitoryconcentrationof7

antibioticsfor34strainsofF.nucleatum wastestedbybrothmicrodilutionassay.

Results:The data showed thatonly 2 outof34 strains have resistance to

penicillinG,amoxicillin,andAugmentin
Ⓡ
(amoxicillin+clavulanicacid,5:1).The

otherstrainsweresensitivetoalloftheantibioticstestedinthisstudyexcept

ciprofloxacin.Conclusion:Theseresultssuggestthatpenicillin G oramoxicillin

couldbeusedin thefirstchoiceantibioticsforthetargetofF.nucleatum in

Koreans.
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I.서론

치주질환은 치아우식증과 더불어 양대 구강병으로 알려져 있도,치은출혈과 종창,치

주낭의 형성,부착치은의 상실,치조골의 파괴 및 구취와 같은 다양한 임상적인 증상을

나타내며 치아상실의 주된 원인이다3,13).치주질환은 일반적으로 여러 국소적 및 전신

적 요인에 의해 발병하는 것으로 알려져 있으며,국소적 요인 중 가장 중요한 것은 치

면세균막이다
20)
.치면세균막 내에는 현재까지 약 500여 세균 종들이 존재하는 것으로

알려있다
24)
. 주요한 치주질환의 원인 균종으로는 Porphyromonas gingivalis,

Actinobacillusactinomycetemcomitans,Tannerellaforsythia(=Bacteroidesforsythus),

Eikellena corrodens, Fusobacterium nucleatum, Prevotella intermedia 및

spirochetes등인 것으로 알려져 있다
2)
.

F.nucleatum은 혐기성 그람 양성 세균으로 구강 내 대부분의 세균과 응집할 수 있

는 능력이 있어서 치면세균막 형성과정에서 초기 집락화하는 세균과 후기 집락화하는

세균간의 연결고리 역할을 하는 것으로 알려져 있다
27)
.F.nucleatum은 치면세균막 내

에서 혐기성인 치주질환 원인균들의 성장에 필요한 혐기성 환경을 만들어주는 데 중요

한 역할을 하는 것으로 보고 되었다
9)
. 또한, F. nucleatum은 숙주의 A.

actinomycetemcomitans에 대한 T-cells의 이차 면역 반응을 변형시키는 능력이 있음

이 보고 되었다
31)
.

지난 20여 년간의 치주질환의 항생제 치료에 대한 많은 연구에 의하면,치주질환에

있어서 세균 특이성이 있다는 결과들이 쌓여가고 있다
29)
.미생물을 선택적으로 작은

농도에서 죽이거나 성장을 억제시킬 수 있는 천연 또는 합성 유기물질이라고 정의될

수 있는 항생제는 심한 치주질환 감염에 특히 유용하다29).현재의 치주질환 치료에서

는 특정 치주질환 원인균종만을 억제하거나 제거해야함이 강조되고 있다
30)
.비외과적

스케일링과 치근면활택술로 치면세균막을 제거할 수는 있다
11,19)
.하지만,이러한 방법

으로는 상피하 치은조직,치주낭 상피세포,구강 내 점막,혀나 편도에 서식하는 치주

질환 원인균들을 완전히 제거할 수 없어,이들에 의한 치주조직으로의 이주를 막을 수

없다
7,26)
.전신적 항생제 치료는 치주낭뿐만 아니라 구강 내 다른 조직에 존재하는 치
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주질환 원인균까지 제거할 수 있어 치은연하치면세균막의 재형성을 지연시킬 수 있어

치주질환의 치료 및 재발 방지에 효과적이다
21)
.

