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The Bacillus cereus group includes B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, B. weihenstephanensis, B. 
pseudomycoides. The members of B. cereus group shares strong degree of DNA sequence similarity. Even though the 
biochemical test and bacteriological test have been used to identify the B. cereus group, an accurate identification 
system of the B. cereus group is required. We have developed a highly specific PCR-based assay for the B. cereus 
group chromosome using a sequence motif found within a spore structural gene (sspE). Using the assay, we were able 
to discriminate B. anthracis from the other members of B. cereus group. We also tried to find a new system for the B. 
cereus group identification. Five bacteriological tests (hemolysis, motility, penicillin susceptibility, rhizoid growth, toxic 
crystal formation), API system (API 50CHB & API 20E), MLST and sspE PCR were performed on 28 strains of the B. 
cereus group. The dendrogram generated from API system and bacteriological tests revealed that B. cereus and B. 
thuringiensis are grouped into the same cluster. In combination of sspE PCR and bacteriological tests, the dendrogram 
showed that 4 strains of B. cereus clustered within the same group. B. thuringiensis formed the subgroup in the same 
cluster. All strains of B. mycoides were encompassed together. Another cluster only included B. anthracis. The best 
system was determined to be sspE PCR and bacteriological tests. It is concluded that sspE PCR and bacteriological tests 
could be used for rapid discrimination and identification of B. anthracis and provided an effective means of differentiation 
between the B. cereus group. 
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서  론 

 
Bacillus 속은 아포를 형성하는 그람양성 간균이며 공

기 중이나 토양, 물, 먼지 등에 광범위하게 분포한다 (8, 
28). Bacillus 속에는 사람, 동물에 병원성을 나타내는 B. 
anthracis와 B. cereus, 곤충류에 병원성이 있는 B. thurin- 
giensis, 그리고 B. mycoides, B. weihenstephanensis (17), B. 
pseudomycoides (24)가 포함되며, 이 세균들은 높은 유전

적 상동성으로 인하여 B. cereus group으로 분류된다. 따
라서 B. cereus group의 정확한 동정의 필요성이 항상 존
재하였다. 

B. cereus group 세균을 분류 · 동정하기 위하여 세균학

적 특징과 생화학적 검사가 사용되고 있다 (26). 세균학

적 방법은 집락형태, 용혈능, 페니실린감수성, 운동성, 결
정체 독소 유무를 이용하는데 (8,23,26,28), 이 방법들은 
각 실험실에서 간단하게 수행할 수 있으나, 배양조건에 
따라 결과의 표준화가 어려우며, 돌연변이 세균에 대한 
동정이 어렵다는 단점이 있다. 생화학적 방법을 이용한 
API System은 편의성과 재현성으로 인해 현재 많이 이

용되고 있다 (5,18,19,20). 그러나 이전의 연구에 따르면 
API System은 유전학적 상동성이 높은 B. cereus group 세
균들을 명확하게 분류 · 동정하기에는 미흡한 것으로 보
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고되었다 (19). 그래서 생화학적 방법과 세균학적 특성을 
동시에 고려하는 것이 현재 B. cereus group 세균을 분류 · 
동정하는 일반적인 방법이다. 

미생물 분류 동정에 있어서 분자생물학적 접근이 시도

되고 있지만, B. cereus group의 경우에는 고도의 유전적 
상동성으로 전체 유전체 핵산 혼성화법 (whole genome 
DNA hybridization), 16S와 23S rRNA 염기서열 비교, 16 
S-23 S operon, gyrB-gyrA 사이 부분 등에 대한 염기서열 
분석, pulse-field 겔 전기영동 분석, 제한효소 절단 분석 
등의 방법들은 만족할 만한 결과를 얻지 못하였다 (3,4, 
6,13,27). 다만, B. anthracis의 신속한 검출을 위한 중합효

소연쇄반응 진단법들이 개발되었는데, 독성과 관련된 두 
개의 플라스미드 (pXO1, pXO2), 그리고 염색체에 존재

하는 Ba813, gyrase B(gyrB), vrrA 유전자와 같은 특이 표
지들을 검출하는데 목적을 두었다 (2,25,29,30). 그러나, 
플라스미드는 실험실 또는 자연에서 전혀 다른 균종에 
전달되거나 상실하기도 하며 (9), B. anthracis 유사 균종

들이 B. anthracis 플라즈미드 (pXO1, pXO2)와 매우 유사

한 염기서열을 보유하고 있는 경우가 보고되었다 (21). 
또한, 염색체 유전자를 이용한 경우에도 위양성이 보고

되었다 (15). 그리고 세균의 분류 · 동정에 여러 DNA 단

편들의 염기서열을 비교하는 multilocus sequence typing 
(MLST) 기법이 이용되고 있다 (11,14,21). 현재 이 기법은 
더욱 향상된 변별력과 범용성 및 재현성 측면에서 많은 
장점을 보인다 (7,22). 최근 B. cereus group에 대한 연구

에서, 세균학적 특징이 B. anthracis와 유사한 B. cereus에 
대하여 MLST, multiple-locus variable number tandem repeat 
analysis (MLVA) 실험이 수행되었는데 B. cereus가 B. 
anthracis 그룹에 포함되는 위양성 결과를 나타내었고, 이 
연구에서는 다른 추가 실험을 통해 MLST의 분류 · 동정 
능력을 보완하는 것이 필요함을 강조하고 있다 (10,21). 
또한 MLST는 긴 분석 시간이 요구되고, 다른 분류 · 동
정법에 비교하여 비용이 많이 드는 단점이 있다 (7,22). 

