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살생물제

효과·효능 시험방법 자료집 - 살균제류

1   살균제

1.1 현탁액시험법

1.2 모의표면시험법

살균제류

2부
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이 시험방법은 살균제의 세균 현탁액 대상 살균 효과·효능을 평가하는 방법이다.

��� ���	


WXYXW 이 시험방법은 가정, 사무실, 다중이용시설 등 일상적인 생활공간 또는 그 밖의 

공간에서 사용하는 살균제를 대상으로 하며, 제형은 액체형, 고체형, 분말형, 겔형, 와이

프형 등 살균제의 세균에 대한 효과·효능 평가에 적용한다.

WXYXY 살균제는 시험과정에서 80 %까지 희석되므로 시험용액의 농도는 요구되는 시험

농도(실제 시험농도)의 1.25배이어야 하며, 제품 자체를 시험용액으로 사용할 경우 최고 

시험농도는 80 %이다. 

��� ��'$

��� ��
�������

시험군과 대조군에 시험균주를 접종하고 배양 후 생균수를 측정하여 시험군과 대조군

을 비교한 것

��� ����

탄수화물, 지방 또는 단백질 등의 유기물과 무기질 물질 등 살균제의 효력에 영향을 

미칠 수 있는 물질로써, 살균제의 실제 사용 조건을 모사하기 위해 첨가함
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살균제 시험용액과 세균 현탁액의 정해진 시간 동안 반응 후 추가 반응이 일어나지 

않도록 살균제를 불활성화시키기 위해 첨가하는 물질

��� ��

모든 종류의 미생물과 아포를 완전히 사멸시키는 것


�� ��((�)�(*

��� �� !��!

멸균기는 (121 ± 3) ℃, 압력 (103 ± 5) kPa에서 유지 가능할 것

��� "#
$

(4 ± 1) ℃, (10 ± 1) ℃, (20 ± 1) ℃, (30 ± 1) ℃, (40 ± 1) ℃ 또는 추가 시험온도 (��

± 1) ℃로 조절 가능한 항온수조

��� %&!

(20 ~ 40) ℃의 범위로 사용 가능하며, 오차 범위가 ± 1 ℃인 배양기

��� '(�)*!

(20 ± 1) ℃에서 pH 측정 시, 0.1 단위의 정밀도를 확보한 장비

��+ ,-./

��0 12,�34
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최소한 50 mL의 용액을 담을 수 있어야 하고 적합한 재질의 멸균된 여과막(지름 : (47 ~ 

50) ㎜, pore size : 0.45 ㎛)을 사용하여야 한다. 진공을 사용하는 경우 균일한 여과율을 

보여 미생물이 여과막 전면에 균일하게 분포될 수 있어야 하며 지나치게 장시간 여과를 

하지 않도록 세척액 100 mL가 (20 ~ 40)초 사이에 여과될 수 있도록 설계되어야 한다.

��: ;9�

(2 ~ 8) ℃ 조절 가능한 냉장고

��< =>�?@

10 mL, 1 mL, 0.1 mL 및 0.05 mL 또는 자동보정 피펫 사용

���A %&BC

(90 ~ 100) mm 크기의 배양접시 사용

���� D,�EF,G

���� HI

백금, 니크롬 또는 텅스텐으로 만든 것

���� ��JKLMN

생물안전등급이 Ⅱ등급 이상인 생물안전작업대 사용

���� OP#�;Q�

(-20 ~ -70) ℃까지 조절 가능한 냉동고



�� 	�� �

"�� ���+,

��� CR��S

ZXWXW 다음 4가지 시험 균주를 표준 균주로 사용한다.

- Pseudomonas aeruginosa  ATCC 15442

- Escherichia coli  ATCC 10536

- Staphylococcus aureus  ATCC 6538

- Enterococcus hirae ATCC 10541

ZXWXY 상기 표준 균주 외에 다음과 같은 시험 균주를 선택하여 추가할 수 있다.

- Salmonella Typhimurium  ATCC 13311

- Lactobacillus brevis  DSM 6235

- Enterobacter cloacae DSM 6234

비고 1 이 시험 방법에서 명시되지 않은 균주를 사용할 경우, 사용한 균주명 및 관련 내용을 기록한다.

��� %T

해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른 배지를 사용한다.

��� �

미생물에 독성을 나타내거나 미생물 생장을 억제할 수 있는 물질을 포함하지 않아야 한

다. 증류된 물을 사용하되 탈염된 물을 사용해서는 안 된다. 고압증기멸균기를 이용하여 

멸균한다.

��� U


증류수 1 L에 CaCl2 0.305 g(w/v)와 MgCl2·6H2O 0.139 g(w/v)를 첨가하여 제조한다. 제

조된 경수는 막여과장치를 사용하여 여과 멸균한다.
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ZX[XW 알부민 용액

- 청정 조건을 위한 조제

0.3 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 100 mL에 녹인다. 막여과장치

를 사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 0.3 

g/L이다.

