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Background :Doxycycline, azithromycin, and chloramphenicol have been used for the treatment of

scrub typhus; however, the duration of treatment for this disease is still controversial. Most clini-

cal studies on the treatment of scrub typhus focus on the effectiveness of antibiotics; few studies
have focused on the duration of the treatment. There has been no in vitro evaluation of the opti-

mal duration of treatment of scrub typhus. We performed an experiment to evaluate the regrowth

of Orientia tsutsugamushi after exposure to doxycycline of various concentration and exposure
time.

Materials and Methods :O. tsutsugamushi strain Boryong was inoculated into the ECV304 cell
line. The infected cells were stained with FS15, a monoclonal antibody reacting against a linear
epitope on the 56-kDa major outer membrane protein of O. tsutsugamushi; thereafter, the anti-
microbial susceptibilities were measured by flow cytometry and expressed as a growth index

(total mass of Orientia). Incubation in media containing 0.1 (the minimal inhibitory concentration
of doxycycline against O. tsutsugamushi strain Boryong), 0.2, and 2 µg/mL doxycycline for 1, 3,
5, and 7 day was followed by incubation in antibiotic-free media for 5 day. Two inocula sizes

were employed; low inoculum (45.18% of cells were infected) and high inoculum (87.21% of
cells).

Results : The incubation with 0.1 µg/mL doxycycline resulted in O. tsutsugamushi regrowth irre-
spective of doxycycline treatment duration. When the concentration of doxycycline was increased
to 0.2 or 2 µg/mL, regrowth was observed in short duration treatments (1-5 day at 0.2 µg/mL; 1

day at 2 µg/mL). Higher inoculum size of O. tsutsugamushi increased regrowth (1 day at the low
inoculum; 1-5 day at the high inoculum).
Conclusions : The regrowth of O. tsutsugamushi after doxycycline treatment depends on the doxy-
cycline dose; the higher the dose, the lower the relapse rate. If this result is extrapolated to hu-

mans, higher dose of doxycycline might be preferred to lower the relapse rate. The inoculum
effect in O. tsutsugamushi infection needs further investigations.
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thromycin의 효과도 어느 정도 인정되고 있다. Chloram-

phenicol은 효과가 있지만 부작용, 늦은 반응, 흔한 재발로

점차 사용이 줄고 있다(1, 2). 이들의 투여 기간에 대해서는

여전히 이론이 있으며 doxycycline의 경우 3-7일 정도이고,

azithromycin은 1-3일이 연구되었다(3-6). 이런 기간들은

임상 연구에서 사용한 기간들이며, 호전 속도와 재발률에

따라 결정된다. 호전 속도는 항균력을 포함해서 여러 변수

가 관련되며, 재발은 치료 전 앓은 기간 즉 면역이 중요한

역할을 하고(7, 8) 잔존하는 Orientia도 관여하리라 생각된

다. 치료 기간을 직접 비교하거나 연관된 요인들을 고려한

연구가 별로 없기에 적절한 치료 기간은 아직도 분명하지

않다.

임상 연구에서 치료 기간을 결정하는 것이 어렵다면, 실

험실 결과가 도움이 될 수 있지만 현재까지 치료 기간을 결

정하는데 도움이 되는 실험은 보고된 적이 없다. 실제 환자

치료에서는 항균제 투여 후 반감기에 따른 혈중 항균제의

잔존, 조직내 침투율, 감염 균주의 최소억제농도 등을 고려

해야 하므로 실험실 조건과 실제 환자에서 조건이 다르지

만, 가장 최소 조건인 항균제로 치료했다가 중단했을 때

Orientia의 재성장 여부만이라도 밝혀진다면 환자의 치료

기간을 결정하는데 도움이 될 것으로 생각하였다. 이에 저

자들은 실험실에서 항균제 농도와 노출 시간을 달리한 후,

항균제가 없는 배지에서 배양을 하여 Orientia가 재성장을

하는지 조사하였다.

