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Abstract Toxin-producing Bacillus cereus is the causative agent of two different types of food poisoning: the emetic and
the diarrheal types. This study was conducted to investigate the presence of enterotoxin and emetic toxin genes in 263 B.
cereus isolated from 619 different ready-to-eat food items. Hemolytic enterotoxins hblA, hblC, and hblD were detected in
85.6, 41.1, and 76.8%, respectively, of the B. cereus isolates. About 67.0% (175/263) of the isolates presented all of three
genes. Non-hemolytic enterotoxins nheA, nheB, and nheC were detected in 100, 97.0, and 68.4% of the isolates,
respectively. Approximately 90.0% (236/263) of the isolates presented all of these three non-hemolytic enterotoxin genes.
Emetic toxin gene, CER, was detected in 132 of 263 (50.2%) isolates. Computer-assisted cluster analysis of Rep-PCR
profiles showed a high genetic diversity among the isolates. All B. cereus isolates from food samples tested in this study
carried at least 6 of 10 toxin genes. 
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서 론

경제 및 사회발전으로 인하여 소득수준 향상, 사회구조 및 식

생활 변화, 여성의 사회진출 확대, 독신가구 증가 등은 편의식품

에 대한 소비와 외식에 대한 기회를 증가시키고 있다(1). 이러한

즉석 및 편의식품류의 소비증가로 인하여 식품에 대한 위생관리

가 소홀할 경우 대형 식중독사고가 발생할 가능성이 높아지고 있

다(2). 또한 편의식품 샐러드류는 채소, 과일 등을 주원료로 하여

다양한 형태로 판매되고 있고, 이러한 제품들이 생산, 제조과정

및 유통과정 등 여러 단계들을 거치면서 병원성미생물에 오염될

기회가 증가하여, 최근 식중독 사고 발생건수와 환자수가 급증하

고 있다(3). 특히, 즉석섭취 및 신선편의 샐러드 제품은 대부분

별도의 조리과정 없이 제품화하고, 바로 섭취하기 때문에 식품원

료에서 유래된 식중독균에 쉽게 노출될 수 있어, 우리나라를 포

함하여 전 세계적으로 과일 및 채소류에서 비롯된 식중독 사례

가 증가하고 있는 추세이다(3-5). 국내에서 발생한 식중독 현황을

살펴보면, 전체 발생건수가 2002년에 77건이었으나 2012년은 266

건으로 3배 이상 증가하였으며, 특히 외식에 대한 기회가 증가함

에 따라, 샐러드바 및 일반 음식점 등에서의 식중독 발생 비율이

2012년 기준으로 전체의 60% 이상을 차지하고 있다(3). 이와 더

불어 매년 세균성 식중독 발생이 대규모로 빈번하게 발생하고 있

으며, 그 중 B. cereus에 의한 감염이 각종 식품에서 검출되면서

많은 주의가 요구되고 있다(3,5-7).

B. cereus는 토양세균의 하나로 토양을 비롯한 먼지, 하수 등

자연계에 널리 분포하여 농작물을 비롯한 대부분의 식품에 쉽게

오염되어 식중독을 유발 시킬 수 있는 독소형 식중독균이다(8).

일반적으로 B. cereus로 인한 식중독은 오염된 균수가 5 log CFU/

g 이상 되어야 발병하지만, 어린이, 노약자, 면역력이 저하된 고

위험군에서는 훨씬 낮은 농도에서도 발병한다고 알려져 있다(9).

B. cereus는 그람양성균으로 포자를 형성하며 포자는 내열성이 있

어 식품에서 포자가 형성되면 가열조리과정에서도 생존하여, 환

경의 변화에 따라 포자가 발아되고 균이 성장하며 생성된 독소

에 의하여 독소형 식중독이 발생한다. B. cereus로 인한 식중독에

는 균이 체내에서 성장하는 동안 생성되는 enterotoxin에 의한 설

사형(diarrhoeal type) 식중독과 B. cereus균이 식품에서 영양 세포

상태로 성장하는 동안 생성된 emetic toxin에 의한 구토형(emetic

type) 식중독으로 분류된다(10). 설사형 식중독은 잠복기가 8-16시

간 정도로 설사와 복통이 주 증상이며 여기에 관련된 enterotoxin

은 비용혈성 enterotoxin (NHE), 용혈성 enterotoxin (HBL), cyto-

toxin K, enterotoxin FM (entFM) 등이 있으며, 구토형 식중독은

emetic toxin (cereulide, CER)에 의해 발생하며 매우 빠른 1-5시

간 정도의 잠복기를 거쳐 구토와 복통 등의 증상을 유발한다

(9,11).
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식품의약품안전처의 통계에 의하면 B. cereus에 의한 식중독

은, 2003부터 2012년간 52건 1400여명 환자가 발생하였고(3). 다

른 식품군에 비해 시중에 유통판매 중인 즉석섭취·편의식품류

에 속하는 선식 및 새싹 채소 등에서 상대적으로 많이 분리되고

있다(7,12). 그러나 B. cereus에 의한 식중독은 균수가 일정수준이

상 되어야 발병한다고 보고되고 있지만(9), B. cereus가 산생하는

독소의 종류에 따라 잠복기 및 임상증상이 다양하기 때문에 원

인 병원체 및 독소의 정확한 진단이 중요하다(5,8,10,11).