- 오염 조건을 위한 조제

3.0 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 100 mL에 녹인다. 막여과장치

를 사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 3.0 

g/L이다.

ZX[XY 추가 간섭 물질 선정 시, 이온 조성(예: pH, 칼슘이나 마그네슘 경도)과 화학 조

성(예: 무기질 물질, 단백질, 당질, 지질, 세정제 등)은 명확하여야 한다. 물질명 및 관련 

사항은 시험 보고서에 기록되어야 한다.

��0 VWX

증류수 1 L에 Tryptone, pancreatic digest of casein 1.0 g, Sodium chloride(NaCl) 8.5 

g을 첨가한 후 고압증기멸균기를 이용하여 멸균하고, 멸균 후 20 ℃에서 pH (7.0 ± 

0.2)가 되도록 한다.

��5 ���

다음의 기본 중화제를 우선 적용하며, 중화효능 유효성이 확인되지 않을 시 해당 살균제의 

특성에 따라 적절한 것을 선택하여 멸균된 것을 사용하고, 중화효능 유효성을 확인한다.

ZX\XW 기본 중화제

1 % 멸균인산완충용액 또는 4.6항 희석액 1 L에 Lecithin 3 g, Polysorbate 80 30 g, 

Sodium thiosulfate 5 g, L-Histidine 1 g, Saponine 30 g을 첨가하여 제조한 후 멸균한다.
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ZX\XY 기본 중화제 외의 중화제 조성 및 제조는 부록 표 2.를 참고한다.

비고 2 상기에서 열거한 중화제 이외에 적절한 다른 중화제를 사용할 수 있다.

��: YZX

막-여과법 시험에 사용하는 세척액은 멸균된 것을 사용하고 막을 통하여 여과될 수 있

어야 한다. 다음의 세척액 중 한 가지를 사용할 수 있다.

ZX]XW 4.3항 물

ZX]XY 4.6항 희석액

ZX]X^ 0.1 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]XZ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]X[ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80과 Lecithin(0.7 g/L)을 함유한 용액

ZX]X_ 4.7항 중화제

비고 3 상기에서 열거한 용액 이외에 적절한 다른 용액을 사용할 수 있다.

-�� ���.�/0

시험용액 준비 시 시험 균주 외 미생물로 인한 오염을 방지하기 위해 생물안전작업대(Ⅱ

등급) 내에서 무균적으로 작업하며, 시험용액 제조방법은 다음 표와 같다.
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표 1. 제형별 시험용액 제조방법

시료 제형 시험용액 제조방법

액체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

고체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해. 최소 (1.00 ± 0.01) g 이상 용해

분말형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해

겔형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

와이프형 최소 24 mL 이상이 되도록 시험용액을 짜냄

기타 제형 제품 사용 농도에 따라 제조

- 희석은 부피/부피(v/v)을 기준으로 하여 경수로 부피플라스크에서 제조된다.

- 바로 사용하는 제품의 희석은 물로 제조될 수 있다.

- 시험용액은 바로 제조해야 하며 2시간 이내에 시험에 사용해야 한다.

- 용액은 모든 과정에서 안정하고 물리적으로 동질한 상태를 유지해야 한다. 절차 중  

침전물 혹은 응집물로 인한 비동질화가 육안으로 발견될 경우 이는 시험 보고서에 

기록되어야 한다.

1�� ����2�34.�/0
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_XWXW 시험 미생물의 활성 배양을 위하여 초저온 냉동고에서 보관 중이던 시험균주를 

해당 미생물의 고체배지 또는 사면배지에 접종하여 (18 ~ 24) 시간 배양한다.

_XWXY 같은 방법으로 2차 또는 3차 배양하여 이를 활성 배양균으로 사용한다.

비고 4 배양온도는 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

0�� CR�S�]^X

_XYXW 희석액 10 mL를 시험관에 넣고 활성 배양균을 멸균 루프로 취하여 해당 희석액

에 접종한다. 이 때 루프를 희석액에 담그고 시험관의 벽면에 문질러 균을 완전히 떨어

뜨려 희석액에 혼합되도록 하고, 균질하게 섞는다.
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_XYXY 희석액을 사용하여 시험 균수를 (1.5 × 108 ∼ 5.0 × 108) CFU/mL로 조정하며, 

흡광도 측정법이나 기타 적절한 방법을 이용하여 균수를 추정한다. 시험균주 현탁액은 

시험균 활성저하를 고려하여 2시간 이내에 사용한다.

_XYX^ 시험균주 현탁액 농도 측정시 생균수 계수를 위해 희석액을 사용하여 시험균주 

현탁액을 단계희석한 후 2개의 배지에 주입평판법 및 도말평판법을 이용하여 배양한다.

_XYXZ 접종한 배지는 배양기에서 (18 ~ 24) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 시험 현

탁액 농도는 (1.5 × 108 ∼ 5.0 × 108) CFU/mL이어야 한다.

