
I. 서론

치아상실의 주요인이 되는 치주질환은 치태

관련 세균에 의해 발생되는 감염성 질환이다
1 , 2 ). 관련된 원인균중 black pigmented bac-

t e r o i d e s인 Porphyromonas gingivalis (P .

g i n g i v a l i s)는 치주질환의 심도와 비례하여 증

가하며 성인형, 급속진행형, 난치성 치주염의

치주낭병소에서 빈발하고3 , 4 ), A c t i n o b a c i l l u s

actinomycetemcomitans(A. actino -

m y c e t e m c o m i t a n s )는 국소 유년형 치주염 환

자의 병소에서 전체 세균의 7 0 %이상의 높은

비율로 나타나는 주된 원인 균주로서 진행형,

난치성 치주염에서도 높은 발현빈도를 보인다
5 - 7 ).

따라서 치주질환의 치료와 예방을 위해 치주

병원균의 감소와 제거에 여러 가지 방법들이

사용되고 있는데 기계적 및 화학적인 치근면

처치와 치태조절, 항생제의 국소적, 전신적인

처치8 - 1 2 )이외에도 치환요법을 이용한 치과 병

원성 균주의 억제 가능성에 대한 연구가 있었

다1 3 - 2 4 ).

치환요법은 치아우식증 예방과 같은 구강영

역의 다른 질환 처치에서도 소개되었고 치주영

역에서는 1 9 8 2년 H i l l m a n과 S o c r a n s k y1 3 )에

의해 최초로 소개되었다. 그들은 국소 유년형

치주염과 난치성 치주염의 원인균인 A. actin -

o m y c e t e m c o m i t a n s의 억제에 효과적인 균주

인 Streptococcus sanguis (S. sanguis)와

Streptococcus uberis (S. uberis)의 이용을

제안하였으며 In vitro 실험에서 이들 s t r e p -

t o c o c c i가 과산화수소를 생성하여 A. actino -

m y c e t e m c o m i t a n s와 다른 치주병원균의 증식

을 억제한다고 하였다. 그러나 이들 균주를 이

용한 치환요법을 적용시키기에는 병소 부위로

의 접종과 지속적인 집락형성이 어려웠고1 6 -

1 9 ), 특히 S. sanguis의 경우 세균성 심내막염의

원인균으로 알려져2 0 - 2 1 ) 이들 세균을 이용한

치환요법은 계속되지 못하였고 실제적으로 가

용한 억제균주의 개발이 필요하게 되었다.

따라서 실제 구강내에 상주하는 균을 이용한

치환요법을 위해 건강한 구강을 지닌 어린이의

타액에서 추출한 유산균중 특히 L a c t o b a c i l l u s

acidophilus V-20 (L. acidophilus V - 2 0 )이

호기성 및 혐기성 상태에서 과산화수소를 분비

하는 특성을 가지고 있음을 발견하였다1 7 ). 정

등1 7 )은 In vitro실험에서와 L. acidophilus V -

2 0 발효배양액을 치주질환 환자의 구강에 함수

시킨 In vivo 실험에서 이 균주가 치주질환 병

인균인 A. actinomycetemcomitans와 P. gin -
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g i v a l i s를 억제한다고 보고하였다. 실제로 이를

임상적으로 적용하기 앞서 복잡한 구강 환경과

세균간의 상호작용에 대한 이해1 6 )와 투여한 세

균이 구강내 상주균에 어떤 영향을 끼치게 되

는지 등에 대한 고려가 필요하다.

이에 본 연구에서는 L. acidophilus V-20 발

효배양액을 건강한 치주조직을 지닌 사람의 구

강내에 함수 시켰을 때와 치주질환자에서 치주

낭 내로 세척시켰을 때 유산균의 유지 및 변화

양상을 관찰하고 그에 따라 치주질환 원인균인

P. gingivalis 수의 변화를 관찰하고자 하였다.

II. 재료 및 방법

1. L. acidophilus V-20 발효배양액 함수
실험

전남대학교 치과대학에 재학중인 학생들 중

전신질환이 없고 최근 6개월 이내 항생제와 구

강 양치액을사용하지 않은, 건강한 치주조직을

지닌 1 0명을 대상으로 실험 2주전 구강위생교

육과 치석제거, 치근면활택술을 실시하여 건강

한 치주상태와 양호한 구강위생상태를 유지하

도록 하였다. 무작위 선택하여 실험군( N = 7 )은

4주 동안 매일 L. acidophilus V-20 발효배양

액을 2 0㎖( 2 x 1 08/ m l )씩 아침, 저녁으로 양치

질 후 1분씩 함수하게 하였고 대조군( N = 3 )은

함수를 시행하지 않았다. 발효유는 멸균시유

( 1 3 5℃에서 5초간 멸균)에 M R S액체배지에서

배양된 L. acidophilus V - 2 0을 10% 농도로

접종하여 3 7℃ 탄산가스 배양기내에서 2 4시간

배양한 후, 이 배양액을 멸균시유에 최종 농도

가 1 0 %가 되도록 재접종한 다음 2 4시간 배양

하여 사용하였다. 실험군과 대조군 모두 실험직

전 각 참여자의 임상검사와 미생물(유산균) 검

사를 시행하였고 실험군은 치주상태에 대한 임

상검사와 미생물검사를 1 0주간 매주 시행하였

고 대조군에서는 4주간 시행하였다(Figure 1).

임상검사는 치태축적도를 S i l n e s s와 L�e의

Plaque Index2 5 )를 이용하여 기록하였고 치은

염증도는 L�e와 S i l n e s s의 Gingival Index2 5 )를

이용하여 기록하였다. 유산균 검사는 우측 협점

막에서 2개의 멸균된 #35 paper point로, 치은

연상 치태는 멸균된 Gracey curette으로 채취

하였고 비자극 타액은 0 . 1㎖를 취하여 각각

glass bead 3개를 포함한 2㎖의 멸균된

Moller's VMGA III transport medium으로 즉

시 옮겨 6 0초간 균일하게 혼합하였다. 그후

R o g o s aⓇ 한천배지(Difco, Detroit, MI, USA)

에 접종하여 3 7℃, 5% 이산화탄소 배양기내에

서 3일간 배양한 후 생균수를 계수하였다.