또한 맞벌이 부부 등의 증가로 외식문화 활성화 및 식습관의

서구화로 샐러드 등의 즉석·편의식품 섭취가 꾸준히 증가하고

있어 이러한 식품군에 대한 식중독 원인균 오염여부 등 안정성

에 대한 조사가 요구된다. 따라서 본 연구에서는 대형마트 및 일

반 음식점에서 판매하고 있는 즉석섭취 및 편의식품류와 식중독

이 발생하여 의뢰된 조리식품에서 B. cereus의 오염도 및 독소 종

류의 분포형태를 파악하고, 더 나아가 독소 산생균의 유전학적

상관관계를 비교분석하여 분자역학적 특성을 조사함으로써 식중

독 예방의 기초자료로 활용하고자 하였다. 

재료 및 방법

대상 및 검체 채취

2013년 2월부터 8월까지 7개월간 식품의약품안전처의 식품공

전상 분류하고 있는 식품 유형에 따라, 광주지역 소재 백화점, 대

형 할인 매장과 일반 음식점에서 판매되고 있는 즉석섭취식품

133건, 편의식품 307건, 식중독이 발생하여 의뢰된 조리식품 179

건 등 총 619건을 검체로 사용하였다. 시험에 사용된 검체는 냉

장상태를 유지하여 가능한 2시간 이내에 실험실로 운반하여 실

험을 실시하였다.

Real-Time PCR을 이용한 Bacillus cereus 분리

채취한 식품검체로부터 DNA 분리는 다음과 같은 방법으로 분

리하였다. 식품검체 25 g에 증균배지 tryptic soy broth (TSB,

Oxoid, Hampshire, England) 225mL를 넣고 균질화 한 다음

37oC에서 18-24시간 배양하였다. 증균 배양액 1 mL를 microcen-

trifuge tube에 채취하고 멸균 증류수로 2-3회 세척한 다음, Pow-

erprepTM DNA Extraction from Tissue kit (Kogenebiotech Co.,

Ltd., Seoul, Korea)를 이용하여 DNA를 추출하였으며 이를 Real-

time PCR을 수행하기 위한 DNA template로 이용하였다.

B. cereus 확인을 위한 Real-Time PCR은 PowerChekTM 19

Pathogen Multiplex Real-time PCR kit (Kogenebiotech Co., Ltd.)

로, 실시간 중합효소연쇄반응은 7500 Fast Real Time PCR Sys-

tem (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)을 사용하여

50oC에서 2분, 95oC/min, 95oC/15 s, 60oC/1 min의 cycle을 40회

반복하여 실시하였다. Real-time PCR을 위한 반응액 조성과 target

gene은 제조사(Kogenebiotech Co., Ltd.)에서 제시한 방법으로 실

시하였다.

Bacillus cereus 분리 동정

Real-time PCR에서 유전자가 확인된 양성 식품검체에 대한 식

중독 원인균의 분리·동정은 식품의약품안전처의 식품공전 미생

물시험법(13)에 근거하여 실시하였다.

B. cereus toxin 유전자 검사

순수 분리된 B. cereus의 단독 colony를 각각 tryptic soy agar

(TSA, Oxoid)에 30oC/24 h 계대배양한 후, I-genomic BYF DNA

Extraction Mini Kit (iNtron biotechnology, Seoul, Korea)를 사용

하여 제조사의 방법에 따라 DNA를 추출하여 DNA template로

사용하였다.

B. cereus의 독소 유전자를 검출하기 위하여 Yang 등(14),

Guinebretiere 등(15), Horwood 등(16)의 방법에 따라 수행하였으

며 사용한 Primer와 PCR 조건은 Table 1와 같다.

