
서 론

결핵은 하나의 원인균 감염에 의해 사망에 이를 수 있

는 주요 질환들 중 하나다.
1)

최근 활동성 결핵균인

Mycobacterium tuberculosis에 차 감염된 환자를 치료하1

기 위하여 흔히 사용되는 항결핵제인 나isoniazid (INH)

등에 대한 다제내성 결핵균의 보고가 증rifampin (RFP)

가하고 있다.2-4) 일차 결핵약제 치료에서 실패한 경우 완

전히 새로운 약제로 구성된 차 결핵약제로 치료 전략을2

수립해야 하는 문제점이 있으며 이러한 차 결핵약제들, 2

은 매우 독성이 강하거나 고가여서 부수적인 문제점을

야기하고 있다.
5)

차 결핵 약제의 경우 대부분 임상적 경2

험에 의한 약제선택이 이루어지며 특별히 결핵약제 내성

검사와 같은 약제 선택을 위한 부수적인 검사가 보편화

되어 있지 않다 따라서 다제내성 결핵균의 효과적인 치.

료를 위해서는 빠른 감수성결과의 확인과 적절한 차 약2

제 선택을 위한 검사 방법의 수립이 필요하다.

새로운 차 약제에 의한 치료 전략을 수립하기 위해2

정량적이면서 재현성 있는 결핵약제 감수성 검사법이 있
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Background: To establish the method to evaluate the antimicrobial activity of multidrug regimen, to provide basic
resources to establish the reasonable regimen for multidrug treatment strategy and to induce physician to use scientific
regimen depending on results from antimicrobial susceptibility test rather than empirical strategy, we performed a
chequerboard assay to decide synergy between 2nd-line drugs for multidrug-resistant tuberculosis.
Methods: After collection of the isolates showing resistance to rifampin(RFP) and isoniazid(INH), chequerboard assay
was performed to decide synergy between 2nd-line drugs. Analysis of results to see which combination of drugs was
effective to multidrug resistant tuberculosis (MDR-TB) isolates. For this purpose, fractional inhibitory concentration
(FIC) index was calculated. A value of less than or equal to 0.5 is considered to be synergistic and a value of more
than 2 is considered antagonistic.
Results: A combination of ofloxacin and prothionamide and a combination of ofloxacin and cycloserine showed a
synergy in some MDR-TB isolates (Ofloxacin+prothionamide, FIC index=0.38, 0.50; ofloxacin+cycloserin, FIC
index=0.45).
Conclusion: Antimicrobial susceptibility test using a chequerboard assay in MDR-TB is expected to be a promising tool
for the patients who failed in treating TB with 1st and2nd -line TB drugs however, an additional testing of the
combinations in animal models or in actual clinical situations should be first done for warrant.
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어야 하며 대부분 병합 화학요법을 사용하는 결핵에 있

어서는 약제 병합에 대한 효과를 측정할 검사 방법의 확

립이 가장 먼저 이루어져야 한다 지금까지 개발된 여러.

감수성 검사법 중에서 병합요법을 평가할 만한 표준화된

검사법은 없으며 실험실 단계에서 여러 연구자들에 의해

시도된 다양한 방법들이 소개되었다 그 중에서 차원적. 2

법은 결핵약제뿐 아니라 다양한 항생chequerboard assay

제에서 시도되었으나 실험이 어렵고 힘든 이유로 검사실

에서 보편적으로 행해지고 있지는 않다.

차원적 법은 여러 가지 항균제의2 chequerboard assay

병합 사용시 나타나는 상승 효과 및 감쇄 효과를 평가하

는 방법 중 하나이다 두 가지 약제의 병합 요법에서.