2 . 치주낭내 L. acidophilus V-20 발효배
양액 세척실험

전남대학교병원 치주과에 내원한 성인형 치

주염 환자들 중 전신질환이 없고 과거 6개월간

항생제나 구강세정제를 사용하지 않은 사람들

을 선택하였으며 4 - 5㎜깊이의 치주낭 6부위

를 선정하였다. 실험 2주전 구강검사를 한 후

치석제거와 치근면활택술을 시행하였다. L .

acidophilus V-20 발효배양액의 세척은 처음

일주일간 1일 1회, 그후 3주간 1주에 1회씩 시

행하였으며 0 . 5㎜ 직경의 끝이 둥근 주사팁을

이용하여 치주낭 깊이의 절반 가량 삽입한 후 1

분간 2㎖( 2 x 1 08/ m l )를 천천히 주입하였다. 미

생물 검사는 L. acidophilus V-20 발효배양액

투여 직후, 처음 일주간은 매일, 2주부터 7주까

지는 매주 1회 시행하였고, 임상검사는 실험전

과 세척 후 7주까지 매주 1회 시행하였다

(Figure 1). 검사는 다음의 순서에 의해 1인이

정확히 기록하였다.

①치은열구액량 측정-실험 대상부위를 방습

한 후 Periopaper stripⓇ(Pro Flow Inc.,

Amityville, New York, USA)를 치주낭

깊이의 1 / 2정도 깊이에 2 0초간 삽입한 후

Periotron 6000Ⓡ (Pro Flow Inc.,

Amityville, New York, USA)을 이용하여
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측정하였다. 

②치태축적도- S i l n e s s와 L�e의 P l a q u e

I n d e x2 5 )를 이용하여 기록하였다.

③미생물 검사-멸균된 #35 paper point 2

개를 실험대상 치주낭내에 저항감이 느껴

질 정도까지 치은연하에 삽입한 후 3 0초

후에 제거하여 3개의 glass bead가 들어

있는 2㎖의 멸균된 Moller's VMGA III

transport medium에 즉시 넣어 실험실로

옮기고 6 0초간 균일하게 혼합하였다.

유산균 생균수를 계수하기 위해서는

P B S용액을 이용하여 1 0배 단계로 1 03까

지 희석하여R o g o s aⓇ 한천 배지에 접종한

후 3 7℃, 5% 이산화탄소 배양기내에서 3

일간 배양하였다. 총 세균수와 P. gingi -

valis 생균수를 계수하기 위해서는 3 7℃,

혐기성 배양기 안에서 VMGA III 혼합액

을 이용하여 1 0배 단계로 1 04까지 희석하

여 5% 면양혈액, hemin, vitamin K가 첨

가된 혈액한천 배지에 접종한 후 7일간 배

양하였다. 총 세균수는 모든 집락수로 산

정하였으며 P. gingivalis는 검고 둥근 모

양의 윤기있는 집락수를계수하였다.

④치주낭 깊이-치주낭측정기를 이용하여 각

대상 부위에서 치주낭내 삽입 방향 및 위

치를 일정하게 하여 0 . 5㎜까지 계측하였

다.

⑤치은염증도 - L�e와 S i l n e s s의 G i n g i v a l

I n d e x2 5 )를 이용하여 기록하였다.

3. 분리 유산균주의 In vitro 실험

1) 각 유산균주와 P. gingivalis 상호작용실험

L. acidophilus V-20 발효배양액의 함수와

세척후 미생물 검사시 관찰되는 유산균을 각각

집락의 크기와 형태에 따라 분류하였다. 집락별

로 치주병원균인 P. gingivalis와의 상호작용반

응을 시행하였다. 치주질환 부위에서 분리된 P .

g i n g i v a l i s를 5㎍/㎖ hemin 및 5㎍/㎖ v i t a m i n

K가 첨가된 혈액한천 액체배지 3 . 7㎖와 M R S

액체배지 0 . 3㎖가 혼합된 액체배지에서 2 4시

간 배양 후 계대배양을 하였다. 각 유산균주 단

독과 각 유산균주에 P. gingivalis를 혼합한 액

체배지를 1 8시간 배양 후 각각 10, 103, 105,

1 07으로 희석하고 P. gingivalis는 5% 면양혈

액과 5㎍/㎖ hemin 및 5㎍/㎖ vitamin K가 첨

가된 혈액한천 배지에, 각 유산균은 R o g o s aⓇ

한천 배지에 접종하여 3 7℃, 혐기성 배양기 내

에서 각각 7일, 3일간 배양한 후 생균수를 계수

하였다.

2) 치태억제능력

치태억제능력을 알아보기 위하여 b e a k e r

wire test를 시행하였다. 0.1M 3-[N-
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Figure 1. Experimental Design
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- 2 ( b a s e l i n e ) 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

gargling start daily gargling gargling stop

s c a l i n g clinical(PI, GI) &

G a r g l i n g & root m i c r o b i o l o g i c a l weekly clinical & microbiological examination

p l a n i n g e x a m i n a t i o n

irrigaion start daily irrigation weekly irrigation irrigation stop

I n t r a - p o k e t s c a l i n g clinical(PI, GCF,
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e x a m i n a t i o n



Morpholineo]propanesulfonic acid(MOPS)

b u f f e r를 첨가하여 pH 7로 조정한 M17SY 액

체배지 ( M 1 7배지에 5% 자당과 0.5% 효모추

출액을 첨가) 20㎖와 0.1M MOPS buffer를 첨

가하여 pH 7로 조정한 MRSSY 액체배지

( M R S배지에 5% 자당과 0.5% 효모추출액을

첨가) 20㎖를 섞은 배지에 S t r e p t o c o c c u s

m u t a n s(S. mutans)와 유산균을 각각 0 . 1㎖

( 2 x 1 08) 씩 1 : 1로 접종하고0.016 inch 교정용

wire (Ormco, Glendora CA, U.S.A)를 5 0㎎

내외가 되게 준비하여 3개씩 b e a k e r에 매달아

배지에 잠기게 하였다. 대조군으로 S. mutans

만을 접종하였다. 37℃, 5% 탄산가스 배양기내

에서 회전시키면서 2 4시간 동안 배양한 후, 3

개의 w i r e상에 형성된 인공 치태의 무게를 측

정하여 평균치를 구하였다.

