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Abstract

Bacillus cereus is widely distributed on various foods and is known to cause clinical infections, food poisoning toxin 

induced diarrhea and vomiting. In this study, B. cereus group detected and analyzed rice, rice bran, and biofilm 

characterization of B. cereus confirmed. B. cereus was identified in approximately 34.6% of brown rice and 50.0% of rice 

bran. B. thuringiensis was detected in 3.9% of brown rice and 23% of rice bran, and B. mycoides was isolated from rice 

bran. The microtiter plate assay detected differences in biofilm-forming ability among B. cereus group isolates. Biofilm of 

B. cereus seemed to increase the MIC values of antimicrobial agent and antibiotic compounds compared with planktonic 

cells. Therefore, sufficient attention should be given to good manufacturing practice and good agriculture practice to avoid 

contamination of B. cereus group raw material including rice. 
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서 론   

내 경  수  에   식  생산 경  

보다 생  향상 었 , 식생  간편  다양 , 

집단 식  보편   다양한  가공 식  비가 가

고 다. 에  근에는 식 독 사고가 보다 

고 , 식 독 생 시 원  식 과 식 독 미생 에 

한 규  매우 어 워지고 다. 특  우리나 는  주식

 하는 식생  하고 , 근에는 다양한  통

해 가공하여 취 용 , 생식, 식, 빵용 등  산업

어 매 고 다. 하지만 내에  재 어 시 고 는 

 경우, 재  경  내 토양 체가 Bacillus spp.가 많

 염 어 는 것  보고 고 (Kim 등 2006), 

근에는 다양한 경  용한   가  

생  약  사용  가 등  해 에 도 염 가능

 고 다(Jo 등 2011).  질  하시  

 하는 Bacillus spp.는 Bacillus subtilis, B. megaterium, B. 

circulans 등  , 특  식 독  하는 B. cereus 

group  염도 보고 고 다(Jeon 등 2010). B. cereus group

 Gram 양  포  하는 통   균 , 

는 B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis, B. 

(pseudo)mycoides가 알  다(Lechner 등 1998; Nakamura 

LK 1998). B. cereus는 연계에 리 포 어 , 볶

, 스타, 삶  고 , 리  채 , 수프, 샐러드, pudding, 

그리고 vegetable sprout 등에 염 어 식 독  하는 것

 보고 었다(Chang 등 2009; Oguntoyinbo 등 2010). 러

한 B. cereus는 식 독  태에  토 과 사  

 가 다(Granum 등 1997). 사  B. cereus  독  

enterotoxin  량  5～6만  고  단 질  장  내에

  균  식하여 생산 다. Trypsin에 해 해 고 60℃, 

20 간  가열  , pH 변 에도 민감하다(Granum PE 

1994). , 토 독 는 식  내에  생산  독  여과
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막  통과하는 량 1만 하   펩타 드 , 126℃

에  90 간 가열하여도 지 않는 열 항 과, 산, 알

리  단 질 가수 해 효 에도 항  갖는다(Kramer 

등 1989). 그리고 B. thuringiensis는 균 체 내에 아포  단

질 결 체  모  포함하고 , 포내에  합 하는 결

 단 질  δ-endotoxin  insecticide  그 생  과  

포   과 과 시간  거  하는 것  보고

었다(Lapidus 등1993). 특  근에는 B. thuringiensis가 B. 

