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<Abstract>

Adhesive characteristics of Mutans Streptococci on the surface of filling 

materials and sealant

Jae-Min Kang1), Sang-Uk Im1), Hwa-Young Jo1), Jae-Kyung Ma2), Jeong-Sook Kim3), Kyo-Han Kim4), 

Keun-Bae Song 1)*, Youn-Hee Choi 1)

Department of Preventive Dentistry, School of Dentistry, Kyungpook National University, Daegu1),

Doctor Hong Dental Clinic, Daegu2), Department of Dental Technology, Daegu Health college3),

Department of Dental Biomaterials, School of Dentistry, Kyungpook National University, Daegu4)

Streptococcus mutans (S. mutans) is most commonly founded Mutans Streptococci group in human oral cavity. This study aimed

to compare the adhesion ability of Xylitol-sensitive (Xs) and Xylitol-resistant (Xr) on three filling materials which are currently used

by dentists.

Hydroxyapatite (HA) disk (control group, n=36), sealant (n=36), resin (n=36), glass-ionomer (n=36) disks were made by mold (10.2

mm Ø, 3 mm hight). Xs and Xr of S. mutans KCTC3065 and S. mutans UA159 were formed and cultured in TYE media. After culture,

500 ㎕ of 0.01% crystal violet was added to the plate, dyeing was performing, and mixed 1 ㎖ solution of ethanol:acetone (4:1 w/w)

for reaction termination. The absorbance of the extracted solution was measured by using ELISA reader and the extracted solution

on disk was observed with SEM. The adhesion ability was calculated by ELISA reader.

Adhesion ability of Xs and Xr from S. mutans of resin was higher than those of HA disk and the adhesion ability of sealant was

lower compared to those of HA disk. 

Sealant had the lowest adhesion ability of dental caries-inducing bacteria among three filling materials when viewed in terms of

relevance of the material and decay-inducing bacteria in oral cavity.
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Ⅰ. INTRODUCTION

치아우식증은 구강 내 세균에 의한 대표적인 감염성 질환

으로, 세균성 요인, 식이성 요인, 숙주 요인들이 유기적으로 

결합하여 발생한다(van Houte J, 1994). 치아우식증 발생과정

의 초기에서는 치아의 내산성을 증대시키거나 재석회화를 촉

진시키는 방법과 산을 생성하는 세균의 성장을 억제시키는 
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방법 등을 이용하면 치아우식증을 예방할 수 있다(Song G, 

2006).

사람의 구강 내에는 매우 다양한 종의 세균이 존재하는데 

치아우식증과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려진 대표적인 

세균은 Mutans streptococci (MS)로(Oho T, 2000) 치아우식

은 이른 시기에 구강 내로 MS 집락이 형성될수록 발생할 가

능성이 높다(Kishi M, 2009). Mutans streptococci 중에서도 

Streptococcus mutans (S. mutans)가 인간의 구강 내에서 가

장 많이 발견되고, 치아우식증과 깊은 관련성을 갖고 우식부

위의 치면세균막 내에 나타나는 것으로 알려져 있다

(Loesche WJ, 1986). 가장 주목을 받고 있는 치아우식 예방

물질은 자일리톨이다(Hilderbrandt GH와 Sparks BS, 2006; 

Burt BA, 2006). 치아우식증을 예방하기 위해 설탕을 대체하

는 감미료로 사용되고 있는 자일리톨은 치면세균막의 형성과 

우식증의 발생률을 감소시킨다고 보고되었다(Alanen P 등, 

1994; Machiulskiene V 등, 2001; Autio JT, 2002; Twetman 

S와 Stecksen-Blicks C, 2003; Thorild I 등, 2004). 최근에 

자일리톨을 장기간 섭취한 환자의 구강 내에서 자일리톨에 

저항성을 가지는 균주가 발견되었다(Gauthier L 등, 1984). 