재료 및 방법

실험의 개요를 간략히 기술하면 O. tsutsugamushi Bor-

yong주를 사람 배꼽정맥 유래 내피세포주(human umbili-

cal vein-derived endothelial cell line)인 EDV304 세포에

감염시킨 후, 이를 단클론항체인 FS15로 염색을 하여 유세

포분석법(flow cytometry assay)으로 억제정도를 측정하는

것이다(9).

6-well plate에 ECV304 세포를 배양한 후 10% 소태아혈

청(fetal bovine serum)이 포함된M199 medium으로유지하

다가, O. tsutsugamushi 균주를 접종하였다. 감염시킨 양을

같게 하려고 노력을 하였으나 모든 실험에서 같게 하지는

못하였고, 감염되고 3일된 ECV304 단층(monolayer)을 떼어

낸 후 유리구슬(glass bead)로 2번 갈아 얻은 상청액 9-10

mL 중에서 1 mL씩접종하였다. 접종을시키고 3시간후, 항

균제가 포함된 새로운 배지로 교환하였다. 이후 37에서 5%

CO2 조건에서 배양하였다. O. tsutsugamushi Boryong주에

대한 doxycycline의 최소억제농도인 0.1 µg/mL을 포함한

배지로 1, 3, 5, 7일간 배양한 후 성장 지수를 측정하여 항균

제에 의한 억제 정도를 측정하였고, doxycycline이 포함되

지않는배지로바꾸고 5일을더배양한후성장지수를측정

하여재성장여부를확인하였다. 7일배양군은, 5일 후같은

농도의 항균제가 포함된 배지로 교환하였다. 항균제 농도를

0.2, 2.0 µg/mL로 하여 같은 실험을 하였다.

이전 실험에서 접종량에 따라 성장지수가 달라지는 것을

관찰하였기에, 접종량이 많았을 때(87.21%의 세포가 감염

됨)와 접종량이 적었을 때(45.18%의 세포가 감염됨), 재성

장 정도에 차이가 있는지를 검사하였다.

유세포 분석법은 감염된 ECV304 세포주 단층을 트립신

(trypsin)으로 처리한 후, 인산염완충식염수(PBS)로 세척하

고 300×g에서 5분간 원심분리하였다. 얼음 위에서 70% 에

탄올로 1시간고정한후, 유세포분석전까지 -20 ℃에서 보

관하였다. 유세포분석 시, 인산염완충식염수로 세척 후

FITC-conjugated FS15로 반응시킨 후 flow cytometer

(Becton Dickinson, Mansfield, MA, U.S.A.)로 분석하였다.

감염된 전체 균 수를 계산하기 위해 형광이 양성인 세포 수

(infected cell, %)에 평균 형광 정도(mean fluorescence

intensity)를 곱하여, 성장 지수(growth index)로 표현하였

다. 항균제가 포함되지 않은 배지에서 키운 경우의 성장 지

수를 100으로 하여 항균제 처리를 한 배지에서 보인 성장

지수를 비율로 환산하여 백분율(%)로 나타냈다. 이전 연구

(9)에서 최소억제농도 기준으로 사용한 성장지수 10%를 이

번 연구에서도 항균제로 Orientia가 완전히 억제된 것으로

정의하였다.

FS15는 O. tsutsugamushi 외막의 56-kDa 단백에반응하

는 단클론항체로, Boryong, Karp, Kato, Kawasaki, Kuroki,

AFSC-4 등에 반응하고 Gilliam, TA678, TA716 혈청형에

는반응을하지않는항체이다. Boryong주에대해검사했을

때다른단클론항체에비해형광이강하여유세포분석에사

용하였다. 사용한 항균제는 한국 Sigma-Aldrich사에서

Sigma사의 doxycycline hyclate (BioChemika; 순도 98% 이

상)이었다.