비고 5 배양시간은 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

5�� ���67

희석-중화법을 기본 시험방법으로 하며, 제시된 중화제로 중화되지 않을 경우 막-여과

법으로 시험한다. 간섭물질의 경우 청정조건 또는 오염조건 중 해당 조건을 선택하여 적

용한다.

5�� VW_��`�CR

\XWXW 시험을 위한 시험관을 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 대조군 6개 중 3개

는 접종 직후 대조군으로 사용한다.

\XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL

의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액과 4.4항 경

수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용) 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합용액을 희석

하여 평판계수법을 이용하여 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX^ 시험군 시험관 3개와 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분

주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 

항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다. 
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비고 6 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃, (30 ± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

\XWXZ 항온수조에 유지 후 시험군은 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼

합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초 동안 유지한다. 시험 시간 종료 직전 

다시 혼합한다. 대조군은 시험용액 대신 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사

용)를 첨가하여 혼합한다.

비고 7  시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃, (30 ± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 8  반응 시간은 5분 ± 10초(일반) 를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 

5초, 15분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XWX[ 시험 시간의 종료 시, 즉시 시험군 및 대조군의 혼합용액 1.0 mL를 8.0 mL 중화제

와 1.0 mL 물을 포함한 시험관으로 옮긴다. 혼합하고 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온

수조에 (10 ± 1) 초간 유지한다. 반응 시간이 10분 초과인 경우 5분 ± 10초간 유지한다.

\XWX_ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 각

각 2개 배양접시에 접종한다..

\XWX\ 접종한 배지는 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 

5�� 6_78`�CR

\XYXW 시험을 위한 시험관을 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 대조군 6개 중 3개

는 접종 직후 대조군으로 사용한다.

\XYXY 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL

의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액과 4.4항 경

수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용) 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 세척액 50 mL로 

채워진 2개의 막여과장치에 혼합용액 0.1 mL를 각각 넣고 여과한다. 혼합용액을 여과한 

직후 세척액 150 mL로 세척하고, 물 50 mL로 추가 세척한다(물로 세척하는 경우, 물 
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200 mL로 세척한다). 세척한 막을 고체 배지에 옮겨 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배

양한다.

\XYX^ 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현

탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

비고 9 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃, (30 ± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

\XYXZ 유지 후 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조

절된 항온수조에 5분 ± 10초 동안 유지한다. 시험 시간 종료 직전 다시 혼합한다. 시험 

대조군은 시험 용액 대신 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용)를 첨가하여 

혼합한다.

비고 10 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃, (30 ± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 11 시험 시간은 5분 ± 10초(일반) 또는 1분 ± 5초(손 소독제)를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따

라 추가 반응시간은 1분 ± 5초, 15분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XYX[ 시험 시간의 종료 시, 즉시 시험군 및 대조군 혼합물 0.1 mL를 2번 취하여 각각 

세척액 50 mL로 채워진 2개의 막여과장치로 여과한다. 혼합물을 여과한 직후 세척액 

150 mL로 세척한 후 물 50 mL로 추가 세척한다(물로 세척하는 경우, 물 200 mL로 세척

한다).

\XYX_ 세척한 막을 고체 배지에 옮겨 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양

한다. 총 생균수 확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 

계수한다. 

8�� ��9:�;�<�=>

]XWXW 중화효능 유효성을 확인하기 위해 시험관 1개를 준비하여 1.0 mL의 4.5항 간섭

물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 4.6항 희석액과 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하

여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초 동안 유지한다. 반응 



�� 	�� �

시간 종료 직전 다시 혼합한 후 즉시 혼합용액 1.0 mL를 8.0 mL 중화제와 0.9 mL 물을 

포함한 시험관으로 옮긴다. 혼합하고 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 (10 ± 1) 

초간 유지한다. 반응 시간이 10분 초과인 경우 5분 ± 10초간 유지한다. 중화 후, 6.2.2항 

시험균주 현탁액 0.1 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 

5분 ± 10초 동안 유지한다. 즉시 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 2개 배양접시에 접종

한다. 접종한 배지는 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배양하며, 총 생균수 확인은 7.1.7항

에 따라 확인한다. 중화효능 유효성 확인 농도는 (1.0 × 106) CFU/mL 이상이어야 한다.

비고 12 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃, (30 ± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다. 중화 온도는 (20 ± 1) ℃이다.

]XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도는 (1.5 × 107 ~ 5.0 × 107) CFU/mL 이내이어야 하

며, 시험 대조군 농도는 (1.0 × 106) CFU/mL 이상이어야 한다.

?�� #��@A�)��3
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`XWXW 시험 결과는 희석배수를 고려하여 CFU/mL로 환산하며, 균 농도는 다음과 같이 

계산한다. 단, 유효 숫자 2자리까지 표시한다.