치주질환에 있어서 주요한 역할을 한다고 잘 알려진 P.gingivalis,P.intermedia,

A.actinomycetemcomitans,T.forsythia및 Treponemadenticola를 포함한 대부분의

치주질환 원인균들은 혐기성 세균들이기 때문에,주로 치면세균막의 형성에 있어서 혐

기성 환경이 조성된 후에 집락화가 시작된다.이러한 혐기성 치면세균막 형성에 있어

서 중요한 역할을 하는 F.nucleatum을 제거하면 치주질환의 발병 및 진행을 억제할

수 있다고 생각된다.그러므로 본 연구는 한국인에서 분리 동정된 F.nucleatum에 대한

7종 항생제에 대한 감수성을 조사하여,치주질환자의 치료 및 치료 보조제로써 항생제를

처방하기 위한 기초 자료를 얻고자 시행하였다.
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II.연구재료 및 방법

II-1.세균 및 배양 조건

본 연구에서 사용된 F.nucleatum 4가지 아종에 대한 표준균주들은 AmericanType

CultureCollection(ATCC,UniversityBoulevard,Manassas,VA,USA)에서 구입하여

사용하였다.본 연구에서 사용된 한국인에서 분리 동정된 34균주의 F.nucleatum은

조선대학교 치과대학 구강생화학교실(Department of OralBiochemistry,Chosun

university,Gwangju,Korea)에서 분양받아 사용하였다.이들 균주들은 20명의 한국인

에서 분리되었다(Table1).모든 균주들은 Schaedlerbroth(DifcoLaboratories,Detroit,

MI,USA)또는 1.5% Bactoagar(DifcoLaboratories)가 첨가된 Schaedler한천 배지에

접종하여 10% H2,10% CO2및 80% N2의 혼합가스가 공급되는 37℃ 혐기성 배양기

(BactronI,SheldonManufacturingInc.,Cornelius,OR,USA)에서 1-2일 동안 배양하

여 다음 실험에 사용하였다.

II-2.세균 유전체 DNA 추출

세균의 유전체 DNA는 G-spin
TM
GenomicDNA Extractionkit(iNtRON Co.,Seoul,

Korea)를 사용하여 추출하였다.이를 간략하게 설명하자면 다음과 같다.세균을 수확

한 다음 50㎕의 Pre-incubation용액과 3㎕의 lysozyme용액을 넣고 잘 혼합한 다음

37℃에서 1시간 동안 배양하였다.여기에 250㎕의 G-buffer용액을 넣고 잘 혼합한

다음 65℃에서 15분간 반응시키고,250㎕의 Binding 용액을 넣고 잘 혼합한 다음

vortexing하였다.이러한 celllysates를 G-spin
TM
column에 넣고 13,000rpm에서 1분

간 원심분리한 후 column에 500㎕의 washingbufferA를 넣고 다시 1분간 원심분리

하였다.여기에 500 ㎕의 washing buffer B를 넣고 다시 1분간 원심분리하고,

G-spinTM column을 새로운 eppendorftube에 옮겼다.여기에 100㎕의 elutionbuffer

를 넣고 1분간 실온에 방치한 다음 13,000rpm에서 1분간 원심분리하여 유전체 DNA

를 추출하였다.
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Table1.StrainsofFusobacterium nucleatum usedinthisstudy

Strains PatientNo. Toothsite(#)