결 과

Doxycycline 0.1 µg/mL을 포함한 배지로 배양한 직후에

는 모든 배양 기간에서 10%이하의 성장지수를 보여 배양

기간에 관계없이 억제가 되었다(Table). Doxycycline이 포

함되지않는배지로바꾸고 5일을더배양하였을때에는 0.1

µg/mL doxycycycline 포함 배지에서 배양 기간에 관계없

이 모두 10% 이상의 성장지수를 보였다. 접종량에 따라 재
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성장 정도가 달라, 접종량이 적었을 때에는 성장지수가

11-31%였고 다량 감염에서는 62-158%로, 다량 감염에서

재성장 정도가 더 높았다. 소량접종 실험 3일 배양에서는

11.25%의 성장지수를 보이고 7일 배양에서 28.20%를 보인

것과 다량접종 시험에서 3일 배양과 5일 배양에서 148.98%

와 158.37%를 보인 것은 유세포분석법의 측정 범주내 차이

이거나 재성장의 정도 차이로 해석하였다.

0.1 µg/mL에서 항균제 접촉 직후에는 Orientia의 성장이

없어, 0.2, 2.0 µg/mL 실험에서는 항균제 접촉 직후 성장 지

수를 측정하지 않았고 항균제가 없는 배지에서 배양한 후

성장지수를 측정하였다. Doxycycline 0.2 µg/mL에 배양했

을 때, 소량 접종 실험에서는 1일 처치 시에만 10% 이상의

성장을 보였고 3일 이상 배양에서는 모두 10 % 이하의 성

장을 보였다. 다량 접종에서는 7일 배양에서만 재성장이 없

었고 1-5일 배양에서는 10% 이상의 성장지수를 보였다.

Doxycycline 2 µg/mL은 다량접종만 실험을 했으며, 1일 배

양에서는 54%의 성장지수를 보여 재성장을 했다고 판단되

며, 3-7일 배양에서는 10% 이하의 성장지수를 보여 재성장

이 없었다.

고 찰

쯔쯔가무시병 치료 기간은 아직 정립이 되지 않았다. 과

거 chloramphenicol을 쯔쯔가무시병에 처음 사용할 때에는

1-2일도 사용한 적도 있지만 재발이 흔해서(7, 8) 치료 기간

을 점차 늘려 사용하였고 현재는 7-14일을 사용한다. Te-

tracycline도 초기 사용에서는 24시간만 사용하기도 했지만

(8) 재발이 흔해 현재는 7-10일이 권해진다. Tetracycline과

chloramphenicol의 비교 연구에서 tetracycline의 우수성이

증명되어(10) 쯔쯔가무시병 치료에서는 tetracycline계열이

선호되었다. Tetracycline보다 반감기가긴 doxycycline은 1

회 투여도 tetracycline 7일 사용과 효과가 비슷하다고 하였

으나(11), 1번 또는 2번 사용에서 재발이 있기에(12, 13) 실

제 사용은 이보다 더 길어 해열이 되고 1일 더 사용하였으

며 대개 3-7일 정도 사용하였다. 3일 치료의 효과를 알 수

있는 연구는, doxycycline 3일 치료와 tetracycline 7일 치료

효과를 비교한 연구지만(14), 경증이나 중등도 환자를 대상

으로 했고 90%정도 환자만이 항균제 중단 시 호전되었고,

열이 지속하는 나머지 환자들에서는 추가로 doxycycline을

사용했으므로 doxycycline 3일 치료가 어느 정도 효과가 있

는지는 확언하기가 어렵다. Azithromycin은 1회부터 3일까

지 연구되었다(3-6). Telithromycin은 해열 후 2-3일(15)이

나 총 5일 요법(16)으로 재발이 없이 치료하였다.

이상의 연구결과들을보면, 쯔쯔가무시병치료는대부분

환자에서는 단기 요법으로도 가능하나 단기 요법으로 치료

한 후 재발 예들이 있다. 재발에 관여하는 인자를 모르지만

쯔쯔가무시병의 초기에 단기간으로 치료한 환자에서 관찰

되며(7, 8), 어느 정도 재발률을 인정할 것인가에 대해서 정

Table. Growth Indices Measured after Incubation in Antibiotic-free Media for 5 Days Preceded by Incubation in Media
Containing Doxycycline of Various Concentrations (0.1, 0.2, and 2 µg/mL) for 1 to 7 Days

Days of incubation

1 3 5 7

% of growth indices after incubation in media containing 0.1 µg/mL of doxycycline

