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ABSTRACT - This study assessed the contamination level of food poisoning bacteria on handles of food service

equipment in childcare centers to prevent food poisoning and analyzed toxin genes and antibiotic resistance of isolated

strains. The isolates used in this study were collected from 101 childcare centers in Jeollanam-do. Four strains of

Bacillus cereus and two strains of Staphylococcus aureus were isolated on the handles of food service equipment

(refrigerators and freezers). The toxin genes of B. cereus were detected as nheA, nheB, nheC, entFM, and cytK. No

toxin genes of S. aureus were detected. B. cereus showed resistance to β-lactam antibiotics, such as ampicillin and

cefepime. S. aureus also showed resistance to antibiotics such as ampicillin and cefepime. Therefore, microbial safety

and hygiene management, such as periodic sterilization of handles, should be strengthened to prevent food poisoning

caused by cross-contamination of food service equipment handles in childcare centers.
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우리나라 합계출산율은 2022년, 0.78명으로 OECD 38개

회원국 중 가장 낮은 출생률을 기록하고 있다1,2). 이러한

저출생의 원인으로 결혼에 대한 가치관 변화, 경제적 환

경, 자녀 양육 및 교육비용으로 분석되고 있으며, 이 중

경제적 부담이 가장 큰 원인으로 보고되고 있다3). 저출생

문제가 사회적으로 대두됨에 따라 정부는 양육지원 확대

와 어린이집 지원정책 등을 시행하고 있다. 이러한 결과

로 2017년 3,157개소의 국공립 어린이집 수는 2022년 5,801

개소로 증가하였고 2017년 23.6%였던 공공보육 이용률은

2022년 36%까지 증가하였다4). 또한 보육시설 이용 시간

이 증가하고 종일반의 운영이 확대되면서 어린이집 및 보

육시설에서는 단체급식을 제공하고 있다5). 따라서 면역수

준이 낮은 영유아들의 건강관리를 위해 어린이집 및 보육

시설 급식실의 조리 환경에 대한 관리가 매우 중요하다6).

그러나 어린이집 및 보육시설의 위생관리와 급식 조리기

구 등에 대한 문제점이 보고되고 있다7).

최근 5년간 연평균 식중독은 282건 발생한 것으로 보고

되고 있으며, 그 중 집단급식소에서 발생한 식중독은 64

건이 발생하였고8) 2023년 어린이집 집단급식소 등 6,618

곳을 대상으로 위생 점검을 실시한 결과, 20곳이 식품위

생법을 위반하였다고 식약처가 보고하였다9). 또한 2020년

경기도 안산의 유치원에서 식중독이 발생하여 총 202명

중 102명이 유 증상자로 나타났고, 15명의 환아에서 용혈

성요독증후군 의심증상이 발생하였다10). 집단급식의 식중

독 발생은 원재료 및 조리도구 등이 주요 원인으로 보고

되고 있으며, 특히 조리 종사자의 개인위생 부족 등 손 위

생 관리 부주의가 주요 원인으로 보고되고 있다11). 따라서

조리 종사자의 손이 자주 접촉하는 급식설비 손잡이 등이

식중독 발생의 주요 원인으로 작용할 가능성이 있다. 

그러나 현재까지의 연구를 살펴보면 어린이집 청소도구

의 미생물학적 안전성 평가12), 급식실 실내공기에서 분리

된 식중독세균의 독소 유전자 및 항생제 내성13), 보육시설
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급식실 실내공기에서 분리된 식중독 세균의 독소 유전자

및 독소 생산 특성14) 등 어린이집 급식실 실내 환경에 관

한 연구에 국한되어 있으며, 어린이집 급식실 설비 손잡

이에 대한 미생물학적 안전성과 분리된 식중독 미생물의

독소 유전자 및 항생제 내성 연구는 전무한 실정이다. 

따라서 본 연구에서는 어린이집 급식실의 필수 장비인

냉장고, 냉동고, 자외선 살균기 손잡이의 식중독 미생물

오염도를 분석하고, 분리된 식중독 세균의 독소 유전자와

항생제 내성을 분석하여 급식설비 손잡이에 의한 집단 식

중독 발생을 예방하고자 하였다.