Trahan 등(1992)은 세균이 자일리톨에 장기간 노출되면 감

수성이 점차 둔화되어 자일리톨 내성균주가 더 많았으

며, 자일리톨 섭취를 자제한 후에도 내성이 유지됨을 확인하

였다. 자일리톨에 의해 성장이 억제되는 균주를 감성균주

(Xylitol-sensitive; Xs)라고 하며, 자일리톨이 포함된 배지에 

지속적으로 배양되어 자일리톨에 의해 더 이상 성장 억제가 

나타나지 않는 균주를 자일리톨 내성균주(Xylitol-resistant; 

Xr)라 한다(Trahan L 등, 1996).

현재 치과에서 치아우식으로 이환된 치아의 수복에 사용되

는 수복재료는 매우 다양하다. 충전을 위한 충전 및 수복재료

에는 레진(Resin-based composite)(Ferracane JL와 Mitchem 

JC, 1998), 글라스아이오노머(Glass-ionomer; G.I.)(Hembree 

JH, 1986), 치면열구전색재(Sealant)등(Ripa LW, 1985)이 사

용된다. sealant는 치아우식 발생초기에 교합면 우식증을 예

방 또는 억제할 수 있다(Hatibovic-Kofman S 등 1998). 우리

나라에서는 정부적 차원의 치아우식예방사업으로 치과충전

재료 중 sealant의 사용이 점점 많아지고 있다. 소아치과영역

에서 글라스아이오노머 시멘트와 더불어 가장 많이 사용되는 

심미재료인 레진은 1960년대 중반 전치용 수복재료로서 개발

되었다(Kim JC와 Kim CW, 1990). 글라스아이오노머는 

Wilson과 Kent에(1972) 의해 처음 소개되었고, 치아우식 충

전 시 아말감 와동형성시보다 치질의 삭제량이 크게 감소하였

고(Hicks MJ 등, 1986) 우수한 심미성(Maldonado, 1978) 때

문에 어린이의 치아우식 충전재로 선호되었다. 

따라서 이번 연구에서는 현재 치과에서 사용되고 있는 

sealant와 수복재료인 레진, 글라스아이오노머를 우식유발 세

균인 자일리톨 감성균주와 내성균주를 이용한 부착특성을 비

교하고자 하였다.

Ⅱ. MATERIALS AND METHODS

1. 연구재료

1.1 sealant와 충전재료의 시편 제작

sealant와 충전재료의 시편을 제작하기 위해 Putty 타입

의 부가중합형 폴리비닐실리콘 인상재(CharmFlexⓇ Putty, 

Dentkist, Korea)를 사용하여 직경 10.2 mm, 높이 3 mm의 

균일한 원형 Hydroxyapatite (HA, control group) 디스크의 

mold를 제작하였다. 완성된 mold를 이용하여 현재 치과

에서 대중적으로 사용되는 우식예방재료인 치면열구전색재

(Clinpro
TM

 Sealant, 3M Espe, USA)와 충전재료인 복합레진

(DenfilTM Flow Flowable Light-cured Composite Resin, 

Vericom, Korea)은 약간 넘치게 채운 후 광중합기(D1, DXM, 

Korea)를 이용하여 표면에 1mm 상방에서 수직방향으로 제

조사의 지시에 따라 1,500 mW/cm2의 강도로 20초간 중합

시킨 후 4분간 상온에서 방치한 후 증류수에 담아 보관하였

으며 글라스아이오노머(Fuji IX GP, GC, Japan)도 역시 약

간 넘치게 채운 후 자가중합시켰다. 중합된 시편은 24 시간 

후 시료 표면의 표준화를 위하여 시편 전 처리장비 LaboPol 

(Laboforce-3, Struers, Denmark) 자동연마기를 이용하여 

600 grit 연마지(CC-600Cw , DAESUNG, Korea)를 사용하여 

직경 10.2 mm, 높이 3 mm가 되도록 균일하게 연마하였다. 

이때 연마된 한쪽 면에서 남아있을 가능성이 높은 중합도가 

낮은 층의 존재여부는 확인하지 못하였고, 다만 시료의 물성
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적인 표준화만 고려하였다. 이렇게 제작된 시편들은(n=36) 

밀폐된 용기에 시편이 충분히 잠길 정도로 distilled H2O 

(dH2O)를 담아 37 ℃ incubator에 24시간 보관하였다. 24시

간이 지난 후 Ethylene Oxide gas (EO gas) 멸균기를 이용하

여 멸균하였다. 