ATCC25586
T

- -

ATCC10953
T

- -

ATCC49256
T

- -

ATCC51190
T

- -

ChDCF37 Yebang4 35

ChDCF47 Yebang4 44

ChDCPV-F42 Yebang21 15

ChDCPV-F45 Yebang21 15

ChDCPV-F48 Yebang21 26

ChDCPV-F55 Yebang21 34

ChDCPV-F61 Yebang21 34

ChDCPV-F63 Yebang21 43

ChDCF113
*

Seong1 44

ChDCF119
*

Seong3 36

ChDCF128
*

Seong4 16

ChDCF130
*

Seong4 21

ChDCF134
*

Seong4 44

ChDCF145
*

Seong5 41

ChDCF165
*

Seong6 44

ChDCF174
*

Seong9 41

ChDCF175
*

Seong9 41

ChDCF186* Seong10 36

ChDCF206* Seong13 44

ChDCF218
*

Seong16 41

ChDCF219 Seong16 41

ChDCF286
*

Seong25 21

ChDCF288
*

Seong25 36

ChDCF289
*

Seong25 44

ChDCF300 Haksang20 16

ChDCF302 Haksang21 16

ChDCF309 Haksang21 36

ChDCF304 Haksang24 16

ChDCF305 Haksang24 24

ChDCF306 Haksang26 16

ChDCF307 Haksang28 16

ChDCF310 YebangP2 14

ChDCF311 YebangP2 36

ChDCF313 ChijooPI9 46

ATCC,AmericanTypeCultureCollection;ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,Collegeof

Dentistry,ChosunUniversity;
*
Thosewereisolatedinpreviousstudy

1)
.
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II-3.16SrDNA 클로닝 및 핵산염기서열결정

분양받은 34균주의 종 또는 아종 수준에서의 재동정(re-identification)을 위해 16S

rDNA를 각각의 균주로부터 클로닝하여 핵산염기서열을 결정하였다.대부분 세균의

16SrDNA 유전자를 증폭할 수 있는 universalPCRprimer(27F;5'-AGA GTT TGA

TC[A/C]TGG CTCAG-3',1492R;5'-TACGG[C/T]TACCTT GTT ACG ACT

T-3'), AccuPower
Ⓡ
Premix(Bioneer Corp.)와 PTC-200(MJ Research Inc.,

Watertown,MA,USA)PCR machine을 이용하여 16S rDNA를 증폭하였다.이때

PCR조건은 다음과 같다.20㎕의 PCR 혼합용액이 되도록 20pmoles씩의 forward

및 reverseprimers와 100pg의 세균 genomicDNA를 넣고 94℃에서 2분간 초기 변성

을 실시한 다음 94℃에서 1분간 변성,55℃에서 1분간 결합반응,72℃에서 1분간 중합

하는 과정을 30회 반복하여 증폭한 다음 마지막으로 72℃에서 10분간 중합하였다.최

종 반응물을 2㎕씩 1.5% agarosegel에서 전기영동을 실시하여 그 증폭 여부를 확인

하였다.

II-4.증폭된 16SrDNA의 클로닝 및 플라스미드 DNA 추출

앞에서 증폭한 16S rDNA를 pGEM-T easyvector(PromegaCorp.,Madison,WI,

USA)에 제조회사의 지시에 따라 클로닝하였다.이때 삽입 유전자가 들어간 흰색 군락

을 3개씩 선택하여 플라스미드를 추출하여 클로닝 성공여부를 결정하였다.

E.coliDH5α에 형질전환시킨 각각의 재조합 플라스미드 DNA를 AccuPrep
TM

PlasmidExtractionKit(BioneerCorp.)를 이용하여 제조회사의 지시대로 추출하였다.

이를 간략히 설명하면,세균배양액 1㎖를 30초간 원심분리(12,000xg)하고,얻어진 세

균 덩어리를 250㎕의 Resuspensionbuffer를 가하여 잘 현탁한 후,250㎕ Lysis

buffer를 첨가하여 천천히 잘 혼합한 다음,350㎕의 Neutralizationbuffer를 첨가한

즉시 잘 혼합한 후에 얼음에 5분간 방치하였다.이것을 10분간 원심분리(12,000xg)하

여 상청액을 bindingcolumntube에 옮기고,1분간 원심분리(12,000xg)하였다.여과

액은 버리고,bindingcolumntube에 80% 에탄올을 700㎕ 넣은 후 1분간 원심분리

(12,000xg)하였다.Bindingcolumntube에 남아있을 여분의 에탄올을 제거하기 위해



- 6 -

여과액을 버리고,다시 30초간 원심분리(12,000xg)하였다.Bindingcolumn을 새로

운 eppendorftube로 옮기고,여기에 100㎕의 Elutionbuffer를 넣고 1분간 기다린 다

음 다시 1분간 원심분리(12,000xg)하여 여과액을 -70℃에서 보관하여 핵산염기서열

결정에 사용하였다.

