
 J Dent Hyg Sci Vol. 16, No. 4, 2016, pp.284-292
http://dx.doi.org/10.17135/jdhs.2016.16.4.284

RESEARCH ARTICLE

Received: June 17, 2016, Revised: July 11, 2016, Accepted: July 12, 2016 ISSN 1598-4478 (Print) / ISSN 2233-7679 (Online)
†Correspondence to: Si Young Lee
Department of Oral Microbiology, College of Dentistry, Research Institute of Oral Science, Gangneung-Wonju National University, 7 Jukheon-gil, Gangneung 
25457, Korea
Tel: +82-33-640-2455, Fax: +82-33-642-6410, E-mail: siyoung@gwnu.ac.kr

Copyright © 2016 by Journal of Dental Hygiene Science
 This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.org/licenses/ 

by-nc/4.0) which permits unrestricted non-commercial use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

실험실 일반 장비를 이용한 치과용 유니트 수관 모델 개발
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강릉원주대학교 치과대학 구강미생물학교실 및 구강과학연구소

Developing a Dental Unit Waterline Model Using General Laboratory 
Equipments

Hye Young Yoon and Si Young Lee†

Department of Oral Microbiology, College of Dentistry, Research Institute of Oral Science, Gangneung-Wonju National University, 

Gangneung 25457, Korea

Water supplied through dental unit waterlines (DUWLs) has been shown to contain high number of bacteria. To reduce the contamination of 

DUWLs, it is essential to develop effective disinfectants. It is, however, difficulty to obtain proper DUWL samples for studies. The purpose of this 

study was to establish a simple laboratory model for reproducing DUWL biofilms. The bacteria obtained from DUWLs were cultured in R2A liquid 

medium for 10 days, and then stored at −70oC. This stock was inoculated into R2A liquid medium and incubated in batch mode. After 5 days of 

culturing, it was inoculated into the biofilm formation model developed in this study. Our biofilm formation model comprised of a beaker containing 

R2A liquid medium and five glass rods attached to DUWL polyurethane tubing. Biofilm was allowed to form on the stir plate and the medium was 

replaced every 2 days. After 4 days of biofilm formation in the laboratory model, biofilm thickness, morphological characteristics and distribution 

of the composing bacteria were examined by confocal laser microscopy and scanning electron microscopy. The mean of biofilm accumulation was 

4.68×104 colony forming unit/cm2 and its thickness was 10∼14 m. In our laboratory model, thick bacterial lumps were observed in some parts 

of the tubing. To test the suitability of this biofilm model system, the effectiveness of disinfectants such as sodium hypochlorite, hydrogen peroxide, 

and chlorhexidine, was examined by their application to the biofilm formed in our model. Lower concentrations of disinfectants were less effective 

in reducing the count of bacteria constituting the biofilm. These results showed that our DUWL biofilm laboratory model was appropriate for 

comparison of disinfectant effects. Our laboratory model is expected to be useful for various other purposes in further studies.
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서  론

치과용 유니트 수관(dental unit waterline, DUWL)을 통

해 공급되는 물은 환자의 구강에 접촉되며, 치과의사, 치과

위생사, 치과조무사와 같은 치과종사자들은 치과기구를 통

해 발생되는 에어로졸에 항상 노출되어 있다. 직·간접적인 

접촉으로 인해 오염된 DUWL의 물은 감염의 원인이 될 수 

있기 때문에, 음용수와 같은 수준으로 또는 더 깨끗한 수준

으로 유지되어야 한다. 그러나 여러 연구를 통해 DUWL의 

물이 높은 수준으로 세균에 오염되어 있다는 것이 밝혀졌

다1-7)
. DUWL의 물에서 검출되는 세균은 대부분 병원성이 

낮은 종속영양세균이지만, 종종 Legionella pneumophila, 

Mycobacterium spp., Pseudomonas aeruginosa와 같은 기

회감염성 세균이 검출되면서 DUWL의 물로 인한 병원 내 

감염의 가능성이 제기되고 있다8-12)
. 미국질병관리본부는 

DUWL 물의 세균 오염도를 음용수와 같은 수준인 500 
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Fig. 1. Schematic diagram of the dental unit waterline (DUWL)
modeling process. CFU/cm

2
: colony forming unit per centimeter

2
,

CLSM: confocal laser scanning microscope, SEM: scanning elec-
tron microscope.

colony forming unit (CFU)/ml 이하로 유지시킬 것을 권고

했으며13)
, 미국치과의사협회에서는 이보다 더 엄격한 수준

인 200 CFU/ml 이하로 유지하도록 권장하고 있다14)
. 