3) 분리 유산균의동정

관찰된 각 유산균주를 동정하기 위하여

Gram stain, catalase test, carbohydrate

fermentation test등을 시 행하 였 다 3 6 ).

Catalase test는 MRS 한천배지에 각 유산균주

를 접종하여 3 7℃, 5% 이산화탄소 배양기 내

에서 하루 배양한 후 성장한 유산균주 위에 3 %

H2O2를 떨어뜨려 기포가 발생하면 양성( + )으

로 간주하였다. Carbohydrate fermentation

t e s t는 phenol red base 액체배지에 여러 가지

당의 최종 농도가 1 %가 되도록 첨가한 후 각

유산균주를 접종하였고 p a r a f f i n을 점적하여혐

기상태로 유지하면서 3 7℃, 5% 이산화탄소 배

양기내에서 2 4 - 4 8시간 배양하여 배지의 색깔

이 황색으로 변한 경우 양성( + )으로 간주하였

다.

4. 통계처리

각 항목에 대해 평균값과 표준편차를 계산하

였고 L. acidophilus V-20 발효배양액 함수시

각주마다의 실험부위별 유산균수 변화양상, 치

주낭내 세척시 실험전과 7주후 P. gingivalis·

총세균수 변화와 임상지수의 변화양상을 비교

하기 위해 Wilcoxon Signed Ranks Test를 시

행하였다. 또한 L. acidophilus V-20 발효배양

액 세척시 각주마다 P. gingivalis 수의 변화양
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Table 1. The change of clinical parameter following mouth gargling with fermented milk by L . a c i -
d o p h i l u s V-20 for 10 weeks(N=7)

Clinical recording B a s e l i n e week 10

Plaque Index 1 . 2 0±0 . 5 0 1 . 0 0±0 . 3 0

Gingval Index 0 . 3 0±0 . 0 0 0 . 3 0±0 . 0 1

Table 2. The change in the number of L . a c t o b a c i l l u s(log CFU) recovered from each site following
mouth gargling with fermented milk by L.acidophilus V-20 for 10 weeks

b a s e l i n e week 1 week 2 week 4 week 6 week 7 week 8 week 10

Buccal cheek 0 . 0±0 . 0 0 . 0±0 . 0 1 . 4 6±0 . 9 5 1 . 9 0±0 . 8 7 1 . 6 2±0 . 4 9 1 . 8 4±0 . 2 4 0 . 0±0 . 0 0 . 0±0 . 0

Buccal supragingival 0 . 0±0 . 0 0 . 2 6±0 . 5 8 1 . 7 0±1 . 0 7 1 . 9 2±0 . 6 0 2 . 0 2±0 . 6 0 2 . 2 6±0 . 4 2 0 . 0±0 . 0 0 . 0±0 . 0

plaque on upper first molar

Buccal supragingival 0 . 0±0 . 0 0 . 2 4±0 . 5 2 1 . 8 9±1 . 2 5 2 . 5 9±0 . 5 0 2 . 0 8±0 . 2 5 2 . 3 8±0 . 3 9 0 . 2 6±0 . 5 0 . 0±0 . 0

plaque on lower first molar

Unstimulated saliva 0 . 0±0 . 0 1 . 9 8±0 . 0 4 4 . 2 7±0 . 7 6 4 . 2 6±0 . 6 4 3 . 4 0±0 . 9 3 3 . 3 4±0 . 3 9 1 . 5 6±1 . 1 1 0 . 0±0 . 0

*: Statistically significant difference at P<0.05 by Wilcoxon test.



상을 알아보기 위해 Mann-Whitney Test를

시행하였다. 유의수준은 P < 0 . 0 5으로 하였다.

III. 결과

1 . L. acidophilus V-20 발효배양액 함수
후 구강내 유산균 수의 변화

실험 기간 내내 별다른 이상반응은 없었으며

7명의 실험군 참여자 모두에서 실험 전과 후의

4 0 7

Figure 2. The change in the number of Lactobacillus (log CFU) recovered following mouth gargling
with fermented milk by L. acidophilus V-20 (20㎖ of 2×1 08/㎖):10 weeks study.
(A) Buccal cheek 

(B) Supragingival plaque on the upper first molar 

(C) Supragingival plaque on the lower first molar

(D) Unstimulated saliva 

(E) Different pattern for L a c t o b a c i l l u s count according to the sampling sites



임상지수에는 변화가 없었다(Table 1). L .

acidophilus V-20 발효배양액 함수 결과 각 참

여자의 4개 실험대상부위 모두에서 함수 시작

1 - 2주부터 유산균이 증가하기 시작하여 4주

에 최고치를 보였고 6 - 7주까지 어느 정도 지

속되다가 8주부터 급격히 감소하였고 9주부터

는 실험전 수준으로 회복되었다. 부위별로 보면

비자극 타액에서 가장 먼저 유산균 증가를 보

였다. 특히 2주 후에 최고치를 보였고 L. aci -

dophilus V-20 발효배양액 함수를 중단한 후

점진적인 감소를 보이다가 8주째부터 급격히

감소하였다. 치은연상치태 부위에서는 유사한

증가와 감소추세를 보였고 협측점막부위에서

는 2주까지는 변화가 없었으나 그후 완만한 증

4 0 8

Table 3. The change of clinical parameters at baseline and after pocket irrigation with fermented
milk by L. acidophilus V-20 for 7 weeks(N=6)

Clinical recording B a s e l i n e Week 7

Plaque Index 1 . 0 0±0 . 0 0 0 . 7 0±0 . 5 2

Gingival crevicular fluid 5 0 . 0 0±0 . 4 1 3 2 . 0 0±5 . 8 2*
Probing depth 5 . 0 0±1 . 2 6 3 . 9 0±1 . 6 3*
Gingival Index 1 . 2 0±0 . 4 1 0 . 7 0±0 . 5 2

M e a n±standard deviation(N:site number) 

* : Statistically significant difference between baseline and week 7 at P<0.05 by Wilcoxon test.