본 연구의 선행 연구에서 B. cereus group에서 B. 
anthracis를 정확하게 구별할 수 있는 sspE 중합효소연쇄

반응을 보고하였다 (15). 즉, sspE 중합효소연쇄반응으로 
B. anthracis에서는 188 bp와 71 bp 증폭 산물을 얻은 반
면에, 그 외 B. cereus group에서는 오직 71 bp만이 생산되

어 구별이 가능하였다. sspE 유전자는 아포 관련 유전자

로 Bacillus 속 중에서 B. cereus group만이 가지고 있다. 
그래서 이를 이용하면 독성 플라스미드가 손실되어도 

B. anthracis의 동정이 가능하다. 
현재 미생물 분류에서 그 유용성이 알려져 사용되는 

것이 여러 가지 검사를 종합한 다상분류법이다. 그러므로 
B. cereus group 동정에는 세균학적, 생화학적, 분자생물학

적 검사 결과를 종합적으로 고려하는 것이 동정을 위한 
정확한 자료를 제공할 것으로 생각한다. 

이 연구에서는 B. cereus group 세균에 대한 동정 과정

을 정확하고, 비교적 간편하게 수행할 수 있는 방법을 
찾기 위하여, 일부 표준균주에 대해 세균학적 특성 조사, 
API system (API 50CHB & API 20E) 검사를 실행하였다. 
그리고 분자생물학적 방법으로 sspE 중합효소연쇄반응을 
실행하였다. 각 검사 결과를 분석하고, 종합하여 동정의 
정확성을 비교하였다. 특히 현재 B. cereus group 세균 동
정에 이용되고 있는 생화학적, 세균학적 방법과 비교하였

다. 비교 방법은 여러 검사 결과를 토대로 계통수를 작

성하여, 표준균주 각 균종들이 같은 그룹을 형성하는 지
를 조사하였다. 

 
재료 및 방법 

1. 실험균주 

이 실험에는 중앙대학교 의과대학 미생물학교실에서 
보존하고 있는 B. cereus group 28균주가 사용되었다 
(Table 1). 5주의 B. cereus, 6주의 B. thuringiensis, 5주의 B. 
mycoides, 8주의 미동정 Bacillus (Bacillus spp.), 4주의 B. 
anthracis가 사용되었다. 미동정 Bacillus 균주 중 003, 
9727, IB, III, IIIBL, IIIBS, IV는 파스퇴르 연구소 (프랑스, 
파리)로부터 기증받았고, Rho 균주는 1986년 전라남도 신
안군 신도에서 동물과 사람이 원인불명의 급성 질병으로 
사망하였을 때 역학조사팀에 의하여 B. anthracis로 분리 · 
동정되었으나, 실험동물에 대하여 병원성이 없기 때문에 
B. anthracis가 아닌 것으로 판명된 것이다 (1). 

2. 배양 및 세균학적 검사 

모든 실험균주는 trypticase soy agar (Difco, Sparks, MD, 
USA) 평판에 순수분리배양법으로 37℃에서 18시간 배양

하여 평활한 단일집락을 선발한 후 영양한천배지에 계

대 배양하여 4℃ 냉장고에 보존하면서 실험에 사용하였

다. 모든 배양 및 세균학적 검사는 기록사항을 제외하고 
모두 Bergey's Manual (28)과 B. cereus group의 감별 동정

을 위한 미생물 분석 방법 (26)에 따라 시행하였다. 세균



Identification of B. cereus Group 63 

 

학적 검사로는 용혈능, 운동성, 페니실린감수성, 결정체 
독소 확인을 하였다. 

 

3. API system을 이용한 세균 동정 

1) API 50CHB, API 20E 검사 

API 50CHB 검사는 제조회사 (BioMerieux Co, Durham, 

Table 1. The B. cereus group strains examined in this study 

Species and strain Origin 

B. anthracis (4 strains)  

B. anthracis Sterne 34-F2 vaccine strain (pXO1+ pXO2-) 

B. anthracis Pasteur #2 vaccine strain (pXO1- pXO2-) 

B. anthracis ATCC 14185 pXO1+ pXO2- 

B. anthracis ATCC 14186 pXO1+ pXO2- 

B. thuringiensis (6 strains)  

B. thuringiensis BGSC 4AB1 B. thuringiensis subsp. morrisoni 
B. thuringiensis BGSC 4AJ1 B. thuringiensis subsp. monterrey 

B. thuringiensis BGSC 4AQ1 B. thuringiensis subsp. seoulensis 

B. thuringiensis BGSC 4AS1 B. thuringiensis subsp. oswaldocruzi 

B. thuringiensis BGSC 4CC1 B. thuringiensis subsp. pulsiensis 

B. thuringiensis DSM 2046 B. thuringiensis Berliner 1915AL 

B. cereus (5 strains)  
B. cereus KCTC 3624 Type strain 

B. cereus BGSC 6E1 Wild type isolate 

B. cereus KCTC 1014 From turkey and chicken manure 

B. cereus KCTC 1094 From soil, Japan 

B. cereus KCTC 3062 From sheep rumen 

B. mycoides (5 strains)  
B. mycoides ATCC 10206 B. mycoides Fiugge 

B. mycoides ATCC 21929 From soil, New Guinea 

B. mycoides ATCC 23258 From soil 

B. mycoides KCCM 40260 From soil, New Guinea 

B. mycoides KCTC 3453 From soil 

Unknow Bacillus spp. (8 strain)  
Bacillus spp. IB Wild type isolate lraq 

Bacillus spp. 003 Wild type isolate lraq 

Bacillus spp. 9727 Wild type isolate Sarajevo 

Bacillus spp. IV Wild type isolate 

Bacillus spp. III Wild type isolate lraq 

Bacillus spp. III BL Wild type isolate 
Bacillus spp. III BS Wild type isolate 
Bacillus spp. Rho Patient isolate, Korea 1988 

ATCC, American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA 
BGSC, Bacillus Genetic Stock Center, Department of Biochemistry, The Ohio State University, Columbus, OH, USA 
DSM, Deutsche Sammlungvon Mikroorganismenund Zelkulturen, Braunschweig, Gemany 
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NC, USA) 방법을 따라 수행하였다. 순수분리한 각각의 
실험균주를 영양한천배지에 접종하여 37℃에서 18시간 
배양 후 준비된 API 50CHB 배지에 McFarland 2가 되도

록 탁도를 맞추었다. 탁도를 맞춘 API 50CHB 배지를 
API 50CHB 스트립의 튜브에 분주하고 공기와의 접촉을 
막기 위해 mineral oil을 첨가한 후 30℃에서 24시간, 48
시간 배양하였다. 결과 판정은 배양 후 노란색으로 나타

나면 양성 (+)으로, 붉은색으로 나타나면 음성 (-)으로 
판정하였다. 