DUWL 물의 세균 오염도를 권장 수준(≤200 CFU/ml)으로 

감소시키기 위해서 다양한 방법들이 사용되고 있으며15-19)
, 

그 중 소독제를 사용하여 DUWL을 소독하는 방법이 일관되

고 지속적인 항균 효과를 보이는 것으로 나타나고 있다20-24)
. 

또 다른 연구에서 소독제의 사용이 DUWL에 형성된 바이

오필름을 제거 및 감소시키는 것을 확인하였다6,17)
. 

새로운 소독제의 효과 확인 및 DUWL의 오염방지와 관

련된 연구를 위해서는 바이오필름이 형성되어 있는 수관이 

필요하지만, 실험을 위해 실제 임상에서 사용하고 있는 치

과용 유니트에서 수관을 제거하여 시료로 사용하기에는 현

실적으로 어려운 점이 많다. 일부 연구자들은 DUWL 실험

실 모델을 제작하여 DUWL 내 바이오필름을 감소시키는 

새로운 방법의 개발을 위해 사용하였다. Walker 등17)은 치

과에서 사용되고 있는 소독제품의 효과를 비교하기 위해 

DUWL의 실험실 모델을 제작하였다. 이들은 DUWL에 바

이오필름을 형성시킬 때 세균을 일정한 비율로 성장시키기 

위해 chemostat이라는 특수한 장치를 사용하였다. Lin 등24)

의 실험실 모델에는 DUWL에 일정한 시간에 일정한 속도

로 도시용수를 흘려주기 위해 자동화된 장치를 연결하여 작

동시켰다. 그러나 Walker 등17)과 Lin 등24)의 모델은 특수적

인 장치가 필요하기 때문에 실험실에서 쉽게 재현하기 어렵

다는 단점이 있다. 따라서 DUWL에 형성된 바이오필름을 

제거하는 효과적인 소독제의 제시와 새로운 소독제의 개발

을 위해 실험실에서 쉽게 제작이 가능한 DUWL의 실험실 

모델의 확립이 필요하다. 

본 연구에서는 실험실 바이오필름을 제작하기 위해 실험

실에서 쉽게 구할 수 있는 장비들로 실험실 모델을 제작하

여, DUWL 바이오필름을 재현하기 위한 새로운 실험실 모

델을 확립하고자 하였다(Fig. 1). 

연구대상 및 방법

1. DUWL 세균 수집 및 stock 제작

치과대학 임상실습이 이루어지는 시뮬레이션실에서 사

용 중인 4개의 DUWL을 통해 공급되는 물을 멸균된 1 L 유

리병에 수집하여 실험실로 가져왔다. 수집한 물을 0.2 m 

여과지(Millipore, Billerica, MA, USA)에 여과시키고 세균

이 모아진 여과지를 phosphate-buffered saline (PBS, pH 

7.4) 용액 20 ml에 현탁하였다. 현탁액 0.5 ml를 R2A 액체

배지(Becton; Dickinson and Company, Sparks, MD, 

USA) 10 ml에 접종 후 25
o
C에서 10일 동안 배양하였다. 실

험에 사용할 세균의 보관을 위하여 10일 배양한 세균 배양

액을 1.7 ml micro tube에 1 ml씩 나눠 담아 세균 stock을 제

작하였다. 세균 stock은 −70
o
C에 보관하며 실험에 사용하

였다. 

2. DUWL 세균 배양(batch culture)

DUWL 바이오필름을 형성시키는 데 필요한 증식이 활발

한 세균배양액을 얻기 위해 −70
o
C에 보관되어 있는 세균 

stock을 R2A 액체배지에서 회분 배양하였다. 세균 stock 

0.5 ml을 R2A 액체배지 10 ml에 접종하여 25
o
C에서 5일간 

배양시켰다. 배양하는 동안 24시간마다 배지에 자란 세균 

액의 CFU/ml를 확인하기 위해 R2A 고체배지(Becton)에 

spiral plater (IUL, Barcelona, Spain)를 이용하여 도말하였

다. 도말한 R2A 고체배지는 25
o
C에서 7일간 배양하였다. 

