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서      론

균막은 세균 스스로 만들어내 기질속에서 세균들이 군집을 

이루고 있는 구조화된 조직체로 생체 표면에 부착되어 있다.1) 

세균은 균막을 형성함으로써 여러 이점을 가진다. 온도, 습도, 

pH 등 주위 환경의 급격한 변화나 자외선 노출로부터 자신을 

방어할 수 있으며 영양분의 축적이나 폐기물의 배출을 촉진시

킨다.2) 균막내의 세균은 부유성 세균에 비해 인체의 면역반응

에 저항성을 가지며 또한 항생제에도 강한 내성을 가진다.3,4) 

균막은 그것 자체로는 고병원성이 아니지만 다른 형태로 숙주

에 위험을 줄 수 있다. 특히 균막에서 부유성 세균이 떨어져 나

가 순환계로 들어갈 경우 전신 질환(systemic disease)을 유발 

할 수 있다.5) 항생제는 균막에서 떨어져 나온 세균들에 의해 발

생하는 증상들을 호전시킬 수 있다. 그러나 항생제가 균막 자체
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Background and ObjectivesZZBiofilm is an encased colony of bacteria and the bacteria with-
in the biofilm have resistance to antibiotics and the humoral immune system. Biofilm is cur-
rently thought to play an important role and to be very refractory to conventional therapeutics. 
The aim of this study is to analyze the relationship between the biofilm of the tonsil and recur-
rent tonsillitis with a case-control study. 
Subjects and MethodZZThis is a case-control study. The case group included 31 patients who 
had histories of tonsillitis and the control group included 29 volunteers who had no history of 
tonsillitis. Confocal laser scanning microscopy was performed to identify biofilms. We com-
pared the prevalence rates of biofilm between the 2 groups. Fluorescent in situ hybridization 
(FISH) was performed to identify bacteria, using probes for S. aureus, S. pyogenes, H. influ-
enzae, S. pneumoniae, and K. pneumonia.
ResultsZZIn case group, biofilms were found in 22 (71.0%) of 31 and in control group, biofilms 
were found in 12 (41.4%) of 29. The prevalence rates of biofilm were significantly higher in case 
group (p=0.036). Twenty nine cases were enrolled in FISH and 12 cases of them were posi-
tive for FISH. S. aureus was most commonly identified.
ConclusionZZThis study suggests that the biofilms could play a causative role in recurrent 
tonsillitis, further studies are needed to confirm pathogenic relation between biofilm and re-
current tonsillitis.	 Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2011;54:778-83
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를 완전히 제거할 수 없기 때문에 수술을 통해 균막을 제거하

지 않는 한 항생제 치료가 끝난 후 다시 감염이 재발할 수 있

다.6) 이러한 형태로 균막은 만성 감염에서 중요한 역할을 하는 

것으로 인식된다. 치석은 인체에서 발견되는 균막의 가장 흔한 

형태이다.7) 이외에도 균막과 관련성이 증명된 다른 만성 감염 

질환에는 낭성섬유성폐렴, 심내막염, 만성 전립선염, 만성 방

광염, 신결석, 골수염, 만성 부비동염, 중이염 등이 있다.8,9) 만성 

재발성 편도염은 성인에서 나타나는 흔한 상기도 감염의 하

나이다. 인후통, 연하곤란 등의 국소증상과 함께 발열, 근육

통과 같은 전신증상도 동반되어 정상적인 일상생활을 어렵게 

만든다. 항생제 등의 치료로 증상이 호전되지만 치료 후 다시 

증상이 재발할 수 있다. 이런 만성 재발성 편도염과 균막의 관

계를 밝히려는 연구가 여러 연구자들에 의해 시도되었다.10-12) 

이들의 연구에 의해 편도염 또는 편도-아데노이드 질환 환자

에서 균막의 존재가 확인되었지만 대조군과 비교한 연구가 없

어 균막의 존재 여부와 반복적인 편도감염과의 상관관계가 확

실하게 입증된 바가 없었다. 이에 저자들은 빈번한 인후통으

로 편도절제술을 받은 환자와 정상 편도의 균막을 비교하여 편

도내 균막의 존재와 편도 감염의 상관관계를 알아보고자 하

였다.