� � � ��

N : 균 농도(CFU/mL)

C : 2개 배양접시 평균 생균수(CFU/mL)

D : 희석배수

비고 13 혼합물 원액의 배양접시를 계수했을 때, 집락이 없는 경우, 균농도는 ‘< 1’ 로 표기한 후, 생균수  

감소값(율) 계산에 사용하는 수는 ‘1’이 된다.

`XWXY 3회 반복시험에서 시험군 및 대조군의 유효한 시험 성립 조건은 다음과 같다.
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Lmax : 최대 균수의 로그 값

Lmin : 최소 균수의 로그 값

Lmaen : 평균 균수의 로그 값

`XWX^ 생균수 감소값과 감소율은 다음과 같이 계산한다.

[생균수 감소값]
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[생균수 감소율]
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R : 생균수 감소값

Nt : 3회 대조군 평균 농도(CFU/mL)

Na : 3회 시험군 평균 농도(CFU/mL)

<�� a8�d]

`XYXW 시험 결과는 로그 감소값으로 표기된다. 감소율(%) 추가 표기도 가능하다.

`XYXY 로그 감소값으로 표기되는 시험결과는 소수점 둘째자리에서 반올림하여 소수점  

       첫째 자리까지 표기한다. 감소율(%)로 표기되는 시험결과는 소수점 셋째자리까  

       지 표기가능하며 이하는 버림한다.

`XYX^ 시험 균주의 균주명과 균주 번호를 기록한다.

`XYXZ 각 시험 미생물에 대해 시험에서 사용된 제품의 농도를 기록한다.

`XYX[ 막-여과법 사용 시, 여과 시간이 1분이 넘어갈 경우 여과 시간을 기입한다.
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표 1. 균주별 배양 조건

균주

항목
균주명 분양번호

배양

온도[℃] 배지

표준

균주

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 37 TSA

Escherichia coli ATCC 10536 37 NA

Staphylococcus aureus ATCC 6538 37 TSA

Enterococcus hirae ATCC 10541 37 BHIA

추가

균주

Salmonella Typhimurium ATCC 13311 37 NA

Lactobacillus brevis DSM 6235 30 LMA

Enterobacter cloacae DSM 6234 30 NA

기타 균주 분양정보에 따름

※ TSA : Tryptic Soybean Agar

TSA 조성 용량 TSA 조성 용량

Tryptone

Soytone

Dextrose

NaCl

17 g

3 g

2.5 g

5.0 g

K2HPO4
Agar

DI Water

2.5 g

15 g

1,000 mL

※ NA : Nutrient Agar

NA 조성 용량 NA 조성 용량

Beef Extract

Peptone

3.0 g

5.0 g

Agar

DI Water

15.0 g

1,000 mL

※ BHIA : Brain Heart Infusion Agar

BHIA 조성 용량 BHIA 조성 용량

Calf Brains, infusion from

Beef Hearts, infusion from

Proteose Peptone

Dextrose

200 g

250 g

10.0 g

2.0 g

NaCl

Na2HPO4
Agar

DI Water

5.0 g

2.5 g

15 g

1,000 mL

※ LMA : Lactobacilli MRS Agar

NA 조성 용량 NA 조성 용량

Proteose Peptone

Beef extract

Yeast extract

Dextrose

Sorbitan monooleate

Ammonium citrate

10.0 g

10.0 g

5.0 g

20.0 g

1.0 g

2.0 g

Sodium acetate

MnSO4·H2O

Na2HPO4
Agar

DI Water

5.0 g

0.05 g

2.0 g

15.0 g

1,000 mL
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표 2. 중화제(희석-중화법) 조성 및 제조방법 예시

시료 성분 중화제

4급 암모늄화합물계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 30 g/L Polysorbate 80 + 4 g/L Sodium dodecyl sulphate

  + 3 g/L Lecithin

- 3 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 5 g/L Polysorbate 80

비구아니드(Biguanides) 및 

유사 화합물
- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

염소계, 과산화물계

- 30~20 g/L Sodium thiosulphate + 30 g/L Polysorbate 80

  + 3 g/L Lecithin

- 50 g/L Polysorbate 80 + 0.25 g/L Catalase + 10 g/L Lecithin

알데하이드(Aldehydes)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

페놀계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin

- 7 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 4 g/L Polysorbate 80

알코올계 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 시료의 pH에 따라 중화제 및 세척액의 pH를 조절하거나 인산 완충용액에서 제조할 수 있다.

- 지방알코올 축합 Ethylene oxide는 C12에서 C18까지 가능하다.

- Lecithin은 계란을 권장한다.

- Sodium thiosulphate의 유독성은 시험 균주마다 다르다.

- 짧은 연쇄 알코올(C5 미만)의 중화에는 간단한 희석으로도 가능하다. 알코올 기반 제품에 추가 항균 

성분이 포함된 경우, 주의해야 한다.

- 하나 이상의 성분을 포함한 경우, 여러 성분의 혼합 중화제가 필요할 수 있다.