II-5.핵산염기서열 결정 및 핵산염기서열의 상동성 검색

핵산염기서열 결정은 바이오니아사에 의뢰하여 결정하였다.이때 사용되는 프라이

머는 ChDC-GEM-F(5'-TTC CCA GTC ACG ACG TTG TAA AA-3'),

Seq-F1(5'-CCT ACG GGA GGC AGC AG-3'),Seq-R2(5'-GAC TAC CAG GGT

ATC TAA TCC-3'), F16(5'-TAG ATA CCC YGG TAG TCC-3'), 및

ChDC-GEM-R(5'-GTG TGG AAT TGT GAG CGG ATA AC-3')를 이용하였으며,

그 결과는 SeqMan프로그램(Version5.00;DNASTAR,Inc.,Maidison,WI,USA)을

이용하여 분석하였다.

II-6.최소성장억제농도 측정

한국인에서 분리 동정된 F.nucleatum 균주 및 표준균주들의 7가지 항생제에 대한

감수성을 조사하기 위하여 액체배지 미세희석법
21)
으로 최소성장억제농도(minimal

inhibitoryconcentration;MIC)를 측정하였다.본 실험에서 사용된 항생제 중 penicillin

G,amoxicillin,tetracycline 및 metronidazole은 씨그마사(Sigma,St.Louis,MO,

USA)에서 구입하여 사용하였다.또한,Augmentin
Ⓡ
(amoxycillin+cavulanicacid,5:1)

은 SmithKline Beecham 사(Brentford,UK),ciprofloxacin은 삼천당제약회사(Seoul,

Korea)그리고,cefuroxim axetil은 대웅제약회사(Seoul,Korea)에서 제공받아 사용하였

다.본 실험에서 실시한 액체배지 미세희석법을 설명하자면 다음과 같다.각각의 항생

제의 농도가 64,32,16,8,4,2,1,0.5,0㎍/㎖ 되도록 조절된 0.1㎖의 액체배지에,

450nm의 파장에 대한 흡광도(A450)가 0.05로 일정하게 현탁된 세균배양액을 각각 0.1

㎖씩 접종하고,이를 각 세균의 최적 성장 조건에서 48시간 배양한 후,enzyme-linked

immunosorbentassay(ELISA)를 이용하여 450nm에서 흡광도를 측정한 결과를 음성
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대조군인 세균을 넣지 않은 배지의 흡광도 값과 비교하여 MIC값으로 결정하였다.이

때 양성대조군으로는 항생제를 넣지 않은 세균 배양액으로 하였다.이때 7종 각각의

항생제에 대한 F.nucleatum 균주들의 내성과 감수성을 판단하는 기준은 Haffajee등

14)과 Jorgensen등15))이 제시한 기준에 따랐다(Table2).

Table2.Breakpoint ofsusceptibility fortheantibiotics(Haffajeeetal.,2004;

Jorgensenetal.,1999)

Antibiotics
Breakpoint ofsusceptibility

(㎍/㎖)

PenicillinG 0.5

Amoxicillin 3

Augmentin(anixicillin+clavulanate) 3.0+0.5

Tetracycline 8

Cefuroximeaxetil 4

metronidazole 8

Ciprofloxacin 4
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III.연구 결과

조선대학교 치과대학 구강생화학교실 및 한국구강미생물자원은행에서 분양받은 F.

uncleatum의 16SrDNA를 클로닝하고 핵산염기서열을 결정하여,종 또는 아종 수준으

로 재동정(re-identification)한 결과 34균주 모두 F.nucleatum인 것으로 확인되었다

(Table3).이들 중 가장 많은 아종은 26균주의 F.nucleatum subsp.polymorphum이

었으며,F.nucleatum subsp.nucleatum은 3균주였다.그리고 5균주는 기존의 4가지

아종의 어디에도 포함되지 않았다(Table3).