배양 후 세균의 집락(colony)은 colony counter (IUL)로 계

수하였다.

3. DUWL 모델 제작

DUWL 모델 제작을 위해 내경 2 mm인 폴리우레탄 튜빙

(Nitta Moore Corp., Gumi, Korea)을 사용하였다. 폴리우

레탄 튜빙은 가로 1 cm로 자르고 세로로 반으로 잘라 사용

하였다. 실험에 사용한 폴리우레탄 튜빙은 DUWL에 일반

적으로 사용되고 있으며, 실제 치과용 유니트에 사용되는 

것과 같은 재질과 같은 직경의 제품을 사용하였다.

실험실에서 쉽게 구할 수 있는 장비를 사용한 바이오필름 

모델을 제작하기 위하여, 세로 20 cm, 가로 2 cm 길이의 유
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Fig. 2. Laboratory model used in 
our dental unit waterline biofilm 
formation study. (A) Glass rod with 
polyurethane tubing samples, (B) a 
beaker placed the five glass rod-
sand a magnetic stir, (C) the model 
set on the stirrer.

리막대 한쪽 끝에 양면테이프를 이용하여 폴리우레탄 튜빙

을 붙여주었다. 1 L 비커에 magnetic stir bar를 넣고 알루미

늄 호일로 비커의 입구를 막아준 뒤 유리막대 두께만큼의 

구멍을 냈다. 구멍에 유리막대를 꽂아주고 입구를 한번 더 

알루미늄 호일로 막아준 후 121
o
C에서 15분 동안 멸균시켰

다. 그리고 R2A 액체배지 300 ml와 5일 동안 회분 배양한 

세균액 50 ml을 넣었다(Fig. 2). Magnetic stirrer를 이용하

여 50 rpm으로 와류를 주면서 25
o
C 배양기에서 배양시켰

다. 배양 2일마다 R2A 액체배지를 200 ml씩 교체해주었다. 

실제 진료실에서와 유사한 조건에서 바이오필름을 형성하

기 위하여 와류상태는 오전 9시에서 오후 6시까지 적용시키

고 그 이외의 시간(약 15시간)에는 정체상태로 배양시켰다.

4. 바이오필름 분석

모델에서 형성된 바이오필름의 축적량 및 두께와 바이오

필름을 구성하는 세균의 비율 및 형태를 확인하였다. 

1) 바이오필름 축적량 분석

바이오필름 축적량 분석은 10일까지 2일 간격으로 수행

되었다. 바이오필름 형성 후 폴리우레탄 튜빙을 모델에서 꺼

내 바이오필름이 형성된 폴리우레탄 튜빙의 내면을 제외한 

면을 70% 에탄올로 닦아주었다. 그 후 느슨하게 부착한 세

균을 제거하기 위해 PBS 용액에 2번 세척한 후 바이오필름

을 형성시킨 폴리우레탄 튜빙의 내면을 멸균한 dental probe

로 긁어서 0.09 mm 유리비드를 넣은 PBS 1 ml에 모아주었

다5)
. 내면을 긁은 후 폴리우레탄 튜빙 시료도 함께 PBS 1 ml

에 넣고 와류시켰다. 바이오필름을 분리시킨 용액을 10배수

로 희석시켜 희석액을 R2A 고체배지(Becton)에 spiral 

plater (IUL)를 이용하여 도말하였다. 도말한 R2A 고체배지

는 25
o
C에서 7일 배양하고 세균의 집락을 colony counter 

(IUL)로 계수한 후 CFU/cm
2로 계산하여 비교하였다.

2) 바이오필름 구성 세균 집락 비율

모델에서 형성시킨 바이오필름을 바이오필름 축적량 방

법에서 설명한 대로 폴리우레탄 튜빙에서 분리시키고 PBS 

용액에 현탁시킨 용액을 R2A 고체배지에 도말 후 25
o
C에

서 7일 배양하였다. 5일 회분배양한 세균 집락수의 비율과 

모델에서 형성된 바이오필름의 세균 집락수의 비율을 비교

하였다. 배양 후 형성된 세균 집락의 색깔에 따라 각 세균 집

락 비율을 측정하였다. 

3) 바이오필름 형태 분석 

바이오필름의 분포 및 두께와 구성 세균의 형태를 확인하

기 위해 주사전자현미경(scanning electron microscope, 

SEM)과 공초점현미경(confocal laser scanning microscope, 

CLSM)으로 촬영하였다.