2. 연구방법

2.1. 자일리톨 내성균주 형성 및 배양

자일리톨에 내성을 가지는 균주(Xr)를 형성하기 위해 S. 

mutans KCTC3065와 S. mutans UA159를 0.5% 포도당

(Sigma, MO, USA)이 포함된 5 ㎖의 TYE 액체배지(1.7% 

Bacto Tryptone: Difco Laboratories, MD, USA; 0.3% Bacto 

Yeast Extract: Difco Laboratories, MD, USA; 0.5% Sodium 

Chloride: Sigma, MO, USA; 0.25% Potassium Phosphate: 

Sigma, MO, USA)에 1% (66 mM)(Kim JH 등, 2010) 자일리

톨을 첨가하여 37 ℃, 5% CO2 조건에서 24시간 간격으로 

계대 배양하여 이를 30일간 반복하였다. 자일리톨 감성균주

(Xs)의 경우 자일리톨을 첨가하지 않고 동일한 조건으로 배

양하였다. 실험에 사용한 S. mutans KCTC3065는 한국생명

공학연구원 생명자원센터로부터 분양받았고, S. mutans 

UA159 (#700610) 는 ATCC (Manassas, VA, USA)로부터 분

양받았다.

2.2. 부착정도 측정

sealant와 충전재료의 종류에 따른 Xs와 Xr 균주의 

biofilm 형성 정도에 따른 부착정도 변화를 알아보기 위해서 

microtiter plate assay 방법을 약간 수정하여 사용하였다. 

24시간 배양된 S. mutans를 OD600이 0.05가 되도록 희석하여 

시편과 자일리톨 유무에 의해 구분된 24-well polystyrene 

microtiter plate에 700 ㎕씩을 접종하고 37 ℃, 5% CO2에서 

총 24시간 동안 배양하였다. 배양이 끝나면 핀셋으로 시편을 

꺼내어 dH2O를 이용하여 남아있는 부유세균을 제거하기 위

해 총 2회 세척하였다. 종이타올로 물기를 제거하고 공기 

중에 15분 동안 건조시킨 다음 0.01% crystal violet 500 ㎕를 

plate에 첨가하여 염색을 실시하였다. 15분간 실온에서 보관

한 다음 dH2O로 시편을 2회 씻어주고 Ethanol:Acetone=4:1

로 섞인 용액을 1 ㎖을 넣어 37 ℃ incubator에서 30분 동안 

방치하여 염색된 dye가 추출되게 하였다. 추출된 dye의 흡

광도를 부착정도로 측정했다. dye를 96-well plate에 well 

당 200 ㎕씩 옮겨 ELISA reader (ASYS, Austria)를 사용하여 

570 nm에서 solution의 흡광도를 3-well 씩 3번 반복 측정

하였다. 

2.3. 주사전자현미경(Scanning Electron Microscope; 

SEM)을 이용한 sealant와 충전재료에 따른

S. mutans의 형태학적 변화

부착정도 측정을 위해 준비한 방법과 동일하게, 24-well 

polystyrene microtiter plate에 OD600이 0.05가 되도록 접종

하고 37 ℃, 5% CO2에서 총 24시간 동안 배양한 후 핀셋으로 

시편을 꺼내어 dH2O를 이용하여 남아있는 부유세균을 

제거하기 위해 총 2회 세척하였다. 그런 후 ethanol 30%, 

50%, 70%, 90% 순으로 탈수시킨 후 완전히 알코올이 

건조되도록 24시간 방치한 후 주사전자현미경을 촬영하기 

전까지 실리카젤(Silicagel, Duksan, Korea)이 들어있는 밀폐

된 용기에 보관하였다. 준비된 시료는 주사전자현미경을 

촬영을 위해 백금코팅을 한 후 주사전자현미경(SU8820, 

HITACHI, Japan)을 사용하여 5 KV의 전압에서 10,000배의 

배율로 관찰하였다.