F.nucleatum 4가지 아종(subspecies)의 표준균주들과 한국인에서 분리 동정된 34

균주들의 7가지 항생제에 대한 내성 검사를 실시한 결과 모든 균주들이 tetracycline,

cefuroximeaxetil및 metronidazole에 대하여 감수성을 보였다(Table4).PenicillinG,

amoxicillin및 Augmentin
Ⓡ
등의 페니실린계에 대해서는 2명 환자에서 각각 분리 동

정된 ChDCF302와 ChDCF306균주를 제외하고는 모두 내성을 보였다(Table4).다

만 ChDC F311 균주가 penicillin G에 대하여 중간내성을 갖는 경향을 보였다.

Ciprofloxacin에 대하여 ChDCF206와 ChDCF286두 균주를 제외하고는 모든 균주들

이 내성을 보였다(Table4).

본 연구에서 7종에 항생제에 대한 F.nucleatum의 MIC90와 MIC50값을 Table5에

정리하였다.
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Strains Speciesorsubspecies
*

ATCC25586
T

F.nucleatum subsp.nucleatum

ATCC10953
T

F.nucleatum subsp.polymorphum

ATCC49256
T

F.nucleatum subsp.vincentii

ATCC51190
T

F.nucleatum subsp.fusiforme

ChDCF37 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF47 F.nucleatum

ChDCPV-F42 F.nucleatum subsp.nucleatum

ChDCPV-F45 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCPV-F48 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCPV-F55 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCPV-F61 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCPV-F63 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF113
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF119
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF128
**

F.nucleatum

ChDCF130
**

F.nucleatum subsp.nucleatum

ChDCF134
**

F.nucleatum

ChDCF145
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF165** F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF174
**

F.nucleatum

ChDCF175
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF186
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF206
**

F.nucleatum

ChDCF218** F.nucleatum

ChDCF219 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF286
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF288
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF289
**

F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF300 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF302 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF309 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF304 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF305 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF306 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF307 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF310 F.nucleatum subsp.polymorphum

ChDCF311 F.nucleatum subsp.nucleatum

ChDCF313 F.nucleatum subsp.polymorphum

Table 3.Identification ofstrains ofFusobacterium nucleatum atthe species or

subspecieslevelusedinthisstudy

*basedon16SrDNA sequence;ATCC,AmericanTypeCultureCollection;ChDC,Departmentof

OralBiochemistry,CollegeofDentistry,ChosunUniversity;
**
Thosewereisolatedinprevious

study
1)
.
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Table4.MICtestforFusobacterium nucleatum againstsevenantibiotics

Strains
MIC(㎍/㎖)

PEG AMX AMC TET CXM MTZ CIP

ATCC25586
T

0.125 ND ND 0.125 1 4 16

ATCC10953T 0.125 0.125 0.5 0.25 1 8 8

ATCC49256
T

0.125 0.5 ND 0.125 1 8 8

ATCC51190
T

0.5 ND ND 0.125 1 8 8

ChDCF37 0.125 0.125 0.5 1 0.5 4 16

ChDCF47 0.125 1 0.25 ND 2 2 16

ChDCPV-F42 0.125 0.125 0.25 1 1 8 16

ChDCPV-F45 ND 0.125 0.25 1 0.25 2 16

ChDCPV-F48 0.125 0.125 0.25 0.25 0.5 1 8

ChDCPV-F55 0.125 0.5 0.5 0.5 0.5 4 8

ChDCPV-F61 0.125 2 1 0.5 1 4 16

ChDCPV-F63 0.125 0.25 1 0.125 2 4 8

ChDCF113 0.125 0.125 0.125 1 0.5 4 16

ChDCF119 ND 0.125 0.125 0.5 0.5 2 16

ChDCF128 ND 8 ND 0.25 1 4 8

ChDCF130 ND 32 ND 0.125 2 2 16

ChDCF134 0.125 0.125 0.125 0.25 0.25 2 8

ChDCF145 0.5 0.25 0.5 0.5 2 8 16

ChDCF165 0.125 0.125 0.25 0.5 0.5 1 8

ChDCF174 0.125 0.125 0.25 0.125 1 8 8

ChDCF175 0.25 0.125 0.125 0.5 1 2 8

ATCC,American TypeCultureCollection;ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,