Materials and Methods

실험 재료 및 채취

본 연구에 사용된 재료는 전남 일부 지역 어린이집 101

곳의 냉장고, 냉동고, 자외선 살균기 손잡이 총 303개를 대

상으로 하였다. 식중독 미생물 분리를 위해 멸균된 면봉을

0.85% 멸균 생리식염수에 적신 후 냉장고, 냉동고, 자외선

살균기의 손잡이 25 cm×2 cm에 해당하는 면적을 무균적으

로 채취하였다. 채취된 면봉을 0.85% 멸균 생리식염수 10

mL에 넣은 후 균질화하여 시험원액으로 사용하였다15).

Bacillus cereus 분리 동정

B. cereus 분리 동정은 식품공전을 준용하여 실험하였다16).

시험원액을 Tryptic Soy Broth (TSB, MB cell, Seoul,

Korea)에 1 mL 접종하여 30oC에서 24시간 배양하였다. 배

양한 후 배양액을 Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar

(MYP, MB cell)에 도말하여 30oC에서 24시간 동안 배양

하였다. 집락 주위에 lecithinase를 생성하며 혼탁한 환을

가진 분홍색 집락을 선택하여 Nutrient Agar (NA, MB

cell)에 도말한 뒤 30oC에서 24시간 배양하였다. 배양된 집

락을 대상으로 Blood Agar (BA, MB cell)에 접종하여 집

락 주변의 β-hemolysis를 확인한 후 Vitek 2 system (Vitek

2 Compact, BioMerieux, Marcy-l'Étoile, France)을 이용하

여 B. cereus를 동정하였다.

Staphylococcus aureus 분리 동정

S. aureus 분리 동정은 식품공전을 준용하여 실험하였다16).

시험원액 1 mL를 10%-NaCl TSB (MB cell)에 접종하여

35oC에서 24시간 배양하였다. 배양한 후 배양액을 Baird-

Paker Agar (BPA, MB cell)에 도말하여 35oC에서 24시간

배양하였다. 배양 후 투명한 띠로 둘러싸인 광택의 검정

색 집락을 선별하여 NA (MB cell)에 도말한 뒤 35oC에서,

24시간 배양하였다. 배양된 집락을 대상으로 Coagulase test

(MB cell)를 실시하여 양성을 확인한 후 Vitek 2 system을

이용하여 S. aureus를 동정하였다. 

DNA 추출

TSB 9 mL에 시험 용액 1 mL를 접종하여 35oC에서 24

시간 배양하였다. 배양된 시험 용액 1 mL를 1.5 mL tube

에 분주하여 12,000 RPM으로 10분간 원심분리하였다

(Smart R17, Hanil scientific, Gimpo, Korea). 원심분리 후

상층액을 제거하고 멸균증류수 1 mL를 첨가하여 12,000

RPM에서 10분간 원심분리하였다. 이 과정을 3회 반복하

여 세척한 후 멸균증류수 1 mL를 가하여 heating block

(HB-96D, set, Daihan scientific, Wonju, Korea)에서 99oC,

10분간 가열하였다. 가열된 1.5 mL tube를 12,000 RPM으

로 10분간 원심분리 후 상층액을 주형 DNA로 사용하였다17).

독소 유전자 실험

B. cereus 독소유전자는 각각의 독소유전자 primer (nheA,

nheB, nheC, hblA, hblC, hblD, entFM, cytK primer)를 사용

하여 실험하였다 (Table 1). nheA, nheB, nheC, hblA, hblC,

hblD, entFM의 PCR 반응조건은 95oC, 30 sec→(95oC, 30 sec

→60oC, 1 min→72oC 1 min) 35 cycle→72oC, 5 min이고,

cytK의 PCR 반응조건은 95oC, 1 min→(95oC, 60 sec→48oC,

60 sec→72oC, 60 sec) 30 cycle→72oC, 7 min이다.18-21) S.

aureus 독소유전자 PCR의 경우 Staphylococcus aureus toxin

ID detection kit (Kogenebiotech, Seoul, Korea)를 사용하

여 실험하였다. PCR 반응은 95oC, 10 min → (95oC, 30 sec

→58oC, 30 sec→72oC, 30 sec) 32 cycle→72oC, 10 min 동

Table 1. Primer sequences for Bacillus cereus toxin genes

Target gene Sequence (5’-3’) Products size (bp) Reference

nheA ATT ACA GGG TTA TTG GTT ACA GCA GT AAT CTT GCT CCA TACT CT CTT GGA TGC T 475

18)nheB GTA CAG CAG CTG TAG GCG GT ATG TTT TTC CAG CTA TCT TTC GCA AT 328

nheC GCG GAT ATT GTA AAG AAT CAA AAT GAG GT TTT CCA GCT ATC TTT CGC TGT ATG TAA A 557

hblA GCA AAA TCT ATG AAT GCC TA GCA TCT GTT CGT AAT GTT TT 884

19)hblC CCT ATC AAT ACT CTC GCA ATTT CCT TTG TTA TAC GCT GC 695

hblD GAA ACA GGG TCT CAT ATT CT CTG CAT CTT TAT GAA TAT CA 1,018

entFM AAA GAA ATT AAT GGA CAA ACT CAA ACT CA GTA TGT AGC TGG GCC TGT ACG T 596 20)

