
서    론

바이러스의 특성상 배양이 어렵거나, 감염성이 높아 직접 실

험이 어려운 바이러스의 경우 대체바이러스(surrogate virus)

가 대안으로 이용되고 있다. 국제적으로 공인된 대체바이러스는 

없지만 여러 문헌에서 실험 목적에 따라 대체 가능한 바이러스

를 이용한 연구가 진행됨을 확인할 수 있다(Steinmann, 2004; 

Kampf 등, 2005; Morin 등, 2015; Prodělalová 등, 2017; 

Eggers 등, 2021).

Bacteriophage는 virus의 일종으로 박테리아를 숙주세

포로 삼기 때문에 세포 배양 시설 없는 실험실에서 쉽게 배

양할 수 있어 H5N1 highly pathogenic avian influenza 

virus(HPAIV), Ebola virus, airborne virus, human envel-

oped virus 등에 대한 실험에 대체바이러스로 사용되어 왔다

(Adcock 등, 2009; Turgeon 등, 2014; Ye 등, 2016; Aquino 

de Carvalho 등, 2017; Gallandat와 Lantagne, 2017). 특히 
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In virucidal efficacy testing, the chemical inactivation cannot be determined for all viruses due to 
the difficulties or the inability to culture sufficiently or the risk of exposure to the viruses. Therefore, 
disinfectants against these viruses could be evaluated by different methods and surrogate viruses 
are used as alternative. In this study we developed a method for efficacy testing of veterinary disin-
fectants using one of the candidate surrogate viruses, bacteriophage MS2, as part of the research on 
the selection of surrogate viruses for efficiency of efficacy testing of veterinary disinfectants. This 
method is based on the Animal and Plant Quarantine Agency (APQA) guidelines for efficacy testing 
of veterinary disinfectants. Bacteriophage and disinfectant are reacted in suspension in accordance 
with the APQA guidelines and then a newly established double agar layer method is applied for the 
efficacy test. The double agar layer method is summarized as follows: 1) The bottom agar with 1.5% 
agar is boiled and cooled before poured into petri dishes at volume of 20 mL, and dried under bio-
logical safety cabinet. 2) The top agar with 0.7% agar is boiled and kept at 50℃ before E. coli culture 
was seeded. 3) The serially diluted bacteriophage MS2-disinfectant mixtures 0.05 mL and E. coli host 
0.01 mL (OD600 0.2~0.3) are mixed with 5 mL of top agar and incubate them at 50℃ for 5 min for 
reaction. 4) The resulting mixture is poured over top of a bottom agar plate and rocked sufficiently to 
ensure that the top agar covers the entire surface of the bottom agar. 5) The double agar layer is then 
placed under biological safety cabinet to allow the agar layer to solidify and subsequently incubated 
at 37℃ for 24 hr. 6) Following incubation, the plates may be inspected for plaques and record results.
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Leviviridae과에 속하는 bacteriophage MS2는 Escherichia 

coli (E. coli)를 숙주세포로 이용하는 coliphage로써 human 

norovirus (Buckley 등, 2020) 및 foot-and-mouth disease 

virus (FMDV) (US EPA, 2016; Wyrzykowska-Ceradini 등, 

2019) 등에 대한 소독제 연구에 대체바이러스로 사용되고 있다.

현재 국내에는 바이러스에 대한 소독제로 허가를 받기 위해서

는 허가대상 바이러스를 이용한 소독제 효력시험 자료가 필요하

지만, 국내에서 발생보고가 없는 해외악성전염병에 대한 소독제 

시험은 국내시험이 제한되고 있고(농림축산검역본부, 2018), 생

물안전 3등급 연구시설을 요하는 경우가 많아 관련 연구가 어려

운 실정이다. 

이에 따라, 본 연구자들은 소독제 효력시험 효율화를 위한 대

체바이러스 선정에 관한 연구를 진행하고 있다. US EPA에서 

고유기물 조건에서 스프레이 형태의 소독제 효력 평가를 위해 

FMDV 대신 bacteriophage MS2를 이용한 보고서(US EPA, 

2016)를 참고하여 bacteriophage MS2를 대체바이러스 후보

로 선정하였고, 이를 이용한 소독제 효력시험법을 확립하였다.