(1) SEM 

바이오필름을 구성하는 세균의 형태를 확인하기 위해 

UHR-SEM (Hitachi, Tokyo, Japan)을 사용하여 관찰하였

다. 모델에서 바이오필름을 형성한 폴리우레탄 튜빙 조각을 

2.5% glutaraldehyde로 고정시켰다. 고정된 시료를 0.1 M 

phosphate buffer 용액으로 10분 동안 2번 씻어낸 후, 연속
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Fig. 3. Accumulation of biofilm on polyurethane tubing samples
in our laboratory model. Black points represent the mean of the
log colony forming unit (CFU)/cm

2
 measured every two days 

during the growth period of the biofilm. The error bars indicate
standard deviations of the mean.

적으로 높은 농도의 에탄올(30%, 50%, 70%, 90%, 100%)

을 사용하여 탈수시켰다. 건조 후, 시료를 stub 위에 고정시

키고, 금으로 코팅하여 SEM으로 관찰하였다. 

(2) CLSM

바이오필름의 분포와 두께를 확인하기 위해 CLSM 

(IX71 Olympus, Tokyo, Japan)을 사용하였다. 모델에서 바

이오필름을 형성한 폴리우레탄 튜빙 조각을 LIVE/DEAD 

BacLight bacterial viability kit (Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA)로 염색한 후 살아있는 세균과 죽은 세균을 비교 

분석하였다. 3 l의 SYTO 9 (Molecular Probes)과 3 l의 

propidium iodide를 멸균증류수 1 ml에 희석하여 염색을 위

해 사용하였다. 희석한 시약 200 l를 폴리우레탄 튜빙 조각

에 적용하고 20분 동안 암실상태에서 반응시킨 후 멸균증류

수로 세척하고 CLSM으로 1,000× 배율에서 관찰하였다. 

여기파장 480 nm, 방출파장 500 nm에서 SYTO 9로 염색된 

살아있는 세균에 해당하는 녹색을 측정하고, 여기파장 490 

nm, 방출파장 635 nm에서 propidium iodide로 염색된 손상

된 세균을 나타내는 붉은색을 측정하였다. CLSM 촬영 사

진은 1 m 두께 간격으로 얻었다. 

5. 바이오필름 적절성 확인을 위한 소독제 적용 실험

실험실 모델에서 4일 동안 바이오필름을 형성시킨 폴리

우레탄 튜빙을 수관 소독을 위해 주로 사용되는 0.5% 차아

염소산나트륨(sodium hypochlorite, Household Bleach; 

Yuhan Clorox, Incheon, Korea)과 2% 과산화수소(hydrogen 

peroxide; Merck, Hohenbrunn, Germany), 0.2% 클로르헥

시딘(chlorhexidine; Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, 

USA)으로 소독하고 그 효능을 조사하였다. 또한 각 소독제

의 농도를 10:1, 10
2
:1로 희석한 후 소독 효과를 비교하였다. 

12 well plate (SPL, Seoul, Korea)에 각각의 소독제를 넣고 

바이오필름을 형성시킨 폴리우레탄 튜빙 조각을 넣어 폴리

우레탄 튜빙에 소독제를 노출시켰다. 노출시간은 임상에서 

DUWL에 소독제를 노출시키는 시간으로, 진료가 끝난 후

부터 다음날 진료가 시작할 때까지의 시간인 15시간 동안 

노출시켰다. 소독제 적용 전, 후 바이오필름 내 살아있는 세

균수의 비교를 위해 위의 바이오필름 축적량 분석에서 설명

한 방법대로 폴리우레탄 튜빙 조각에서 바이오필름을 분리

시킨 후, PBS에 현탁시킨 용액을 R2A 고체배지에 도말하

고 25
o
C에서 7일간 배양하였다. 7일 배양 후 배지에 형성된 

세균 집락을 계수하여 CFU/cm
2을 계산하였다. 소독제 적용 

후 바이오필름 내 살아있는 세균수의 감소율을 아래 계산 

식대로 계산하였다.