대상 및 방법

조직채취

실험군은 최근 2년 동안 1년에 4회 이상 반복적으로 편도염

을 앓은 환자 중 편도절제술을 시행한 환자에서 편도절제 후 

편도움을 포함한 편도점막 조직을 채취하였다. 수술 당시 편도

염을 앓고 있는 환자는 없었다. 대조군은 후두미세수술을 받

을 예정인 환자 중에서 최근 2년간 편도염의 병력이 없는 사람 

중 자원을 한 환자를 대상으로 수술 도중 우측 편도에서 점막

을 채취하였다. 병원의 임상윤리심의를 통과하였으며(GIR-
BA2186) 실험에 참여하는 모든 환자에게 실험에 대한 동의

를 얻었다. 2009년 10월부터 2011년 3월까지 각각 실험군 31

예, 대조군 29예에서 편도점막을 채취하였다. 

레이저초점 주사현미경(Confocal laser scanning

microscopy) 검사

채취된 조직은 생리식염수에 세척 후 4% 포름알데하이드에

서 24시간 동안 고정한다. 고정 후 12시간 이상 흐르는 생리식

염수에서 세척하고 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100% 알코올

로 탈수한다. 탈수가 완료되면 자일렌을 이용한 탈알콜 작업을 

통하여 알코올을 제거한다. 파라핀 블록을 만들고 5 mm 두께

로 박절한다. 박절된 시료를 얹은 슬라이드를 55℃에서 1시간 

동안 파라핀 제거 후 알코올 농도를 낮춰가면서 함수 과정을 

거친다. 이후 과산화수소에 10분 동안 처리하여 peroxidase의 

활성을 저지시킨 후 세척한다. 이후 균막에 표지될 수 있는 형

광 지표 live dead kit를 붙여서 암처리 후 실온에서 10분간 배

양한다. 이후 다시 물로 씻어 형광물질을 제거하고 다시 탈수 

과정을 거친 뒤 건조 후 상피 DNA를 염색하는 DAPI(4’, 6-dia-
midino-2-phenylindole, hydrochloride)로 대조 염색을 시행

한다. 준비된 시료에서 레이저초점 주사 현미경(FV500, Olym-
pus, Tokyo, Japan)을 이용하여 조직의 균막을 관찰한다. 200

배 배율에서 붉은 형광이 나타나면 균막이 존재하는 것으로 

판정하였다. 대조군과 실험군의 균막 발현율을 비교하였고 χ2- 

test를 이용하여 검정하였다.

Fluorescent in situ hybridization(FISH)

FISH를 이용하여 편도점막에 존재하는 균을 분석하였다. 

이를 위해 5’ terminal with Cy3에 표시된 Oligonucleotide D- 
NA probe(Bioneer, Deajeon, Korea)를 사용하였다. 편도점

막 시료를 유리슬라이드 위에서 열고정시키고 시료를 부합화

(hybridization) 버퍼로 세척한다. 특정 FISH 세균 표지자를 

부착시키고 37°C에서 한 시간 동안 배양한다. 배양 후 Saline 

sodium citrate(SSS) 버퍼로 두 차례 세척 후 공기건조를 시행

한다. 건조 후 10분 동안 70°C로 가열 후 얼음 위에서 냉각시

킨다. 각각의 슬라이드에 부합화 용액 30 μL를 추가 후 plas-
tic cover slip(CoverWell, Perfusion chambers PC1R, Grace 

Bio-Labs, Oregon, PH, USA)을 덮고 5분 동안 65~70°C에서 

슬라이드를 가열한다. 온도를 37°C까지 내린 후 습윤 챔버에

서 하룻밤 동안 부합화 과정을 시행한다. 이후 45°C에서 10

분 동안 SSS 버퍼로 세척한다. 상온에서 슬라이드를 식히고 

DAPI(4’, 6-diamidino-2-phenylindole, hydrochloride)로 

대조염색을 시행한다. 형광현미경을 이용하여 세균 DNA 부

분에 결합된 표지자의 형광을 관찰하여 각각의 세균을 확인

한다. 