2.4. 통계분석

sealant와 충전재료의 종류에 따른 우식유발 세균인 자일리

톨 감성균주와 내성균주를 이용한 부착특성을 비교를 확인하

기 위하여 Kruskal-Wallis 검정을 수행하였다. 각각의 군을 

Mann-Whitney 검정을 이용하여 사후분석을 시행하였다. 모

든 통계 분석은 통계분석용 소프트웨어인 SPSS 22.0 (SPSS 

Inc, Chicago, IL, USA)를 이용하여 수행하였으며, 유의성 판

정을 위한 유의수준은 5%로 설정하였다.
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Table 1. The mean values of eluted dye between Xs and Xr of S. mutans KCTC3065 for filling materials and sealant

HA Disk Sealant Resin G.I. P-value*

Xs 0.73±0.16a 0.54±0.06b 0.79±0.07a 1.71±0.39c <0.001

Xr 0.74±0.11a 0.55±0.18b 0.81±0.16a 1.68±0.24c <0.001

Values are Mean±S.D.

*Kruskal-Wallis test.

a,b,c; Same letter denotes there is no significant difference among groups by Mann-Whitney test.

Table 2. The mean values of eluted dye between Xs and Xr of S. mutans UA159 for filling materials and sealant.

HA Disk Sealant Resin G.I. P-value*

Xs 0.87±0.11a 0.49±0.23b 1.05±0.10c 1.86±0.40d <0.001

Xr 0.91±0.12a 0.72±0.14b 0.96±0.17a 1.94±0.24c <0.001

Values are Mean±S.D.

*Kruskal-Wallis test.

a,b,c,d; Same letter denotes there is no significant difference among groups by Mann-Whitney test.

Ⅲ. RESULTS

1. sealant와 충전재료에 따른 S. mutans KCTC3065와 

S. mutans UA159의 Xs와 Xr의 부착정도 

Table 1은 sealant와 충전재료에 따른 S. mutans KCTC 

3065의 Xs와 Xr의 부착정도 비교 값을 나타낸 것이다. 각 균

주에서 sealant와 충전재료에 따른 부착정도를 비교하였을 때, 

Xs와 Xr 모두에서 4가지 재료에 대해 유의한 차이가 나타났다

(P<0.001). Xs와 Xr에서 각각 G.I.가 가장 큰 부착정도를 보

였고, 다음으로 Resin, HA Disk로 나타났다. Xs와 Xr 모두 

Sealant에서 가장 낮은 부착정도를 보였다. sealant와 충전재

료들 간의 차이가 있는지 알아본 결과 HA Disk와 Resin 사이

에서는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았으며, 나머지 

모든 재료 사이에서는 유의한 차이가 나타났다(P<0.008).

Table 2는 sealant와 충전재료에 따른 S. mutans UA159의 

Xs와 Xr의 부착정도 비교 값을 나타낸 것이다. 각 균주에서 

sealant와 충전재료에 따른 부착정도를 비교하였을 때, Xs와 

Xr 모두에서 4가지 재료에 대해 유의한 차이가 나타났다

(P<0.001). Xs와 Xr에서 각각 G.I.가 가장 큰 부착정도를 보

였고, 다음으로 Resin, HA Disk로 나타났다. S. mutans 

KCTC3065와 마찬가지로 S. mutans UA159의 Xs와 Xr 모두 

Sealant에서 가장 낮은 부착정도를 보였다. sealant와 충전재

료들 간의 차이가 있는지 알아본 결과 S. mutans UA159의 

Xs에서는 모든 재료 사이에 유의한 차이가 나타났지만

(P<0.008), S. mutans UA159의 Xr에서는 HA Disk와 Resin 

사이에서 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았으며, 나머지 

모든 재료 사이에서는 유의한 차이가 나타났다(P<0.008).