바이오필름 내 살아있는 세균수 감소율(%)

=

소독제 적용 전 바이오필름 내 살아있는 세균수−
소독제 적용 후 바이오필름 내 살아있는 세균수

×100
소독제 적용 전 바이오필름 내 살아있는 세균수

결  과

1. DUWL 세균 배양

바이오필름 형성을 위한 세균 배양액을 얻기 위해 −70
o
C

에 보관되어 있는 세균 stock을 R2A 액체배지에 접종하여 

25
o
C에서 배양하였다. 배양 2일 후부터 대수증식기(log 

phase)가 시작되었다. 5일 배양한 세균액을 바이오필름 형

성을 위해 사용하였다. 5일 배양한 후 평균 세균의 수는 

3.43×10
7
 CFU/ml였다.

2. 바이오필름 분석

1) 바이오필름 축적량 분석 

바이오필름 형성 2일 이후부터 6일까지 비슷한 바이오필

름 축적량을 보여주었다(Fig. 3). 바이오필름의 성숙도를 고

려하여 바이오필름 형성 기간을 4일로 정하였다. 4일 동안 

배양시킨 바이오필름의 평균 축적량은 4.68×10
4
 CFU/cm

2

였다. 

2) 모델에서 형성된 바이오필름 구성 세균 집락 비율

폴리우레탄 튜빙에서 바이오필름을 분리하여 PBS 용액
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Fig. 4. (A∼H) Confocal laser scanning microscope images of four days old biofilm of inner surface on polyurethane tubing samples 
in laboratory model. From left to right, the images were taken from the bottom layer to the top layer of the biofilm (×1,000). Live
bacteria (fluorescent green) were stained with SYTO 9 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA), while dead bacteria (fluorescent red) 
were stained by propidium iodide.

에 현탁시킨 용액을 R2A 고체배지에 도말하고 배양한 결과 

하얀색, 빨간색, 노란색을 띄는 세균의 집락이 형성되었다. 

주로 하얀색의 집락이 많았으며, 빨간색 집락, 노란색 집락 

순으로 많았다. 하얀색 집락, 빨간색 집락, 노란색 집락의 비

율은 약 150:10:1이었다. 

3) 바이오필름 형태 

바이오필름을 구성하는 세균의 분포를 확인하기 위해 

CLSM으로 촬영한 결과, 바이오필름을 구성하는 세균은 부

분적으로 응집되어 덩어리를 이루고 있는 양상이 관찰되었

다(Fig. 4). 바이오필름 두께는 위치별로 차이가 있었지만 

10∼14 m였다(Fig. 4). 4일 동안 형성시킨 바이오필름은 

대부분 살아있는 세균으로 구성되어 있었다(Fig. 4). 

바이오필름을 구성하는 세균의 형태를 확인하기 위해 

SEM으로 촬영한 결과, 주로 짧은 길이의 간균이 관찰되었

으며, 그 외 구균과 중간길이의 간균의 형태를 확인하였다

(Fig. 5). 세균덩어리에서는 세균이 만든 세포 외 다당류로 

추정되는 물질을 확인할 수 있었다(Fig. 5).

3. 소독제 적용 및 적절성 확인

우리의 실험실 모델에서 4일 동안 바이오필름을 형성시

킨 폴리우레탄 튜빙을 다양한 농도의 소독제로 처리했을 

때, 각각의 소독제 모두 기존의 권장 농도에서 가장 높은 효

과를 보였다(Table 1). 0.5% 차아염소산나트륨(NaOCl), 

2% 과산화수소(H2O2), 0.2% 클로르헥시딘에서 바이오필

름을 구성하는 살아있는 세균이 100% 감소하였다. 기존의 

권장 농도를 10:1, 10
2
:1로 희석한 소독제들 중에서 0.002% 

클로르헥시딘의 효과가 가장 좋았다. 0.005% 차아염소산나

트륨으로 처리한 후 바이오필름을 구성하는 살아있는 세균

수를 23% 감소시켰다. 소독제의 농도가 높을수록 바이오필

름을 구성하는 살아있는 세균이 감소하였고 이는 실험실 모

델 바이오필름이 소독제 효과를 확인하기 위해 적절한 것으

로 보인다. 