Figure 3. The change of clinical parameters following periodontal pocket irrigation with fermented
milk by L. acidophilus V-20 (2㎖ of 2x108/㎖): 7 weeks study.
(A) Gingival crevicular fluid

(B) Pocket depth(mm)



가와 유지기간을 보였고 함수 4주 후인 8주부

터 급격히 감소하였다(Table 2, Figure 2). 한

편, 대조군에서는 임상지수의 변화가 없었으며

모든 실험대상부위에서 유산균 수는 실험전과

4주까지 관찰되지 않았다.

4 0 9

Table 4. The change in the number (log CFU) of L a c t o b a c i l l u s and P. gingivalis recovered from
periodontal pocket following pocket irrigation with fermented milk by L. acidophilus V - 2 0
( 2㎖ of 2x108/㎖ for each pocket)

b a s e l i n e day 0 day 1 day 3 day 5 week 1

L a c t o b a c i l l u s 0 . 5 6±0 . 8 7 2 . 5 6±0 . 1 1 0 . 2 2±0 . 5 3 0 . 7 5±0 . 8 3 1 . 7 4±0 . 9 2 2 . 3 4±0 . 3 6

P. gingivalis 4 . 1 9±0 . 6 0 3 . 6 9±0 . 4 6

Total viable cell5 . 3 9±0 . 7 7 5 . 5 6±0 . 4 8

week 2 week 3 week 4 week 5 week 6 week 7

L a c t o b a c i l l u s 3 . 2 4±0 . 7 0 2 . 8 5±0 . 8 0 3 . 0 7±0 . 8 9 3 . 2 7±1 . 2 0 2 . 2 2±1 . 2 1 0 . 0±0 . 0

P. gingivalis 3 . 1 2±0 . 3 3 3 . 2 0±0 . 6 0 3 . 5 9±0 . 5 1 2 . 8 6±0 . 7 6 3 . 3 0±0 . 5 0 3 . 9 9±0 . 6 7

Total viable cell5 . 6 8±0 . 5 9 5 . 4 2±0 . 7 1 5 . 8 1±0 . 2 2 5 . 3 1±0 . 7 8 5 . 9 0±0 . 3 8 5 . 5 8±0 . 3 9

* : Statistically significant difference at the value of P<0.05 by Mann-Whitney test

Figure 4. The change in the number of L a c t o b a c i l l i a n d P. gingivalis recovered from periodontal
pocket following pocket irrigation fermented milk by L. acidophilus V-20 (2㎖ of 2x108/㎖
for each pocket) : 7 weeks study.
(A) Pattern of L a c t o b a c i l l u s r e c o v e r y

(B) Pattern of P. gingivalis r e c o v e r y

(C) Total anaerobic viable cell count



4 1 0

Figure 5. In vitro study for interaction between L a c t o b a c i l l u s isolates and P. gingivalis
(A) L a c t o b a c i l l u s isolate I + P. gingivalis;

1 : P. gingivalisonly, 2 : L a c t o b a c i l l u s isolate I only,

3 : P. gingivalis(mixed with L a c t o b a c i l l u s isolate I), 

4 : L a c t o b a c i l l u s isolate I(mixed with P. gingivalis) 

(B) L a c t o b a c i l l u s isolate II + P. gingivalis;

1 : P. gingivalisonly, 2 : L a c t o b a c i l l u s isolate II only,

3 : P. gingivalis(mixed with L a c t o b a c i l l u s isolate II), 

4 : L a c t o b a c i l l u s isolate II(mixed with P. gingivalis) 

(C) L a c t o b a c i l l u s isolate III + P. gingivalis;

1 : P. gingivalisonly, 2 : L a c t o b a c i l l u s isolate III only,

3 : P. gingivalis(mixed with L a c t o b a c i l l u s isolate III),

4 : L a c t o b a c i l l u s isolate III(mixed with P. gingivalis)



2 . L. acidophilus V-20 발효배양액 세
척시 치주낭내 P. gingivalis와 유산균 수
의 변화

6개 치주낭 부위에 L. acidophilus V-20 발

효배양액을 세척하였을 때 치태지수와 치은염

증지수는 개선을 보이지 않았으나 치은열구액

양과 치주낭 깊이는 실험전과 비교시 7주째에

개선되었다(P<0.05) (Table 3, Figure 3).

치주낭내 유산균 수는 세척 1주 내에는 증가

와 감소를 되풀이하였는데 5일부터는 대부분

의 부위에서 증가하기 시작하여 1주 후부터 증

가하여 세척중단 2주 후까지 계속 증가하였고

7주 후에는 현저하게 감소하여 관찰되지 않았

다. 반면 P. gingivalis는 실험1주 후 유산균 증

가에 따라 감소하였고 세척 중단 후에는 점차

유산균이 감소함에 따라 증가하기 시작하여 7

주에는 실험 전 수준으로 증가하였다. 총세균의

수는 실험기간 내내 큰 변화를 보이지 않았다

(Table 4, Figure 4).