CollegeofDentistry,ChosunUniversity;PEG,penicillinG;AMX,amoxicillin;AMC,

augmentin,TET,Tetracycline;CXM,Cefuroxime axetil;MTZ,metronidazole;CIP,

Ciprofloxacin;ND,NotDetermined

(Continuedonnextpage)
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Strains
MIC(㎍/㎖)

PEG AMX AMC TET CXM MTZ CIP

ChDCF186 0.125 0.25 0.25 1 0.25 2 16

ChDCF206 0.125 0.125 0.25 0.5 2 8 4

ChDCF218 0.125 0.5 2 1 1 8 16

ChDCF219 0.125 0.25 0.25 2 1 8 8

ChDCF286 0.125 0.125 0.125 0.125 0.125 0.25 0.25

ChDCF288 0.125 0.125 0.25 1 0.5 2 16

ChDCF289 0.125 0.125 0.25 1 0.5 1 16

ChDCF300 0.125 0.125 0.5 0.25 2 8 8

ChDCF302 >64 >64 >64 8 1 4 8

ChDCF309 0.125 0.125 0.5 0.25 1 4 16

ChDCF304 0.125 0.125 0.25 0.25 0.5 2 8

ChDCF305 0.125 0.125 0.25 0.25 0.5 1 8

ChDCF306 >64 >64 >64 2 1 8 16

ChDCF307 0.125 0.125 0.25 0.25 1 1 16

ChDCF310 0.125 0.25 2 1 2 4 16

ChDCF311 1 0.125 0.25 ND 4 2 8

ChDCF313 0.5 0.5 2 1 1 2 16

Table4.(Continuedinprviouspage)

ATCC,American TypeCultureCollection;ChDC,DepartmentofOralBiochemistry,

CollegeofDentistry,ChosunUniversity;PEG,penicillinG;AMX,amoxicillin;AMC,

augmentin,TET,Tetracycline;CXM,Cefuroxime axetil;MTZ,metronidazole;CIP,

Ciprofloxacin;ND,NotDetermined.
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Antibiotics
MIC(㎍/㎖)

Range MIC50 MIC90

PEN 0.125～>64 0.125 0.5

AMX 0.125～>64 0.125 1

AMC 0.125～>64 0.25 1

TET 0.125～8 1 2

CXM 0.125～4 0.5 1

MTZ 0.25～8 2 8

CIP 0.25～16 16 16

Table5.MIC90andMIC50valueofsevenantibioticsforFusobacterium nucleatum

MIC50orMIC90istheminimalinhibitoryconcentration(MIC)atwhich50% or90% of

eachofantibioticsagainstclinicalisolates(n=34)ofF.nucleatum,respectively.

PEG,penicillin G;AMX,amoxicillin;AMC,augmentin,TET,Tetracycline;CXM,

Cefuroximeaxetil;MTZ,metronidazole;CIP,Ciprofloxacin.
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Ⅳ.총괄 및 고안

본 연구에서 20명의 한국인에서 분리 동정된 34균주의 F.nucleatum 중 2명의 환

자에서 각각 분리된 ChDC F302와 ChDCF306균주들은 ciprofloxacin을 제외한 6종

항생제에 대해 감수성을 보였다.특히 tetracycline은 정균제이며,이에 대한 구강 내

세균들의 내성균주가 많기 때문에 임상에서는 거의 처방되지 않고 있지만,본 연구에

서 사용된 모든 균주들은 tetracycline에 대해 감수성을 보였다.최근 최
1)
는 F.