PCR은 GeneAmp PCR system 9700 (Applied Biosystems, Fos-

ter City, CA, USA)을 사용하여 수행하였으며, PCR 반응 후 최

종산물의 확인은 5 µL를 취하여 2% agarose gel에 전기영동한

Table 1. PCR primers and cycling conditions for the detection of toxin-producing Bacillus cereus

Primer name Primer Sequence (5'-3') PCR cycling conditions Amplicon size (bp) Ref

hblA
GATTAATACAGGGGATGGAGAAAC
CTGCGTGGACATATAAGTAAGAGC

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→57oC, 60 s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

501 26

nheB
GTCGGATACGCAAAAGTTCA
GCGCCCGTAGCAATAAC

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→57oC, 60s→72oC, 120s)
35 cycles→72oC, 5 mim

209 26

nheC
GCTGGGGTGGCAACGAG
TCCGCTTTTAATTTTCCACTATCC

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→57oC, 60 s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

414 26

hblD
GACCGCTCAAGAACAAAAAGTAGG
GCGCCAAGAGCCGAGAGT

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→57oC, 60 s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

738 26

hblC
CCTATCAATACTCTCGCAACACCAAT
TTTTCTTGATTCGTCATAGCCATTTCT

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→61oC,45s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

386 26

nheA
ATTACAGGGTTATTGGTTACAGCAGT
AATCTTGCTCCATACTCTCTTGGATGCT

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→61oC,45s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

475 26

entFM
CAAAGACTTCGTAACAAAAGGTGGT
TGTTTACTCCGCCTTTTACAAACTT

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→61oC,45s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

290 26

bceT
AGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGT
GTATTTCTTTCCCGCTTGCCTTTT

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→61oC,45s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

701 26

cytK2

CAATCCCTGGCGCTAGTGCA
GTGTAGCCTGGACGAAGTTGG

94oC, 2 mim→(94oC, 60 s→62oC,30s→72oC, 120 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

585 40

CER
ATCATAAAGGTGCGAACAAGA
AAGATCAACCGAATGCAACTG

94oC, 10 mim→(94oC, 60 s→52oC, 60 s→72oC, 60 s)
35 cycles→72oC, 5 mim

188 41
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후 EtBr (1 µL/mL)로 염색하여 UV하에서 확인하였다.

DiversiLabTM을 이용한 Repetitive sequence-based PCR

(Rep-PCR) DNA fingerprinting

순수 분리된 B. cereus 중 구토독소를 가지고 있는 균주와 표

준균주 B. cereus F4810/72를 각각 tryptic soy agar (TSA, Oxoid,

England)에 30oC에서 24 h 배양한 후, UltraCleanTM Microbial

DNA isolation Kit (MoBio Laboratories, Solana Beach, CA,

USA)를 이용하여 DNA를 추출하였고, 이를 DNA template로 사

용하였다. Rep-PCR은 DiversiLabTM Bacillus Kit (BioMeriex,

Marcy 1'Etoile, France)을 이용하여 AmpliTaQⓡ polymerase

(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 0.5µL (2.5 U), 10×

GeneAMP PCR Buffer I (Applied Biosystems) 2.5 µL, primer

mix 2 µL, Rep-PCR master mix (MM1) 18 µL가 각각 포함되어

있는 Rep-PCR mixture (DiversiLabTM Bacillus Kit)에 genomic

DNA 2 µL (약 25 ng/µL)를 넣어 PCR를 수행하였다.

PCR 조건은 94oC에서 5분간 denaturation 후, 94oC/30 s, 55oC/

30 s, 70oC/90 s의 cycle을 35회 실시하고, 70oC에서 3분간 반응시

켰다. 증폭한 Rep-PCR 반응산물은 micro-fluidics chip (BioMeriex,

Marcy 1’Etoile, France)과 Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent

technologies, Palo alto, CA, USA)을 이용하여 전기영동 하였다.

전기영동 결과는 온라인상의 DivesiLabTM software (version 2.1.66,

BioMeriex)에 따라 dendrogram을 작성하여 균주간의 상관관계를

비교 분석하였다.

결과 및 고찰

B. cereus의 분리율

시험에 사용된 식품검체는 식품 공전상 분류하고 있는 식품 유

형에 따라, 광주지역 소재 백화점, 대형 할인 매장 및 일반 음식

점에서 판매되고 있는 즉석섭취 및 편의식품과 식중독이 발생하

여 광주광역시 보건환경연구원에 의뢰된 조리식품 등 식품 총

619건의 검체에서 Real-Time PCR을 이용하여 B. cereus를 스크

링 검사한 결과, 270건의 시료에서 양성으로 판정되었다. 스크리

닝 검사 결과에서 양성으로 판정된 시료에 대해 균배양 실험을

실시한 결과 총 263균주의 B. cereus를 분리동정하였다(Table 2).