4.60 0.12 0.27 0.20

% of growth indices after incubation in doxycycline-free media for 5 days preceded by incubation in media containing 0.1 µg/mL of

doxycycline

31.51
100.46

11.25
148.98

15.24
158.37

28.20 (low inoculum*)
62.60 (high inoculum*)

% of growth index after incubation in antibiotic-free media for 5 days preceded by incubation in media containing 0.2 µg/mL of
doxycycline

39.90

142.49

8.45

122.30

5.65

74.85

7.67 (low inoculum*)

7.71 (high inoculum*)

% of growth index after incubation in antibiotic-free media for 5 days preceded by incubation in media containing 2 μ g/mL of
doxycycline

54.29 1.96 0.43 0.39 (high inoculum*)

* low inoculum : 45.18% of cells were infected
high inoculum : 87.21% of cells were infected
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립이 되지 않았기에, 재발을 최소한으로 하기 위해서는 치

료 기간이 길어지게된다. 또한 치료기간연장이며칠에불

과하므로 치료 기간을 늘리는 것이 부담이 적었다. 대부분

연구가, 윤리적 문제로 인해, 경증에서 중등도의 중증도를

보이는환자를대상으로했으므로중증환자를포함하지못

한 단점이 있고, 열이 나는 상태에서 항균제 치료를 중단하

는 것이 임상 의사에게는 어려운 일이어서 엄격한 기준의

연구가 부족했다.

또 다른 문제는 재발의 진단이다. 항균제 치료 기간이 짧

을 때 재발이 가능하며, 주로 항균제를 중단하고 1주일 이

내에 재발한다(7, 8). 재발했을 때 증상은 처음보다 경증이

며 증상이 덜하므로 쉽게 인식하기가 어렵다. 과거에는 대

부분 입원 환자를 대상으로 연구를 하였고 해열이 된 뒤에

도 입원 관찰이 가능했으므로 재발을 정확히 진단할 수 있

었으나, 최근에는 해열이 되면 퇴원시키기 때문에 퇴원 후

에 생기는 경증의 재발은 알기가 어렵다. 본인이 인식하지

못할 정도의 경미한 것에 의미를 두지 않을 수도 있지만 항

균제효과를엄격히보는의미에서는재발을정확히진단하

여 효과를 판정하는 것이 필요하다.

대부분 연구가해열까지기간을기준으로했으며, 연구의

특성 상 객관적인 지표를 효과 판단의 기준으로 한 것이고

해열의 지연은 사망과 관련이 되므로 임상 연구에서 주요

측정 지표였지만, 두통이나 현업으로 복귀 기간과 같은 주

관적 지표에 대한 평가가 부족했다. 해열 기간과 회복 기간

이 비례할 것이라는 가정 하에 해열을 주 연구 지표로 삼았

으나, 이런 가정이 옳은지는 증명되지 않았다. 급성기와 회

복기가 다를 수 있는 이유로, O. tsutsugamushi를 doxy-

cycline에 감수성이 있는 다수 균과 doxycycline에 감수성

이 없는 소수균의 집단으로 구성되었다고 가정하면, 현재

치료는 doxycycline 감수성인 다수 균에 대해서만 효과가

있으며 임상적으로는 반응을 하겠지만 시간이 지나 항균제

를중단하게되면소수균이자라면서미약한증상을일으킬

것으로예상할수 있다. 그 사이에면역이생기면서이런소

수 균을살균할수 있게되면회복이되는 것으로 추정된다.

면역이 생기는정도가사람마다다르므로회복기간이사람

마다 다르게 되며 소수 내성균 수가 적을수록 증상이 덜 할

것으로 추정할 수 있다. 이런 소수 내성균은 최소억제농도

가 높으므로 통상의 용량으로는 살균을 시킬 수 없고 수가

느는 것을 억제할 수만 있다. 따라서 이런 소수의 내성균을

치료하여 회복 기간을 단축시키기 위해서는 항균제 용량이

아주 많든지, 복합 치료를 하는 방법, 면역이 생길 때까지

항균제로 O. tsutsugamushi 성장을 억제하여 균 수를 적게

유지하는 방법을 생각해 볼 수 있다.