2) 세균 동정 

실험 결과를 양성과 음성으로 판독하고, API 웹사이트

(https://apiweb.biomerieux.com/)에 있는 세균 동정용 프로

그램 (API 50CHB v.4.0)을 이용하여 동정하였다. 

4. sspE 중합효소연쇄반응 

1) Genomic DNA의 분리 

Genomic DNA의 분리는 Kim et al., (15)의 방법에 준하

여 실시하였다. 37℃ Brain Heart Infusion agar (Difco)에서 
18시간 배양한 실험균주를 440 μl의 TE buffer (pH 8.0)에 
잘 용해하고 15 μl lysozyme (100 mg/ml)을 가하여 37℃에

서 1시간 반응시켰다. 반응 균체는 12.5 μl의 20% sodium 
dodecyl sulfate와 12 μl의 proteinase K (10 mg/ml)를 가하여 
60℃에서 3시간 반응시키고 15 μl RNase A (10 mg/ml)와 
20 μl NaCl (5M)을 가하여 잘 혼합한 후 다시 실온에서 
20분간 방치하였다. 방치 후 동량의 phenol/chloroform/ 
isoamylalcohol (25:24:1) 용액을 가하여 5분간 진탕한 다
음 25℃ 15,000 rpm에서 10분간 원침한 후 상등액만을 
새로운 튜브로 옮겼다. 여기에 2배의 100% ethanol을 가
하여 genomic DNA를 침전시켰다. 침전된 genomic DNA
는 4℃에서 15,000 rpm으로 10분간 원침 후 상등액을 버
리고 건조한 후 200 μl의 EB 완충액에 완전히 용해하였

다. 정제한 DNA는 spectrophotometer (Model MBA, Perkin-
Elmer, Norwalk, CN, USA)를 사용하여 260 nm에서 정량

하였고 멸균증류수로 100 μg/μl의 농도로 희석하여 -20℃

에 보존하면서 실험에 사용하였다. 
2) Primers 

사용된 primer들은 Kim et al., (15)에서 고안된 것을 사
용하였다 (Table 2). 각 primer는 100 μM scale로 합성하였

고 10 μM로 희석하여 -20℃에 보관하면서 실험에 사용

하였다. 예상 결과는 188 bp, 71 bp 두 밴드이다. 
3) 중합효소연쇄반응 

중합효소연쇄반응은 Kim et al., (14)의 방법에 따랐다. 
반응 혼합물의 조성은 총 25 μl에 40 ng의 주형 DNA, 0.5 
μM의 각 primer, 200 μM dNTPs, 2.5 μl의 10 × Taq buffer, 
1.5 mM의 MgCl2와 1 U의 Super-Therm GOLD DNA poly- 
merase (Hoffman-LaRoche., NJ, Nutley, USA)가 함유되도

록 하였다. 증폭은 96-well GeneAmp PCR system 2700 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 이용하여 처
음에 95℃에서 10분간 변성 후 처음 95℃ 30초, 56℃ 30
초, 72℃ 30초로 35회 반복하고 마지막으로 72℃에서 7
분간 신장반응을 한번 함으로써 중합효소연쇄반응 증폭 
과정을 종료하였다. 증폭 산물의 5 μl를 1 μl의 6 × 젤 
로딩 버퍼와 혼합 후 0.5 μg/ml의 ethidium bromide가 포
함된 2% (w/v) 아가로스 젤 (Ultrapure agarose, Invitrogen 
Corp., CA, USA)에 로딩하여 1 × TAE 버퍼 (0.04M Tris-
acetate, 0.001M EDTA, pH 8.0)안에서 전극사이의 젤 길이 
cm당 50V의 고정 전압하에서 전기영동을 50분간 수행

하였다. DNA 증폭 산물은 Gel Doc 2000 system (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA)을 이용하여 증폭 유무 및 크기를 관
찰하였다. 

5. 검사 결과를 이용한 계통수 분석 

이 연구에 사용된 각 검사 결과를 START v1.0.8 소

프트웨어를 사용하여 쌍간거리 행렬도 (pairwise distance)
를 제작하고 (12), 이를 MEGA 3.1 software에 입력하여 
Unweighted Pair Group Method with Arithmethic means 
(UPGMA)를 이용하여 세균의 표현형에 대한 유사도를 
바탕으로 계통수를 작성하였다 (16). 

Table 2. Nucleotide sequences of the primers for the sspE gene PCR in this study 

Loci Primers Products (bp)a Sequence (5' → 3') 

sspE sspE-F1 188, 71 GAGAAAGATGAGTAAAAAACAACAA 

(Chromosome) sspE-R1  CATTTGTGCTTTGAATGCTAG 
a Boldface, B. anthracis specific amplicons, b Calculated by the nearest-neighbormethod 
* Source of primers originated from our previous report (Kim et al., 2005) 
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B. cereus group에 대한 여러 가지 검사 결과를 종합하

여 작성한 계통수에서 표준균주의 각 균종들이 같은 그
룹을 형성한다면, 그 동정 및 분류 과정이 적절하다는 증
거라고 생각하여 계통수를 작성하였다. 