cytK GTA ACT TTC ATT GAT GAT CC GAA TAC TAA ATA ATT GGT TTC C 505 21)
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안 수행하였다. B. cereus와 S. aureus의 특정한 독소유전

자를 확인하기 위하여 2% agarose gel (SeaKem® LE

Agarose, LONZA, Basel, Switzerland)에 PCR product

5 µL loading하여 220 V에서 30분간 전기영동 하였다.

항생제 감수성 실험

분리균주의 항생제 감수성 실험은 디스크 확산법으로 실

험하였다22). 분리균주를 Mueller Hinton agar (MHA, MB

cell, Seoul, Korea)에 35oC에서 24시간 배양하였다. 배양

한 후 한 colony를 취하여 3 mL Mueller Hinton Broth

(MHB, MB cell)에 접종하여 35oC에서 24시간 배양하였다.

배양된 균액을 McFarland No. 0.5 (BioMerieux)의 농도로

조정한 후 MHA (MB cell)에 멸균된 면봉을 이용하여 균

등하게 도말하였다.

사용된 항생제 디스크 종류는 ampicillin (AM, 10 µg),
cefepime (FEP, 30 µg), cefotetan (CTT, 30 µg), ciprofloxacin

(CIP, 5 µg), chloramphenicol (C, 30 µg), clindamycin (DA,

2 µg), erythromycin (E, 15 µg), gentamicin (CN, 10 µg),

imipenem (IPM, 10 µg), oxacillin (OX, 1 µg), penicillin

(P, 10 U), rifampicin (RD, 5 µg), tetracycline (TE, 30 µg),

trimethoprim/sulfamethoxazole (SXT, 1.255 µg)/23.75 µg)

이다. 항생제 디스크를 배지 표면에 접종하여 고정시킨 후

35oC에서 24시간 배양하였다. B. cereus의 항생제 감수성

의 경우 항생제 내성 기준이 설정되어 있지 않아 S. aureus

의 기준을 적용하여 감수성(Susceptibility, S), 중간내성

(Intermediate, I) 및 내성(Resistance, R)으로 판정하였다.

Results and Discussion

급식 설비의 식중독 세균 오염도

어린이집 급식설비 손잡이의 식중독 세균 오염도를 분

석하고자 B. cereus와 S. aureus를 실험하여 Table 2에 나

타내었다. 식중독 세균은 발현 기전에 따라 독소형과 감

염형으로 분류할 수 있다. 독소형 식중독은 원인균에 의

해 이미 생산된 균체외 독소를 섭취하여 발생하고 대표적

세균으로 S. aureus 등이 보고되고 있다23). 감염형 식중독

은 식중독균을 음식물과 함께 다량 섭취 시 발생하며 대

표적 세균으로 Salmonella spp., Vibrio paraheamolyticus 등

이 보고되고 있다28). B. cereus는 감염형과 독소형 식중독

을 모두 일으키는 그람양성, 통성혐기성 포자형성균으로

열악한 환경과 자연계에 널리 존재하고 있다24). S. aureus

는 포도송이 모양의 그람양성 세균으로 인간 손 등 피부

상재균으로 보고되고, 35-38oC의 최적 발육온도에서 식중

독 원인인 장독소를 생산한다25). 따라서 급식실 설비 손잡

이 중 생존할 가능성이 가장 높은 B. cereus와 S. aureus

를 선정하여 실험하였다.