결      과

실험군은 남자 13명 여자 18명, 대조군은 남자 13명 여자 

16명이었다. 평균 연령은 실험군 30.8세, 대조군은 34.6세였

다(Table 1).

이미지 분석

대조군 15번 증례는 레이저초점 주사현미경에서 상피를 나

타내는 푸른색의 염색만이 관찰되어 균막 음성으로 판정하였

으며 FISH에서도 균주가 나타나지 않았다(Fig. 1). 실험군 17
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번 증례는 레이저초점 주사현미경 검사에서 푸른색으로 염색

된 상피와 함께 세균을 나타내는 붉은색의 형광염색이 나타

나고 있으며 균막 양성으로 판정하였다(Fig. 2A). 또한 FISH

에서 H. influenzae(Fig. 2B), S. aureus에 양성으로 나타났다.

균막 발현의 비교

레이저초점 주사현미경을 이용하여 대조군과 실험군의 균

막 발현을 비교했을 때 실험군은 전체 31예 중 22예(71.0%), 

실험군은 29예 중 12예(41.4%)에서 균막이 발현되었으며 두 

군의 차이는 통계적으로 유의하였다(Fig. 3).

Fluorescent in situ hybridization(FISH)

총 27예에서 FISH가 시행되었으며 그 중 실험군은 13예, 대

조군은 14예였다.

실험군, 대조군에서 각각 6예씩 총 12예에서 균이 확인되었

다. 실험군 6예 중 2예에서 중복감염으로 나타나 실험군 6예에

Table 1. Demographics of the study subjects
Case Gender Age CLSM FISH Control Gender Age CLSM FISH

01 M 26 P 01 M 43 N
02 M 37 P 02 M 31 N
03 F 48 P 03 F 22 N
04 F 25 P 04 F 42 N
05 M 45 P 05 M 36 N
06 M 30 P 06 F 38 P
07 F 21 N 07 F 25 N
08 F 55 N 08 M 39 N
09 F 27 P 09 F 50 P
10 M 28 P 10 F 36 P
11 M 36 P 11 F 27 P
12 M 37 P 12 M 31 N Sp
13 M 27 P N 13 F 44 N Sp
14 M 38 P N 14 F 35 P Sn
15 F 28 P Kn 15 F 46 N N
16 F 24 N N 16 F 45 P N
17 M 39 P Hi, Sa 17 M 24 P Sa
18 F 24 P Sa 18 F 31 P Sa
19 F 27 P Sn, Sp 19 M 23 P Sn
20 M 28 P Sa 20 M 43 N N
21 F 42 N N 21 M 54 N N
22 F 47 N N 22 M 31 N
23 M 18 P Kn 23 M 27 P
24 F 23 N N 24 F 39 N
25 F 18 P N 15 M 18 N
26 F 25 P 26 F 25 N N
27 F 36 P 27 M 28 P N
28 F 24 P 28 F 48 P N
29 M 29 N 29 F 23 N N
30 F 25 N
31 F 18 N

CLSM: confocal laser scanning microscopy, FISH: fluorescent in situ hybridization, P: positive, N: negative, Kn: Klebsiella pneumo-
nia, Hi: Haemophilus influenzae, Sa: Staphylococcus aureus, Sn: Streptococcus pneumoniae, Sp: Group A β-hemolytic strepto-
coccus (S. pyogenes)

Fig. 1. Confocal laser scanning micrograph of control No. 15 shows 
only blue fluorescent color which represents epithelium.
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서 8회의 감염이 확인되었다. FISH에서 균이 확인된 6예 모두 

CLSM 양성이었다. 대조군 6예 중 4예는 CLSM 양성이었지만 

S. pyogenes가 나타났던 2예는 CLSM에서 균막이 확인되지 
않았다. 균주 중에는 S. aureus가 5예에서 확인되어 가장 빈도
가 높았으며, S. pyogenes와 S. pneumoniae가 각각 3예에서 
발견되었고, K. pneumomiae가 2예, H. influenzae가 1예에서 
확인되었다. 