6. MLST와의 계통수 비교 

저자들의 이전 연구 결과 중 본 연구에 사용된 28균주

들에 대한 MLST 결과 (14)로 계통수를 그렸는데, 각 균
주의 allelic profile을 근간으로 쌍간거리 행렬도를 제작하

고 이를 MEGA 3.1 software에 입력하여 UPGMA 기법을  
이용하여 계통수를 제작하였다 (16). 

 
결  과 

1. 세균학적 성상 

B. cereus group 실험균 28주의 염색형태, 배양특성 및 
세균학적 성상의 차이를 조사한 결과는 Table 3와 같다. 
즉, 영양한천배지에서 증식된 B. anthracis (Sterne 34-F2, 

Table 3. Cultural and biological properties of B. cereus group in this study 

  Hemoysis Penicillin Rhizoid growth Motility Toxin crystals 

Sterne 34 F2 - + (19.2 mm) - - - 

Pasteure #2 - + (18.0 mm) - - - 

ATCC14185 - + (19.8 mm) - - - 
B. anthracis 

ATCC14186 - + (20.2 mm) - - - 

BGSC 4AB1 + - - + + 

BGSC 4AJ1 + - - + + 

BGSC 4AQ1 + - - + + 

BGSC 4AS1 + - - + + 

BGSC 4CC1 + - - + + 

B. thuringiensis 

DMS 2046 + - - + + 

KCTC 3624 + - - + - 

BGSC 6E1 + - - + - 

KCTC 1014 + - - + - 

KCTC 1094 + - - - - 

B. cereus 

KCTC 3062 + - - + - 

ATCC 10206 + + (14.2 mm) + - - 

ATCC 21929 + - + - - 

ATCC 23258 + - + - - 

KCCM 40260 + - + - - 

B. mycoides 

KCTC 3453 + - + - - 

Bacillus spp. 18 + - - + - 

Bacillus spp. 003 + - - + - 

Bacillus spp. 9727 + - - + - 

Bacillus spp. IV + - - + - 

Bacillus spp. III + - - + - 

Bacillus spp. III BL + - - + - 

Bacillus spp. III BS + - - + - 

Unknow 
Bacillus spp. 

Bacillus spp. Rho - - - - - 



66 S-H Kang, et al. 

 

 

Table 4. Identification Result of 28 strains by API system 

Using API 50CHB Using API 50CHB and API 20E 
Strain 

Identification % ID T Index 

 

Identification % ID T Index 

B. cereus 1 57.6 1  B. cereus 1 43.8 0.92 
Sterne 34 F2 

B. anthracis 32.9 0.97  B. anthracis 43.5 0.89 

B. cereus 1 89.0 0.68  B. cereus 1 82.2 0.66 
Pasteure #2 

B. mycoides  9.9 0.57  B. mycoides 16.3 0.62 

B. cereus 1 57.6 1  B. cereus 1 43.8 0.92 
ATCC14185 

B. anthracis 32.9 0.97  B. anthracis 43.5 0.89 

B. cereus 1 57.6 1  B. cereus 1 43.8 0.92 

B. anthracis 

ATCC14186 
B. anthracis 32.9 0.97  B. anthracis 43.5 0.89 

BGSC 4AB1 B. cereus 1 97.4 0.99  B. cereus 1 98.4 0.94 

BGSC 4AJ1 B. cereus 1 99.0 0.95  B. cereus 1 98.0 0.85 

BGSC 4AQ1 B. cereus 1 99.6 0.75  B. cereus 1 99.8 0.74 

 B. cereus 1 91.1 0.73 
BGSC 4AS1 B. cereus 1 90.7 0.77 

 B. mycoides  6.2 0.65 

B. cereus 1 88.2 0.81  B. cereus 1 84.7 0.76 
BGSC 4CC1 

B. mycoides 16.2 0.72  B. mycoides 15.0 0.71 

B. cereus 1 
Low discrimination 51.6 0.44  

B. thuringiensis 

DMS 2046 
B. lentus 34.7 0.73  

B. cereus 1 
good identification 98.9 0.49 

B. cereus 1 57.6 1  B. cereus 1 86.8 0.92 
KCTC 3624 

B. anthracis 32.9 0.97  B. mycoides 12.5 0.87 

B. cereus 1 91.2 0.87  B. cereus 1 85.7 0.81 
BGSC 6E1 

B. anthracis  8.2 0.75  B. anthracis 13.3 0.71 

B. cereus 1 93.3 0.94  KCTC 1014 
B. anthracis  6.4 0.82  

B. cereus 1 93.8 0.75 

KCTC 1094 B. cereus 1 99.0 0.95  B. cereus 1 99.3 0.68 

 B. cereus 1 90.5 0.79 

B. cereus 

KCTC 3062 B. cereus 1 94.7 0.95 
 B. mycoides  9.4 0.73 

B. mycoides 67.7 0.78  
ATCC 10206 

B. cereus 2 30.9 0.76  
B. mycoides 99.0 0.76 

B. mycoides 46.3 0.94  B. mycoides 51.6 0.92 
ATCC 21929 

B. anthracis 30.7 0.93  B. anthracis 33.5 0.86 

B. mycoides 46.3 0.94  B. mycoides 51.6 0.92 
ATCC 23258 

B. anthracis 30.7 0.93  B. anthracis 33.5 0.86 

B. mycoides 46.3 0.94  B. mycoides 51.6 0.92 
KCCM 40260 

B. anthracis 30.7 0.93  B. anthracis 33.5 0.86 

B. mycoides 46.3 0.94  B. mycoides 46.5 0.74 

B. mycoides 

KCTC 3453 
B. anthracis 30.7 0.93  B. anthracis 26.3 0.67 
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Pasteur No.2, ATCC 14185, ATCC 14186)의 집락은 모두 
회백색의 거친 조면형을 나타내었고, B. cereus, B. thurin- 
giensis, 미동정 Bacillus 균들도 회백색의 거친 조면형을 
나타내어, 모두 전형적인 Bacillus 속의 집락형태를 보였

