
1)

서 론

G. vaginalis는 세균성 질증(bacterial vaginosis)환자의

90% 이상에서 다른 절대 혐기성 세균들과 함께 분리되는,

통성 혐기성, 호이산화탄소성, 그람 다양성 다 형태 단 간균

이다. 세균성 질증환자의 질 분비물에서는 유산균이 크게 감

소하거나 전혀 없으며 다른 혐기성 세균들과 더불어 G.

vaginalis가 양적으로 크게 증가하기 때문에 세균성 질증의

주요 원인 균의 하나로 간주되고 있다(1). 현재 세균성 질증

의 치료는 거의 metronidazole에 의존하고 있으나 G.
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vaginalis에 효과적인 항생제로 치료할 경우 그 항생제에 내

성이 있는 다른 절대 혐기성 세균들도 함께 감소한다는 보고

가 있다(1-3). 그러나 국내에서는 G. vaginalis에 대하여 한

천 희석법에 의하여 항균제 감수성 검사를 실시하여 보고 한

바가 없다. 본 연구자들은 사람의 혈액을 한천 희석법에 적

용할 수 있도록 적절히 처리하였고 이를 마 혈청과 함께

Columbia agar base에 첨가하여 실험에 사용하였다. 감수성

실험은 표준균주 1주와 임상 분리 주 48주에 대하여 한천 희

석법으로 실시하였다.
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Background : To the best of our knowledge, there has been no any report on the antibiotic

susceptibility profile of Gardnerella vaginalis, determined in domestic area by the agar dilution
method. Therefore, we studied on 49 strains of G. vaginalis by the agar dilution method.
Methods : One standard strain (ATCC 14018) and Forty-eight strains isolated from patients with

increased vaginal discharge were included in this study. Columbia agar base containing 1% proteose

peptone No. 3 was supplemented with horse serum (5%) and human erythrocyte lysate (5%) which
was prepared by a new method, and this medium was used for the antibiotic susceptibility test.

Results : The MICs90 of clindamycin and ciprofloxacin were 0.3 μg/mL and 0.6 μg/mL, respectively.

Amoxicillin, cefazolin, doxycycline, and erythromycin were hardly effective against most strains of G.
vaginalis (NCCLS, U.S.A., 2001). Especially, MICs90 of both metronidazole and tinidazole were 80 μg/
mL under micro-aerobic condition of 5% O2.

Conclusion : For the treatment of Bacterial vaginosis, it is suggested that clindamycin or ciproflox-
acin should be combined with vaginal tablet or gel of metronidazole rather than single administration

of metrondazole or tinidazole.
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증가를 주소로 내원한 환자 104명에서 분리한 48주의 G.

vaginalis와 1주의 표준균주(ATCC 14018)를 실험에 사용하

였다.

2. Gardnerella vaginalis의 분리 및 동정

Scott 등(4)의 방법에 의해 사람 혈액 5%, mycostatin

(SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS, USA) 37.5 µg/mL,

gentamicin (SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS, USA) 4

µg/mL, nalidixic acid (SIGMA CHEMICAL CO., ST.

LOUIS, USA) 30 µg/mL을 함유한 Casman agar base

(BECTON DICKINSON CO., SPARKS, USA)를 선택배지로

사용하여 질 분비물을 평판배지 한편에 집중 도말하고 백금

이를 사용하여 희석 접종하였다. 평판 배지를 혐기 단지

(GasPak 100TM anaerobic system, BECTON DICKINSON

CO., SPARKS, USA)에 넣고 미세호기 팩(CampyPak Plus,

BECTON DICKINSON CO., SPARKS, USA)을 사용하여

미세 호기 및 5-12% 이산화탄소 상태를 유도하고 37℃에서

48시간 배양하였다. 배양이 끝난 평판 배지에서 직경 0.5-0.7

mm의 무색 또는 엷은 흰색의 완전 용혈을 보이는 원형 집

락을 백금이로 취하여 항균제가 들어 있지 않은 사람 혈액

5%를 함유한 Casman agar base에 재접종하여 상기와 동일

한 조건에서 증균하였다. 증균된 균주를 그람 염색하여 그람

음성 염색상이 우세하면서 그람 양성균이 혼재된 상태, 즉

그람 다양성, 다 형태 구간균들이 혼재된 양상을 나타내며,

oxidase test 음성, catalase test 음성일 경우, 일단 G.

vaginalis로 동정하였다.