- 여러 성분의 혼합 중화제는 고농도의 시료를 중화하지 못할 수도 있다.
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표 3. 시험 결과 예시

 <생균수 계산 및 표기>

시험 항목

시험 결과

반복

횟수

생균수

[CFU]

평균값

[CFU]

희석

배수

균 농도

[CFU/mL]

평균값

[CFU/mL]

녹농균

대조군

1회
164

162 104 1.6 × 106

1.6 × 107

160

2회
173

170 104 1.7 × 106
168

3회
165

164 104 1.6 × 106
162

액상

살균제

1회
< 1

< 1 1 1

1

< 1

2회
< 1

< 1 1 1
< 1

3회
< 1

< 1 1 1
< 1

 <감소율 계산 계산 및 표기>

시험 항목
시험 결과

반응 후 농도 로그 감소값 감소율[%]

녹농균
대조군 1.6 × 106 - -

액상 살균제 1 6.2 99.999

 

 <반복시험 유효성 확인>

시험 항목 시험 결과

녹농균

대조군
�

�
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액상 살균제
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※ 사용 균주 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

※ 시험 현탁액 농도 : 1.8 × 108 CFU/mL

※ 접종 직후 초기 대조군 농도 : 1.6 × 107 CFU/mL

※ 중화효능 유효성 확인 농도 : 1.1 × 106 CFU/mL

※ 시험 조건

   시험용액 농도 80 %(원액); 온도 (20 ± 1) ℃; 반응 5분 ± 10초; 청정 조건(0.3 g/L BSA)

※ 배양 조건

   온도 (37 ± 1) ℃, 24시간 배양
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이 시험방법은 살균제의 진균 현탁액 대상 살균 효과·효능을 평가하는 방법이다.

��� ���	


WXYXW 이 시험방법은 가정, 사무실, 다중이용시설 등 일상적인 생활공간 또는 그 밖의 

공간에서 사용하는 살균제를 대상으로 하며, 제형은 액체형, 고체형, 분말형, 겔형, 와이

프형 등 살균제의 진균에 대한 효과·효능 평가에 적용한다.

WXYXY 살균제는 시험과정에서 80 %까지 희석되므로 시험용액의 농도는 요구되는 시험

농도(실제 시험농도)의 1.25배이어야 하며, 제품 자체를 시험용액으로 사용할 경우 최고 

시험농도는 80 %이다. 

��� ��'$
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탄수화물, 지방 또는 단백질 등의 유기물과 무기질 물질 등 살균제의 효력에 영향을 

미칠 수 있는 물질로써, 살균제의 실제 사용 조건을 모사하기 위해 첨가함

��� ���

살균제 시험용액과 세균 현탁액의 정해진 시간 동안 반응 후 추가 반응이 일어나지 

않도록 살균제를 불활성화시키기 위해 첨가하는 물질
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모든 종류의 미생물과 아포를 완전히 사멸시킴
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멸균기는 (121 ± 3) ℃, 압력 (103 ± 5) kPa에서 유지 가능할 것

��� "#
$

(4 ± 1) ℃, (10 ± 1) ℃, (20 ± 1) ℃, (30 ± 1) ℃, (40 ± 1) ℃ 또는 추가 시험온도 (��

± 1) ℃로 조절 가능한 항온수조

��� %&!

(20 ~ 40) ℃의 범위로 사용 가능하며, 오차 범위가 ± 1 ℃인 배양기

��� '(�)*!

(20 ± 1) ℃에서 pH 측정 시, 0.1 단위의 정밀도를 확보한 장비

��+ ,-./

��0 12,�34

��5 6789/

최소한 50 mL의 용액을 담을 수 있어야 하고 적합한 재질의 멸균된 여과막(지름 : (47 ~ 

50) ㎜, pore size : 0.45 ㎛)을 사용하여야 한다. 진공을 사용하는 경우 균일한 여과율을 

보여 미생물이 여과막 전면에 균일하게 분포될 수 있어야 하며 지나치게 장시간 여과를 



�� ��� �

하지 않도록 세척액 100 mL가 (20 ~ 40)초 사이에 여과될 수 있도록 설계되어야 한다.

��: ;9�

(2 ~ 8) ℃ 조절 가능한 냉장고

��< =>�?@

10 mL, 1 mL, 0.1 mL 및 0.05 mL 또는 자동보정 피펫 사용

���A %&BC

(90 ~ 100) mm 크기의 배양접시 사용

���� D,�EF,G

���� ��JKLMN

생물안전등급이 Ⅱ등급 이상인 생물안전작업대 사용

���� OP#�;Q�

(-20 ~ -70) ℃까지 조절 가능한 냉동고

���� (efghijgfejek

진균 포자를 계수할 때 사용

���+ lm]nU

���0 op�qrs
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pore size 5 ㎛ 의 필터 페이퍼

���5 tuvw!