다. 이 중 B. mycoides는 특징적으로 나무뿌리 모양으로 
배지 위를 퍼져나가면서 증식하여 다른 세균들과는 명확

하게 구별이 가능하였다. 
실험균 28주 모두 그람 염색에서 양성을 보였으며, 전

형적인 간균의 형태를 나타내었다. 
혈액한천배지에서 B. anthracis 4종은 모두 비용혈성이

었으며, 미동정 Bacillus 중 Rho 균주 1주만이 비용혈성

을 보였고, 나머지 23주는 모두 완전 용혈을 나타내었다. 
운동성을 조사한 결과, B. anthracis 4주 (100%)와 B. 

mycoides 5주 (100%) 모두 비운동성이었고, 미동정 
Bacillus 중 Rho가 유일하게 운동성이 없었다. B. cereus는 
B. cereus KCTC 1094를 제외하고 모두 운동성이 있었으

며, B. thuringiensis는 모두 운동성을 나타내었다. 
Penicillin G에 대한 감수성 시험에서 B. anthracis는 모

두 감수성 (18.8 mm~20.2 mm)을 나타냈으며 B. mycoides 
ATCC 10206 (14.2 mm) 1주를 제외한 실험균 모두 내성을 

나타내었다. 
결정체 독소 확인 시험에서 B. thuringiensis 6주에서 모

두 독소를 확인할 수 있었고, B. thuringiensis를 제외한 
다른 균주들은 결정체 독소를 형성하지 않았다. 

표준균주에 대한 세균학적 검사에서 일부 검사가 기

대하던 결과와 일치하지 않았기에 세균학적 검사만으로 
B. cereus group의 정확한 동정은 불가능함을 알았다. 

2. API System 세균 동정 결과 

API system으로부터 얻은 결과를 https://apiweb. 
biomerieux.com의 동정용 프로그램에 입력하여 세균을 
동정하였다 (Table 4). API 50CHB만을 사용하여 동정하였

을 경우와 API 50CHB와 API 20E를 함께 사용하였을 경
우의 동정 결과를 표시하였다. 

1) 표준균주 동정 결과 

B. anthracis 4균주에서 API 50CHB만을 사용하였을 경
우, 1순위 동정은 B. cereus로, 2순위 동정은 B. anthracis로 
나타내었다. T index (표준균주에 대한 전형성)는 0.75 이
상으로 높았지만, similarity에서는 60% 미만으로 낮았다. 
또한 B. anthracis Pasteur No.2의 경우, 2순위까지의 동정

Table 4. Continued 

Using API 50CHB Using API 50CHB and API 20E 
Strain 

Identification % ID T Index 

 

Identification % ID T Index 

B. cereus 1 72.3 0.78  B. cereus 1 87.6 0.74 
Bacillus spp. 1B 

B. anthracis 18.6 0.72  B. mycoides  6.5 0.66 

B. anthracis 45.1 0.79  B. cereus 1 58.2 0.74 
Bacillus spp. 003 

B. cereus 1 32.5 0.79  B. mycoides 27.2 0.73 

Bacillus spp. 9727 B. cereus 1 99.1 0.96  B. cereus 1 99.2 0.88 

B. cereus 1 72.3 0.78  B. cereus 1 87.6 0.74 
Bacillus spp. IV 

B. anthracis 18.6 0.72  B. mycoides  6.5 0.66 

B. cereus 1 72.3 0.78  B. cereus 1 87.6 0.74 
Bacillus spp. III 

B. anthracis 18.6 0.72  B. mycoides  6.5 0.66 

B. cereus 1 72.3 0.78  B. cereus 1 87.6 0.74 
Bacillus spp. III BL 

B. anthracis 18.6 0.72  B. mycoides  6.5 0.66 

B. cereus 1 72.3 0.78  B. cereus 1 87.6 0.74 
Bacillus spp. III BS 

B. anthracis 18.6 0.72  B. mycoides  6.5 0.66 

B. cereus 1 85.8 0.99  B. cereus 1 
Low discrimination 76.7 0.91 

Unknown 
Bacillus spp. 

Bacillus spp. Rho 
B. mycoides 12.7 0.89  B. mycoides 20.2 0.88 
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에도 B. anthracis가 포함되지 못하였다. API 50CHB와 
API 20E를 동시에 사용하였을 경우에는 T 값은 거의 변
화가 없었고 B. anthracis의 동정 확률이 43.5%까지 상승

하는 효과를 보였으나, B. anthracis Pasteur No.2는 동정 
결과에 여전히 B. anthracis를 포함하지 못하였다. 결과적

으로 API system으로는 B. anthracis와 B. cereus는 분명하

게 구별하지 못하였다. 

API 50CHB만을 사용한 경우 B. thuringiensis를 모두 B. 
cereus로 동정하였다. 대부분 80% 이상의 높은 similarity
와 0.75 이상의 높은 T값을 나타냈지만, API system에서 B. 
thuringiensis 동정은 정보가 없어 불가능하였다. B. cereus
는 모두 1순위 동정 결과가 일치하였다. API 50CHB와 
API 20E를 동시에 사용하였을 경우에는 similarity는 상승

하였으나, T index는 하락하는 경향을 보이며, 결과적으로 

Figure 1. Dendrogram of 28 strains of B. cereus group constructed by UPGMA based on the bacteriological and API System (API
50CHB & API 20E). The clades are indicated by roman numerals. Clade II encompassed 4 strains of B. anthracis. The scale bars indicate 
the percentage of missmatches between biological and biochemical properties. 
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동정 확률이 비슷하거나 약간 하락하는 결과를 보였다. 
B. mycoides는 API 50CHB만을 사용한 경우에 모두 1

순위 동정이 일치하였다. API 50CHB와 20E를 동시에 사
용하였을 경우에도 모두 1순위 동정이 일치하였다. 다만, 
B. mycoides ATCC 10206에서 similarity가 30% 상승하였으

나, B. mycoides KCTC 3453에서는 T값이 오히려 0.2 정도 
감소하였다. 특히 B. mycoides ATCC 10206을 제외한 4주
에 대해서는 2순위로 B. anthracis로 동정되었다. 