cereus  식 독 생과  는 것  알 진  

지닌 것  보고 어 해 에 한 가능  고 

다(Granum 등 1997). 한 B. cereus group  B. anthracis는 

용 과 운동  보 지 않는 특징  (Henderson 등

1995), B. mycoides  B. pseudomycoides는 한천 지에  rhizoid 

태  는 특  고,  에  는 것  

보고 고 다(Buyer JS 1995). 근 들어 Bacillus cereus 

group 등 많  균들  연 거나  에 착

하  해 biofilm 는 extracellular polysaccharide matrix  

하는 것  알  다(Costerton 등 1999). 러한 ex-

tracellular polysaccharide는 항생   항생 질 등  

신  리  보 하는 능  하 , 한 pH, osmotic 

shock, 건 , 열에  경우 균  보 하는 것  보고

어 다. Bacillus spp.  경우도 다양한 extracellular poly-

saccharide  생 하는 것  보고 어 (Marinda 등

2002), B. cereus group 역시 토양 나  등에  biofilm 등  

하여  시간 생 할 수 다. 본 연 에 는 우리 

에 재하는 식 독 균  B. cereus group  포  

리  B. cereus group에 한 biofilm  특  하고, 

biofilm   B. cereus에 한 항생  살균 에 한 

특  변  하 다. 

재료 방법

1. 사용 균주 배지

본 연 에 사용  균주는 B. cereus KCCM 40935, B. cereus 

KCCM 11773, B. cereus KCTC 1094, B. thuringiensis KCTC 

1509, B. thuringiensis KCCM 11429, B. thuringiensis KCCM 

11428, B. mycoides KCTC 3453  한 균  한 생

공학연 원 미생 원  양 았다. B. cereus group

 양  MYP agar(Difco Laboratory, Detroit, MI, USA) 는 

Tryptic soy broth(Difco Laboratory)에  후 37℃에  12～

18시간 양한 후 실험에 사용하 다. 

2. 로부터 B. cereus Group의 분리

울, 경 , 강원도, 충남지역  벼   리원  사

용하 고, B. cereus group  리는 식  공 (고시 2011- 

20 )에  시하는 에 하여 수행하 다. MYP(mannitol 

egg yolk polymyxin agar) agar에  양  집 들  탁한 

 한 색 집  별하 , B. mycoides  

리는 rhizoid 태  집  별하 다. 별  집  TSA

에 평  하여 하고 37℃에  24시간 양한 후 Gram 

염색과 생 학  특   통해 1차  별하 다.

3. PCR을 이용한 B. cereus와 B. thuringiensis 동정

에  리  B. cereus group  심 는 리 균주들

 상  하여 B. cereus  B. thuringiensis  PCR  통해 

하 다.  폭 는 gyrB  사용하 , B. 

cereus는 Bc1(5’-ATTGGTGACACCGATCAAACA-3’), Bc2r(5’- 

TCATACGTATGGATGTTATTC-3’), B. thuringiensis는 Bt1(5’- 

ATCGGTGATACAGATAAGACT-3’)과 Bt2r(5’-CCTTCATACG 

TATGAATATTATTT-3’) primer  용하 다(Jeon 등 2010). 

PCR  Gene cycler(BioRad, Hercules, CA, USA)  용하

, 30 cycles  94℃에  1 , 58℃에  1.5 , 72℃에  2.5

, 마지막  72℃에  7  수행하 다. PCR 산  

0.5% TAE buffer에 0.5 ㎍/㎖  ethidium bromide가 포함  1% 

agarose gel  동한 후 UV transilluminator(Seolin Biotech, 

Suwon, Korea)에  폭 산  하 다. 

4. B. cereus Group의 Biofilm 형성 특성

Biofilm  특  비 하  해 B. cereus group  

균주  리 균주들  10 ㎖ TSB 지에 한 후 PVC 

micorotiter plate(Becton Dickinson Labware, NJ, USA) 각 96 

well에 200 ㎕씩 각각 주하고 4 간 양하  microtiter 

plate assay  하 다. Microtiter plate assay는 각각  well

에 는 양 상등액  거한 후 0.85% NaCl  척하고, 

99% methanol 200 ㎕  15 간 처리하여 균주  고 시 다. 

건  후 2% hucker crystal violet용액 200 ㎕  5  동안 well

안에 착  균주  염색하고 균수  척한 뒤 건 시

다. 어  33% glacial acetic acid  160 ㎕씩 첨가하여 5  

동안 처리하여 리 는 crystal violet  550 nm에  microtiter 

plate reader(Tecan, sunrise, Salzburg, Austria)  도  

하 다. 