3. In Vitro 실험

유산균 함수와 세척실험 후 모든 검사부위에
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Figure 6. (A) Effect of L a c t o b a c i l l u s isolate I and II on the replication of P. gingivalis. Left: P. gingivalis

o n l y ( x 1 07), Center: Mixed culture of P. gingivalis and L a c t o b a c i l l u s isolate I(x105), Right: Mixed culture of P .

g i n g i v a l i s and L a c t o b a c i l l u s isolate II.(x107). Bacterial counting was done on blood agar plate containing 5㎍/㎖

hemin and 5㎍/㎖vitamin K.

(B) Effect of Lactobacillus isolate III on the replication of P. gingivalis. Left: Mixed culture of P. gingivalis a n d

L a c t o b a i l l u s isolate III(x107). Bacterial counting was done on blood agar plate containing 5㎍/㎖hemin and 5㎍/

A B

Figure 7. Plaque inhibition by L a c t o b a i l l u s isolates recovered during experiment
(A) Control- S. mutanso n l y

(B) L a c t o b a c i l l u s isolate I+ S. mutans

(C) L a c t o b a c i l l u s isolateII + S. mutans

(D) L a c t o b a c i l l u s isolate III + S. mutans



서 관찰된 유산균은L. acidophilus V-20 이외

에 3종의 다른 균주가 실험기간 내내 일관성 있

게 관찰되었다. 각 균주는 집락의 크기와 형태

에 따라 분류하여 직경 1 m m정도의 가장 작고

둥근 집락을 보이는 유산균주를 분리균주 I, 직

경 1 . 5 m m정도의 중간크기의 둥근 집락을 보이

는 유산균주를 분리균주 II, 직경 2mm 정도의

납작한 집락을 보이는 유산균주를 분리균주 I I I

으로 정하였다. 이들 모든 균주에 대해 P. gin -

g i v a l i s와의 상호작용실험과 치태억제능력 실

험, 각 균주의 동정을 시행한 결과는 다음과 같

다. 

1) 각 유산균주의 P. gingivalis 억제능력평가

3종의 분리균주 I, II는 P. gingivalis를 완전

억제하였지만 분리균주 I I I는 P. gingivalis를

억제하지 못하였다(Figure 5, Figure 6).

2) 치태억제능력

Beaker wire test 결과 분리균주 I은 63%, II

는 67%, III는 5 5 %정도 치태형성을 부분적으

로 억제하였다(Figure 7).

3) 분리세균의 동정

Gram stain, catalase test, carbohydrate

fermentation test등을 시행한 결과 분리균주 I

는 Lactobacillus alimentarius, I I는

Lactobacillus casei subspecies casei, I I I는

Lactobacillus fructosus로 동정되었다( T a b l e

4 1 2

Table 5. Identification of L a c t o b a c i l l u s strains isolated from oral cavity and periodontal pocket fol-
lowing mouth gargling and pocket irrigation with fermented milk by L. acidophilus V-20 

Isolate I Isolate II Isolate III

Colony diameter 1 m m 1 . 5 m m 2 m m

m o r p h o l o g y r o u n d r o u n d f l a t

Gram stain + + +

M o r p h o l o g y short rod short rod r o d

C a t a l a s e - - -

Growth at 15°C + + +

Growth at 45°C - - -

A m y g d a l i n - + -

C e l l o b i o s e - + -

F r u c t o s e + + +

G a l a c t o s e + + -

G l u c o s e + + +

L a c t o s e - - -

M a l t o s e + + -

M a n n i t o l - + -

M a n n o s e + + -

M e l e z i t o s e - + -

M e l i b i o s e - - -

R a f f i n o s e - - -

R h a m n o s e - - -

R i b o s e + + -

S o r b i t o l - + -

S u c r o s e + + -

T r e h a l o s e - + -

R e s u l t L. alimentarius L. casei subspecies casei L. fructosus



5). 

IV. 고찰

치주질환은 치태세균에 의한 감염질환으로서

주된 원인균으로 black pigmented bac-

t e r o i d e s인 Porphyromonas gingivalis 등이

알려져 있다. 따라서 치주질환의 치료는 이러한

병원균의 제거와 감소에 의하며, 치주치료 후

유지관리 환자들에서는 이들 병원균의 재집락

화로 인한 질환의 재발 때문에 병원균 감소가

특히 중요하다. 한편 P. gingivalis는 치주질환

의 심도와 정비례하고 성인형, 급속진행형, 난

치성 치주염의 치주낭에서 높은 발현빈도를 보

인다5 - 7 ). 한편 H i r s c h f e l d등3 3 ), Haffajee등3 4 )

의 보고에서 적절한 치료와 철저한 구강위생교

육에도 불구하고 치주낭에서 결합조직의 부착

이 소실되고 치조골 높이가 감소하는 질환이

재발할 수 있으며, 이러한 부위에서는 A .

actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P.

intermedia, B. forsythus, F. nucleatum, W.

r e c t a등이 주로 검출된다고 하였다. 이렇듯 치

주처치 후에도 치주낭내 치주 병원균이 재집락

화되어 염증의 재발과 계속적인 부착상실을 가

져오기 때문에 치주 병원균의 재집락화를 예방

할 수 있는 방법에 많은 관심이 모아지고 있다.