3. 사람 적혈구 용해액의 제조

이 등(5)의 결과를 본 실험에 응용하기 위하여 사람 적혈

구를 pH 7.2 인산완충식염수로 3회 세척한 다음, 상청 액을

제거한 적혈구에 증류수를 부가하여 사람의 전혈 용량으로

환원하였다. 이 적혈구액을 유연한 플라스틱 용기에 넣고

-80℃ 냉동고에서 20분 동안 동결하고 다시 꺼내어 즉시 해

동하는 과정을 5회 반복하였다. 용혈 된 적혈구액을 다시 증

류수로 2.5배 희석한 다음, 이를 냉장 원심분리기(VISION

SCIENTIFIC CO., VS-21SR, SEOUL, KOREA)에서 15,000

rpm으로 원침하여 상청액만 수합하였다. 수합된 적혈구 용해

액은 0.45 µm Millipore 여과기로 여과 멸균하여 냉장보관하

면서 필요시 사용하였다.

4. 사용된 항균제 및 희석

Amoxicillin (SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS,

USA)은 pH 6.0 0.1M sodium phosphate buffer에 용해하고

생리식염수로 희석하였으며, Cefazolin sodium (DONGA

PHARMACEUTICAL Co., SEOUL, KOREA), Ciprofloxacin

(SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS, USA), Clindamycin

phosphate (UPJOHN, SEOUL, KOREA), Doxycycline

Hydrochloride (SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS,

USA)는 증류수에 용해 및 희석하여 사용하였다. Erythro-

mycin (SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS, USA)은

95% 에틸알코올에 용해하고 증류수에 희석하여 사용하였으

며, Metronidazole (SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS,

USA)과 Tinidazole (SIGMA CHEMICAL CO., ST. LOUIS,

USA)은 100% 메틸알코올에 용해하고 증류수에 희석하여 사

용하였다. 희석은 모두 2배 계단 희석으로 하였다.

5. 한천 희석법에 의한 감수성 검사

실험에 사용되는 균주들은 혐기 단지와 미세호기 팩을 사

용하여 Casman blood agar에서 37℃, 5-10% CO2, micro-

aerobic condition (5% 미만의 산소 농도)에서 48시간 배양하

였다. 배양된 균주들의 집락을 액체 배지에서 증균하기 위하

여 다음과 같이 하였다. 먼저 Casman agar base를 실온에서

증류수에 용해한 다음, 한천이 침전되도록 18시간 냉장 상태

로 안치하고 나서 다시 실온에서 상청액만을 취했다. 상청액

에 상기 3과 같이 제조한 사람 적혈구 용해액과 56℃에서 30

분간 열처리하고 나서 여과 멸균한 마 혈청을 각 각 5%되게

첨가하여 증균용 액체 배지로 사용하였다. 49개의 균주들을

증균용 액체 배지에 접종하고 상기와 같은 조건에서 48시간

배양하였다. 과립성으로 배양된 균액이 균질화 되도록

vortex mixer로 충분히 균질화한 다음, 5×10
8
CFU/mL를

얻기 위해 생리 식염수로 균액을 200배 희석하였다. 희석한

균액을 multipoint inoculant (SAKUMA SEIKUSHO CO.,

TOKYO, JAPAN)에 0.8mL씩 분주하고 접종기로 취하여 2배

계단 희석한 항생제를 함유한 감수성 시험용 평판 배지에 접

종하였다(2.5×10
6
CFU/spot).

감수성 시험용 평판 배지는 다음과 같이 제조하였다. Co-

lumbia agar base (BECTON DICKINSON CO., SPARKS,

USA)에 proteose peptone No. 3 (BECTON DICKINSON

CO., SPARKS, USA)를 1%가 되게 첨가한 후, 습열 멸균한

다음, 수조에서 50℃로 유지하면서 마 혈청과 상기 3과 같이
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제조한 사람 적혈구 용해액을 각 각 5%가 되게 부가하였다.

이어서 2배 계단 희석한 항균제들이 1 mL씩 들어있는 멸균

된 병에 각 각 100 mL씩 분주하여 잘 혼합한 다음, 즉시 평

판 접시 3개에 20 mL씩 분주하여 실온에서 응고시키고 4℃

에서 보관하다가 접종 전에 1시간 이상 건조한 후 실험에 사

용하였다. 접종한 배지들은 자체 제작한 원통형 아크릴 상자

에 넣었다(Figure 1). 이어서 sodium borohydride 2.5 g이 들

어있는 비커에 증류수 50mL을 스톱밸브를 통하여 주입하여

수소가 발생하게 하였다. 발생된 수소는 팔라듐 촉매에 의하

여 상자 내의 산소와 결합하여 물이 된다. 이렇게 하여 산소

농도 5% 미만의 미세호기 상태를 유도하였다. 마찬가지로

5% 이산화탄소를 발생시키기 위하여 sodium bicarbonate 7.3

g과 citric acid 18.45 g을 상자 내의 비커에 넣고 증류수 50

mL을 주입하였다. 상자 내의 산소의 농도는 일회용 가스 검

지기(GASTEC, No. 31B, KITAGAWA CO., JAPAN)를 사

용하였고, 이산화탄소의 농도 역시 일회용 가스 검지기

(GASTEC, 400S, KITAGAWA CO., JAPAN)를 사용하여 측

정하였다. 팔라듐 촉매가 식을 때 까지 약 10분 정도 기다린

후에 원통형 아크릴 상자들을 일반 배양기에 넣고 37℃에서

48시간 배양한 다음, 최소발육억제 농도(MIC50, MIC90)를 결

정하였다.