5. Biofilm 형성 B. cereus의 항생제와 항균제 처리에따

른 특성

Glass wool  사용해 biofilm  시킨 B. cereus   

B. cereus에 해 항균  항생 에 한 생 해 도

 비 하 다. Glass wool  용한 biofilm  103 CFU/

㎖  식 독 균  0.5 g  glass wool  포함  100 ㎖ 
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Tryptic soy broth에  37℃에  48시간 양한 후 0.1% crystal 

violet  염색한 후 미경 찰  수행하 다. 그리고  

균  양 상등액 10 ㎖  취해 사용하 , biofilm  

B. cereus는 양액에  glass wool  거한 후 0.2 M sodium 

phosphate buffer(pH 6.9)    척한 후 Whatman filter 

paper 에  glass wool  건 시 다. 건 시킨 glass wool  

45 g glass bead(직경 6 ㎜)  포함한 균 flask에 고 것에 

5 ㎖ Tris-HCl(10 mM, pH 7.4) 충액  었다. 다  glass 

wool에 어  cell들  거하  해  10  동안 250 

rpm  shaking하여 5 ㎖ Tris-HCl  수하고 10  동안 원

심 리(12,000×g)하여 pellet  균 식염수  탁하여 biofilm 

 B. cereus  리하 다. Mullar Hinton agar(Oxoid, Hampshire, 

England)에  항균  H2O2, lactic acid, acetic acid, ethanol, 

rhamnolipid , 항생  penicillin, ampicillin, amoxicillin, cepha-

lothin, neomycin, streptomycin, kanamycin, paromomycin, chloram-

phenicol, vancomycin, nalidixic acid, rifampicin, tetracyclin, lin-

comycin, erythromycin(Sigma-aldrich, Germeny)  사용하여 

도별  지  만들어 실험에 사용하 다. Glass wool 에 

하고 는 균과 glass wool  취한 biofilm cell  각 

plate에 도말하고 결과  찰하 다. 

결과 고찰

1. 의 일반세균 오염도

겨  에  미생  염도  한 결과,  균  

경우 겨에  9 log CFU/g 검 었고, 에  6.5 log CFU/g 

검 어(Fig. 1) Park 등(2003)  행한 도 도별  균

수  포  보고한 실험에  미  9  도미   

균수가 각각 104, 103 CFU/g  나타나 도 도가 수  검

는 균 수가 감 하 다는 보고 도 사하 다.  장 

에 미생  식  해 질  하 는 (Mheen 등 1982), 

장  염 는 미생  개 Sphingomonas paucimobilis  

Arthrobacter atrocyaneus, Bacillus spp.가  비  차지한

Fig. 1. Total aerobic bacteria in rice bran and brown rice.

다. 그  B. cereus group  열 항  가지  포  

하  에 취  후에도 어하  어 고(Lee 등 2007), 그 

 B. cereus는 , 건 , 학 질 처리  같  경 에

도  포  하  항  가 (Ham 등 2006), 

 미생  염  식  취하  경우 토  복 경

, 사  나타나므   가공, 장, 통 단계에  

생  리가 필 하다. 

2. 로부터 B. cereus Group의 분리와 검출

울, 경 , 강원도, 충남 지역에  생산 는 벼  수집하

여 균  겨   리하 다. 후 식 공 에

 시하는  MYP agar에  탁한  한 

색 집  1차  별하 ,  균주들  다시 MYP 

agar에  도말하여 집  별하고 TSB에 양하 다.  