이러한 방법중의 하나인 치환요법은 균 자체가

질환을 유발하지는 않으면서 특정 병원균에 대

한 감염에 보다 민감하게 반응하여 숙주가 이

러한 병원균에 노출되었을 때 감염을 방지하는

세균(effector strain)을 투여함으로써 세균집

락화를 역전시키는 방법으로 구강 질환을 예방

하기 위한 여러 연구에서 그 유용성이 보고된

바 있다1 3 - 2 5 ). 치환요법은 치아우식증 치료법

으로 먼저 소개되었고1 6 ) 1 9 8 2년 H i l l m a n과

S o c r a n s k y1 3 )가 국소 유년형 치주염 환자에 적

용하였다. 그들은 건강한 치주조직을 지닌 사람

과 국소 유년형 치주염을 가진 환자의 제 1대구

치 부위에서 치은연하치태 표본을 채취하여 관

찰한 결과 건강한 사람에서와 국소 유년형 치

주염 환자라도 임상증상이 없는 건강한 부위에

서는 A. actinomycetemcomitans의 증식을 억

제하는 세균이 존재한다고 보고하였다. 난치성

치주염 환자의 병소에서도 유사한 보고를 하였

는데 질환이 나타나는 부위에서는 이러한 억제

세균을 거의 볼 수 없었다고 하였다. 또 건강한

치은열구내 치태에서 얻어진 억제 세균을 동정

한 결과 S. sanguis와 S. uberis였으며, 이들 세

균에 의한 A. actinomycetemcomitans의 억제

는 과산화수소 생성에 의한 기전2 3 , 2 4 )으로 설명

되고 있다. 한편, Westergren등1 4 )은건강인의

구강에 S. sanguis를 접종하는데 성공하였다고

보고하였으나 이 연구에서 S. sanguis는 접종

후 점차 감소하여 5주째에는 거의 사라졌고 이

러한 결과는 특히 난치성 치주염 환자인 경우

두드러졌다. 이렇게 S. sanguis 집락 형성이 실

패한 원인으로는 A. actinomycetemcomitans

나 다른 치주병원균들이 b a c t e r i o c i n을 생성하

여 S. sanguis의 증식을 억제하기 때문1 4 , 3 1 )이

라고 하였다. 또한 S. sanguis는 세균성 심내막

염 발생의 한 원인 균주2 0 , 2 1 )이기 때문에 치환

요법을 적용할 때에는 보다 안전한 억제균이

필요하게 되었다. 

이렇게 세균간의 상호작용은 구강내 세균의

집락 형성 및 세균 분포에 다양한 변화를 가져

올 수 있다. 특히 치주질환은 매우 다양한 균들

의 복잡한 상호작용에 의한 결과로 나타나는

것이기 때문에 이러한 현상은 더욱 중요하게

된다. 이중 상호 억제작용에는 많은 기전들이

관련되어 있으나 이미 밝혀진 것으로는 과산화

수소, 지방산, bacteriocin 등을 들 수 있다3 0 ).

과산화수소는 발생기 산소를 방출하는 능력 때

문에 중등도의 항균 성질을 지닌다고 알려져

있다. 과산화수소의 항균효과 기전은 정확히 밝

혀지지는 않았지만 산소분자가 거품으로 방출

되면서 치태와 음식물 잔사들을 제거하게되는

기계적 효과와 그 자체로서의 항균 효과 그리

고 국소 조직손상 부위에 산소를 공급함으로써
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이로운 화학적 조직치유 능력을 증진2 6 )하고 세

균 내독소 활성을 억제2 9 )시킨다는 보고가 있

다. 임상적으로도 과산화수소를 분비하는 함수

제를 매 식후 사용하였을 때 치태내의 치주질

환 원인균들인 나선균, 사상균, 운동성 간균 등

의 증식을 억제하였고 2주간 함수제만을 사용

하였을 때 치태지수와 치은지수가 현저히 낮아

진다고 보고2 7 )되었다. 정등1 7 )은 건강한 구강을

지닌 어린이의 타액에서 추출한 유산균 L .

acidophilus V - 2 0이 혐기성 상태에서도 과산

화수소를 발생하는 것을 보고하였고 In vitro실

험 결과 L. acidophilus V - 2 0이 A. actino -

m y c e t e m c o m i t a n s와 P. gingivalis의 증식을

완전히 억제함을 보였다. 반대로 A. actino -

m y c e t e m c o m i t a n s와 P. gingivalis는 L. aci -

dophilus V - 2 0의 성장을 저해시키지 못한다

고 보고하였다. L. acidophilus V - 2 0이 A .

a c t i n o m y c e t e m c o m i t a n s와 P. gingivalis를 억

제하는 기전을 알아보기 위해 과산화수소를 생

성하지 못하는 L. casei를 이용하여 반복 실험

한 결과 A. actinomycetemcomitans와 P .

g i n g i v a l i s의 억제효과가 관찰되지 않았고 따라

서 이러한 억제작용은 과산화수소의 분비 때문

이라고 추정하였다. 또한 유지관리기에 있는 치

주질환자에게 L. acidophilus V-20 발효배양

액을 4주간 매일 2회 함수시킨 결과 치주낭 깊

이가 4 m m이상인 부위에서 임상지수향상과 치

은연하치태세균 중 A. a c t i n o m y c e t e m c o m i -

t a n s와 black pigmented bacteroides의 생균

수 감소를 보고하였다. 

그러나, 실제로 구강내 세균의 분포와 변화는

실험실 조건이외에도 pH, 세균간의 대사산물

에 대한 영향, 온도, 영양분 등 많은 변수들이

작용3 5 )하기 때문에 단순히 한가지 기전만을 기

대하기가 쉽지 않다. 또한 실제 구강내에 L .

acidophilus V-20 발효배양액을 처리하였을

때 이의 분포와 유지기간, 구강 상주균과 치주

병원균에 대한 영향 등에 대해서는 알려져 있

지 않다. 이에 본 연구에서는 L. acidophilus

V-20 발효배양액을 건강한 구강내 함수 및 치

주낭 세척시 구강내 유산균 및 P. gingivalis와

총 세균수의 변화 양상을 관찰하고자 하였다.