���: xwyz

균사체에서 포자를 분리하기 위해 사용

"�� ���+,

��� CR��S

ZXWXW 다음 1가지 시험 균주를 표준 균주로 사용한다.

- Aspergillus brasiliensis  ATCC 16404

비고 1 이 시험 방법에서 명시되지 않은 균주를 사용할 경우, 사용한 균주명 및 관련 내용을 기록한다.

��� %T

해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른 배지를 사용한다.

��� �

미생물에 독성을 나타내거나 미생물 생장을 억제할 수 있는 물질을 포함하지 않아야 한

다. 증류된 물을 사용하되 탈염된 물을 사용해서는 안 된다. 고압증기멸균기를 이용하여 

멸균한다.

��� U


증류수 1 L에 CaCl2 0.305 g(w/v)와 MgCl2·6H2O 0.139 g(w/v)를 첨가하여 제조한다. 제

조된 경수는 막여과장치를 사용하여 여과 멸균한다.
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ZX[XW 알부민 용액

- 청정 조건을 위한 조제

0.3 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 100 mL에 녹인다. 막여과장치

를 사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 0.3 

g/L이다.

- 오염 조건을 위한 조제

3.0 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 100 mL에 녹인다. 막여과장치

를 사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 3.0 

g/L이다.

ZX[XY 추가 간섭 물질 선정 시, 이온 조성(예: pH, 칼슘이나 마그네슘 경도)과 화학 조

성(예: 무기질 물질, 단백질, 당질, 지질, 세정제 등)은 명확하여야 한다. 물질명 및 관련 

사항은 시험 보고서에 기록되어야 한다.

��0 VWX

증류수 1 L에 Tryptone, pancreatic digest of casein 1.0 g, Sodium chloride(NaCl) 8.5 

g을 첨가한 후 고압증기멸균기를 이용하여 멸균하고, 멸균 후 20 ℃에서 pH (7.0 ± 

0.2)가 되도록 한다.

��5 ���

다음의 기본 중화제를 우선 적용하며, 중화효능 유효성이 확인되지 않을 시 해당 살균제의 

특성에 따라 적절한 것을 선택하여 멸균된 것을 사용하고, 중화효능 유효성을 확인한다.

ZX\XW 기본 중화제

1 % 멸균인산완충용액 또는 4.6항 희석액 1 L에 Lecithin 3 g, Polysorbate 80 30 g, 

Sodium thiosulfate 5 g, L-Histidine 1 g, Saponine 30 g을 첨가하여 제조한 후 멸균한다.
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ZX\XY 기본 중화제 외의 중화제 조성 및 제조는 부록 표 2.를 참고한다.

비고 2 상기에서 열거한 중화제 이외에 적절한 다른 중화제를 사용할 수 있다.

��: YZX

막-여과법 시험에 사용하는 세척액은 멸균된 것을 사용하고 막을 통하여 여과될 수 있

어야 한다. 다음의 세척액 중 한 가지를 사용할 수 있다.

ZX]XW 4.3항 물

ZX]XY 4.6항 희석액

ZX]X^ 0.1 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]XZ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]X[ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80과 Lecithin(0.7 g/L)을 함유한 용액

ZX]X_ 4.7항 중화제

비고 3 상기에서 열거한 용액 이외에 적절한 다른 용액을 사용할 수 있다.

-�� ���.�/0

시험용액 준비 시 시험 균주 외 미생물로 인한 오염을 방지하기 위해 생물안전작업대(Ⅱ

등급) 내에서 무균적으로 작업하며, 시험용액 제조방법은 다음 표와 같다.
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표 1. 제형별 시험용액 제조방법

시료 제형 시험용액 제조방법

액체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

고체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해. 최소 (1.00 ± 0.01) g 이상 용해

분말형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해

겔형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

와이프형 최소 24 mL 이상이 되도록 시험용액을 짜냄

기타 제형 제품 사용 농도에 따라 제조

- 희석은 부피/부피(v/v)을 기준으로 하여 경수로 부피플라스크에서 제조된다.

- 바로 사용하는 제품의 희석은 물로 제조될 수 있다.

- 시험용액은 바로 제조해야 하며 2시간 이내에 시험에 사용해야 한다.

- 용액은 모든 과정에서 안정하고 물리적으로 동질한 상태를 유지해야 한다. 절차 중 

침전물 혹은 응집물로 인한 비동질화가 육안으로 발견될 경우 이는 시험 보고서에 

기록되어야 한다.
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_XWXW 시험 미생물의 활성 배양을 위하여 초저온 냉동고에서 보관 중이던 시험균주를  

해당 미생물의 고체배지에 접종하여 5일 동안 배양한다.

비고 4  배양온도는 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

0�� CR�S�]^X

_XYXW 희석액 10 mL를 활성 배양균 표면에 고루 도포하여 유리막대로 균사체를 배지

로부터 분리한다.