식품유형별 분리율을 살펴보면, 샐러드 및 새싹채소 등 편의식품

류에서는 163균주(53.1%), 김밥 및 초밥 등 즉석식품류는 64균주

(48.1%), 식중독이 발생하여 의뢰된 조리식품에서는 36균주(20.1%)

를 분리하였으며, 전체적으로 즉석섭취와 조리식품보다 편의식품

류에서 B. cereus의 분리율이 더 높았다(p<0.001). Kang 등(12)이

보고한 연구에 따르면, 편의식품에 속하는 새싹채소와 샐러드에

서 B. cereus의 검출률을 분석한 결과, 새싹채소에서는 50제품 중

29건(58.0%), 샐러드에서는 30제품 중 16건(53.3%)이었다. 한편

2011년에 대형할인매장과 백화점 등에서 유통 중인 신선편의 샐

러드 제품과 유기농 채소류 76건에 대한 식중독 미생물 오염도

를 조사한 결과에 따르면 약 50%에서 B. cereus가 검출되었으며,

14.5%가 규격기준(<3 log CFU/g)을 초과하여 부적합 처리되었다

(6). 또한, 식사대용으로 많은 사람들이 찾고 있는 선식 161건을

실험한 결과, 57건(35.4%)에서 B. cereus가 검출되었다고 보고(7)

하여, 검체 수거 시기나 지역별로 약간의 차이는 있지만 대체적

으로 본 연구와 즉석섭취 및 편의식품 유형에서의 분리율은 유

사한 검사결과를 보였다.

식품의약품안전처의 식품공전에서 제시하는 즉석섭취·편의식

품류에 대한 B. cereus의 규격기준은 1,000 CFU/g 이하다(13). 본

실험에서 검사한 식품검체에서는 식품공전상에 공시되어 있는 즉

석섭취·편의식품류의 규격기준 범위를 초과한 제품은 없었으나,

B. cereus균의 오염이 조리식품에 비해 즉석섭취 및 편의 식품류

에서 약 2배 이상 높았다. 따라서 이러한 제품의 생산단계, 저장

및 유통단계 등에서 위생관리를 잘못했을 경우, 오염된 식품에서

세균의 급속한 성장으로 인하여 식중독을 유발할 수 있기 때문

에 철저한 위생관리가 필요할 것으로 생각된다. 

B. cereus균의 enterotoxin 및 emetic toxin 검출

B. cereus가 생산하는 장내 및 구토독소의 유전자 보유여부를

확인하기 위하여 장내독소를 보유하고 있는 B. cereus ATCC

11778, ATCC 14579, NCCP 10841와 구토독소를 가지고 있는 B.

cereus F4810/72를 표준균주로 사용하였다(Table 3). nheA, nheB,

nheC, hblA, hblC, hblD, entFM, bceT, cytK
2
와 같은 9개 장내독

소 유전자는 표준균주 B. cereus ATCC 11778, ATCC 14579,

NCCP 10841에서 검출이 확인된 반면, 구토유전자(CER)는 장내

독소 표준균주에서는 확인되지 않았다. 그러나 표준균주 B. cereus

F4810/72에서는 구토독소 유전자를 검출 확인하였으며, nheABC,

entFM 유전자 같은 장내독소도 확인할 수 있었다. 장내독소의 한

종류인 nheA, nheB, nheC와 entFM 유전자는 구토독소를 산생하

는 B. cereus을 유발한다고 보고하였다(25). 또한, Yang 등(14)은

구토와 설사 증상을 동시에 유발하는 독소형 식중독의 원인이 되

는 B. cereus를 보고한 바 있다. 이번 연구에서도 B. cereus 표준

균주가 산생하는 장내독소와 구토독소을 실험하여 보고했던 이

전의 연구결과와 비교했을 때, 식품에서 분리된 모든 균주와 마

찬가지로 동일한 결과를 얻을 수 있었다(5,17,18).

시중에 유통중인 즉석섭취 및 신선편의식품, 그리고 식중독이

발생하여 의뢰된 조리식품에서 분리한 B. cereus 균주에서 각각

에 대한 9종류의 장내독소 및 1종류의 구토독소를 분석하였다.