고      찰

여러 연구를 통해 만성 재발성 편도염 환자에서 균막의 존

재가 밝혀졌다. Chole 등10)은 투과전자현미경을 이용하여 재

발성 편도염 환자 15예 중 11예(73.3%)에서 균막을 확인하였다. 

Kania 등11)은 레이저초점 주사현미경 및 주사전자현미경을 이

용하여 재발성 편도염 24예를 조사하였으며 그 중 17예(70.8%)

의 편도에서 균막을 확인하였다. Al-Marzrou와 Al-Khattaf12)

는 감염 또는 폐쇄 증상으로 아데노이드-편도 절제술을 시행

한 소아환자들에서 균막을 조사하였다. 이들 중 편도염의 병력

이 있었던 환아들에서는 26명 중 22명(85%)에서 편도와 아데

노이드 조직에서 균막이 확인되었으며, 감염 증상 없이 폐쇄증

으로 수술을 받은 환아들에서는 44명 중 18(41%)에서 균막이 

확인되어 만성 감염 증상을 보이는 편도-아데노이드에서 유

의하게 균막이 높게 발견된다고 보고하였다. 그러나 이런 연구

들은 대조군과의 비교 연구가 아니기 때문에 균막이 재발성 

편도염의 병인으로 작용하는지에 대해서 결론을 내리는 데 한

계가 있었다. 저자들은 비교-대조군 연구를 통해 균막과 재발

성 편도염의 병인적 관계를 규명하고자 하였다. 균막의 평가에

는 투과전자현미경, 주사전자현미경, 레이저초점 주사현미경 

등 여러 진보된 진단기법이 사용된다. 투과전자현미경이나 주

사전자현미경은 검체의 고정과 탈수 과정에서 균막의 구조가 

왜곡되므로 균막의 평가에 어느 정도 한계가 있을 수 밖에 없

다.13) 특히 주사전자현미경은 점막표면의 형태학적 분석만을 

통해 균막을 확인해야 하는데 아직 균막의 특징적인 형태에 대

한 특별한 합의가 이루어져 있는 것이 아니다.14) 이들에 비해 레

이저초점 주사현미경은 비침습적이고 균막 구조의 변형이 덜

하며 균막의 존재를 규명하는 데 좀 더 정확할 수 있다.15) 저자

들은 레이저초점 주사현미경을 이용하여 균막을 분석하였으

며 연구결과 재발성 편도염 환자군에서 대조군에 비해 유의하

게 높은 균막 발현율을 나타냈다. 이는 균막이 재발성 편도염

의 중요한 병인적 요인이 될 수 있음을 나타낸다. 그러나 대조

군의 41.4%(12/29)에서 균막이 발견되었으며 이들은 감염 증

상을 일으키지 않았다. 이는 편도선염의 재발에 균막의 존재 이

외의 다른 원인도 있다는 증거가 된다. 균막은 한 곳 또는 이상

의 부분에서 천천히 성장하며 서서히 증상을 일으킨다.16) 균막

형성에는 “quorum sensing”이라는 세포 간의 화학적 신호전

달이 필요하며 적합한 수의 이웃세포가 존재하지 않는다면 개

개의 균들은 균막 형성에 의한 잇점들을 얻을 수 없다.17,18) 그

러나 현재까지 감염 병소에서의 균막과 감염증을 일으키지 않

은 균막의 차이를 밝히기 위한 연구는 없었다. 또한 어느 정도

의 균막이 형성되어야 감염 병소로 작용할 수 있는가에 대해 

밝혀진 바도 없다. 이러한 균막간의 차이를 분석하기 위해 추

후 실험군과 대조군의 균막에 대한 추가적인 연구가 필요할 것

이다.