_XYXY 분리한 균사체를 멸균된 유리비드 5 g이 들어 있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서

로 균질하게 현탁하여 균사체에서 포자를 분리한다.
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_XYX^ 균질하게 혼합한 희석액을 멸균된 필터 페이퍼에 균사체 및 한천배지를 걸러 포

자로 구성된 시험 현탁액을 제조한다.

_XYXZ 포자 시험 현탁액을 원심분리하여 상층액 제거 후 희석액으로 재현탁하고, 

Hemocytometer로 측정한 포자 농도가 (1.0 × 107 ~ 9.0 × 107) spores/mL이 되도록 제조한다.

5�� ���67

희석-중화법을 기본 시험방법으로 하며, 제시된 중화제로 중화되지 않을 경우 막-여과

법으로 시험한다. 간섭물질의 경우 청정조건 또는 오염조건 중 해당 조건을 선택하여 적

용한다.
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\XWXW 시험을 위한 시험관을 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 대조군 6개 중 3개

는 접종 직후 대조군으로 사용한다.

\XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL

의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액과 4.4항 경

수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용) 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합물을 희석하

여 평판계수법을 이용하여 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX^ 시험군 시험관 3개와 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 시

험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 

조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

비고 5 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

\XWXZ 항온수조에 유지 후 시험군은 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼

합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 시험 시간 종료 직

전 다시 혼합한다. 대조군은 시험용액 대신 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 

사용)를 첨가하여 혼합한다.
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비고 6  시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 7  반응 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 5초, 

5분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XWX[ 시험 시간의 종료 시, 즉시 시험군 및 대조군의 혼합용액 1.0 mL를 8.0 mL 중화제

와 1.0 mL 물을 포함한 시험관으로 옮긴다. 혼합하고 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온

수조에 5분 ± 10초간 유지한다. 반응 시간이 10분 이하인 경우 (10 ± 1) 초간 유지한다.

\XWX_ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 각

각 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX\ 접종한 배지는 배양기에서 5일 동안 배양한다.

5�� 6_78`�CR

\XYXW 시험을 위한 시험관을 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 대조군 6개 중 3개

는 접종 직후 대조군으로 사용한다.

\XYXY 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL

의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액과 4.4항 경

수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용) 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 세척액 50 mL로 

채워진 2개의 막여과장치에 혼합용액 0.1 mL를 각각 넣고 여과한다. 혼합용액을 여과한 

직후 세척액 150 mL로 세척하고, 물 50 mL로 추가 세척한다(물로 세척하는 경우, 물 

200 mL로 세척한다). 세척한 막을 고체 배지에 옮겨 배양기에서 5일 동안 배양한다.

\XYX^ 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현

탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

비고 8 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

\XYXZ 유지 후 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조



�� ��� �

절된 항온수조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 시험 시간 종료 직전 다시 혼합한다. 시험 

대조군은 시험 용액 대신 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용)를 첨가하여 

혼합한다.

비고 9 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 10 시험 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 5초, 

5분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XYX[ 시험 시간의 종료 시, 즉시 시험군 및 대조군 혼합물 0.1 mL를 2번 취하여 각각 

세척액 50 mL로 채워진 2개의 막여과장치로 여과한다. 혼합물을 여과한 직후 세척액 

150 mL로 세척한 후 물 50 mL로 추가 세척한다(물로 세척하는 경우, 물 200 mL로 세척

한다).

\XYX_ 세척한 막을 고체 배지에 옮겨 배양기에서 5일 동안 배양한다.
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]XWXW 중화효능 유효성을 확인하기 위해 시험관 1개를 준비하여 1.0 mL의 4.5항 간섭

물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 4.6항 희석액과 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하

여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 시

험 시간 종료 직전 다시 혼합한 후 즉시 혼합물 1.0 mL를 8.0 mL 중화제와 0.9 mL 물을 

포함한 시험관으로 옮긴다. 혼합하고 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 

10초간 유지한다. 반응 시간이 10분 이하인 경우 (10 ± 1) 초간 유지한다. 중화 후, 6.2.2

항 시험균주 현탁액 0.1 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수

조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 즉시 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 2개 배양접시

에 접종한다. 접종한 배지는 배양기에서 5일 동안 배양한다.

비고 11 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다. 중화 온도는 (20 ± 1) ℃이다.

]XWXY 대조군 3회 반복시험 결과는 모두 ‘증식’이여야 한다.
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]XWX^ 시험군 3회 반복시험 결과, 불일치(예; ‘증식’, ‘미증식’, ‘미증식’)하는 경우 

재시험을 진행한다.
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`XWXW 배양접시 균 성장 여부에 따라 균이 성장할 경우 ‘증식’, 균이 성장하지 않은 경

우 ‘미증식’으로 판정한다. 

비고 12  ‘미증식’일 경우, 초기 접종 포자 농도를 적용할 시 진균 감소값은 ‘5 log’에 해당된다.