nucleatum의 tetracycline내성여부에 대해 세균배양법과 tetM 내성 유전자의 PCR법

에 의한 검출법을 비교한 연구에서 F.nucleatum을 선택배지에서 분리 배양하고,이를

Kim 등
16)
이 고안한 F.nucleatum 종-특이 PCR 프라이머를 이용하여 동정하여

tetracycline에 대한 내성유무를 조사하였다.그 연구에 의하면,총 33균주를 분리 배

양하여 11균주가 tetracycline내성을 보였고,그중 10균주에서 tetM 유전자가 검출

되었다.하지만,본 연구를 위하여 최1)의 연구에 사용되었던 균주들의 16SrDNA를 클

로닝하여 핵산염기서열을 결정한 결과,tetracycline에 내성을 보였던 11균주 모두가

F.nucleatum이 아닌 연쇄상구균 혹은 F.periodonticum인 것으로 판명되었다(자료는

제시 안함).이는 Kim 등
16)
이 고안한 F.nucleatum 종-특이 PCR프라이머는 구강 내

존재하는 Fusobacterium spp.을 검출할 수 있는 것이었으며,연쇄상구균 종이 검출된

것은 실험 도중 F.nucleatum 유전체 DNA의 오염에 의한 것으로 조사되었다(자료는

제시 안함).이러한 점을 감안하여,본 연구에서는 분양받은 모든 균주들의 16SrDNA

를 클로닝하여 핵산염기서열을 결정한 다음 본 실험에 사용하였다.그 결과 최
1)
에서

사용되었던 균주들 중 15균주가 F.nucleatum이었으며(Table1),본 연구의 연구 결

과와 같이 모두 tetracycline에 감수성을 보였다.본 연구 결과 F.nucleatum만을 표적

으로 할 경우 tetracycline도 한국인에 있어서는 치주질환의 치료에 사용가능함을 시사

한다.

본 연구결과 2명(10%)의 환자에서 각각 분리 배양된 ChDCF302와 ChDCF306균

주들은 Augmentin
Ⓡ
을 포함한 penicillin계 항생제에 내성을 보였다.β-lactam 구조를

갖는 페니실린 계 항생제에 대해 내성을 갖는 세균은 β-lactamase를 생산해서 β

-lactam 구조를 파괴하는 내성 기전을 갖는다
4)
.F.nucleatum에서도 β-lactamase를 생
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산하는 균주들이 보고되고 있다
17,23,28)

.현재 β-lactam계 항생제에 대한 내성 균주에 대

한 항생제로 β-lactamaseinhibitor인 clavulanate,tazobactam 그리고 sulbactam 들을

일반적인 penicillin 계 항생제인 amoxicillin과 혼합하여 사용하고 있다
23)
.특히

amoxicillin과 clavulanate를 혼합한 제제가 여러 상품명으로 β-lactamase를 생산하는

균주에 의한 감염질환 치료에 이용되고 있다.하지만,본 연구에서 두 균주(ChDC

F302와 ChDC F306)처럼 β-lactamaseinhibitor에 대한 저항성을 갖는 F.nucleatum

균주들도 출현하고 있다
32)
.β-lactamaseinhibitor에 대한 내성 기전은 세균이 생산하는

β-lactamase단백질의 돌연변이(아미노산 염기서열의 치환)에 의한 것으로 알려져 있

다.즉,β-lactamase의 특정 아미노산이 다른 아미노산으로 치환되어 β-lactamase

inhibitor에 대한 결합력이 떨어져서 β-lactamaseinhibitor에 의한 영향을 받지 않기

때문이다5).이러한 β-lactamase inhibitor에 대해 저항성을 갖는 β-lactamase를

IRT(inhibitor-resistantTEM)이라고 한다
6)
.그러므로,F.nucleatum ChDC F302와

ChDCF306두 균주들의 Augmentin
Ⓡ
에 대한 내성기전을 밝히기 위해 β-lactamase

유전자를 클로닝하고 핵산염기서열을 분석한 다음 아미노산 염기서열 상에서의 돌연변

이 유무를 밝히는 실험을 앞으로 진행하고자 한다.