총 263균주 중 장내독소 NHE complex (nheA, nheB, nheC),

Table 2. Distribution of Bacillus cereus isolates from foods

(n=619)

 Food Type
No. of
samples

No. of
isolates (%)

P value*

 Preserved foods1) 179  36 (20.1)

<0.001 Ready to eat vegetable 307 163 (53.1)

 Ready to eat food 133  64 (48.1)

 Total 619 263 (42.5)

1)Preserved foods for the investigation of food poisoning outbreak

Table 3. PCR analysis of toxin genes of Bacillus cereus
enterotoxic and emetic reference strains using the primer

sequences used in this study

B. cereus
strain

Enterotoxin genes
Emetic toxin

genes

nheABC1) hblACD2) entFM bceT cytK2 CER

ATCC 11778 + + + - + -

ATCC 14579 + + + - + -

NCCP 10841 + + + + + -

F4810/72 + - + - - +

1)nheABC: nheA, B and/or C
2)hblACD: hblA, C and/or D
+: detected, -: not detected
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HBL complex (hblA, hblB, hblD), entFM, bceT, cytK
2
 그리고 구

토독소 CER의 검출 결과는 Table 4 및 Table 5와 같다. 본 연구

에서는 NHE complex (nheA, nheB, nheC) 중 3개의 nhe 유전자

를 모두 보유한 B. cereus는 236균주(89.7%)로 나타났으며, nheA

만의 보유한 균주는 2개(0.8%)뿐이었다. 또한 HBL complex (hblA,

hblB, hblD) 중 3개의 hbl 유전자를 모두 보유한 균주는 175균주

(66.5%), 그리고 한개 혹은 두 개의 hbl 유전자를 가진 균주는 59

균주(21.7%), 3개 hbl 유전자를 모두 가지고 있지 않은 균주는 29

균주(11.0%)로 나타났다. 본 연구결과, 다른 이전의 연구(5,18,19)

와 마찬가지로 NHE complex 유전자 빈도가 HBL complex 유전

자 보다도 더 높게 나타나는 특징을 확인할 수 있었다.

자연환경과 식품에 분리한 대부분의 B. cereus 균주 속에는

NHE complex (nheA, nheB, nheC)가 70-100% 정도 존재한다고

보고되었다(19). Kim 등(5)은 B. cereus 균주에 존재하는 NHE

complex 유전자는 90.9-97.8%가 검출되었으며, 보다 최근의 연구

보고를 보면, Lee 등(20)이 선식에서 B. cereus를 조사한 결과, 모

든 균주에서 NHE complex 유전자가 검출되었다고 보고 한 바

있다. 본 연구에서도 다양한 식품유형에서 분리한 B. cereus 균주

속에 존재하는 NHE complex (nheA, nheB, nheC) 유전자는 98.8-

100%가 검출되어 다른 연구보고들과 일치하는 결과를 나타냈다.

HBL enterotoxin complex는 B, L1, L2로 구성되어 있으며, B.

cereus 균주 내에 HBL complex 3개의 유전자가 있을 때 장내독

소가 활성화 된다고 보고하였다(21). Zhou 등(22)의 연구에 따르

면, 우유에서 분리한 B. cereus 균주 속에 HBL 유전자의 빈도는

37.0%에서 71.7%까지 확인되었다. 국내에서의 연구결과를 살펴

보면, 김밥 등 즉석식품과 선식 등의 편의 식품에서 분리된 B.

cereus 균주 속에 HBL 3개의 유전자의 빈도는 48.7%에서 81.8%

로 나타났다(5,20). 본 연구에서도 즉석섭취 및 편의식품에서 분

리한 B. cereus 균주 속에 HBL 3개 유전자의 빈도는 71.9-89.0%

로 확인되어 다른 연구보고와 유사한 결과를 보였으나, 식중독이

발생하여 의뢰된 조리식품에서 분리된 B. cereus 균주에서는 91.7%

로 다른 식품유형보다 약간 높게 나타나는 특징이 있었다.

식품에서 분리한 총 B. cereus 263개 분리균주의 장내독소

entFM, cytK
2
, bceT 유전자의 보유율은 각각 100, 100, 43.0% 순

으로 확인되었다. 또한 식품유형에 관계없이 모든 B. cereus 균주

는 NHE complex 유전자중의 하나인 nheA, entFM, cytK
2
는 독소

를 가지고 있는 것으로 확인되었다. 식품뿐만 아니라 환경 등에

서 광범위하게 분리된 B. cereus 속에 nhe, entFM 유전자는 거의

모든 균주에서 존재하고 있는 것으로 보고한 이전의 연구(17,19,23)

와 일치하였다. 한편, hbl(A,B,D) 유전자는 신선편의식품에서 hbl

B 유전자를 제외하고는 모든 식품유형에서 69%에서 94%까지 높

게 분포하고 있었는데, 식중독 균주와 식품유래균주에서 비교 실

험한 이전의 연구보고(19)에서 73%에서 92%로 높은 검출률을 보

인것과 비교해 볼 때, 유사한 결과를 나타내고 있음을 확인하였

다. 그러나, cytK
2 
유전자는 모든 식품유형 유래 B. cereus에서 분

리된 모든 균주가 보유하고 있는 것으로 나타나, Hsieh 등(19)이

조사한 식품유래균주에서 73%가 검출된 결과와는 다소 차이가

있었다. B. cereus 분리균 내 bceT 유전자 보유율은 식중독 발생

식품, 신선편의식품, 즉석섭취식품에서 각각 50.0, 45.4, 32.8% 순

으로 확인되었으나, Hsieh 등(19)의 연구보고에서는 식중독과 식

품유래식품에서 각각 57, 71%를 보유하고 있어 본 연구에서보다

는 더 높게 나타나는 양상을 보였다.