결 과

1. 항균제 내성 양상

표준 균주를 포함해서 최종적으로 선정한 G. vaginalis 49

주에 대한 항균제 감수성 결과이다. Clindamycin과 cipro-

floxacin에 대한 감수성이 비교적 높았으나(NCCLS. U.S.A,

2001. 참조) 기타 약제들에 대해서는 높은 내성을 나타내었

다.

고 찰

세균성 질증 (bacterial vaginosis)은 성적 활동이 활발한

여성에서 많이 발생되고 있다. 이 질환은 명백한 염증반응이

없이 질 분비물이 증가하며, 젖산균과 비 병원성 연쇄상구균

같은 질 내 정상 세균 총이 Gardnerella vaginalis와 절대 혐

기성 세균들(Bacteroides, Mobiluncus, Peptostreptococcus,

Prevotella)로 바뀜으로써 발생하는 비 특이적 질염의 일종이

다. 세균성 질증에서 G. vaginalis의 병인론적 역할은 아직

정확히 알려져 있지 않다. 그러나 이 균이 세균성 질증 환자

의 질 분비물 내에서 정상인에 비하여 100-1,000배 많고, 거

의 대부분의 환자에서 분리된다는 보고들로 미루어 세균성

질증과 병인론적 관계가 있을 것이라고 추정하는 것은 무리

가 아니다(6-8). 세균성 질증은 G. vaginalis와 다른 혐기성

세균들이 함께 복합적으로 질병을 일으키므로 G. vaginalis에

대하여 효과적인 약제만으로는 완치를 기대하기가 어렵고 재

발이 빈번하다. 그러나 G. vaginalis에 효과적인 항생제로 치

료할 경우 다른 혐기성 세균들도 크게 감소한다는 보고들(1-

3)이 있기 때문에 국내에서 분리된 G. vaginalis균주들에 대

Table 1. Comparative in vitro Activity of Several Antimi-
crobial Agents to 49 Strains of G. vaginalis

MIC (µg/ml)
*

Compound Range MIC50 MIC90 Geometric mean

Amoxicillin >17.5 >17.5
Doxycycline 0.6->5 >5 >5
Erythromycin >10 >10

Cefazolin >15.6 >15.6
Clindamycin <0.04-0.3 0.15 0.3 0.16
Ciprofloxacin 0.3->5 0.6 0.6 0.56

Gentamicin <0.8->50 12.5 25.0 10.15
Metronidazole 5->80 20 80 25.8
Tinidazole 2.5->80 10 80 11.2

*Minimal Inhibitory Concentration
Figure 1. A photograph of the anaerobic jar devised for many
plates culture of G. vaginalis in this study.
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한 항균제 감수성 검사는 반드시 필요하다고 생각된다. 문헌

조사에 의하면 지금까지 감수성 시험을 위하여 한천 희석법

을 사용한 연구자들은 보통 5% lysed horse blood를 첨가한

DST agar (Oxoid) 혹은 Wilkins-Chalgren agar (Oxoid)를

주로 사용하였고(9, 10) 일부는 Columbia agar base (Oxoid)

