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Minimal inhibitory concentration (MIC) is the lowest 
concentration of antibiotics that inhibits the visible growth of 
bacteria. It has been reported that sub-MIC of antibiotics 
may result in morphological alterations, along with the 
biochemical and physiological changes in bacteria. The 
purpose of this study was to examine morphological changes 
of Aggregatibacter actinomycetemcomitans, after the 
treatment with sub-MIC metronidazole and penicillin. The 
bacterial morphology was observed with scanning electron 
microscope, after incubating with sub-MIC antibiotics. The 
length of A. actinomycetemcomitans was increased after the 
incubation with sub-MIC metronidazole and penicillin. 
Sub-MIC metronidazole and penicillin inhibited bacterial 
division and induced long filaments. Our study showed that 
metronidazole and penicillin can induce the morphological 
changes in A. actinomycetemcomitans.
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서 론

세균의 증식을 억제하는 항생제의 최소농도를 최소억

제농도(Minimal Inhibitory Concentration, MIC)라고 정의한

다. 항생제가 최소억제농도 이하의 농도(sub-MIC)일 때, 
세균의 증식을 억제하지는 못하지만, 형태적 변화나 초 

미세구조적 변화, 생화학적 특성, 부착특성을 포함한 여

러 가지 세균의 특성에 영향을 미친다는 것이 널리 알려

져 있다[1]. 이전의 연구에서, 치주질환 및 구강 내 감염

을 치료하기 위해 사용되는 amoxicillin, doxycycline, 
metronidazole, penicillin, tetracycline의 sub-MIC안에서 발생

하는 Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Fusobacterium 
nucleatum, Porphyromonas gingivalis의 형태변화를 광학현

미경으로 관찰함으로써, 몇 가지의 항생제가 이들 세균의 

형태변화에 영향을 미친다는 것을 확인하였다[2]. 그 중, 
A. actinomycetemcomitans는 일부 치주질환과 관련이 있는 

중요한 치주 병원체이며, leukotoxin (LT)와 cytolethal 
destending toxin (CDT)와 같은 외독소를 생산하며 파골세

포를 활성화 시킬 수 있어 그 병원성이 매우 큰 것으로 

보고되고 있다[3]. 
다양한 세균에 대해서 여러 종류의 항생제가 세균의 

형태변화에 미치는 영향은 이미 많이 보고되었다[4-6]. 
Souza 등의 연구에서는 sub-MIC의 β-lactam계 항생제가 

F. nucleatum의 형태변화를 유도한다고 보고했으며[7], 
Escherichia coli와 Proteus mirabilis의 형태변화에 대하여 

조사한 연구들은 다양한 β-lactam계 항생제가 형태변화
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를 유도하는 과정에서 항생제의 농도가 증가할수록 세

균의 형태가 길어지고, 점점 더 농도가 증가하면 스페로

플라스트를 형성하며, MIC농도 이상까지 올라갔을 때는 

결국 용해(lysis)되는 것을 확인하였다[4,5]. 우리의 이전 

연구에서, sub-MIC의 penicillin과 metronidazole에서 배양 

된 A. actinomycetemcomitans가 가느다란 실모양으로 길어

지는 현상을 확인했지만[2], 이런 현상이 발생하는 원인

에 대해서는 광학현미경 관찰만으로는 설명할 수가 없

었다. 따라서 본 연구에서는 penicillin과 metronidazole에 

의한 A. actinomycetemcomitans의 형태변화의 양상을 주사

전자현미경을 이용하여 좀 더 자세하게 관찰하였고 세

균의 길이가 길어지는 이유에 대하여 조사하였다. 

재료 및 방법

세균 및 배양조건
A. actinomycetemcomitans ATCC 33384는 조선대학교 치과

대학의 한국구강미생물자원은행(Korean Collection for Oral 
Microbiology, Gwangju, Korea)에서 분양 받았다. 세균 배양

을 위하여 Brain Heart Infusion (BHI, Becton, Dickinson and 
Company, Sparks, MD, USA) 액체배지를 사용하였고, 90% 
N2, 5% CO2, 5% H2를 포함하는 37℃ 혐기성 환경(Bactron 
Anaerobic Chamber, Sheldon Manufacturing Inc. Cornelius, 
Oregon, USA)에서 24시간 배양되었다. 분광광도계를 사용

하여 세균 현탁액의 탁도를 측정하였으며 표준곡선에 적용

하여 세균의 수를 정량하였다. 

항생제 준비 및 처리
Sub-MIC 항생제가 A. actinomycetemcomitans의 형태변

화에 어떠한 영향을 미치는지 관찰하기 위하여 치과의

료에서 일반적으로 사용하는 항생제 중, metronidazole과 

penicillin (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)을 

실험에 사용하였다. 항생제의 stock solution은 pore size
가 0.22 µm인 필터를 사용하여 여과한 후 사용하였다. 