B. cereus의 구토독소인 CER 유전자는 식품유형에 따라 식중

독 보존식, 즉석섭취식품, 편의식품에서 각각 100, 59.4, 35.6% 순

으로 검출되었다. 식품 중 분리한 B. cereus 균주가 산생하는 구

토독소를 가진 균주 중 8개의 장내독소를 보유하고 있는 B. cereus

는 29.4%로 확인되었으며, 나머지 균주들도 대부분 5-8개의 장내

독소를 가지고 있는 것으로 확인되었다. 김 등(24)이 보고한 연

구에 따르면, 설사환자 및 식품에서 분리한 구토 독소를 산생하

는 B. cereus 균주중 85%가 1개에서 8개의 장내독소를 보유한 것

으로 조사되어, 본 연구와 비교하여 별 차이가 없는 유사한 경향

을 나타내고 있음을 확인하였다. 또한, 이번 연구에서 식품 중 분

리한 B. cereus는 nheA, nheB, nheC와 entFM 장내독소유전자를

가지고 있는 균들이 구토독소를 모두 가지고 있는 것으로 나타

나, 국내외의 연구에서 nheA, nheB, nheC와 entFM 장내독소 유

전자는 B. cereus가 생산하는 구토독소를 거의 대부분 보유하고

있다는 이전의 보고(14,15,17)와 유사하였다. 이러한 연구결과는

B. cereus에 의한 구토형 식중독에서는 일반적으로 구토와 설사

증상을 동반하여 나타나는 것(14)과 관련이 있을 것으로 생각된

다. 한편 본 연구결과에서는 구토 독소를 산생하는 B. cereus는

HBL enterotoxin (hblACD)을 가지고 있지 않다는 이전의 연구(17)

와는 다른 양상을 나타냈다. 그러나 국내외 연구 보고된 결과(24-

26)에 따르면, 임상검체와 식품에서 분리한 B. cereus가 hblACD

Table 4. Detection of toxigenic genes of Bacillus cereus strains isolates from foods (n=263)

B. cereus source
NHE Complex (%) HBL Complex (%)

nheA nheB nheC hblA hblB hblD

Preserved foods1) (n=36) 36 (100) 35 (97.2) 33 (91.7) 34 (94.4) 33 (91.7) 28 (77.8)

Ready to eat vegetable (n=163) 163 (100) 156 (95.7) 143 (87.7) 144 (88.3) 34 (20.9) 130 (79.8)

Ready to eat food (n=64) 64 (100) 64 (100) 4 ( 6.3) 47 (73.4) 41 (64.1) 44 (68.8)

Total (n=263) 263 (100) 255 (97.0) 180 (68.4) 225 (85.6) 108 (41.1) 202 (76.8)

1)Preserved foods for the investigation of food poisoning outbreak

Table 5. The Distribution of enterotoxin and emetic toxin genes

among Bacillus cereus isolated from food samples (n=263)

Toxin
gene

No. (%) of B. cereus isolates 

Total
(n=263)

 Preserved
foods3)

(n=36)

Ready to eat 
vegetable
(n=163)

Ready to
eat food
(n=64)

Enterotoxin

nheABC1) 36 (100.0) 161 (98.8) 64 (100.0) 261 (99.2) 

hblACD2) 33 (91.7) 145 (89.0) 46 (71.9) 224 (85.2) 

entFM 36 (100.0) 163 (100.0) 64 (100.0)263 (100.0)

bceT 18 (50.0) 74 (45.4) 21 (32.8) 113 (43.0)

cytK2 36 (100.0) 163 (100.0) 64 (100.0)263 (100.0)

Emetic
toxin

CER 36 (100.0) 58 (35.6) 38 (59.4) 132 (50.2)

1)nheABC: nheA, B and/or C
2)hblACD: hblA, C and/or D
3)Preserved foods for investigation of food poisoning outbreak
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유전자를 보유하고 있는 것으로 보고한 연구결과와 유사한 경향

을 나타내고 있음을 확인하였다. 한편 이러한 연구 결과는 식품

에서 분리한 B. cereus가 대부분 구토 독소를 산생하여 설사형 및

구토형 식중독을 동시에 유발할 수 있는 잠재적인 원인이 될 수

있을 것으로 생각된다.