를 사용하는 차fractional inhibitory concentration (FIC) 2

원적 의 해석 방법은 잘 수립되어 있chequerboard assay

다.5,6) 그러나 이 방법을 이용한 결핵약제들의 병합요법

에 관한 연구는 흔하지 않다 최근 년 일본에서. 2005 M.

tuberculosis에 대한 여러 항균제를 같이 사용하였을 때

시험관내 상승효과를 연구한 것 외에는 chequerboard

법을 이용한 결핵균에 대한 연구는 드물며 국내에assay

서의 연구는 전무한 상태다.5) 이에 저자들은

법을 이용하여 등과 함께chequerboard assay INH, RFP

사용하는 차 약제의 상승효과를 알아보고자 하였다2 .

연구대상과 방법

대상 균주 및 시험약제1.

결핵 약제 내성 균 균주와 감수성균 균주를 사용하8 1

였다 에만 내성인 균 와 에 내성인(Table 1). INH , INH RFP

균 와 에 내성인 균 및, INH capreomycin (CPM) , INH, RIF

에 내성인 균rifabutin (RFB) , INH, RFP, streptomycin

및 에 내성(SM), ethambutol (EMB) pyrazinamide (PZA)

인 균 및, INH, RFP, SM, EMB, RFB prothionamide (PTH)

에 내성인 균 각 주와1 , INH, RFP, EMB, PZA, RFB,

및 에 내성인p-aminosalicylic acid (PAS) ofloxacin (OFX)

균 주를 대상으로 하였다 감수성 균주로 을 사용2 . H37Rv

하였다.

차 결핵약제로2 CPM(Sigma-Aldrich Co. St Louis, MO,

U.S.A.), SM(Sigma-Aldrich), PTH(Sigma-Aldrich),

및PAS(Sigma-Aldrich), cycloserin (CS) (Sigma-Aldrich)

를 사용하였다OFX(Sigma-Aldrich) . OFX+SM,

및 의 병합OFX+PTH, OFX+CPM, OFX+CS, OFX+PAS

화학요법을 사용하여 시험 결핵 균주들을 시험하였다.

Table 1. Isolates number to be tested with chequerboard assay

and their manifestation of antimicrobial agents showing

resistance

Isolates No. Antimicrobial agents showing resistance

1 INH

2 INH, CPM

3 INH, RFP

4 INH, RFP, RFB

5 INH, RFP, SM, EMB, PZA

6 INH, RFP, SM, EMB, PTH, RFB

7 INH, RFP, EMB, PZA, RFB, PAS, OFX

8 INH, RFP, EMB, PZA, RFB, PAS, OFX

H37Rv Isolate susceptible to antimicrobial agents

Abbreviations: INH, isoniazid RFP, rifampin CPM,

capreomycin; RFB, rifabutin SM, streptomycin EMB,

ethambutol PZA, pyrazinamide PTH, prothionamide; PAS,

p-aminosalicylic acid; OFX, ofloxacin

실험 방법2.

1) 를 이용한Chequerboard assay antimicrobial susceptibility

test 균을 에 배양하였다Lowenstein-Jensen Media .

를 위해 축과 축으로 설정된 임의Chequerboard assay x y

의 좌표에 예상 minimum inhibitory concentration (MIC)

의 배 희석한 농도에서 배 이상의 농도까지 단계적4~5 2

으로 희석한 각 시험 약제를 배지와 혼합하여 최종 배지

를 제작하여 할당하였다 이렇게 만들어진 배지들(Fig 1).

에 시험 균주를 접종하고 에서 배양하였다 주 동36 . 3-5℃

안 관찰하여 약제에 의한 균주의 성장 및 억제를 판단하

였다 결핵 차 선택 약제로 흔히 사용되는 를 기본. 2 OFX

으로 포함시키고 여기에 및 를 각SM, PTH, CPM, CS PAS

각 병합한 조합을 단계 희석하여 차원적2 chequerboard

가 되도록 배지를 제작하였다 이렇게 만들어진assay . 5

가지 종류의 배지에 감수성 균주와 결핵 약제 내성 균8

주를 각각 접종하였다. INH, RFP, CPM, RFB, SM, EMB,

및 의 약제와 감수성 균주를 포함하PZA, PTH, PAS, OFX

여 이들 약제에 다양한 내성 유형을 나타내는 종류의8

균주에서 감수성을 결정하였다.
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계산 및2) Fractional inhibitory concentration index (FIC)