B. cereus group의 표준균주 동정에 있어서 API 50CHB
를 단독으로 사용하였을 때 보다 API 50CHB와 API 20E

Figure 2. MLST Dendrograms were generated by UPGMA method from genetic distances. The scale bar indicate the percentages of 
allelic distances between STs for MLST. The MLST dendrogram shows that B. thuringiensis BGSC 4AJ1, 4AB1, 4CC1 were the most 
proximate to B. anthracis. 
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를 동시에 사용하였을 때 T값과 similarity %가 상승하였

다. 그러나 API System은 실험에 사용된 표준균주 20주 
가운데 B. mycoides 5주를 제외한 15주의 표준균주를 모
두 B. cereus로 동정하였다. 그러므로 API System으로는 
B. cereus group 세균을 명확하게 분류 · 동정할 수 없었다. 

2) 미동정 Bacillus 동정 결과 

미동정 Bacillus 8주는 0.7 이상의 T값을 나타내며 모
두 B. cereus로 동정되었다. API 50CHB만을 사용하였을 
경우와 API 20E를 동시에 사용하였을 경우를 비교해 
보면 미동정 Bacillus 003의 경우 1순위 동정 결과가 B. 
anthracis에서 B. cereus로 바뀌었고, 미동정 Bacillus Rho
의 경우에는 B. cereus로 동정되었지만, 'Low discrimination'
을 나타내며 동정이 제대로 되지 않았다. 

3. 계통수 분석 

1) 세균학적 검사와 API System에 의한 계통수 

5가지의 세균학적 검사와 API system의 결과를 바탕으

로 계통수를 작성하면 2개의 주된 그룹 (I, II)이 형성되

었다 (Fig. 1). 그룹 I은 B. cereus, B. thuringiensis를 포함하

며 이들이 서로 혼재하는 양상을 보였다. 그룹 II는 B. 
anthracis와 B. mycoides를 포함하는 그룹이며 그 안에서 
각 균주들이 서로 다른 2개의 소그룹을 형성하였다. 그

러나 B. mycoides ATCC 10206은 소그룹에 포함되지 못하

였다. 미동정 Bacillus 5주는 소그룹을 형성하였고, Rho는 
B. anthracis와 소그룹을 형성하였다. 

세균학적 검사와 API System 검사는 B. anthracis와 B. 
mycoides의 분류가 가능하였다. 그러나 B. cereus와 B. 

thuringiensis를 구별하지 못하였다. 
2) MLST 결과에 의한 계통수 분석 

총 28균주의 염기서열유형 (Sequence Type)을 이용하여 
계통수를 작성하였다 (Fig. 2). B. anthracis 4균주는 같은 
그룹을 형성하였다. B. anthracis Pasteur No.2와 Sterne 
34-F2가 동일한 염기서열유형을 나타냈으며, B. anthracis 
ATCC 14185와 ATCC 14186이 동일한 염기서열유형을 보
였다. B. anthracis는 B. thuringiensis와 가장 유사함을 보였

으며, 미동정 Bacillus Rho와는 차이를 보였다. 미동정 
Bacillus 6주 (IIIBL, IIIBS, III, IV, 003, 1B)가 동일한 염기서

열유형를 보이며 소그룹을 형성하였다. B. thuringiensis는 
2개의 소그룹을 형성하였고, B. cereus 균주들은 서로 근
접하여 그룹을 형성하였다. 

MLST는 B. cereus group 중 B. anthracis와 미동정 
Bacillus를 비교적 명확하게 분류할 수 있었다. B. cereus, 
B. thuringiensis, B. mycoides 균주들은 각각 소그룹을 형성

하였으나 일부 균주들은 그룹을 형성하지 못하였다. 

4. 세균학적 검사와 sspE 중합효소연쇄반응 결과의 병행 

1) sspE 중합효소연쇄반응 결과 

B. anthracis 4주에 대한 sspE 중합효소연쇄반응 결과

에서 188 bp, 71 bp의 증폭 산물을 확인할 수 있었다. 
표준균주 중 B. anthracis 4주를 제외한 B. cereus 5주, B. 
mycoides 5주, B. thuringiensis 6주 모두에서는 71 bp만이 
증폭되었다 (Fig. 3). 또한 미동정 Bacillus 8균주도 71 bp 
증폭 산물이 나타났는데, 이를 근거로 Rho를 비롯한 미

동정 Bacillus 균주는 B. anthracis가 아니라는 것을 확인

Figure 3. Agarose gel electrophoresis analysis of sspE gene polymerase chain reaction (PCR) on 28 strains of B. cereus group. Lane: 
M, 100-bp DNA size ladder; 1, B. anthracis Sterne 34-F2; 2, B. anthracis Pasteur No.2; 3, B. anthracis ATCC 14185; 4, B. anthracis ATCC
14186; 5, B. thuringiensis BGSC 4AB1; 6, B. thuringiensis BGSC 4AJ1; 7, B. thuringiensis BGSC 4AQ1; 8, B. thuringiensis BGSC 4AS1; 
9, B. thuringiensis BGSC 4CC1; 10, B. thuringiensis DSM 2046; 11, B. cereus KCTC 3624; 12, B. cereus BGSC 6E1; 13, B. cereus KCTC
1014; 14, B. cereus KCTC 1094; 15, B. cereus KCTC 3062; 16, B. mycoides ATCC 10206; 17, B. mycoides ATCC 21929; 18, B. mycoides
ATCC 23258; 19, B. mycoides KCCM 40260; 20, B. mycoides KCTC 3453; 21, Bacillus spp. IB; 22, Bacillus spp. 003; 23, Bacillus spp. 
9727; 24, Bacillus spp. IV; 25, Bacillus spp. III; 26, Bacillus spp. III BL; 27, Bacillus spp. III BS; 28, Bacillus spp. Rho; 29, B. subtilis
ATCC 6051; 30, negative water control (no template DNA). 
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하였다. 대조군으로 사용한 B. subtilis는 음성 결과를 나
타냈다. 