B. cereus 생산 enterotoxin 및 emetic toxin genes profile

식품유형에 따라 분리된 총 B. cereus 263개 분리균주를 대상

으로 실험한 toxin 유전자는 9개의 장내독소와 1개의 구토독소의

존재 유무에 따라 8개 profile로 분류되었다(Table 6). 이중 Profile

III은 장내독소 유전자에 속하는 nheABC, hblACD, entFM, cytK
2

와 구토독소 CER 유전자를 가지고 있는 유형으로, 검사균주 중

23.2%가 이 유형으로 나타나 가장 높은 보유율을 보였다. 장내

독소 및 구토독소 유전자를 모두 보유하는 Profile I은 20.2%를

차지하였으며, Profile II는 구토독소를 제외한 9개의 장내독소를

가지고 있는 유형으로 20.9%를 차지하였다. 다른 Profile은 7%이

하로 나타났다. 특히 4개의 주요한 Profile (I, II, III, V)은 장내독

소 유전자인 nheABC, hblACD, entFM, cytK
2
 유전자 모두 가지고

있는 유형으로 총 224균주(85.1%)에서 확인되었다. Kim 등(5)의

연구에서도 임상검체와 식품에서 분리한 B. cereus에서 nheABC,

hblACD 장내독소는 79.2% (120분리균주 중 95균주)가 검출되어

본 연구 결과와는 유사한 경향을 나타냈다. nheABC, hblACD 유

전자는 주요한 장내독소 유전자로, 특히 B. cereus로 인한 설사형

식중독의 1차적인 병원성인자라고 보고(8,9,18) 되고 있는데, 이

러한 의미에서 식품이나 환경에 오염된 B. cereus 균주가 어떠한

경로를 거쳐서든 식중독을 유발할 수 있는 가능성을 지니고 있

기 때문에 식품의 가공 및 저장과정에서 보다 철저한 위생관리

및 주의가 필요할 것으로 사료된다.

DiversiLabTM을 이용한 Rep-PCR DNA fingerprinting

구토독소를 보유하고 있는 B. cereus 중 식중독이 발생하여 의

뢰된 조리식품 35주, 편의식품 58주, 즉석섭취식품 37주 등 총

130균주와 유전학적 상관성을 조사하기 위해 표준균주 B. cereus

F4810/72 1주를 포함하여 DiversiLabTM Rep-PCR로 분석한 결과,

매우 다양한 전기영동유형을 관찰할 수 있었다. PCR 산물은 모

두 100 bp에서 5000 bp 사이에서 확인되었으며 분석한 B. cereus

의 유전자 상동성은 35% 정도로 유전적으로 매우 다양하게 나

타나, 구토독소를 보유한 식품군별 및 식품유형별에 따른 유전학

적 상관관계는 없는 것으로 확인되었다(Fig. 1). 이러한 결과는 대

형마트 등에서 유통 중인 선식에서 분리한 B. cereus를 대상으로

Rep-PCR을 실시한 결과, 각각 31.4%(20)와 45%(27)의 유전적 상

동성으로 독소유형 및 항생제 내성에 따른 상관관계가 없었다는

연구보고와 일치하였다.

분자역학적 분석방법은 병원체의 유전적 다양성에 기초하여 그

들의 특성을 규명하는 방법으로 크게 분류(classification)와 유형

(typing)으로 구별된다. 분류는 같은 그룹 사이에 종을 세분화하고

그들이 진화하는 변화를 관찰하는 방법으로 오랜 연구기간이 요

구되는 반면, 유형분석은 같은 종에서 임상 분리주 및 환경 분리

주의 차이점을 분석하는데 훨씬 더 유용하며 비교적 분석시간이

짧은 장점이 있다. 이러한 유형분석에 이용되는 방법에는 Pulsed

field gel electrophoresis (PFGE)나 Random amplified polymor-

phic DNA-PCR (RAPD), Repetitive sequence-based PCR (Rep-

PCR)법 등이 있다(28).