해석

접종 후 균의 성장을 관찰하여 최종적으로 차원적2

에서 각 좌표의 최소억제농도값을 구하고chequerboard

이값을 의 계산에 사용하였다 는FIC index . FIC index

‘MIC[A] combination /MIC[A]alone+ MIC[B] combination

/ MIC[B]alone’의 공식으로 계산하였고 가장 낮은 값의

를 구하여 이하인 경우 사이FIC index 0.5 synergism, 1~2

의 값인 경우 보다 큰 값을 가지는 경우indifference, 2

으로 해석하였다antagonism .
8-12)

drug A

2.0

1.0

0.5

0.25

0.12

0.06

0

0 0.06 0.12 0.25 0.50 1.0 2.0

drug B

Fig 1. Combination of drug A and B in the chequerboard

technique. Two drugs are diluted using expected MICs of the

drugs being tested. The concentration of drugs here are

expressed as multiples of MIC. Each square means an agar

with assigned concentrations of two drugs.

결 과

와 을 병합하여 각 균주에 적용한 결과1. OFX SM INH

에만 내성인 결핵 균주에서 가 있는 것으로 나타synergy

났으며 다른 균주들에서는 의미있는 반(FIC index=0.50),

응을 나타내지 않았다(Table 2).

와 을 병합하여 각 균주에 적용한 결과2. OFX PTH INH

및 와 및 에 내성인 결핵CPM NH, RFP, SM, EMB, PZA

균주에서 가 있는 것으로 나타났으며synergy (FIC

다른 균주들에서는 의미있는 반응을index=0.38, 0.50),

나타내지 않았다(Table 2).

와 을 병합하여 각 균주에 적용한 결과3. OFX CPM

에만 내성인 결핵 균주에서 가 있는 것으로INH synergy

나타났으며 다른 균주들에서는 의미있(FIC index=0.50),

는 반응을 나타내지 않았다(Table 2).

와 을 병합하여 각 균주에 적용한 결과4. OFX CS INH

와 에 내성인 결핵 균주에서 가 있는 것으로CPM synergy

나타났으며 다른 균주들에서는 의미있(FIC index=0.33),

는 반응을 나타내지 않았다(Table 2).

와 을 병합하여 각 균주에 적용한 결과5. OFX PAS INH

에만 내성인 결핵 균주에서 가 있는 것으로 나타synergy

났으며 다른 균주들에서는 의미있는 반(FIC index=0.45),

응을 나타내지 않았다(Table 2).

Table 2. Fractional inhibitory concentration indices of

antimicrobial agents determined by the two-dimensional

chequerboard assay against 9 clinical isolates of M.
tuberculosis when combined with second line drugs

Isolate No. OFX combined with:

SM PTH CPM CS PAS

1 0.50 1.25 0.50 1.20 0.45

2 0.63 0.38 - 0.33 1.13

3 1.50 1.50 0.75 0.70 1.50

4 1.30 0.75 0.75 1.20 1.20

5 -* 0.50 0.75 1.25 0.45

6 - - 1.50 1.50 0.70

7 1.50 1.50 1.50 1.50 -

8 1.13 0.75 1.13 1.13 -

Min. 0.50 0.38 0.50 0.33 0.45

Max. 1.50 1.50 1.50 1.50 1.50

H37Rv 0.75 0.75 0.75 1.25 0.45

*Accurate interpretation of FIC could not be made due to very high

resistance to antimicrobial agents in the antimicrobial susceptibility tests.