그리고 gyrB  검 하는 primer  용해 B. cereus  

B. thuringiensis  동 하는 PCR  수행하 다. B. cereus  B. 

thuringeinsis는 염 열  매우 사하여 16S rRNA  용

한 sequencing에 도 99% 상  사  보 나(Seki 등 

1978), Yamada 등(1999)  고안한 primer는 reverse primer에 

차  어 간  리가 가능하게 하므  본 실험에  B. 

cereus는 365 bp, B. thuringeinsis는 368 bp  PCR product band

 할 수 었다(Fig. 2).  26개  과 겨시료 가운

, 9개  (34.6%)과 13개  겨(50.0%)에  B. cereus가 

검 었 , B. thuringiensis는 1개  (3.9%)과 6개  

겨 (23%)에  검 었다. B. mycoides는 1개 (3.8%)  겨 

시료에  견 어 체 시료  B. cereus가 차지하는 비

 84.6%  가장 았고, B. thuringiensis는 26.9%  차지하여 

체  Bacillus cereus group  포 어  하

다(Table 1). Bacillus spp.는 토양, , 공  에 리 포

하여 재  에 쉽게 염 ,   공  과 에  

차 염 도 하여 식  질  하시킬 수 다. 한편, 

Fig. 2. Detection of B. cereus and B. thuringenesis by 

PCR. No.1, B. cereus KCTC1094; No.2, B. cereus B-50B; 

No.3, B. cereus B-38B; No.4, B. cereus KCCM 40935; 

No.5, B. cereus B-36B; No.6, B. cereus C-74C; No.7, B. 

thuringiensis KCTC 3452; No.8, B. thuringiensis B-28A; 

No.9, B. thuringiensis B-20A.
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Table 1. Prevalence of B. cereus group detected from raw 

rice                                           N(%)

B. cereus B. thuringenesis B. mycoides

Brown rice  9/26(34.6) 1/26(3.8) -*

Rice bran 13/26(50.0) 6/26(23.0) 1/26(3.8)

Total 22/26(84.6) 7/26(26.8) 1/26(3.8)

-*: not detected.

Seo 등(2007)  경지 토양미생  포  연 한 보고에 

 지역에  상 하나, Bacillus spp.는 체  105
～

106 CFU/g  포 도  보 고 1999  사에 비해 가하

는 경향  보  Sung 등(1998)  토양미생  포연 에

 Bacillus spp.가 리  미생  가운  50%  차지한다고 

했다. 그리고 Kim 등(2006)  실험에  B. thuringiensis는 

토양에 10%  포  보 는  해, 리  겨에 는 

  비  나타나 곡  장 창고나 앗간  지에 

한 염도 원  것  사료 다(Kim 등1995). , 

 용한 생식, 식  경우 B. cereus가 100
～103 CFU/g 

도  염도  나타냈고(Choi 2005; Cho 등 2008), 취 

편 식    빵  역시 102 CFU/g 도  보 다(Kim 

등 2011). 한 Kim & Goepfert(1971)는 수 한 감  

에는 102
～103 CFU/g, 곡 가루에는 102 CFU/g 수  B. 

cereus가 염 어 다고 보고하 , Jang & Lee(1980)는 

미 에  B. cereus 포  알아보는 실험에  체 101

개  시료 가운  40개  시료에  B. cereus가 검 었고, 

과 에 는 106 CFU/g, 떡에 는 104 CFU/g  균  검

었다고 보고하 다. Chitov 등(2008)  미에  13/31 

(41.9%), 곡 말 에  2/6(33.3%), noodle 에  3/16 

(18.7%)  포도  보 ,  102 CFU/g 도  

염도  보 다고 다. 그리고 Isara 등(2010)  fast-food

스토 에  매 는 식  염도  사한 연 에  B. 

cereus는 salad, fried rice, meat pie, doughnut 등 다양한 식 에

 모  견 었다는 보고가 는  보아,  공  

가열, 건  단계에  미생   거 지만, 포  에 

해 아하거나 리  다시 염 는 것  단 다. 