재료 및 방법

시험미생물

Table 1은 본 연구에 사용된 bacteriophage의 특성을 나타

낸다(배와 신, 2016; U.S. EPA, 2016; Ye 등, 2016; Gallandat

와 Lantagne, 2017). Bacteriophage MS2는 Escherichia 

coli (E. coli) C3000을 숙주세포로 하는 바이러스로써 외피가 

없고(non-enveloped) 지름이 약 25~30 nm인 정이십면체 구

조이며, 3.5~3.6 kb의 단일가닥 양성(positive sense) RNA를 

게놈으로 한다. Bacteriophage MS2 (ATCC 15597-B1)와 E. 

coli C3000 (ATCC 15597)는 ATCC에서 구매하여 사용하였다.

사용배지 및 시액

모든 배지의 제조는 초순수(deionised water, DI water)를 

사용한다. 실험에 사용되는 초자(glassware)는 121℃에서 15분 

멸균(autoclaving)과 건조 과정을 거친 후 사용하였다.

Culture broth

Tryptone (BD Difco, Franklin Lakes, NJ, USA; Cat. 

211705) 10 g, yeast extract (BD Difco; Cat. 212750) 1 g, 

sodium chloride (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; Cat. 

7647-14-5) 8 g에 DI water를 첨가하여 950 mL가 되게 한 

후 121℃에서 15분간 멸균하여 50℃로 식힌 후 supplement를 

첨가하였다. Supplement는 glucose (Sigma-Aldrich; Cat. 

50-99-7) 10 g, calcium chloride (Sigma-Aldrich; Cat. 

10043-52-4) 0.294 g, thiamine (Sigma-Aldrich; Cat. 67-

03-8) 0.01 g에 DI water를 첨가하여 50 mL이 되게 한 후 여

과멸균하여 사용하였다.

Bottom agar

Tryptone 10 g, yeast extract 1 g, sodium chloride 8 g, 

agar 15 g에 DI water를 첨가하여 950 mL가 되게 한 후 

121℃에서 15분간 멸균하여 50℃로 식힌 후 상동의 supple-

ment를 첨가한다. 20 mL씩 90×15 mm 페트리 디쉬(petri 

dish)에 부어 굳힌 후 사용하였다.

Top agar

Tryptone 10 g, yeast extract 1 g, sodium chloride 8 g, 

agar 7 g에 DI water를 첨가하여 950 mL가 되게 한 후 121℃

에서 15분간 멸균하여 50℃로 식힌 후 상동의 supplement를 

첨가한다. 50℃ dry oven에서 사용 전까지 보관하였다.

경수

DI water 1,000 mL에 calcium chloride 0.305 g과 mag-

nesium chloride hexahydrate (MgCl2·6H2O) 0.139 g(w/v)

을 함유한 것을 의미한다. 본 연구에서는 경수를 (주)큐어바이오

(CureBio, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다.

유기물 희석액

제조법에 따른 소독제의 희석과 바이러스의 희석을 위해 사

용되는 유기물을 함유한 경수를 의미한다. 경수에 비동화(56℃

에 30분 처리)된 5% (v/v) FBS (fetal bovine serum; Corning 

Inc., Corning, NY, USA)을 함유한 것을 사용하였다.

중화배지

소독제와 바이러스의 반응이 끝나면 소독제의 효능을 중화하

Table 1. Characteristics of bacteriophage MS2

Host Escherichia coli C3000 (ATCC 15597)
Family/genus Leviviridae/Levivirus
Genome 3.5~3.6 kb single-stranded positive sense RNA 
Morphology Non-enveloped, 25~30 nm in diameter, icosahedral
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기 위하여 사용하였다. Culture broth에 비동화한 10% (v/v) 

FBS를 함유한 것을 사용하였다.

미생물 배양

Culture broth 25~30 mL에 E. coli 0.1~1.0 mL을 접종하

여 37℃ shaking incubator (100~150 rpm)에서 약 6시간 동

안 배양 후 흡광도 값(optical density, OD600)을 0.2~0.3으로 

조정하여 실험에 사용하였다.