2) 세균학적 검사와 sspE 중합효소연쇄반응 결과 병행

에 의한 계통수 

세균학적 검사, sspE 유전자 중합효소연쇄반응 결과를 
동시에 적용하여 계통수를 작성한 결과, 3개의 주그룹 (I, 

II, III)을 형성하였다 (Fig. 4). 그룹 I에는 미동정 Bacillus, 
B. thuringiensis, B. cereus가 포함되었으며, 각 균주는 종
별로 소그룹을 형성하였다. 특히 Rho를 제외한 미동정 
Bacillus 7주는 B. cereus와 같은 소그룹을 형성하였다. 그
룹 II는 B. mycoides 5주가 소그룹을 형성하였고, 미동정 
Bacillus Rho와 B. cereus 1094가 소그룹을 형성하였다. 그

Figure 4. Dendrogram of 28 strains of B. cereus group constructed by UPGMA based on the bacteriological and sspE gene PCR. The 
clades are indicated by roman numerals. Clade III encompassed 4 strains of B. anthracis. The scale bars indicate the percentage of 
missmatches between biological and sspE gene PCR results. 
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룹 III는 B. anthracis 4주가 그룹을 형성하여 B. cereus 
group내 다른 균종과 분명하게 구별이 되었다. 결과적으

로 세균학적 검사와 sspE 중합효소연쇄반응 결과를 병행

한 방법은 B. cereus group 세균들을 종별로 각각 분류시

켰으며, 특히 미동정 Bacillus 균주들이 B. cereus에 속함

을 알 수 있었다. 
 

고  찰 

 
B. cereus group 세균들을 분류 · 동정하는 방법으로 면

양혈구배지에서의 용혈성, 운동성, penicillin 감수성, 나무

뿌리 모양의 집락형태, 결정체 독소형성 등을 확인하는 
세균학적 실험법이 이용되었다 (8,23,26,28). 본 연구에서 
B. cereus group 표준균주들에 대한 세균학적 검사 결과, 
표준균주로서의 예측과 대부분 일치하였다. 그러나, 일부 
검사에서 기대 결과와 다른 양상을 나타내었다. 또, 미

동정 Bacillus 균주는 Rho를 제외한 7주는 표준균주 B. 
cereus와 세균학적 성상이 같았다. 

세균학적 검사 외에 생화학적 검사가 개발되어 이용되

고 있지만, B. cereus group 세균들의 유사한 생화학적 특
성으로 인해 정확하게 동정하지 못하는 실정이다 (5,18, 
19,20). 본 연구에서도 API system을 이용한 B. cereus 
group의 동정 결과는 B. anthracis와 B. cereus를 분명하게 
구별하지 못하였다. 특히 B. anthracis를 B. cereus로 동정

하였다. API system의 가장 큰 단점은 결과를 주관적으로 
판단한다는 것이고, 이러한 방법은 실험자에 따른 오차 
가능성이 크다. 그러므로 실험의 오차를 최소화하기 위

하여 Borderline의 기준을 명확하게 결정하는 것이 필요

하다고 판단되었다. 이 연구에서는 일부 생화학적 검사에

서 불명확한 결과를 나타낸 3균주 (B. thuringiensis BGSC 
4CC1, 미동정 Bacillus 9727, B. mycoides KCCM 40260)를 
API 50CHB 배지에 배양하고 색 변화를 6시간 간격으로 
관찰하였을 때 48시간까지도 배지의 미세한 색 변화는 
계속되었다. 또한 24시간까지의 색 변화는 현저하게 증
가하나 24시간부터 48시간까지의 색 변화가 천천히 진행

됨을 확인할 수 있었으며, 이것은 세균의 증식과 관계있

을 것으로 생각된다. 그러므로 균주 접종 시기부터 24시
간까지의 색 변화가 현저하게 일어난다면 24시간 이후의 
색 변화가 거의 없어도 그 검사는 양성으로 판독하는 
것이 옳다고 생각된다. 

본 연구에서 현재 B. cereus group의 동정에 이용되고 

있는 생화학적 검사와 세균학적 검사 결과를 함께 이용

하였다. 각각의 검사만으로는 만족할 만한 동정 결과를 
얻지 못하였기 때문에, 세균학적, 생화학적 검사 결과를 
조합하여 계통수를 작성하였다. 계통수 작성은 다른 동
정 과정과 비교하기 위해서이다. 즉, 계통수에서 각 균종

들이 동일 그룹을 형성하면 그 조합된 동정 과정이나 검
사가 B. cereus group의 동정에 유용한 것이라고 판단하

였다. 세균학적 검사와 생화학적 검사 결과로 계통수를 
작성한 결과, B. cereus, B. thuringiensis가 섞여서 존재하였

다. 또 B. anthracis와 미동정 Bacillus Rho가 소그룹을 형
성하였으며, B. mycoides는 같은 균종끼리 소그룹을 형성

하였다. 따라서 세균학적 검사와 생화학적 검사 결과를 
종합하여도 B. cereus group의 분류가 불완전함을 알 수 
있었다. 다만, 지금 사용되고 있는 동정 방법인 생화학적 
검사로 잠정적 동정을 한 후에 세균학적 검사 결과를 
추가한다면 B. cereus와 B. thuringiensis를 구별할 수 있다. 
이 연구에서 시도한 동시 조합은 잘못된 동정을 초래할 
수 있다고 판단되었다. 