Cefuroximeaxetil은 세포벽의 합성을 억제하여 항균력을 나타내는 반합성 세파로스

포린 계 항생제이며,β-lactamase에 대하여 안정하여 그람 양성균,그람 음성 세균 및

혐기성 세균에도 효과가 있는 것으로 알려져 있다
12)
.Metronidazole은 세균의 DNA 합

성을 억제하는 항생제로 세균 내로 들어가기 전에 활성을 갖는 환원 형(reducedform)

으로 전환되어야 하기 때문에,혐기성 세균에 대한 효과가 높은 것으로 알려져 있다
10)
.

Metronidazole도 β-lactamase을 생산하는 균주에도 효과가 있기 때문에 구강 내 감염

성질환의 치료에 페니실린 계 약물과 복합 처방되어 사용되기도 한다
18)
.본 연구 결과

에서도 페니실린 계 3가지 항생제에 내성을 보였던 균주들도 Cefuroximeaxetil과

metronidazole에는 감수성을 보였다.하지만,Cefuroxime axetil과 metronidazole은

penicillinG,amoxicillin및 tetracycline등의 제제보다는 고가라는 단점이 있다.

Ciprofloxacin은 fluoroquinolone계에 속하며,세균의 DNA 복제과정을 억제하여 항

균력을 보이고,골조직과 연조직의 methicillin저항성 포도상구균에 특히 효과적인 것
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으로 알려져 있다
25)
.하지만,혐기성세균이나 연쇄상구균에 대한 항균력이 미약하기 때

문에 구강 내 감염의 치료나 예방적 투여로는 사용되지 않는다고 한다
8)
.본 연구결과

에서도 대부분의 F.nucleatum은 ciprofloxacin에 대해서 내성을 보였다.치주질환의

원인균이 대부분이 혐기성 세균임을 감안한다면,치주과 영역에서는 ciprofloxacin은 사

용되어서는 안 될 것으로 생각된다.이상의 연구결과는 한국인의 치주질환 치료 시 F.

nucleatum을 표적으로 항생제를 선택할 때,penicillinG또는 amoxicillin이 첫 번째로

선택될 수 있는 항생제라는 것을 시사한다.
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Ⅴ.결론

본 연구는 20명의 한국인 치은염환자 20명의 병소에서 분리 동정된 F.nucleatum의

7종 항생제[penicillinG,amoxicillin,Augmentin
Ⓡ
(amoxicillin+clavulanicacid,5:1),

tetracycline,cefuroximeaxetil및 metronidazole]에 대한 감수성을 알아보기 위하여 최

소성장억제농도를 액체배지 미세희석법으로 측정하였으며,그 결과는 다음과 같다.

1.본 연구에 사용된 모든 F.nucleatum 균주들이 tetracycline,cefuroximeaxetil및

metronidazole에 대하여 감수성을 보였다

2.PenicillinG,amoxicillin및 Augmentin
Ⓡ
등의 페니실린 계에 대해서는 2명 환자

에서 각각 분리 동정된 ChDCF302와 ChDCF306균주를 제외하고는 모두 내성

을 보였다

3.Ciprofloxacin에 대하여 ChDCF206과 ChDCF286두 균주를 제외하고는 모든 균

주들이 내성을 보였다.

이상의 연구결과는 한국인의 치주질환 치료 시 F.nucleatum을 표적으로 항생제를

선택할 때,penicillinG또는 amoxicillin이 첫 번째로 선택될 수 있는 항생제라는 것을

시사한다.
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