3. B. cereus Group의 Biofilm 형성 특성

겨   리한 Bacillus cereus group  용하여 

biofilm  특  비 하  해 B. cereus group  균주

 리 균주들  10 ㎕ TSB 지에 한 후 PVC microtiter 

plate- 96 well에  4 간 양하여 하 다(Fig. 3). Microtiter 

plate에  균주  리 균주  각 200 ㎕씩 주하여 시간 

경과에  biofilm  도  spectrophotometer  용하

여 비 한 결과, 12시간 양에 는 평균 0.15  O.D값  나

Fig. 3. B. cereus group of biofilm formation as incubation 

time. No.1, Blank; No.2, B. cereus KCCM 40935; No.3, B. 

cereus KCCM 11773; No.4, B. cereus KCTC 1094; No.5, 

B. thuringiensis KCTC 1509; No.6, B. thuringiensis KCCM 

11429; No.7, B. thuringiensis KCCM 11428; No.8, B. mycoides

KCTC 3453; No.9, B. cereus B-50B; No.10, B. cereus B-38B;

No.11, B. thuringiensis B-28A; No.12, B. mycoides (B-59B)

타냈 나, 24시간 후에는 그 수가 2  가량 가했고, 4 째

에  0.4  O.D값  나타내어 B. cereus가 polyethylene

에 착해 biofilm  한다는 것  알 수 었다. 한 시

간  경과함에  경 스트 스에 항하여 생 한 균

 운  biofilm  한다는 것  하 는 , 특  

 균주보다 리 균주에  biofilm   강하고 빠 게 

 알 수 었다. Elhariry(2011)  실험에 도  

TSB 지에  48시간 양   균주는 0.5  O.D값  보

나, 리 균주들  체  0.8  나타내 비슷한 결과  

하 다. 한 wild type  그  양  균들 가운  Bacillus 

spp.는 biofilm  시 많  EPS(extracellular polymeric sub-

stances)  생 하여 체  에 단단  착한다는 보고

가 어 본 연  결과 도 하 (Kwon 등 2002), B. cereus 

group 가운  토양에  거나 에 질병  

하는 균주는 다  질병  하는 균주에 비해 biofilm 

능  뛰어나다(Auger 등 2009). Biofilm  미생  양결

핍, 도  pH  변 , 건  같  스트 스 경에 하

 해 합 체 matrix 내에  capsule  만들어 체  

에 착하여 (Costerton 등 1999), 미생  고체 

에 착(attachment), 생  막  숙(maturation)  생  막에  

탈(detachment) 단계  어지는 커니  갖는다(Costerton 

등 1995; No 등 2009). 한 들   균과는 다  

  통해  리 학  극에 한 항  생겨 

공 에  열처리나 살균  처리에도 쉽게 거 지 않

아 취 시 식 독  한다. 특  B. cereus는 양원  충

한 경우 2시간에  18시간 사 에도 biofilm  므

(Marinda 등 2002) 각별한 주 가 필 하 , 장 도 , 

리, 식  사귀 등 다양해 체  에도 큰 향  
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없는 듯 보 다(Wijman 등 2007). 한 여러  균  

만들어내는 biofilm  한  균  루어진 biofilm 

보다 껍게 (Lucia 등 2011), 특   장 시 

장고에 지  균  많  에 빠 게 biofilm  

할 것 고 사료 다. 