항생제 최소억제농도(MIC)의 측정
실험 균주에 대한 항생제의 MIC측정은 Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI)에서 권고하는 액체

배지 희석법을 이용하였다[8]. 세균 배양 배지에 항생제

를 1/2 연속 희석한 후 세균을 5 x 105 cells/ml가 되게 

접종하고 배양 후 육안으로 관찰했을 때, 세균 성장이 

억제된 최소항생제 농도를 측정하여 MIC를 결정하였다. 
각 항생제의 MIC 측정 농도 범위는 0.002 μg/ml에서 

1024 μg/ml였다.

주사전자현미경 관찰(Scanning Electron Microscope, 
SEM)

A. actinomycetemcomitans의 형태변화를 관찰하기 위해 

Variable Pressure Field Emission Scanning Electron 
Microscope (VP-FE-SEM, SUPRA55VP, Zeiss, Germany)를 

사용하였다. A. actinomycetemcomitans는 1/2x MIC의 

metronidazole과 penicillin을 첨가한 배지에서 37℃ 혐기성 

배양 조건(90% N2, 5%CO2, 5%H2)으로 24시간 동안 

배양되었다. 항생제가 처리된 세균과 처리되지 않은 

세균의 현탁액은 원심 분리하여, PBS (pH 7.4)에 2.5%로 

희석한 glutaraldehyde를 처리하여 1시간 동안 고정하였다. 
고정된 샘플은 PBS를 사용하여 10분동안 3번씩 씻어낸 

후, 에탄올에 30분 동안 처리하여 탈수시켰다. 임계점 

건조 후, 샘플을 stub위에 고정시키고, 금으로 코팅하여 

SEM으로 관찰하였다.

길이 측정 방법
세균의 크기는 Nikon NIS-Element program (DS-Fi2, 

Nikon)을 이용하여 측정하였다. 관찰한 하나의 필드에서 

각각 20개의 세균을 무작위로 선택하여 길이를 측정하

고, 측정한 값의 평균으로 길이 변화를 비교하였다.

통계분석
Sub-MIC 항생제가 처리된 세균과, 처리가 되지 않은 

세균의 전체적인 길이 차이를 통계학적으로 확인하기 

위하여 비모수적 방법인 Kruskal-Wallis법을 사용하였다

(유의확률 p < 0.05). 통계분석은 Software Package for 
Social Sciences (SPSS, version 20.0, IBM Inc., USA)를 

사용하여 수행하였다.

결  과 

A. actinomycetemcomitans의 전자현미경 관찰에서 항생

제 처리가 되지 않은 세균은 부드럽고 짧은 막대모양으

로 관찰되었다(Fig. 1). 그러나 sub-MIC의 metronidazole
과 penicillin을 포함하는 배지에서 배양된 세균은 세균 

폭의 변화는 없었으나, 세균의 길이가 평균적으로 5배
에서 8배 정도 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 이런 

길이변화의 차이는 통계적으로 유의하게 확인되었다(p 
< 0.05). Fig 2와 Fig 3의 전자현미경 사진에서 살펴보

면, 정상적인 세균은 성장하면서 어느 정도의 길이가 

되면 분열되어 따로 떨어져야 하는데, sub-MIC의 

metronidazole과 penicillin을 처리한 세균들은 분열이 완

전히 일어나지 못하고, 연속적으로 연결되어 길게 늘어
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Fig 1. The effect of sub-MIC antibiotics on bacterial morphology of A. actinomycetemcomitans ATCC 33384. The bacteria were 
incubated with sub-MIC antibiotics and the bacterial morphology was observed with scanning electron microscopy. The length of 
bacteria was shown in right side of figure. The values are the means of measurements of twenty individual bacterial cell and the error 
bars indicate standard deviations of the mean. * Statistically significant compared with untreated control bacteria (p < 0.05).

Fig 2. A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 exposed to 
sub-MIC metronidazole. Filaments with blebs were observed. A, 
filamentation; B, bleb.

Fig 3. A. actinomycetemcomitans ATCC 33384 exposed to 
sub-MIC penicillin. Filaments with blebs were observed. A, 
filamentation; B, bleb.

나는 것이 확인되었다(Fig 2-A, Fig 3-A). 또한, 일부 세

균의 표면이 세포파편과 같은 물질들로 지저분한 것을 

관찰할 수 있었으며, 구형의 커다란 bleb들도 함께 관찰

되었다(Fig 2-B, Fig 3-B).

고  찰 

항생제는 치태로 인하여 발생하는 감염성 구강질병인 

치주질환의 치료를 위해 사용하거나 혹은 치료의 보조적

인 목적으로 사용된다[9]. 항생제를 복용하면, 시간이 지

남에 따라 체내의 항생제 농도가 서서히 감소하게 되어 

sub-MIC에 도달하는 기간을 유발하기 때문에 구강세균

과 관련된 항생제 sub-MIC효과에 관한 연구가 필요하다.
그람음성균은 β-Lactam계 항생제가 존재하는 환경에

서 성장할 때, 항생제에 대한 반응으로 스페로플라스트

를 형성하는 것으로 알려져 있다[10]. 이렇게, 스페로플

라스트나 L-형과 같은 항생제에 대한 세균의 적응반응
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이 관찰되기 시작하면서 미생물이 환경에 적응하여 나