2. 주사전자현미경을 이용한 S. mutans의 형태학적 관찰

sealant와 충전재료 별 S. mutans에 의해 형성되는 세균집

락의 부착정도 차이를 확인하기 위하여 주사전자현미경을 

통해 관찰하였다. Figure 1은 sealant와 충전재료에 따른 

S. mutans KCTC3065 Xs, Xr을 관찰한 결과이며, Figure 2는 

S. mutans UA159 Xs, Xr을 관찰한 결과이다. S. mutans 

KCTC3065 Xs, Xr과 S. mutans UA159 Xs, Xr 모두 자일리톨

에 내성이 있는 균주와 없는 균주 간 부착정도의 차이는 없었

다(Figure 1, 2). G.I.에서 형성되는 세균집락의 부착정도가 

가장 많았고 다음으로 Resin과 HA Disk 순으로 세균집락의 

부착정도가 많았다. Sealant의 경우 세균집락의 부착정도가 

가장 적었다.
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Figure 1. SEM images of Xs and Xr of S. mutans KCTC3065 for filling materials and sealant. A: Xs for 

HA Disk; B: Xs for Sealant; C: Xs for Resin; D: Xs for G.I.; E: Xr for HA Disk; F: Xr for Sealant; G: Xr 

for Resin; H: Xr for G.I.
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Figure 2. SEM images of Xs and Xr of S. mutans UA159 for filling materials. A: Xs for HA Disk; B: Xs 

for Sealant; C: Xs for Resin; D: Xs for G.I.; E: Xr for HA Disk; F: Xr for Sealant; G: Xr for Resin; 

H: Xr for G.I.
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IV. DISCUSSION

S. mutans는 사람에게서 일어나는 가장 흔한 감염성 질병 

중 하나인 치아우식증을 일으키는 주요 원인균이다(Oho T 

등, 2000; Hamada S와 Slade HD, 1980). 전체 치과치료에서 

가장 빈도가 높은 치료이며, 보존치료에 의하여 치아의 기능

과 심미성을 회복하고 주위조직들과 조화를 이루도록 하는 

치아우식증 치료는 구강건강은 물론 정신건강의 증진까지를 

최종 목표로 하고 있다.

본 연구에서는 sealant와 충전재료 별 시편을 만들어 치아

우식유발 세균인 S. mutans의 자일리톨 감성균주(Xs)와 내성

균주(Xr)의 부착정도를 비교하였다. S. mutans KCTC3065, S. 

mutans UA159의 Xs와 Xr의 부착정도를 비교한 결과, 모든 

재료에 유의한 차이가 나타났다. 부착정도는 S. mutans 

KCTC3065, S. mutans UA159 모두에서 G.I., Resin, HA Disk, 

Sealant 순으로 낮아졌음을 알 수 있었다. G.I.와 Resin에 치

아우식 유발 세균이 더 잘 부착하는 것은 물성의 특징에 의한 

것으로 추정된다. Nicholson JW 등(1992)은 G.I.는 친수성 

성분의 존재로 인해 수분에의 노출이 물리적 성질을 변화시킨

다고 하였다. Resin은 중합 후 분해되어 방출되거나 잔존하는 

자유 모노머의 독성에 대해 많은 연구가 있었는데, 자유 모노

머가 치아우식을 야기할 수 있는 미생물의 증식을 일으키며 

치수의 변성과 치은경계 퇴축, 일부 환자에게 알레르기 반응

을 유발한다고 알려졌다(Emmler J 등, 2008; Gwinnett AJ와 

Tay F, 1999; Schweikl H 등, 2006; Singh J 등, 2009). 스웨덴 

치과의사들은 교합면 충전재로 Resin을 선호하였고, 덴마크 

치과의사들은 아말감을, 노르웨이의 치과의사들은 Resin과 

G.I.를 선호하였다고 Espelid I와 Tveit AB(2001)는 보고하였

다. 본 연구의 결과를 바탕으로 치아우식유발 세균에 가장 

낮은 부착정도를 보인 Sealant가 우식을 예방하는데 효과적이

라고 판단된다.