실험결과 B. cereus와 S. aureus는 국공립 어린이집에서

는 검출되지 않았으나 가정 어린이집 냉동고와 지역 아동

어린이집 냉장고, 냉동고 손잡이에서 각각 B. cereus 2건,

총 4건이 검출되었다. 또한 민간, 지역 아동 어린이집 냉

장고 손잡이에서 S. aureus 2건이 검출되었다. 어린이집

급식설비 손잡이에 대한 미생물 오염도 보고는 매우 미약

하여 직접적인 비교는 어려우나, 어린이집 급식실 실내공

기의 B. cereus 오염도는 32.8%를 나타내었고 S. aureus는

평균 6.3%를 나타내었다고 보고되었다13). 또한 어린이집

급식실 테이블의 B. cereus 오염도는 11%, 어린이집 정수

기에서 B. cereus 오염도는 12.2%로 보고되었다26,27). 본 실

험결과 B. cereus의 검출율은 1.3%, S. aureus의 검출율은

0.7%로 나타나 다른 연구결과에 비해 낮은 수준이었으나

식중독 발생 위험성은 상존한다고 할 수 있다. 따라서 어

린이집 급식설비 손잡이의 위생적인 관리와 교차오염을

예방하기 위해 급식설비 손잡이에 대한 주기적인 살균을

실시하여야 할 것으로 판단되었다.

독소 유전자 분포

어린이집 급식설비 손잡이에서 분리된 B. cereus의 독소

유전자 실험결과는 Table 3에 나타내었다. 실험결과 hblA

는 3 균주(75%), hblC는 3 균주(75%)에서 검출되었으나

hblD는 모든 균주에서 불검출되었다. 또한 모든 균주에서

nheA, nheB, nheC, entFM, cytK가 검출되었다. S. aureus

의 독소유전자 실험결과는 Table 4에 나타내었다. 분리된

모든 균주에서 sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej 독

소유전자가 불검출되었다.

B. cereus는 포자를 형성할 수 있는 그람양성 간균으로

Table 2. Detection of food poisoning bacteria on handle of food service equipment in child care center

Food service equipment
Food poisoning bacteria

Bacillus cereus (detection rate) Staphylococcus aureus (detection rate)

Refrigerator (n=101) 2 (2.0%) 2 (2.0%)

Freezer (n=101) 2 (2.0%) ND1)

Ultraviolet sterilizer (n=101) ND ND

Total (n=303) 4 (1.3%) 2 (0.7%)

1) ND: not detected.
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토양에서 쉽게 관찰되며 농산물, 식품 등을 통한 식중독

발생이 빈번하다28). B. cereus는 설사형 식중독과 구토형

식중독을 유발할 수 있으며 설사형 식중독 독소유전자는

hblA, hblC, hblD, nheA, nheB, nheC, cytK, entFM 등이 보

고되고 있으며 독소형 식중독 유전자로는 ces가 보고되고

있다29). 본 실험에서 분리된 B. cereus 4건 중 3건에서는

hblD 독소유전자를 제외한 설사형 독소유전자가 모두 검

출되었다. 이러한 결과는 보육시설 유아 사용 수건에서 분

리된 B. cereus가 hblCDA, nheABC, entFM, cytK 유전자

를 보유하고 있다는 보고17)와 B. cereus 178 균주 모두에

서 설사형 장독소가 검출되었다는 보고30)와 유사하였다.

따라서 어린이집 급식설비 손잡이에서 분리된 B. cereus는

설사형 식중독을 발생시킬 수 있어 B. cereus에 의한 식중

독 발생을 예방하기 위해 위생관리가 필요한 것으로 판단

된다.

항생제 감수성 분석

어린이집 급식설비 손잡이에서 분리된 B. cereus와 S.

aureus의 항생제 감수성 실험결과는 Table 5에 나타내었다.

B. cereus의 항생제 감수성 기준이 설정되어 있지 않아 S.

aureus의 항생제 감수성 기준을 적용하여 판단하였다22).

B. cereus의 항생제 감수성 실험결과 E, CN 항생제에

100% 감수성을 나타내었고 AM, FEP, CTT, OX, P, SXT

등 β-lactam계 항생제에 100% 내성을 나타내었다. 이러한

결과는 B. cereus가 AM, FEP 등 β-lactam계 항생제에 내

성을 나타낸다는 기존 보고와 일치하였다30). CIP (75%),

C (50%), DA (25%), TE (50%) 항생제에 감수성을 나타

내었고, 중간 내성은 CIP (25%), C (50%), DA (75%), TE

(50%)를 나타내었다. 그 외 IPM 항생제는 감수성 75%,

내성 25%을 나타내었고 RD 항생제는 감수성 50%, 중간

내성 50%을 나타내었다.