치료에서 또 다른 고려 사항은 혈청형에 따라 치료제에

반응이 다를 수 있는 것이며, 사람에서 혈청형의 차이에 따

라 임상상이 다르지 않다는 보고가 있지만 대상 수가 적고

후향적 연구(17)여서 앞으로 확인이 필요한 부분이다. 동물

에서 병원성 연구에서는 Yonchon주가 쥐에서 치사율이 높

다는 보고가 있어(18), 남부 지방과 북부 지방의 임상상이

다를 가능성이 언급되고 있다. 또한 혈청형에 따라 실험실

항균제 감수성이 다르다는 보고가 있다(19, 20). 국내에서

O. tsutsugamushi의 혈청형 분포를 보면 남부 지방은

Boryong주도 많고 중부 이상에서는 Karp, Gilliam주도 있

다는 논문(21)과 쥐와 진드기에 분리한 Orientia에서는

Boryong주가 중부 지방에 주로 분포하며 Karp주도 있지만

Gilliam주는 없다는보고(18)가 있어 서로다른결과를보고

하고 있다. 국내에서 항균제에 대한 반응 연구가 주로 남부

지방에서 이루어 진 것을 생각하면(4, 6, 14, 16), 국내에서

연구는 혈청형이 다른, 임상적으로 경증인 환자를 대상으로

연구가 주로 이루어졌을 가능성이 있다. 만일 경증 환자만

을대상으로연구가이루어졌다면중부이북지역이나다른

나라에서는실제투약기간이국내연구결과보다는길어야

할 가능성이 있다. 임상 중증도의 차이점을 밝히기 위해서

는 지역을 달리하여 혈청형 구분을 같이 하면서 임상상을

비교해야 하나 연구가 쉽지 않으며, 혈청형 외의 요인까지

고려한다면 환자 수가 많아야 하나 이 역시 그리 쉽게 해결

할 수 있는 사항이 아니다.

현재 임상에서 사용된 기간이 1회, 1일, 3일, 5일, 7일이므

로, 이와 비슷하게 실험실에서 항균제에 노출시킨 후에

Orientia의성장여부를조사한이번연구는항균제사용기

간을실험관에서재현한최초의시도이며, 연구결과로판단

한다면 급성기 증상의치료를 위해서는농도가높을수록치

료 기간이 짧아도 되리라 생각한다. Doxycycline 200mg 투

여 시 사람에서 최고 혈청 농도가 2.4- 5.0 µg/mL이므로 최

소억제농도보다 20배이상높아, 치료에문제가없을것이고

특히 세포내 농도가 세포외농도보다 2배 정도 더 높으므로

(22) 대부분 경우에서 치료에 어려움은 없을 것으로 생각된

다. 조직마다농도가다르므로혈액보다낮은농도를보이는

조직에 Orientia가 남아 있어 증상이 지속하거나 재발할 가

능성이 있다. 특히 쯔쯔가무시병에서 중추신경계 침범이 흔

해, 72명 중 9명에서 뇌침범 증상을 보이고(22), 뇌척수액에

서 중합효소연쇄반응으로 검사를 하면 거의 모든 환자에서

Orientia핵산이발견될정도로쯔쯔가무시병에서뇌침범은

흔하다(23). Doxycycline의 뇌척수액 농도는 혈청농도의

14-22%이므로, 통상량을 투여했을 때 평균 혈중농도가 2.0

µg/mL이라면 뇌척수액에서 농도는 0.28-0.44 µg/mL로
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Orientia의 최소억제농도인 0.1 µg/mL보다 3-4배 정도에

불과하다. 이러 상태로 1일간 치료한 후 중단하게 되면, 적

어도 뇌척수액에서는 재발이 가능하며, 두통의 지속이나 미

열로 나타날 수 있다. 이상의 결과를 보면 중추신경계와 같

이항균제농도가낮은조직에서감염까지도치료하기위해

서는쯔쯔가무시병치료용량을증량시키는것이좋을것으

로 생각되며, 최소억제농도의 4배 이상을 유지하기 위해서

는하루 400 mg을 투여하는것도고려해볼수있다(24). 하

루 400 mg 투여시혈중농도는 5.8 (3.6-8.6) µg/mL이고 평

균 뇌척수액 농도는 1.3 (0.8-2.0) µg/mL에 달하므로(25) 하

루 200 mg 투여보다는 반응이 좋을 것으로 생각한다. 이런

용량은 중추신경계 매독에서 사용했던 경험이 있으므로

(26), 현재 권해지는 200 mg을 대신해 사용해 볼 수 있다.