건강한 구강내에 4주간 매일 2회 양치 후 1분

간 L. acidophilus V-20 발효배양액을 함수시

킨 결과 1 - 2주 후부터 실험 전에는 보이지 않

았던 유산균이 출현하여 그 수가 유의하게 증

가하기 시작하였으며 4주째 최고치를 보였고

6 - 7주까지는 어느 정도 지속되다가 8주부터

급격한 감소를 보여 1 0주에는 실험 전 수준으

로 회복되었다. 부위별로 보면 비자극 타액에서

가장 먼저 유산균이 증가하였고 가장 완만한

감소를 보였으며 나머지 협측점막, 치은연상치

태 부위에서는 유사한 증가와 감소양상을 보였

다. 한편 대조군에서는 실험기간 내내 모든 부

위에서 유산균이 관찰되지 않았다. 따라서 유산

균의 변화는 L. acidophilus V-20 발효배양액

함수의 결과이며 이 변화는 타액에서 가장 먼

저 시작되어 점차 다른 부위의 변화가 수반되

는 것으로 생각된다. 또한 좀더 빨리 적정 수준

으로 유산균을 유지시키기 위해서는 유산균이

감소하는 기간에 맞추어 함수간격을 조절해 주

어야 할 것으로 추정된다.

치주질환자에서 치석제거 2주후 6부위의 치

주낭내로 L. acidophilus V-20 발효 배양액을

세척한 결과 임상지수변화는 치주낭깊이와 치

은열구액양에서 실험전과 비교하였을 때 7주

후 개선을 보였지만 치태축적도와 치은염증도

는 유의한 개선을 보이지 않았다. 치주낭내 유

산균의 변화는 세척 1주까지는 증가와 감소를

되풀이하였으나 세척 1주 후부터 6주까지 계속

된 증가를 보이고 세척 중단 3주 후부터 현저히

감소하여 실험전과같은 수준을 보였다. 이러한

유산균의 변화 양상은 처음 1주 동안 매일 세척

을 실시하여 축적된 유산균이 어느 정도의 수

준에 도달한 후 매주 1회만의 세척으로도 유지

되었던 것으로 보인다. 특히 처음 세척 직후가

가장 높은 유산균 수를 보이다가 다음 측정기

간까지 급격한 감소를 보이는 것으로 보아 좀
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더 짧은 투여간격이 유산균수의 유지를 위해

필요하다고 추정되었다. P. gingivalis는 실험전

과 1주, 5주와 6주, 6주와 7주 사이에 유산균수

가 증가함에 따라 감소되었고 7주에는 실험전

수준으로 증가되었다. 이에 반해 총세균수는 실

험기간 내내 큰 변화를 보이지 않았다. 유산균

함수와 세척시 L. acidophilus V - 2 0은 처음

1 - 2주에 주로 관찰되었고 나머지 실험기간에

는 실험 전에는 검출되지 않았던 3종의 다른 유

산균주들이 관찰되었다. 이는 L. acidophilus

V - 2 0의 투여로 인해 구강내 세균집락에 변화

가 생기고 소수로 존재하던 구강내 상주 유산

균들이 P. gingivalis등의 감소와 더불어 증식된

것으로 추정된다. 관찰된 유산균주중 2종의 분

리 유산균주는 In vitro실험에서 P. gingivalis

를 완전히 억제하였으나 나머지 1종의 분리 유

산균주는 P. gingivalis를 억제하지 못했다. 이

들 분리 유산균주들은 Gram stain, catalase

test, carbohydrate fermentation test등으로

동정한 결과 각각 L. alimentarius, L. casei

subspecies casei, L. fructosus였다. 이들이

P. gingivalis를 억제하는 기전은 정확히 알 수

없지만 L. alimentarius는 L. acidophilus V -

2 0과 같이 과산화수소 생성능력이 있는 것으로

밝혀졌으며, L. casei subspecies casei와 L .

f r u c t o s u s는 과산화수소를 생성하지 못하였다.

따라서 L. casei subspecies casei가 P. gingi -

v a l i s를 억제하는 기전은 더욱 연구가 필요하다

고 생각된다. 한편 beaker wire test를 시행하

여 치태억제능력을 평가하였는데 3종의 분리

유산균주 모두 55-63% 가량 치태형성을 억제

하였다. 이러한 치태감소 효과는 치주 병원균의

직접적인 억제효과 이외에 치태세균의 부착 및

치태성숙을 억제할 수 있는 효과 때문에 치주

조직에 유리한 영향을 줄 수 있다. 특히 유지관

리기에 있는 환자들에서 치태억제능력은 기계

적 구강위생관리법과 병용시 통상의 치주처치

후 증가를 보이는 치근면 치아 우식증을 예방
3 7 - 3 8 )하는데 더 좋은 효과를 가져올 것으로 기

대된다. 결론적으로 L. acidophilus V-20 발효

배양액을 구강내 함수 및 치주낭내 세척시 얻

어지는 효과는 이 균의 직접적인 작용이외에도

치주원인균에 억제효과를 가지는 구강내 상주

균의 증식을 증진하는 다른 효과를 가해 균의

성장과 증식에 의한 간접효과가 있을 것으로

추정된다. 따라서 향후 치주 영역에서 이러한

치환요법을 적용하기 위해서는 건강한 치주조

직과 치주질환 상태가 지니고 있는 환경의 특

성과 치주질환균에 억제효과가 있는 세균이 집

락화하는데 필요한 조건, 유지기간과 환경 그리

고 구강내 상주세균, 치주질환균들과의 상호작

용등에 관하여 장기적인 관찰과 이해가 필요할

것이다. 즉, 좀더 지속된 결과를 얻기 위해서는

투여간격에 대한 고려가 필요하며 투여한 유산

균이 어느 정도까지 생존할 수 있는지 등에 대

한 장기간의 실험이 더 요구된다.

V. 결론

이 연구는 치주질환의 주 원인균인 P. gingi -

v a l i s에 효과를 보이는 L. acidophilus V - 2 0

발효배양액을 건강한 구강내 함수와 치주질환

자의 치주낭 내에 세척하였을 때 구강내 유산

균 수의 변화와 P. gingivalis의 억제양상을 관

찰하고자 하였다. 그리고 L. acidophilus V - 2 0

투여 후 관찰된, 실험 전에는 발견되지 않았던

다른 분리 유산균주의 P. gingivalis에 대한 억

제효과와 치태억제능력을 평가하였고 동정을

위해 Gram stain, catalase test, carbohydrate

fermentation test를 시행하였다. 