Bacteriophage MS2-소독제 반응

Bacteriophage와 소독제의 반응단계는 농림축산검역본부 

고시 제2018-16호 소독제 효력시험지침(농림축산검역본부, 

2018)에 따라 실험하였다. 4℃의 bacteriophage MS2 1.0 mL

을 4℃ 유기물 희석액 19.0 mL에 섞은 후 혼합액 2.5 mL를 꺼

내어 4℃에 있는 동량의 소독제가 들어 있는 시험관에 넣고 혼

합한 다음 4℃에서 정확히 30분간 반응을 시키며 도중에 10분

마다 혼합하여 주었다. 이때 소독제 대신 유기물 희석액을 넣은 

실험 대조군을 반드시 포함시켜 실험을 진행하고, 소독제의 농

도조정이 필요한 경우 유기물 희석액으로 희석 후 사용하였다. 

Bacteriophage와 소독제의 반응이 끝나면 소독제의 효능을 중

화하기 위하여 즉시 1.0 mL를 꺼내어 37℃의 동량의 중화배지

에 넣고 혼합하고, 중화가 끝난 혼합액은 culture broth를 이용

하여 10배 단계 희석을 하였다.

Double agar layer method

소독제 효력시험에 double agar layer method를 적용하여 

진행하였다. 본 연구에서 사용한 double agar layer method는 

여러 연구에서 보고된 bacteriophage MS2 시험법(US EPA, 

2001; Cho 등, 2005; Cormier과 Janes, 2014; 서 등, 2019)

에서 배지조성, 배지양, 미생물의 반응 방법 및 조건 등을 변경

하여 확립하였다. 각각의 시험관에 top agar 5 mL과 E. coli 

0.01 mL를 접종하여 혼합한 후 중화가 끝난 bacteriophage 

MS2-소독제 반응액의 10배 단계 희석액 0.05 mL을 각각 무균

적으로 접종하고 부드럽게 섞었다. Top agar가 굳는 것을 방지

하기 위해 시험관을 50℃ dry heating block에 넣어 5분간 반

응시킨 후 bottom agar가 응고된 페트리 디쉬에 전량을 골고루 

부어 접종하였다. Agar가 응고되면 페트리 디쉬를 뒤집어 37℃

에서 24시간 배양한 후 생성된 플라크를 계수하고 계산법에 따

라 역가를 측정하였다. 본 방법은 Fig. 1에서 간략히 표기하였

다.

플라크(plaque) 수 산정

Bacteriophage의 용해작용에 의해 형성되는 플라크를 계수

하였다. 확산 플라크가 없고, 1개의 페트리 디쉬당 10~100개

의 플라크를 생성한 것을 택하여 플라크 수를 계산하는 것을 원

칙으로 하였다(US EPA, 2001). 아래의 계산식 1과 예시에 나타

난 바와 같이 한 페트리 디쉬당 플라크 수에 상당 희석배수에 접

종량(0.05 mL)를 곱한 값을 나누어 그 수치를 plaque forming 

units (PFU)/mL로 나타낸다.

Plaque forming units/mL =
Σ (플라크 수)

(1)
Σ (희석배수×바이러스 접종량)

예시)*

희석배수 플라크 수/페트리 디쉬 바이러스 접종량 (mL)

원액 - 0.05
1:10,000 80 0.000005
1:100,000 10 0.0000005
1:1,000,000 0 0.00000005

*�(80+10)/(0.000005+0.0000005)=90/0.0000055=16,363,636 PFU/mL 

(상용대수 환산값: Log1016,363,636=7.21)

대조군의 검정 등

병원체 대조군은 소독제 대신 경수를 넣어 실험하고 중화반응 

단계에서 병원체의 역가가 mL당 2×105 PFU 이상임을 확인하

였다. 또한, 병원체 대신 경수를 반응시키는 독성 대조군에서는 

소독제에 의한 세균 독성이 일어나지 않았음을 확인하였다.

바이러스 감염력 상실 정도 측정

실험 대조군과 비교하여 병원체가 mL당 104배(상용대수로 환

산한 값 4) 이상의 사멸 또는 불활화가 확인된 소독제를 효력이 

있다고 판정하였다.