이제까지 치과용 교정 와이어(Lee HJ 등, 2011; Lee SP 등, 

2009), 치과용 심미수복재료(Kim DH, 2013)의 우식유발 세균

의 부착에 관한 연구는 있었지만 Sealant와 충전재료인 Resin, 

G.I.에 따른 치아우식유발 세균인 S. mutans의 부착정도 비

교, 또한 Sealant, Resin, G.I. 재료에 따른 자일리톨 Xs와 Xr의 

부착정도를 동일한 방법으로 비교한 연구는 국내에서 첫 시도

라고 할 수 있다. 그러나 본 연구에는 몇 가지 제한점이 있다. 

먼저, 현재 치과에서 대중적으로 많이 사용되는 sealant와 충

전재료 별 Resin, G.I.를 한 가지씩만 사용하였다. 이번 연구

의 결과가 단순한 재료 별 제품 특징의 차이인지 Sealant, 

Resin, G.I.의 그룹 간의 차이인지 확인하지 못하였으므로, 우

식을 유발시키는 세균에 대해 Sealant와 충전재료의 부착정도

를 비교한 결과가 과대평가 되었을 수도 있겠다. 다음으로는 

G.I.의 물성의 차이로 인해 시편 제작 시 표면에 균열이 발생

하였다. 이것으로 인해 우식유발 세균의 부착정도에 미친 영

향을 배제할 수는 없다. 그럼에도 불구하고, 본 연구는 sealant

와 충전재료 별 치아우식유발 세균인 S. mutans의 자일리톨 

Xs와 Xr의 부착정도를 비교한 첫 연구였다는 점과 Sealant와 

충전재료를 시편형태로 만들고 그 위에 세균을 배양하여 dye

가 용출되는 양을 확인함으로써 부착정도를 비교하였다는 점

에서 의의가 있다고 하겠다. 따라서 향후 이러한 제한점들을 

보완하여 포괄적이고 추가적인 실험방법의 개발이 진행되어 

우식유발 방지에 좋은 우식예방재료를 선택할 수 있도록 기여

하겠다.

V. CONCLUSIONS

본 연구는 Sealant와 충전재료인 Resin, G.I.에 대한 S. 

mutans 자일리톨 감성균주(Xs)와 내성균주(Xr)의 부착정도를 

비교하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. Sealant와 충전재료에 따른 S. mutans KCTC3065의 Xs

와 Xr의 부착정도를 비교하였을 때, Xs와 Xr 모두에서 

4가지 재료에 대해 유의한 차이가 나타났으며(P<0.001), 

글라스아이오노머, 레진, HA Disk, sealant 순으로 낮아

졌다. Sealant와 충전재료들 간의 차이가 있는지 알아본 

결과 HA Disk와 Resin 사이에서는 통계적으로 유의한 

차이를 보이지 않았으며, 나머지 모든 재료 사이에서는 

유의한 차이가 나타났다(P<0.008).

2. Sealant와 충전재료에 따른 S. mutans UA159의 Xs와 

Xr의 부착정도를 비교한 결과도 Xs와 Xr 모두에서 4가

지 재료에 대해 유의한 차이가 나타났다(P<0.001). 
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Sealant와 충전재료들 간의 차이가 있는지 알아본 결과 

S. mutans UA159의 Xs에서는 모든 재료 사이에 유의한 

차이가 나타났지만(P<0.008), S. mutans UA159의 Xr에

서는 HA Disk와 Resin 사이에서 통계적으로 유의한 차

이를 보이지 않았으며, 나머지 모든 재료 사이에서는 유

의한 차이가 나타났다(P<0.008).

3. Sealant와 충전재료 별 S. mutans에 의해 형성되는 세균

집락의 부착정도 차이를 확인하기 위하여 주사전자현미

경을 통해 관찰한 결과, 모두 자일리톨에 내성이 있는 

균주와 없는 균주 간 부착정도의 차이는 없었다. G.I.에

서 형성되는 세균집락의 부착정도가 가장 많았고 다음

으로 Resin과 HA Disk 순으로 세균집락의 부착정도가 

많았다. Sealant의 경우 세균집락의 부착 밀도가 가장 

낮게 나타났다.

이상의 결과들을 종합해 보았을 때, 치아우식유발 세균의 

부착정도가 가장 낮게 나타난 Sealant가 재료와 구강 내 우식

을 예방하는데 효과적이라고 판단된다.
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