Abbreviations: INH, isoniazid; RFP, rifampin; CPM, capreomycin; RFB,

rifabutin; SM, streptomycin; EMB, ethambutol; PZA, pyrazinamide;

PTH, prothionamide; CS, cycloserine; PAS, p-aminosalicylic acid; OFX,

ofloxacin

고 찰

는 바둑판과 같이 축과 축의 좌표Chequerboard assay x y

에 해당하는 농도 조합의 배지를 제조하고 여기에 다제

내성 결핵균을 배양시켜 감수성을 시험하는 것으로 이론

적으로 암시하듯이 실험 자체가 매우 복잡하며 힘든 작

업이다 따라서 이 방법의 효과가 입증되더라도 실제 검.

사실에서 평상적으로 사용하는 것은 힘들어 보인다 그.

러나 지금까지 병합 요법을 제대로 평가할 만한 검사법
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이 확립된 것이 없으므로 다각적인 시도가 필요하고 장

비에 의한 자동화가 가능해지면 평상적인 검사로의 전환

이 가능하므로 당장은 실험의 결과에 대한 정확한 평가

가 중요할 것으로 사료된다.

대체적으로 두 약제의 병합 요법 시 모든 약물의 조합

에서 상승효과가 일부 있는 것처럼 보였으나 와OFX-CS

의 병합요법 시 일부 다제내성 결핵OFX-PTH

에서 상승효과(multidrug-resistant tuberculosis, MDR-TB)

가 의미있게 관찰되었다 번 검체의 병합 시. 2 OFX-CPM

험 번 번 검체의 병합 시험 번 검체의, 5 , 6 OFX-SM , 6

병합 시험 및 번 번 검체의 병합OFX-PTH , 7 , 8 OFX-PAS

시험에서 예상 와 매우 다른 배지의 성장이 관찰되MIC

어 축 혹은 축의 값이 계산될 수가 없었다x y FIC index .

좌표상 값의 배열로 대체적인 양상은 추정 할 수 있으나

정확한 수치로 환산이 되지 않으므로 최종 분석 자료에

는 포함시키지 않았다 번 검체는 에 번 검체는. 2 CPM , 5

에 번 검체는 과 에 번과 번 검체는SM , 6 SM PTH 7 8 OFX

에 내성인 균주들로 에서도 각 검체가chequerboard assay

내성인 항생제에서 예상보다 휠씬 높은 양상을 나MIC

타내어 분석에 혼란을 초래한 것으로 사료된다.

에 의한 실험 결과의 정확성은 배지Chequerboard assay

제작 시 병합 약제의 비율의 정도와 매우 밀접한 연관이

있다 세로축과 가로축에서 원점을 기준으로 약물의 농.

도가 진해지며 그 조합에 따른 결핵균의 성장을 판단하

므로 제조되는 배지의 약물 농도에 해당하는 좌표의 눈

금이 세밀하면 할수록 그 해석의 정확도가 커지는 것은

당연하다 그러나 하나의 약물 조합과 하나의 균주를 위.

해 수십 개의 다양한 두 약물의 농도 조합으로 구성된 배

지를 제조해야 하므로 앞서 언급하였듯이 무작정 조밀한

눈금의 농도 계단을 형성하여 배지를 일일이 만드는 것

은 불가능하다 따라서 일반적으로 예상 의 배 희석. MIC 4

정도에서 시작해서 배 이상의 진한 농도까지 시험한다2 .

본 실험에 사용된 균주는 균주 번호가 증가할수록 다제

내성 약제의 가짓수가 증가하는 것으로 내성 약제 가짓,

수가 증가할수록 를 예상하기가 어려우며 고도내성MIC

이 예상되는 경우 배지 제조 시 높은 약물 농도의 배지까

지 포함시키는 것이 필요할 것으로 판단된다.