세균 독성 확인

4℃의 경수 1.0 mL을 4℃ 유기물 희석액 19.0 mL에 섞은 후 

혼합액 2.5 mL를 꺼내어 4℃에 있는 동량의 소독제가 들어 있
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는 시험관에 넣고 혼합한 다음, 4℃에서 정확히 30분간 반응을 

시키며 도중에 10분마다 혼합하여 주었다. 경수와 소독제의 반

응이 끝나면 즉시 1.0 mL를 꺼내어 37℃의 동량의 중화배지에 

넣고 혼합하고 double agar layer method 실험을 진행하였다. 

플라크가 생성되었으면 세균 독성이 있다고 판정하였다.

결    과

본 연구는 bacteriophage MS2를 이용하여 소독제 효력을 

확인하기 위한 시험법 개발을 목적으로 수행하여 double agar 

layer method를 확립하였고, Fig. 1에서 간략히 표기하였다. 

Bottom agar와 top agar는 agar powder 함량이 각각 1.5% 

(w/v), 0.7% (w/v)가 되게 하였고, 배지양은 20 mL와 5 mL

에서 플라크가 가장 잘 보였다. E. coli 0.01 mL을 top agar 

5 mL에 접종 후 손으로 가볍게 돌리면 섞고 bacteriophage 

MS2-소독제 반응액 0.05 mL 를 접종하여 배지 내에서 미생물

이 반응할 수 있도록 하였다. 여러 기존법보다 미생물을 낮은 농

도로 접종하는 대신 50℃ dry heating block에 시험관을 꽂아 

5분의 미생물 간 반응시간을 주어 플라크 형성이 더 잘 될 수 있

도록 하였다. Dry heating block 사용은 water bath를 사용하

는 것 보다 오염 가능성을 낮출 수 있는 장점이 있다. 반응이 끝

난 혼합액은 즉시 bottom agar 페트리 디쉬에 부어 좌우와 앞
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Fig. 1. Schematic representation of 
double agar layer method for dis
infectant efficacy test.



뒤로 가볍게 돌려 top agar가 골고루 퍼지게 하고 굳혔다.

Fig. 2는 double agar layer method를 이용한 bacterio-

phage MS2의 소독제 효력시험 결과의 예로써 실험 대조군의 

10−6~10−9 희석액에서 생성된 플라크의 모습이다. 소독제 대

신 유기물 희석액을 bacteriophage MS2와 반응시킨 후 중화 

과정을 거쳐 10배 단계 희석을 하고, 각각의 희석액 0.05 mL

을 top agar 5 mL과 E. coli 0.01 mL 혼합액에 접종, 반응 후 

bottom agar 위에 부어 37℃에서 24시간 배양하였다. 숙주세

포인 E. coli로 덮여 있는 agar에 희석단계가 높아질 수록 투명

한 세포용해 영역(clear lysis zones)인 플라크가 계수 가능할 

정도로 확인되었다. 따라서, 한 페트리 디쉬당 10~100개의 플

라크를 생성한 10−8 희석액의 결과를 선택하여 실험 대조군의 

역가 계산에 사용하였다. 대조군의 역가는 10−8 희석액에서 25

개의 플라크가 생성되어 25에 희석배수인 10−8과 접종량 0.05

를 곱한 값을 나누어 5×1010 PFU/mL이며, 상용대수로 환산한 

값은 약 10.7이다. FMDV에 효력이 확인된 소독제를 처리한 실

험군의 바이러스 감염력 상실 정도 측정 결과 대조군과 비교하

여 플라크 수가 ≥4-log 감소함을 확인하여 본 방법으로 소독제 

효력시험 평가가 가능함을 확인하였다.

고    찰

소독제 효력시험 시 바이러스의 특성상 배양이 어렵거나 감염

성이 높아 위험을 초래할 수 있는 경우 대체바이러스를 사용하

여 시험을 하며, 이러한 대체바이러스의 도입은 주요 병원성 바

이러스의 작용과 불활화에 대한 중요한 정보를 제공하고 있다.