저자들이 이전 연구에서 보고한 B. cereus group의 
MLST 결과를 인용했을 때 (15), B. anthracis와 미동정 
Bacillus를 명확하게 분류할 수 있었으며, B. cereus, B. 
thuringiensis, B. mycoides 균주들은 각각 소그룹을 형성하

였다. 그러나, 일부 균주들은 그룹을 형성하지 못하였다. 
세균학적 검사와 API System 조합에서는 미동정 Bacillus 
소그룹이 B. cereus BGSC 6E1과 가장 가깝게 위치하여 
MLST 결과와 일치하였다. 또한 MLST 결과에서 부분별

로 소그룹을 형성하였던 B. thuringiensis는 세균학적 검사

와 API system 조합에서는 서로 매우 가깝게 위치하였다. 
B. anthracis의 경우에는 세균학적 검사와 API System의 
검사의 병행은 MLST 결과와 상당부분 일치하였다. 세균

학적 검사와 API System의 결과에서 동일한 표현형을 보
인 미동정 Bacillus 5주 (IIIBL, IIIBS, III, IV, IB)는 MLST에

서도 동일한 염기서열유형을 보이며 두 검사에서 일치하

는 결과를 보였으나, 미동정 Bacillus 003은 두 검사법에

서 약간의 차이를 나타내었다. 특히 세균학적, 생화학적 
그룹과는 달리 B. anthracis와 B. thuringiensis가 가장 가깝

게 그룹을 형성하여 분자형과 표현형의 유연관계는 그룹 
간에 차이가 있음을 확인할 수 있었다. 따라서 MLST를 
사용한 B. cereus group의 분류는 불완전하다는 것을 알 
수 있었다. 이는 최근에 B. cereus group의 분류 · 동정을 
위하여 MLST 외에도 염색체 유전자 중합효소연쇄반응 
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결과를 추가하여 신뢰할 만한 결과를 얻었다고 보고한 
것과 부합하였다 (21). 본 실험에서도 저자들이 이전에 
보고하였던 아포 관련 유전자 sspE 중합효소연쇄반응

을 이용하였다. 즉, sspE 중합효소연쇄반응으로 B. cereus 
group 중 B. anthracis와 그 외 다른 B. cereus group을 구별

할 수 있었기에, 이를 다른 검사 결과와 조합하여 신속

하고 간편한 B. cereus group의 분류 · 동정법을 고안하려

고 하였다. 
이 연구 결과에서도 확인하였듯이 생화학적 검사만으

로는 표준균주에 대해서도 불명확한 결과를 나타내었다. 
다만, 생화학적 검사 결과를 근거로 세균학적 검사 결과

를 추가한다면 신뢰할 만한 동정 결과를 얻을 수 있다. 
이 연구에서는 신속, 간편함을 목적으로 하여 세균학적 
검사와 sspE 중합효소연쇄반응 결과를 조합하였다. 세균

학적 검사와 sspE 중합효소연쇄반응 결과를 조합한 계통

수에서 각 균종들은 각각 동일한 소그룹을 형성하였다. 
즉, 표준균주 각 균종끼리 한 그룹을 형성하여 B. cereus 
group 동정에 세균학적 검사와 sspE 중합효소연쇄반응 
검사를 동시에 사용하면 신뢰성이 있음을 확인하였다. 

그리고, Rho를 제외한 미동정 Bacillus 7주는 B. cereus와 
같은 그룹을 형성하여, 미동정 Bacillus가 B. cereus임을 
시사하였다. Rho는 분리 당시에 실험동물에 병원성이 없
기에 B. anthracis가 아닌 것으로 밝혀졌지만, 병원성을 
제외한 성상이 B. anthracis와 동일하여 유사탄저균으로도 
불리웠다 (1). Rho가 B. anthracis와 다른 그룹을 형성한 
것으로부터 이 연구에서 제안한 세균학적 검사와 sspE 
중합효소연쇄반응 결과를 조합한 방법의 유용성을 확인

할 수 있었다. 다만, Rho와 B. cereus KCTC1094가 소그룹

을 형성하며 B. cereus 소그룹과 떨어져 있는 것이 해결

해야 할 과제이다. 
이상의 결과들로 이 연구에서 제안한 세균학적 방법과 

sspE 중합효소연쇄반응 결과의 조합이 간편하면서도 신

뢰할 수 있는 방법임을 확인하였다. 이를 근거로 하여 
B. cereus group을 분류 · 동정하는 새로운 방법을 제시하

였다 (Fig. 5). 실제로 저자들은 환경분리주 중 세균학적, 
생화학적 검사로 B. cereus로 동정된 44주에 대해 새로운 
동정 과정을 수행하였을 때 모두 일치하는 성적을 나타

냈다 (미발표). 현재 미생물 분류 동정에 있어 다상분류

법의 유용성이 인정받고 있는데, B. cereus group 세균을 
분류 동정하기 위해 여러 가지 방법을 사용하는 것보다 
이 연구에서 제안한 sspE 중합효소연쇄반응과 세균학적 
방법을 조합한 동정 과정이 신속하고, 간단하면서도 만
족할 만한 수준의 신뢰성을 제공한다고 생각된다. 

다만, 이 연구에서 비록 표준균주를 사용하였지만, 균
주수가 너무 작으며, 수많은 종류의 Bacillus를 동정하는 
방법으로 이용되기 위해서는 앞으로 더 많은 표준균주들

과 환경분리주, 임상검체들을 통하여 확인 보완이 필요

하다고 생각한다. 
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