S. aureus의 항생제 감수성 실험결과 FEP, CTT, CIP, DA,

RD, TE, SXT 항생제에 100% 감수성을 나타내고 AM, P

항생제에 100% 내성을 나타내었다. 그 외 C (50%), E

(50%), CN (50%) 항생제에 감수성을 나타내었고 항생제

내성은 C (50%), E (50%), CN (50%)을 나타내었다. OX

항생제는 50% 감수성, 50% 중간 내성을 나타내었다. 이

러한 결과는 초등학교 급식환경에서 분리된 S. aureus 균

주에 대해 항생제 감수성을 실험한 결과, 균주 모두에서

AM, P 항생제에 내성을 나타낸 보고와 일치한 결과였다31).

전 세계적으로 가장 위험한 항생제 내성균인 methicillin-

resistant Staphylococcus aureus (MRSA)가 1961년 보고되

었다32). Methicillin은 S. aureus 감염 치료에 사용되었으나33)

methicillin과 같은 기작인 oxacillin이 1990년대 초 개발되

어 S. aureus 항생제로 사용되고 있다34). 따라서 methicillin

또는 oxacillin에 내성인 S. aureus을 모두 MRSA라는 약

자로 사용되고 있다22). S. aureus 균주의 OX 항생제 내성

실험결과, 2 균주 모두 OX 항생제에 중간 내성과 감수성

을 나타내어 MRSA는 검출되지 않았다. 어린이집 급식설

비 손잡이에서 분리된 S. aureus는 OX 항생제에 안전한

것으로 판단되나, 보육시설 급식환경에서 분리된 S. aureus

균주 75%가 OX 항생제에 내성을 나타내었다는 보고와

어린이 500명의 비강을 면봉으로 채취한 결과 4명의 어린

이에게 MRSA가 검출되었다는 보고35,36)가 있어 어린이집

급식설비 손잡이의 MRSA 분리·동정에 대한 지속적인 연

구가 필요한 것으로 판단된다.

Table 3. Detection of toxin genes in Bacillus cereus isolated from handle of food service equipment in child care center

Isolates
Toxin gene1)

nheA nheB nheC hblA hblC hblD entFM cytK

RD 5 + + + + + - + +

RD 8 + + + + + - + +

FC 16 + + + - - - + +

FD 20 + + + + + - + +

Detection rate (%) 100 100 100 75 75 0 100 100

1) +: detected, -: not detected.

Table 4. Detection of toxin genes in Staphylococcus aureus isolated from handle of food service equipment in child care center

Isolates
Toxin gene1)

sea seb sec sed see seg seh sei

RB 14 - - - - - - - -

RD 5 - - - - - - - -

Detection rate (%) 0 0 0 0 0 0 0 0

1) +: detected, -: not detected.
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국문요약

본 연구는 어린이집 급식설비 손잡이의 식중독 세균 오

염도를 측정하고, 분리 균주의 독소 유전자와 항생제 내

성을 분석하여 급식설비 손잡이에 의한 집단식중독을 예

방을 위한 과학적 기반을 마련하고자 하였다. 실험 대상

은 전라남도 일부 지역 어린이집 101곳의 냉장고, 냉동고,

자외선 살균기 손잡이, 총 303개를 대상으로 하였다. 어린

이집 냉장고, 냉동고 손잡이에서 B. cereus 4 균주(1.3%)

가 검출되었고 어린이집 냉장고 손잡이에서 S. aureus 2

균주(0.7%)가 검출되었다. B. cereus와 S. aureus의 독소유

전자를 분석한 결과 B. cereus 4개 균주 모두에서 nheA,

nheB, nheC, entFM, cytK가 검출되었으나, S. aureus의 2

개 균주의 경우 모두 sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei,

sej 독소유전자가 불검출되었다. B. cereus에서 설사를 유

발하는 장독소가 검출되어 B. cereus에 의한 식중독 발생

가능성이 상존하는 것으로 판단되었다. B. cereus와 S.

aureus의 항생제 감수성을 실험한 결과 B. cereus 4 균주

에서 AM, FEP 등 β-lactam계 항생제에 내성을 나타내었

고 S. aureus 균주 모두 AM, P 항생제에 내성을 나타내

었다. S. aureus 균주는 OX 항생제에 각각 중간 내성 1

균주와 감수성 1 균주를 나타내었으나 MRSA는 검출되지

않았다. 이러한 결과를 종합하여 볼 때 어린이집 급식설

비 손잡이의 교차오염으로 인한 식중독 발생을 예방하기

위해 급식설비 손잡이에 대한 주기적인 살균 등 위생관리

방안을 강화해야할 것으로 판단되었다.
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