본 실험을 통하여 다음과 같은 결과를 얻었

다.

1 . L. acidophilus V-20 발효배양액을

건강한 구강내에 4주간 함수한 후 1 0주간

임상검사와 미생물 검사를 시행한 결과 실

험기간 내내 치태축적도 및 치은염증도의
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변화는 관찰되지 않았으나 함수 1 - 2주째

부터 유산균의 증가가 이루어졌고, 6-7주

후까지 유지되다가 8주째부터 급격한 감

소를 보여 9주에는 실험전 수준으로 회복

되었다. 비자극 타액에서 가장 먼저 유산

균이 증가하였으며 가장 늦게까지 유지되

었고 치은연상치태부위에서도 유사한 증

가와 감소추세를 보였으며 협측점막부위

에서는 2주까지는 변화가 없었으나 그후

완만한 증가와 유지기간을 보였고 8주부

터 급격히 감소하였다.

2 . L. acidophilus V-20 발효배양액으로

매일 치주낭 내를 세척한 처음 1주일간은

유산균의 농도가 증가와 감소를 반복하였

으나 1주일 후부터 4주까지 1주에 1회 세

척하는 동안과 세척을 중단한 2주까지 일

정한 수준으로 유지되었고 세척중단 3주

후부터 급격히 감소하여 실험전과 같은 수

준을 보였다. P. gingivalis는 유산균 수의

증가와 함께 감소를 보이다가 7주에는 실

험 전 수준으로 증가하였고 총세균수는 실

험전과 별다른 차이를 보이지 않았다. 치

주낭 깊이와 치은열구액양은 개선을 보였

고(P<0.05) 치태축적도와 치은염증도는

별다른 변화를 보이지 않았다.

3 . L. acidophilus V-20 발효배양액의

함수와 세척 실험기간 동안 실험 전에는

보이지 않았던 3종의 유산균주가 지속적

으로 관찰분리되었고 이들 균주와 P. gin -

g i v a l i s와의 혼합배양결과 2종의 분리유산

균주는 P. gingivalis를 완전히 억제함을

보였으나 1종의 분리유산균주은 P. gin -

g i v a l i s를 억제하지 못했다. 또한 3종의 분

리 유산균주 모두 55-63% 정도 치태를

억제하였다.

4 . 분리된 유산균은 동정 결과 각각 L .

alimentarius, L. casei subspecies casei,

L. fructosus였다. 또한 과산화수소 발생

능력을 평가한 결과 L. alimeatarius에서

는 L. acidophilus V - 2 0과 같이과산화수

소 발생능력이 있음이 관찰되었다. 

이상의 결과로 L. acidophilus V-20 발효배

양액의 구강내 함수 및 치주낭내 세척시 나타

나는 유산균수 증가와 P. gingivalis의 감소는

L. acidophilus V-20 투여의 결과라고 생각되

며 L. acidophilus V-20 발효배양액을 구강내

투여시 얻어지는 효과는 이 균의 직접적인 작

용이외에도 치주원인균에 억제효과를 가지는

구강내 상주균의 증식을 증진시키는 간접효과

가 있을 것으로 추정되었다.
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The treatment and prevention of peri-

odontitis is focused on the reduction and the

elimination of pathogenic bacteria, espe-

cially A. actinomycetemcomitans and black

pigmented bacteria such as P. gingivalis. T o

prevent recurrent disease, the recoloniza-

tion of these bacteria should be inhibited in

the periodontal pocket. Since the replace-

ment therapy was introduced in periodon-

tics by Hillman et al, Jeong et al reported

that hydrogen peroxide-producing

L a c t o b a c i l l u s a c i d o p h i l u s V-20 completely

inhibited P. gingivalis and A. actino -

m y c e t e m c o m i t a n s in vitro and mouth gar-

gling with Lactobacillus acidophilus V-20 in

periodontitis patients during the mainte-

nance phase improved clinical condition and

reduced the No. of P. gingivalis and A .

a c t i n o m y c e t e m c o m i t a n s at 4 weeks of

treatment. Prior to replacement therapy

with bacteria, dynamics of microbial colo-

nization should be considered.

This study was performed to evaluate the

change in the viable cell number of

L a c t o b a c i l l i and P. gingivalis after oral

administration of L. acidophilus V-20. In

periodontal health, gargling increased the

No. of L a c t o b a c i l l i in saliva, buccal mucosa,

supragingival plaque from the first week,

which maintained for 2-3 weeks after gar-

gling stop, and then returned to the unde-

tectable baseline level at the ninth week. In

the periodontal pocket of moderate peri-

odontitis patients, daily irrigation for 1 week

and weekly irrigation for subsequent 3

weeks decreased the viable cell number of

P. gingivalis during the period of irrigation
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and increased the number of L a c t o b a c i l l i,

which was maintained from the second to

the seventh week. L. acidophilus V-20 was

isolated for the first 2 weeks of oral admin-

istration, and the 3 different strains of

L a c t o b a c i l l i were isolated continuously for

remaining period and identified as L. ali -

mentarius, L. casei subspecies casei a n d L .

f r u c t o s u s. The first two L a c t o b a c i l l i s t r a i n s

completely inhibited P. gingivalis in vitro

and all the isolated L a c t o b a c i l l i s t r a i n s

reduced the artificial plaque formation by

55-63%. 

These results showed that mouth gargling

or pocket irrigation with L. acidophilus V -

2 0 increased the No. of intraoral L a c t o b a c i l l i

and caused to decrease in the No. of P .

g i n g i v a l i s. This suggests that the replace-

ment therapy by these Lactobacilli might be

useful in the maintenance care of periodon-

tal patients.
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