4. Biofilm 형성 B. cereus의 항생제와항균제 처리에 따

른 특성

Biofilm  하  해 glass wool  용하 , 0.5 g

 glass wool  첨가  tryptic soy broth에 B. cereus KCCM 

40935  하여 37℃에  48시간 양한 후 0.1% crystal 

violet  염색 후 미경 찰한 결과는 Fig. 4  같다. 한 

glass wool에 착 어 생  biofilm과  균  리하

여 6  항균  8  항생 가 첨가  지에  생  

해 도  하 다(Table 2).  biofilm  

한 cell   균에 비해 2  도  도  항생 에  

생 하여 항생 에  민감한 것  나타났 , cephalothin, 

streptomyxin, tetracycline, lincomycin에 는 biofilm formation 

cell  각각 128 ㎍/㎖, 64 ㎍/㎖, 16 ㎍/㎖, 32 ㎍/㎖   

균보다 4 가  도에 도 생  가능하 다. 특  

neomycin과 vancomycin에 는 모  16 ㎍/㎖  8 가  

도  지에 도 생 하는 것  하 다. 그러나 항균

 Na(ClO2)과 rhamnolipid는 biofilm 과 상 없   

균과 동 한 MIC수  나타냈다. B. cereus는  β- 

lactam 계  항생 에는 내  보 나, imipenem, vancomycin, 

tetracyclin, chloramphenicol, gentamicin과 같  non-β-lactam

계  항생 에는 감수  는 것  알  다(Weber 

등 1988; Kim 등 2011). 그러나 biofilm  포 에 protein, 

DNA, polysaccharide 등  다양한 exopolymer  재하  

에 그 항  가 어 어가 어 고, 식  산 나 미

생  양 시 생 는 산  한 낮  pH 경에 는 포

 신 달  quorum sensing  향상 다고 다(Nguyen 

Fig. 4. Biofilm of B. cereus on glass wool (A) 3 hr after 

inoculation and (B) 48 hr after inoculation.

Table 2. MICs resulting from bactericides and antibiotics 

using B. cereus KCCM 40935

Biocide
MIC(㎍/ml)

Planktonic cell Biofilm cell

Na(ClO2)   2.08   2.08

Acetic acid  66.56 123.12

Lactic acid  66.56 123.12

Ethanol 246.24 246.24

H2O2  33.28  66.56

Rhamnolipid   0.13   0.13

Ampicillin 64 128

Cephalothin 32 128

Neomycin 2 16

Streptomycin 16 64

Vancomycin 2 16

Nalidixic acid 64 128

Tetracycline 4 16

Lincomycin 8 32

등 2011). 한 B. cereus biofilm  cetyl trimethyl ammonium 

bromide(CTAB), glutaraldehyde(GLUT)과 같  항균 에는 민

감하지만, 다  균주   biofilm  항  보 다는 보

고가 (Simoes 등 2009),  습도(>or =97%)  산

 많  곳에   하는 특  갖는다(Ryu 등 2005). 

Park 등(2004)  미생  신 달  quorum sensing  

시  차단할 수 다고 보고한 에  균  신 달

질  AHL  항 질 개 과 효  용하여 신 질  

해할 수 다고 말하 고, Augustine 등(2010)  B. cereus 

group  생산하는 AHL lactonase(AiiA)  용하여 그  

균  biofilm  억 할 수 다고 다. 그러나 그  

양  균  경우 AHL  아닌 peptide 신 달 질과 LuxS

계 autoinducer  사용하  에(Richard 등 2009) 것에 

한 연 가 진행 어야 할 것 다. 한편, Kim 등(2006)  염

독   합  용한 biofilm 어 실험에   합

 독  사용하는 경우 생  막  EPS 과 

쉽게 하여 생  막 내  과할 수 어 낮  도  

처리에도 효과 고 보고하 다. 

요 약

본 연 에 는 울, 경 , 강원도, 충남 지역  벼  수집

하여 겨  미에  B. cereus group  리하 , 

포  통해  염 도  알아보았고, biofilm  

시 특  연 하 다. B. cereus는  26개  시료 가운  
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에  34.6%, 겨에  50.0%  가장  포도  나타냈

, B. thuringiensis는 에  3.9%, 겨에  23%  포  

보 다. 리  균주  biofilm  능  실험에 는 시간  

지남에  biofilm  도가 가하 ,  균주에 

비해 리 균주가 biofilm  능   것  나타났다. 

한 biofilm   B. cereus  경우 항생  항균  처

리에  해 도는  균에 비해 체  

 내  나타내는 것  었다. 
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