Orientia감염량을달리했을때성적이달랐으며, 실험실

에서만 보이는 현상인지 사람에서도 적용되는지는 분명하

지 않다. 또한 사람에서 상황이 다량 접종과 같은지도 분명

하지않지만, 가장치료하기어려운경우를대처해야하므로

다량 접종이라고 가정해서 치료를 생각하는 것이 우선이라

생각한다. 다량 접종 시 0.2 µg/mL에서 3일 배양까지는

Orientia 재성장이 있었으므로, 중추신경계 감염까지 생각

한다면하루 200 mg 투여시에는최소한 4-5일은되어야할

것이며, 항균제 저감수성인 소수균의 가능성과 회복기 기간

단축까지생각한다면그이상이되어야할것으로생각한다.

이번 시험에 사용한 유세포 분석법은 다량 검체를 측정

할수있고객관적수치로표시할수있다는장점이있는반

면 종종 실험간 결과가 달라지는 단점이 있다. 세포내 미생

물의 항균제 감수성 검사에는 관련된 변수가 많고 이런 요

인들에 대한 정량화를 시도한 적이 없기 때문이다. 이번 실

험에서도 항균제에 노출된 기간이 길어질수록 Orientia의

수가 줄어들 것으로 예상하였지만, 소량접종 실험 3일 배양

에서는 11.25%의 성장지수를 보이고 7일 배양에서 28.20%

를 보인 것과 다량접종 시험에서 3일 배양과 5일 배양에서

148.98%와 158.37%를 보여, 노출 시간이 길어도 오히려

Orientia의 수가 증가하였다. 유세포 분석법에서 Orientia

의수가적을때에는 15%정도의오차가생기는것(27)을 고

려하여 소량 접종 실험에서 결과를 해석하면, 이번 결과는

성장 지수가 증가했다기보다는 비슷한 성장지수로 생각하

였다. 다량 접종에서는 50%이상 차이가 생겼으며, Orientia

는접종후 3일까지는발달을하기에수가증가하지않지만,

이후로는 증식을 하여 수가 증가한다. 증식 속도가 다르다

면 5일째 측정은 접종량과 정비례를 하지 않을 수 있다. 같

은 조건에서 실험을 해도 성장 속도가 빠른 검체에서는 실

제 값보다 더 높게 나올 수가 있어, 이번 결과를 낸 것으로

생각이 된다. 또한 유세포분석법 방법 자체의 변수까지도

생각한다면 정확한 값보다는 성장 지수가 감소하지 않았다

라는 의미로 해석을 하는 것이 좋으리라 생각한다.

정리하면, 이번 연구는 항균제 농도와 노출 시간에 따라

O. tsutsugamushi 성장정도를본실험으로, doxycycline 농

도가 높으면노출시간이짧아도재발률이낮아지는결과를

얻어, 향후 사람에서도 현재보다 더 많은 양의 doxycycline

을 사용하는 것이 재발률을 줄이는데 도움이 될 것으로 생

각한다. 이번결과의한계는항균제가포함되지않은배지에

서 5일까지만 관찰하여 재성장을 본 것이므로, 5일 이후 재

성장 여부에 대해서는 알 수가 없다. 이번 실험 계획 시 5일

까지재성장이임상에서경험하는재발과비슷한상황일것

이라는 가정 하에 이루어진 것이지만, 면역이 늦게 생기는

환자의 경우에는 5일 이후에도 재발이 가능할 것으로 예상

되며 5일이후재성장은회복기기간과연관이있을수있으

므로, 앞으로 5일이후재성장여부에대한실험이필요하다.
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