에 용해시키지 않은 5% sheep blood나 5% human blood를

1% proteose peptone No. 3과 함께 첨가하여 사용하는 등

(11, 12) 일관성이 없었다. G. vaginalis는 혈액 성분을 배지에

넣어주어야 성장하는 호혈성 세균이다. 그러나 적혈구를 그

대로 넣어주면 항균제가 적혈구에 흡착하여 항균 효과를 온

전히 나타내지 못할 가능성이 있다. 따라서 본 연구자들은

구하기 쉽고 값이 저렴한 사람 적혈구를 인산완충식염수로

세척하고, 냉동과 해동을 반복하여 얻은 사람 적혈구 용해액

(human erythrocyte lysate)을 앞에서 서술한 바와 같이 제

조하여 5% horse serum과 함께 Columbia agar base에 첨가

하여 한천 희석법에 사용하였다. G. vaginalis 49주에 대한

항균제 감수성 실험에서 혐기성 세균 감염 치료에 흔히 사용

되는 clindamycin은 MIC90이 0.3 µg/mL로써 King 등(10)의

0.6 µg/mL과 유사하고, Croco 등(13)의 Etest에 의한 1 µg/

mL과도 큰 차이가 없었다. Ciprofloxacin의 MIC90은 0.6 µg/

mL으로 King 등(10)의 0.6 µg/mL과 같았으나, 5% Human

blood를 배지에 그대로 사용한 Mikamo 등(11)은 G. vaginalis

26주를 대상으로 한천 희석법을 적용한 결과, MIC90을 6.25

µg/mL으로 보고하였다. 본 연구자들과 King 등의 결과에 비

하여 약 10배의 차이가 난 것은 Mikamo 등이 사람 혈액을

그대로 사용한 데서 비롯한 것으로 추정된다. Erythromycin의

경우, 본 연구자들의 표준 균주를 포함한 균주 49주 모두에

대하여 >10 µg/mL의 높은 MIC를 보였다. 이 결과는 King

등의 MIC90 0.3 µg/mL과 현저한 차이를 나타내었는데 지금

으로서는 이러한 차이를 설명할 수 없다. 기타 amoxicillin,

doxycycline, cefazolin에 대하여 모든 균주가 비교적 높은 내

성을 보였으나(Table 1) 비교할 만한 다른 문헌들을 찾을 수

없었다. 세균성 질증의 치료에 많이 사용되는 metronidazole

은 미세호기 상태인 5%이하 O2 농도에서 G. vaginalis에 대

하여 5->80 µg/mL (MIC90 80 µg/mL)의 항균 범위를 보였

고, tinidazole의 경우도 2.5->80 µg/mL (MIC90 80 µg/mL)의

비교적 높은 내성을 나타내었다. 이 결과는 G. vaginalis가

metronidazole disc (5 µg/ea)에 중등도의 감수성을 나타낸다

는 기준을 Scott 등(4)이 G. vaginalis의 동정의 한 기준으로

사용하는 것이 무의미한 것임을 시사한다. Gentamicin의

MIC 범위는 <0.8->50 µg/mL이었으며 MIC90은 25 µg/ mL

이었다. 이 결과는 gentamicin이 선택 배지의 한 성분으로

사용될 수 있음을 재 확인해 주고 있다.

박 등(14)은 clindamycin 질 크림으로 104명의 세균성 질

증환자들을 치료한 결과, 94.2%의 치료율을 나타내었다고 보

고하였다. 본 연구자들의 G. vaginalis에 대한 in vitro test는

본 연구자들 고유의 방식으로 제조한 첨가물을 사용하여 국

내에서 처음 시도된 것이다. 본 연구자들이 만든 사람 적혈

구 용해액은 한천 희석용 및 시험관 희석용 항균제 감수성

배지로 사용하는데 적절하다고 생각한다. 본 연구의 결과로

미루어볼 때, 세균성 질증의 치료에 metronidazole 혹은

tinidazole 단독 요법보다는 G. vaginalis에 현저한 효과가 있

는 것으로 보이는 clindamycin cream을 병용하거나, cipro-

floxacin을 metronidazole 크림이나 질 좌제와 병용하는 것이

치료에 더 많은 도움이 될 것으로 추정된다. 다만 이 결과는

임상적으로 환자의 치료를 통하여 검증되어야 할 것이다.

요 약

목적:국내에서 아직 보고가 없는 G. vaginalis에 대한 항

균제 감수성 시험 결과를 얻기 위하여 실험하였다.

방법:악취가 나는 질 분비물의 증가를 주소로 내원한 여

성 환자들에서 분리한 G. vaginalis 48주와 표준균주 1주

(ATCC 14018)에 대하여 한천 희석법에 의한 항균제 감수성

시험을 하였다. 본 연구자들이 새로 고안한 방식으로 제조한

사람 적혈구 용해액을 마 혈청과 함께 columbia agar (1%

proteose peptone No. 3함유)에 각 5%씩 첨가하여 한천 희석

법의 시험 배지로 사용하였다.

결과: Clindamycin과 ciprofloxacin의 MICs90은 각 각 0.3

µg/mL, 0.6 µg/mL로 감수성이 높았다. 기타 amoxicillin,

doxycycline, erythromycin, cefazolin, gentamicin, metro-

nidazole, tinidazole은 비교적 높은 내성을 보였다 (NCCLS,

U.S.A., 2001).

결론:세균성 질증의 치료를 위하여 metronidazole 혹은

tinidazole 단독 투여하기 보다는 clindamycin 또는 cipro-

floxacin의 병용효과를 환자들에서 검증할 필요가 있다고 사

료된다. 아울러 본 연구자들이 고안한 첨가물인 사람 적혈구

용해액은 G. vaginalis의 항균제 감수성 시험용 한천 희석 배

지 및 시험관 희석 배지로 사용할 수 있을 것으로 생각된다.
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