Bacteriophage MS2는 바이러스 오염 제거제의 효능을 

평가하는 데 가장 일반적으로 이용되는 대체바이러스이며

(Wyrzykowska-Ceradini 등, 2019), 배양이 가능한 특성은 대

체바이러스로 널리 사용되는 이유 중 하나이다 (Turgeon 등, 

2014). 특히 bacteriophage MS2는 FMDV 오염 제거에 권

장되는 소독제에 민감한 것으로 보고되었다(Wyrzykowska-

Ceradini 등, 2019). 본 연구의 목적은 소독제 효력시험 효율

화를 위한 대체바이러스 후보 바이러스 중 하나인 bacterio-

phage MS2를 이용한 소독제 효력시험법을 확립하는 것이었다.

Double agar layer method의 신뢰성과 정확도는 플라크의 

가시성 확보에 따른 일관성 있는 플라크 계수에 영향을 받는다. 

Agar layer의 조성과 배지양, 숙주세포인 박테리아의 접종량 등

이 최적의 조건이 아닌 경우, 플라크가 흐리거나 너무 작아 정확

한 정량적 평가가 힘들다. 따라서 정확한 방법으로 플라크 선명

도를 증가시켜 플라크 구별을 쉽게 하는 것이 중요하다. 본 연구

에서 확립한 시험법으로 대조군 시험 시 bacteriophage의 희

석이 진행될수록 플라크 수가 정량 및 계수가 가능할 정도로 정

확하게 농도에 따라 변하는 것을 확인할 수 있었다.

Lillehaug (1997)는 top agar가 부드럽고(낮은 agar 함량) 

얇을수록 phage의 확산 속도가 높아지고, 영양분을 제공하는 

bottom agar는 pH 감소를 완충하며 부드럽고 얇을수록 가

시성을 높여준다고 하였다. 따라서 본 연구에서도 top agar와 

bottom agar의 agar의 함량과 배지의 양을 조절하여 플라크의 

가시성을 확보하고 계수가 쉽도록 하였다. 

미생물 배양에는 여러 가지 방법이 있으며, 세포와 배지를 다

루는 모든 실험과정을 무균적으로 수행해야 한다. 본 연구에서

는 top agar에 bacteriophage와 숙주세포인 E. coli를 혼합하

여 bottom agar에 부어서 접종하는 방법(pouring method)을 

선택하였다. 이 방법은 도포하는 방법(spreading method)보

다 간편하지만, agar가 굳으면 phage가 갇히게 되어 E. coli를 

감염시킬 수 없을 수 있고 균질성의 문제가 있어 실험 시 agar

가 굳지 않는 온도를 유지하고 중층 시킨 후 즉시 좌우로 잘 흔

들어 골고루 분포될 수 있도록 하는 것이 중요하였다. 배지에 

supplement를 첨가함으로써 E. coli의 최적 성장 조건(glu-

cose, thiamine)을 제공하고 세포막의 투과성을 증가(CaCl2)시

켜 bacteriophage MS2의 증식과 숙주세포와의 반응에 도움을 

주었다(Cormier과 Janes, 2014). 

연구진행 시 시험의 목적이나 대상 미생물에 따라 가장 적합

한 실험법을 선택할 수 있지만, 기존의 실험법에서 조정하거나 

개발하는 것도 중요하다(Sanders, 2012). 본 연구에서는 박테
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Fig. 2. Example of phage lysis pla
que phenotypes observed in bac
teriophage MS2 onto E. coli C3000 
lawn. The presence of phage can be 
identified as clear zones, or plaques, 
on a cloudy suspension of bacterial 
cells growing in the soft agar.



리아를 숙주세포로 사용하는 바이러스의 특성을 이용하여 기존

의 double agar layer method에서 배지조성, 배지양, 미생물

의 반응 방법 및 조건 등을 변경하여 최적의 시험법을 확립하였

다. 본 연구에서 개발된 방법은 소독제 효력시험을 위해 bacte-

riophage MS2를 대상으로 수행되었지만, 플라크 분석이 가능

한 다른 용해성 phage에도 적용할 수 있을 것으로 사료된다.

결    론

본 연구에서는 bacteriophage MS2를 이용한 소독제 효력

시험법을 확립하였다. 시험법 개발 시 농림축산검역본부 고시 

제2018-16호 소독제 효력시험지침(농림축산검역본부, 2018)

을 기준으로 하였으며, 병원체인 bacteriophage와 숙주세포

의 배양 조건 및 반응 조건 등을 확립하여 double agar layer 

method를 개발하였다.
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