A B

Fig. 2. Case No. 17 shows both po-
sitive findings both on confocal laser 
scanning micrograph (CLSM) and 
fluorescent in situ hybridization (FI-
SH). CLSM shows red and blue col-
or which represents bacterial colony 
and epithelium, respectively (A). FI-
SH shows bacteria labeled to the 
probe of H. influenzae (B).
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Fig. 3. The prevalence rates of biofilm. The case group shows high-
er prevalence rates of biofilms than control group in confocal laser 
scanning microscopy (p=0.032, χ2-test).
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균막은 운동성이 없는 표면에서 잘 발생한다.19) 그러나 편도

가 존재하는 구인두는 연하작용에 의해 활발한 운동이 일어

나는 부분이다. 그러므로 편도의 구인두 내강 점막에서 균막

이 형성되기는 어렵다. 그러나 편도움은 점막표면에서 함몰된 

부분으로 구인두의 연하운동에도 불구하고 세균이 안정적으

로 부착되기 쉬운 부분이므로 균막이 형성되기에 용이하다.20) 

편도는 점막연관림프조직(mucosa-associated lymphoid tis-
sue)으로서 위장관계의 일차적인 면역체계를 담당한다. 편도

움 주위의 고유층은 많은 수의 림프결절을 가지고 있으며 림

프결절의 배중심(germinal center)에는 활발히 증식된 B-세

포와 대식세포가 존재한다.21) 편도움의 균막은 림프결절의 면

역기능을 자극하여 항체 생성을 촉진시킨다. 그러나 균막 내 

세균의 표현형 변화로 인해 항체는 세균을 죽이지 못하며 오히

려 주위 조직을 손상시킬 수 있다.22) 또한 대식세포가 활성화 

되더라도 균막의 크기가 너무 커 대식작용이 불가능하며 오히

려 유출된 대식 효소들에 의해 주위 조직이 손상된다.1) 이로 인

해 지속적인 염증 반응과 손상된 조직들의 치유과정으로 편

도실질의 과형성, 조직의 섬유화가 발생하고 결과적으로 편도

비대가 발생할 수 있을 것으로 유추할 수 있다. 편도 비대는 육

안으로 확인될 정도로 편도움을 더욱 깊게 만들며, 깊어진 편

도움은 균막의 발달에 더욱 좋은 환경을 제공할 수 있을 것

으로 생각된다.

저자들은 균막과 관련된 균을 확인하기 위해 FISH를 시행

하였다. 한 연구에서 재발성 편도염의 편도 중심부 균을 확인

한 결과 S. aureus, S. pyogenes, H. influenza, S. pneumoniae, 
K. pneumoniae의 순서로 균이 검출되었다.23) 저자들도 동일한 
균주의 표지자를 사용하였으며 S. aureus가 가장 흔하게 확인
되었다. FISH는 특정 세균의 DNA 표지자를 사용함으로써 세

균의 균주를 확인할 수 있다. 또한 세균 스스로에 의해 형성된 

균막 기질은 세균의 DNA를 포함하고 있기 때문에 FISH만으

로 특정세균 뿐만 아니라 균막의 존재도 확인할 수 있다.24) 그

러나 시행된 검사수가 작아 실험군과 대조군에서 의미 있는 차

이를 발견할 수는 없었다. 

지금까지 여러 연구에서 재발성 편도염 환자의 균막의 존재

를 확인하였지만 대조군과의 비교 연구는 없었다. 본 실험은 

편도에서의 균막이 재발성 감염의 원인으로 작용하는지를 알

아보기 위한 비교-대조군 연구이다. 연구결과, 실험군에서 

균막이 관찰되지 않은 경우가 있으며, 반대로 대조군에서 균

막이 존재하는 경우도 있었다. 또한 대조군의 FISH 검사에서 

감염의 원인이 되는 균주들이 검출되었으므로 균막의 발생률

만으로 균막이 재발성 편도염의 원인임을 단정지을 수는 없

다. 하지만 이번 연구결과로 실험군에서 대조군에 비해 높은 

균막 발생률을 보였으므로 균막의 존재가 재발성 편도염의 한 

원인으로 추정할 수 있다. 이러한 결과는 추후 균막의 치료를 

위한 임상연구에서 기초자료로 쓰일 수 있을 것으로 기대되며 

균막과 재발성 편도염의 병인적 관계를 확립하기 위해서는 추

후 더 많은 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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