의 치료를 위해 몇 가지의 제제가MDR-TB quinolone

개발되어 사용되었다.13-16) 제제의 경우 단Fluorquinolone

일 요법만으로도 효과적이나 이 경우 혹은 보다INH RIF

우수하다고 볼 수 없으며 의 재치료에서 차 선MDR-TB 1

택 약제를 제외한 약제들과의 병합 요법에서 그 가치가

인정되고 있다.
16-21)

그러나 이미 에 내성인 균주가OFX

보고되고 있으며 의 절반 이상이 과MDR-TB ciploxacin

에 내성으로 보고된 바 있다OFX .22) 스페인에서는 일차

결핵 치료 약제에 감수성 혹은 내성인 균주들에서 OFX

에 대한 값이 증가하는 추세가 보고되었다MIC .23) 2004

년 마산 국립결핵병원의 다제약제 내성 결핵 환자의 치

료에 관한 연구에서 차 결핵 약제에 대해 내성이 높은2

경우 예후가 좋지 않았으며 이것을 결정짓는 유일한 위

험인자는 내성이었다고 보고되었다OFX .24)

와 병합하여 사용할 수 있는 약제는 개별 감수성OFX

결과를 바탕으로 선택할 수 있다 최선의 약제 조합은 개.

인에 따라 달라질 수 있겠으나 의 이차약제 선MDR-TB

택 시 제제가 포함되는 것이 권장된다fluorquinolone .
25-27)

을 포함하는 병합화학 요법으로 치료한OFX/levofloxacin

환자에서 가 치료되었다고 보고되었으며MDR-TB 81.0%

공동 이 있는 경우 실험실에서 에 내성인(cavitation) , OFX

경우 및 치료에 순응하지 않은 경우 예후가 불량하였

다.28) 본 연구에서 와 병합하여 투여된 차 약제들에OFX 2

서 보여진 상승 효과는 균주에 따라 다양한 양상을 나타

냈으며 특히 에 내성인 균주의 값이 번, OFX FIC index 7

과 번 검체가 각각 평균 과 로 다른8 1.50 1.27(0.75~1.50)

균주들에 비해 높은 값을 나타내었다 또한 여러 약제에.

동시에 내성인 및 번 균주에서는 전혀 의미있는 상6, 7, 8

승 작용이 관찰되지 않았다 그러나 번과 번 검체처럼. 3 4

와 혹은 및 에 동시에 내성인 균INH RFP INH, RFP RFB

주에서도 모두 상승 효과가 관찰되지 않아 반드시 동시

에 내성인 항생제의 개수 양상만으로 판단할 수는 없을

것으로 생각된다.

항결핵 병합요법의 상승 작용은 효과적인 화학요법,

특히 다제내성 결핵의 치료에 매우 전도유망한 것으로

사료된다 현재 국내에서는 를 이용한. chequerboard assay

병합 화학 요법에서 상승 효과를 확인하고 보고하는 체

계를 갖춘 곳은 알려져 있지 않다 일차 치료에 실패한.

환자에서 차 약제를 선택할 때 일반적으로 표준화된 지2

침에 의한 경험적 혹은 단일 약제의 감수성 시험결과를

바탕으로 한 개인 맞춤형 치료에 의존한다 따라서 다양.
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한 결핵 치료 약제에서 병합 요법에 의한 상승 효과가 확

인된다면 약제의 선택에서 보다 합리적이며 임상적으로

최선의 결과를 기대할 수 있는 치료 전략을 세울 수 있

다 따라서 약물 병합에 대한 항균 작용의 유형 연구가.

향후 더 이루어져야 할 것으로 생각되며 실험실의

결과가 에서도 그대로 적용될 수 있는지in-vitro in-vivo

여부에 관한 연구가 추가로 필요할 것으로 사료된다.

결 론

의 병합요법 시 일부 균에OFX-CS, OFX-PTH MDR-TB

서 상승 효과가 관찰되었다 동물 모델 혹은 실제 임상.

시험에서 효과를 입증하여야 실제 환자에 적용시킬 수

있지만 항결핵 치료의 상승 효과는 효과적인 화학요법,

특히 의 치료에 매우 전도유망할 것으로 사료된MDR-TB

다 또한 는 매우 방대한 양의 실험이. chequerboard assay

필요하므로 실용화의 측면에서 수작업으로 실험하는 것

은 현실적으로 매우 힘들며 자동화된 장비의 개발이 필

요할 것으로 사료된다.
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