현재, Rep-PCR은 컴퓨터 분석시스템으로 이루어져, 재현성이

높고 빠른 시간내에 비교적 간단히 유형을 분석할 수 있기 때문

에 PFGE 분석이 어렵고 복잡한 균종에 많이 사용되고 있는 분

자적 수준의 분석방법(27,29,30)이다. 이러한 이유로 Cherif 등(31)

는 Bacillus 종의 유전적 다양성을 분석하는데 Rep-PCR 방법이

매우 유용하다고 보고하였다. 그러나 Lee 등(20) 및 Chon 등(27)

의 결과와 마찬가지로, 본 연구결과에서 식품유형간의 상동성이

매우 낮아 Rep-PCR 방법만으로는 다양한 식품유래 B. cereus의

유전적 상관관계를 규명하기는 매우 제한적이라 판단된다. 그렇

지만, 식중독 예방을 위한 조기감지와 모니터링, 식중독 발생 시

환자 및 식품 분리주와의 연관관계 등을 신속하게 파악하기 위

한 표준 수단 등으로는 적용가능 할 것으로 생각된다.

요 약

즉석섭취·편의식품은 일반적으로 소비자가 별도의 조리과정

없이 직접 신선한 상태로 섭취하기 때문에 병원성 미생물에 오

염되어 있을 경우 식중독을 일으킬 수 있다. 특히 B. cereus는 자

연계에 널리 분포하여 대부분의 식품에 쉽게 오염되어 식중독을

유발 시킬 수 있는 독소형 식중독균 중의 하나이다. 이에 본 연

구는 유통 판매중인 즉석섭취·편의식품류 및 식중독이 발생하

여 의뢰된 보존식에서 B. cereus의 분리율 및 독소 종류의 분포

형태를 파악하였다. 식품 총 619건 중 263건(42.5%)의 B. cereus

를 분리하였지만, 식품의약품안전처의 식품공전에서 즉석섭취·

편의식품류에 대한 B. cereus에 대한 규격기준이 1,000 CFU/g 이

하로, 본 실험에서는 규정 범위를 초과한 식품은 없었다. B. cereus

총 263개 분리균주에 대한 9종류의 장내독소 및 1종류의 구토독

소를 분석한 결과, NHE complex (nheA, nheB, nheC)중 3개의

nhe 유전자를 모두 보유한 B. cereus는 236개 균주(89.7%), 1개만

의 독소를 가지고 있는 균주는 2개(0.8%)뿐이었다. 또한, HBL

complex (hblA, hblB, hblD) 중 3개의 hbl 유전자를 보유한 균주

는 175개 균주(66.5%), 그리고 한개 혹은 두 개의 hbl 유전자를

가진 균주는 59개 균주(21.7%), 3개 유전자를 모두 가지고 있지

않은 균주는 29개 분리균주(11.0%)로 나타났다. NHE complex 유

전자의 빈도가 HBL complex 유전자 보다 더 높게 나타나는 특

징을 확인할 수 있었다. 장내독소 entFM, cytK
2
, bceT 유전자의

보유율은 각각 100, 100, 43.0% 순으로 확인되었다. B. cereus의

구토 독소인 CER 유전자는 평균 50.2%를 보유하고 있었으며, 식

품유형에 따라 식중독 보존식, 즉석섭취 식품, 편의식품에서 각

각 100, 59.4, 35.6% 순으로 나타났다. 식품 중 분리한 B.

Table 6. Profile of enterotoxin and emetic toxin genes in Bacillus
cereus strains used in this study

Profile 
Entrotoxin genes

Emetic
toxin
genes

No. (%) of
B. cereus
isolates
(n=263)nheABC1) hblACD2) entFM bceT cytK2 CER

I + + + + + + 53 (20.2)

II + + + + + - 55 (20.9)

III + + + - + + 61 (23.2)

IV + - + + + +  3 (1.1)

V + + + - + - 55 (20.9)

VI + - + - + + 15 (5.7)

VII + - + + + -  2 (0.8)

VIII + - + - + - 19 (7.2)

1)nheABC: nheA, B and/or C
2)hblACD: hblA, C and/or D
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Fig. 1. The DiversiLabTM systems results (Dendrogram and vitual gel image) for B. cereus strains isolated from diverse food samples.
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cereus가 산생하는 구토독소를 가지고 있는 B. cereus 균주 중

29.4%에서 8개의 장내독소를 보유하고 있었으며, 나머지 균주들

도 대부분 5-8개의 장내독소를 가지고 있는 것으로 확인되었다.

따라서 본 연구 결과를 종합해보면, 식품에서 분리한 B. cereus는

대부분의 균주가 설사형 및 구토형 독소를 보유하고 있어, 즉석

섭취·편의식품의 미생물 오염 요인들은 계절에 관계없이 지속

적으로 위생적인 관리가 필요할 것으로 사료된다. 또한, 식품의

미생물적 안전성 확보를 위해서는 업체의 생산단계부터 저장 및

운반을 포함한 유통단계 등에서 식중독을 유발 할 수 있는 오염

원들이 내재되어 있기 때문에 철저한 개인 및 환경 위생관리가

필요할 것으로 사료된다.
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