고  찰

DUWL 물의 세균 오염도가 높은 원인으로 물의 온도, 

DUWL의 재질, DUWL의 좁은 내경, DUWL 내 물의 긴 정

체시간, DUWL 내면에 부착한 바이오필름 등이 제시되고 

있다19,25,26)
. DUWL 내면에 형성한 바이오필름은 DUWL로 

공급되는 세균의 근원지 역할을 하기 때문에 DUWL 소독

을 위해서는 바이오필름을 제거하거나 감소시키는 방법을 
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Fig. 5. Scanning electron microscope images of the four days old biofilm of inner surface on polyurethane tubing samples in laboratory 
model (A, B: ×2,000; C, D: ×5,000). Various bacterial morphotypes were observed including cocci, short and medium length rods. 
Extracellular polysaccaharides (D, arrows) were observed.

Table 1. Percentage Reduction of Live Bacteria in Laboratory 
Model Biofilm after Exposure to Disinfectants

Disinfectants Concentration % Reduction

NaOCl 0.5a 100±0

0.005 23±1.1

0.0005 18±2.7

H2O2 2a 100±0

0.02 98±0.3

0.002 34±18.9

Chlorhexidine 0.2a 100±0

0.002 99±0.2

0.0002 92±0.7

Values are presented as percentage only or mean±standard 
deviation.
aConcentration recommended for waterline disinfection.

사용하는 것이 효과적이다16,26)
. 본 연구에서는 바이오필름

이 형성되어 있는 오염된 DUWL을 얻기 위해 DUWL 바이

오필름 실험실 모델을 제작하였다. Walker 등17)은 시판되

고 있는 다양한 소독제품의 효과를 비교하기 위해 DUWL 

바이오필름을 실험실에서 모델을 사용하여 형성시켰다. 

Walker의 모델은 chemostat 안에 치과용 유니트로부터 수

집한 세균을 접종시킨 후 회분배양 48시간, 연속배양(con-

tinuous culture) 7일 동안 세균을 배양시킨 후 세균 배양액

을 폴리우레탄 튜빙에 14일 동안 흘려주어 최종적으로 

DUWL 바이오필름을 형성하기까지 3주가 넘는 다소 긴 시

간을 가진다. 이와 같이 Walker 등17)의 모델은 특수한 장치

가 필요하고 바이오필름 형성기간이 길다는 점에서 제작에 

어려움이 있다. Yabune 등27)은 불소로 코팅한 DUWL의 세
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균 부착 억제 효과를 확인하기 위해 실험실 모델을 제작하

였다. Yabune 등27)은 치과용 유니트에서 분리한 지배적인 

세균 3종을 현탁한 현탁액에 폴리우레탄 튜빙을 담가 정체

상태에서 바이오필름을 형성시켰다. 이 모델은 바이오필름 

형성기간이 96시간으로 짧다는 장점이 있지만 3종의 세균

만을 사용하고 정체상태로 바이오필름을 형성시켰다는 점

에서 한계를 가진다. 본 연구의 실험실 모델은 바이오필름 

형성을 위해 총 9일의 기간이 걸렸으며, 사용중인 치과용 유

니트에서 배출된 물을 여과시켜 수집한 세균을 R2A 배지에

서 배양하여 바이오필름 형성을 위해 사용하였다. Walker 

등17)의 모델과 같이 배양배지로 멸균 증류수를 사용하는 것

이 실제 임상의 DUWL 내 세균의 성장 환경과 더 유사하지

만, 본 실험의 예비실험에서 멸균증류수를 사용하여 실험실 

모델을 제작하였을 때, 바이오필름 형성 기간이 길어지는 

문제가 발생했다(result do not shown). 따라서 본 연구에서

는 바이오필름의 형성기간을 단축시키기 위해 R2A 배지를 

선택하였다. 본 연구에서는 바이오필름 형성 시, 주기적인 

배지 교체로 세균이 성장할 수 있는 영양분을 공급해 주었

고 와류를 적용하여 임상의 DUWL에서 일어나는 물의 흐

름과 유사한 상황을 만들어 주었다. 또한, 본 연구의 실험실 

모델은 특수한 장치가 필요 없으며, 비커나 유리막대 같은 

주위에서 쉽게 구할 수 있는 재료로 제작되었기 때문에 실

험실에서 재현하기 쉽다는 장점을 가진다. 바이오필름의 축

적량과 두께에서, Walker 등17)의 모델은 평균 바이오필름 

축적량이 3.4×10
4
 CFU/cm

2였고 우리의 실험실 모델에서 

측정한 평균 바이오필름 축적량은 4.68×10
4
 CFU/cm

2로 본 

실험실 모델의 바이오필름 형성 기간이 더 짧았지만 많은 

축적량을 보였다. 또한 Yabune 등27)의 실험실 모델에서 형

성시킨 바이오필름 두께는 2∼5 m로 보고되었으나, 본 연

구에서 제작한 실험실 모델에서 형성시킨 바이오필름의 두

께는 10∼14 m로 더 두꺼웠다. 