타나는 형태나 생화학적 특성에서 변화에 대한 연구가 

주목 받기 시작하였다[11]. 다양한 연구에서, sub-MIC의 

항생제는 세균의 증식을 억제하거나 죽이지는 못하지만 

세균의 생물학적 특성에 영향을 줄 수 있다고 알려져 

있는데[12], 이러한 효과는 항생제의 농도가 MIC에 도

달한 이후부터 특정한 시간 동안, 조직들 사이에서 발

생하는 항생제와 세균간의 상호작용을 변화시킬 수 있

기 때문에 치료적으로 중요한 의미를 지닐 수 있다

[1,12,13]. 
Lorian의 연구에서는 Escherichia. coli, Proteus mirabilis, 

Klebsiella pneumonia, Salmonella typhimurium와 같은 세균

을 1/6x MIC의 ampicillin으로 처리했을 때, 세균이 30-90 
μm길이로 길게 늘어나는 것을 관찰하였다[14]. 또한 

sub-MIC의 penicillin에서는 Proteus vulgaris, Vibrio cholera, 
Salmonella typhimurium의 길이가 길어지는 것을 관찰했으

며, Pseudomonas pyocyanea는 가느다란 실 모양과 구형의 

형태가 유도되는 것을 확인하였다[14,15]. 그 외에도 

sulfathiozol, nalidixic acid, nitrofurantoin 등의 sub-MIC 항생

제 가 다양한 세균의 길이를 길어지게 하는 것이 관찰되

었다[16-18].
우리의 연구에서는, sub-MIC의 metronidazole과 penicillin

을 처리한 후에 A. actinomycetemcomitans의 길이가 상당히 

길게 늘어난 것을 관찰할 수 있었다. A. actinomycetemcomitans
는 본래 사슬이나 포도상으로 연결되어 자라지 않고 따로 

떨어져서 자라는 세균이지만, sub-MIC의 항생제에서 관찰

된 세균은 사슬모양처럼 세균이 연속적으로 붙어서 길게 

늘어난 것을 관찰할 수 있었다. Sub-MIC의 chloramphenicol
에서 Staphylococcus aureus의 형태변화를 관찰한 Hancock
과 Park의 연구논문에서는 세균의 크기증가가 항생제의 활

성으로 세포벽물질의 합성을 계속적으로 진행한 결과라고 

주장하였고[19], Burdett와 Murray는 sub-MIC의 항생제에

서 세포의 형태가 길게 늘어나는 현상은 항생제가 세포벽

을 가로지르는 septum의 성장을 저해함으로써, 세포분열을 

막았기 때문에 발생한다고 주장하였다[10]. 우리의 연구에

서 관찰된 세균의 길이증가도 세균이 성장하면서 분열되

어야 했던 부분이 항생제의 작용으로 분열이 억제되어 계

속 연결되면서 생성된 변화라고 추정된다. 이것은, 세포가 

따로 떨어져 있을 때 보다 세균의 표면적을 감소시키고 생

존하기 어려운 환경조건에서 생존 확률을 높일 수 있을 것

으로 생각된다. 
Lorian의 연구에서는, sub-MIC의 nitrofurantoin을 처리한 

E. coli가 길게 늘어나면서 bleb들도 함께 생성되는 것을 관

찰하였다[14]. 이처럼, 본 실험에서도 sub-MIC의 metronidazole
과 penicillin을 포함하는 배지에서 배양한 세균 표면에서 

bleb들이 관찰되었다. Metronidazole과 penicillin은 항생제 

작용 기전이 다름에도 불구하고 본 실험에서는 A. 
actinomycetemcomitans의 형태 변화에 유사한 결과를 유발

하였는데 그 이유는 아직 불확실하다. Metronidazole과 

penicillin이 어떠한 분자생물학적 기작으로 세균의 형태 변

화에 영향을 미쳤는지에 대해서는 추가적인 연구가 필요

할 것으로 생각된다.
이러한 세균의 형태변화는 세균부착과 같은 병독성에 

영향을 미친다고 알려져 있다[20]. Fonseca 등의 연구에서 

sub-MIC의 piperacillin과 tazobactam에서 유도된 세포의 형

태 변화가 P. aeruginosa의 부착능력을 상당히 감소시키는 

것을 관찰하였다[21]. 이처럼 sub-MIC의 항생제가 유도하

는 세균의 형태변화와 부착이 서로 관련이 있는 것으로 보

고되었지만, 세균의 형태변화가 세균부착에 미치는 영향

력에 대한 구체적인 기전은 아직 명확하게 알려지지 않았

다. 앞으로 sub-MIC의 항생제에서 세포의 형태변화에 수반

되는 세포벽 소수성의 변화나 단백질 생성의 변화 등이 부

착 및 바이오필름 형성과 같은 세균 병독력에 미치는 영향

에 대해서는 추가적인 연구를 통해서 밝혀져야 할 것이다.
본 연구를 통하여, sub-MIC의 metronidazole과 penicillin

이 A. actinomycetemcomitans의 형태적 변화를 유도함을 

보였으며, 이러한 형태변화가 세균의 병독성에 어떻게 

영향을 미치는 지에 대해서는 연구가 더 필요할 것으로 

생각된다.
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