Cobb 등16)의 연구 결과로, 미국 치과대학 병원 내에서 사

용중인 DUWL 바이오필름을 구성하는 세균으로 구균, 간

균, 중간 길이의 간균 그리고 나선균이 포함되어 있는 것을 

확인하였으며, 또한 DUWL 바이오필름은 세균과 세포외 

다당류가 함께 응집되어 이루고 있으며 바이오필름의 두께

는 10∼50 m로 다양하다고 보고하였다. Yabune 등28)은 

새로운 치과용 유니트를 일본 치과대학병원 내 설치 후 52

일, 94일, 157일, 185일에 DUWL의 바이오필름 형태를 

SEM으로 확인하였다. 시간이 지날수록 중간 길이의 간균

과 세포외 다당류가 늘어났으며 세균과 세포외 다당류의 응

집 덩어리 크기가 점점 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 

Yabune 등27)의 다른 연구에서 dental chair unit으로부터 수

집한 물을 R2A 고체배지에 배양하였을 때, 노란색, 하얀색, 

빨간색의 세균 집락이 나타났으며, 노란색 집락을 띤 세균

은 Sphingomonas paucimobilis로, 하얀색은 Acinetobacter 

haemolytics, 빨간색은 Methylobacterium mesophilicum인 

것을 밝혔다. 그리고 배지에 노란색 집락, 하얀색 집락, 빨간

색 집락의 비율이 18:1:1로 나타났으며, S. paucimobilis가 

가장 많이 검출되는 세균 종으로 확인되었다. Cobb 등16)이 

보고한 임상에서 사용 중인 DUWL의 바이오필름을 구성하

는 구균과 간균의 형태는 본 실험에서 제작한 모델에서도 

확인할 수 있었으며, 세균끼리 그리고 세균과 세균이 생성

한 세포외 다당류가 응집되어있는 양상 또한 확인할 수 있

었다. 바이오필름의 두께도 10∼14 m로 임상의 DUWL 

바이오필름 두께 범위(10∼50 m) 안에 포함되었다. 본 실

험에서 제작한 실험실 모델에서 검출되는 세균 집락의 비율

로는 노란색, 하얀색, 빨간색이 1:150:10이었으며, 하얀색

의 세균 집락이 가장 많이 나타나는 점은 Yabune 등27)의 연

구 결과와 차이를 보였다. 차이의 원인은 국가별로 상수도

에 포함된 화학물질들의 농도가 다르기 때문으로 추측된다. 

국내에서 사용 중인 DUWL에서 배출된 물을 R2A 고체 배

지에 접종시켜 배양한 후 검출되는 세균 집락의 비율을 확

인하였을 때, 노란색, 하얀색, 빨간색이 1:100:10으로 본 실

험에서 제작한 실험실 모델에서 검출되는 세균 집락의 비율

과 유사하였다(result do not shown). 따라서 본 연구에서 제

작한 실험실 모델의 바이오필름은 구성 세균의 비율, 다양

성 및 형성된 바이오필름의 두께에 있어서 임상의 DUWL 

내 바이오필름과 높은 유사성을 가지는 것으로 확인되었다. 

본 연구의 실험실 모델로 형성시킨 DUWL 바이오필름이 

소독제의 효과를 확인하기 위한 시료로서 적절한지 파악하

기 위해 각 소독제의 농도를 다르게 하여 적용시켰을 때, 소

독제의 농도가 낮아질수록 바이오필름을 구성하는 살아있

는 세균의 감소율이 낮아졌다. Walker 등17)의 실험실 모델

에서 다양한 소독제품의 효과들을 비교하였을 때, 주로 과

산화 수소 또는 차아염소산 나트륨을 포함한 제품들이 바이

오필름 감소와 제거에 효과적이었다. Walker 등6)의 연구에 

사용한 소독제품의 일부를 임상의 치과용 유니트에서 소독 

효과를 확인한 결과, 과산화수소를 함유한 제품이 가장 효

과적이었다. 이러한 결과를 통해 본 연구의 실험실 모델을 

비롯하여 모델을 대상으로 소독제의 효과를 비교하거나 새

로운 소독제의 효과를 확인하는 것은 적절하다고 판단된다. 

현재까지 사용되고 있는 다양한 소독제들 중 차아염소산

나트륨 함유 소독제와 과산화수소 함유 소독제가 효과적이

라고 밝혀졌지만, 차아염소산나트륨은 치과용 유니트의 금

속부품을 부식시키고 트리할로메탄과 같은 발암물질을 생
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성하는 등의 부작용이 보고되었고20,24)
, 과산화수소는 금속

부품의 부식과 수관의 막힘 등의 부작용이 있다고 보고되어 

소독제의 계속적 적용이 제한되고 있다23-25)
. 따라서 DUWL 

바이오필름을 감소 및 제거하는 효능이 뛰어나면서 부작용

이 없는 새로운 소독제가 개발될 필요가 있으며, 새로운 소

독제를 개발하는 과정에 본 실험에서 확립된 실험실 모델이 

유용하게 사용될 수 있을 것으로 예상된다. 또한 소독제의 

효과 확인 외에 항균 물질로 처리된 수관의 바이오필름 형

성 억제 효과를 확인하기 위해 본 실험에서 확립된 실험실 

모델이 유용하게 사용될 수 있을 것이다. 본 연구에서는 실

험실에서 DUWL 바이오필름을 형성시킬 수 있는 제작이 

간편한 실험실 모델을 제시하며, 이 실험실 모델은 향후 다

양한 목적의 실험에서 사용될 수 있을 것으로 예상된다. 

요  약

DUWL에 형성된 바이오필름 제거를 위한 효과적인 소독

제의 제시와 새로운 소독제의 개발을 위해 DUWL의 실험

실 모델의 확립이 필요하다. 따라서 본 연구에서는 실험실

에서 쉽게 구할 수 있는 장비들로 실험실 모델을 제작하여, 

DUWL 바이오필름을 재현하기 위한 새로운 실험실 모델을 

확립하고자 하였다. 사용 중인 DUWL을 통해 수집한 물에

서 세균을 모은 후, R2A 액체 배지에서 10일 동안 배양시켰

다. 10일 배양시킨 세균액을 −70
o
C에 보관하여 사용하였

다. −70
o
C에 저장한 세균 stock은 R2A 액체배지에 5일 동

안 회분 배양시킨 배양액은 모델에서 바이오필름을 형성시

키기 위해 사용되었다. 바이오필름 형성 모델은 실험실 내 

장비인 1 L 비커에 폴리우레탄 튜빙이 부착된 20 cm 유리막

대를 꽂아서 제작하였다. 모델을 멸균시킨 후 R2A 액체배

지 300 ml와 5일 동안 회분 배양한 세균액 50 ml을 넣고 stir 

plate에서 25
o
C로 배양시켰다. 배양 2일마다 R2A 액체배지

를 교체해주었다. 임상의 상황과 유사한 조건에서 바이오필

름을 형성하기 위해 와류상태는 오전 9시에서 오후 6시까지 

적용시키고 그 이외의 시간에는(약 15시간) 정체상태로 배

양시켰다. 바이오필름 형성은 4일 동안 진행하였으며, 그 후 

바이오필름의 두께, 바이오필름을 구성하는 세균의 분포 및 

형태학적 특징을 SEM과 CLSM을 사용하여 분석하였다. 4

일 바이오필름 형성 후 평균 바이오필름 축적량은 4.68×10
4
 

CFU/cm
2였고, 바이오필름의 두께는 10∼14 m였다. 또한 

바이오필름을 구성하는 세균들이 부분적으로 응집되어 덩

어리를 이루고 있는 양상을 확인할 수 있었다. 본 연구에서 

제작한 실험실 모델을 대상으로 차아염소산나트륨, 과산화

수소 그리고 클로르헥시딘과 같은 소독제의 효과를 확인하

였다. 그 결과 적용된 소독제의 농도가 낮을수록 바이오필

름 내 생존한 세균의 수가 많았다. 따라서 우리의 실험실 모

델에서 형성시킨 바이오필름은 소독제의 효과를 비교하기 

위해 적절한 것으로 판단된다. 우리의 실험실 모델은 향후 

DUWL 소독을 위한 새로운 방법의 개발을 위해 유용하게 

사용될 것으로 예상된다.
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