<�� a8�d]

`XYXW 시험 결과는 ‘증식’ 또는 ‘미증식’으로 표기한다.

`XYXY 시험 균주의 균주명과 균주 번호를 기록한다.

`XYX^ 각 시험 미생물에 대해 시험에서 사용된 제품의 농도를 기록한다.

`XYXZ 막-여과법 사용 시, 여과 시간이 1분이 넘어갈 경우 여과 시간을 기입한다.
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표 1. 균주별 배양 조건

균주

항목
균주명 분양번호

배양

온도[℃] 배지

표준

균주
Aspergillus brasiliensis  ATCC 16404 25 PDA

추가

균주
기타 균주 분양정보에 따름

※ PDA : Potato Dextrose Agar

TSA 조성 용량 TSA 조성 용량

Diced potatoes

Glucose

300.0 g

20.0 g

Agar

DI Water

15.0 g

1,000 mL

표 2. 중화제(희석-중화법) 조성 및 제조방법 예시

시료 성분 중화제

4급 암모늄화합물계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 30 g/L Polysorbate 80 + 4 g/L Sodium dodecyl sulphate

  + 3 g/L Lecithin

- 3 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 5 g/L Polysorbate 80

비구아니드(Biguanides) 및 

유사 화합물
- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

염소계, 과산화물계

- 30~20 g/L Sodium thiosulphate + 30 g/L Polysorbate 80

  + 3 g/L Lecithin

- 50 g/L Polysorbate 80 + 0.25 g/L Catalase + 10 g/L Lecithin

알데하이드(Aldehydes)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

페놀계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin

- 7 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 4 g/L Polysorbate 80

알코올계 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 시료의 pH에 따라 중화제 및 세척액의 pH를 조절하거나 인산 완충용액에서 제조할 수 있다.

- 지방알코올 축합 Ethylene oxide는 C12에서 C18까지 가능하다.

- Lecithin은 계란을 권장한다.

- Sodium thiosulphate의 유독성은 시험 균주마다 다르다.

- 짧은 연쇄 알코올(C5 미만)의 중화에는 간단한 희석으로도 가능하다. 알코올 기반 제품에 추가 항균 

성분이 포함된 경우, 주의해야 한다.

- 하나 이상의 성분을 포함한 경우, 여러 성분의 혼합 중화제가 필요할 수 있다.

- 여러 성분의 혼합 중화제는 고농도의 시료를 중화하지 못할 수도 있다.
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이 시험방법은 살균제의 효모 현탁액 대상 살균 효과·효능을 평가하는 방법이다.

��� ���	


WXYXW 이 시험방법은 가정, 사무실, 다중이용시설 등 일상적인 생활공간 또는 그 밖의 

공간에서 사용하는 살균제를 대상으로 하며, 제형은 액체형, 고체형, 분말형, 겔형, 와이

프형 등 살균제의 효모균에 대한 효과·효능 평가에 적용한다.

WXYXY 살균제는 시험과정에서 80 %까지 희석되므로 시험용액의 농도는 요구되는 시험

농도(실제 시험농도)의 1.25배이어야 하며, 제품 자체를 시험용액으로 사용할 경우 최고 

시험농도는 80 %이다. 

��� ��'$
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시험군과 대조군에 시험균주를 접종하고 배양 후 생균수를 측정하여 시험군과 대조군

을 비교한 것

��� ����

탄수화물, 지방 또는 단백질 등의 유기물과 무기질 물질 등으로 살균제의 실제 사용 

조건을 모사하기 위해 첨가함
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살균제 시험용액과 세균 현탁액의 정해진 시간 동안 반응 후 추가 반응이 일어나지 

않도록 살균제를 불활성화시키기 위해 첨가함

��� ��

모든 종류의 미생물과 아포를 완전히 사멸시킴
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멸균기는 (121 ± 3) ℃, 압력 (103 ± 5) kPa에서 유지 가능할 것

��� "#
$

(4 ± 1) ℃, (10 ± 1) ℃, (20 ± 1) ℃, (30 ± 1) ℃, (40 ± 1) ℃ 또는 추가 시험온도 (��

± 1) ℃로 조절 가능한 항온수조

��� %&!

(20 ~ 40) ℃의 범위로 사용 가능하며, 오차 범위가 ± 1 ℃인 배양기

��� '(�)*!

(20 ± 1) ℃에서 pH 측정 시, 0.1 단위의 정밀도를 확보한 장비

��+ ,-./

��0 12,�34
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최소한 50 mL의 용액을 담을 수 있어야 하고 적합한 여과막(지름 : (47 ~ 50) ㎜, pore 

size : 0.45 ㎛)을 사용하여야 한다. 진공을 사용하는 경우 균일한 여과율을 보여 미생물

이 여과막 전면에 균일하게 분포될 수 있어야 하며 지나치게 장시간 여과를 하지 않도록 

세척액 100 mL가 (20 ~ 40)초 사이에 여과될 수 있도록 설계되어야 한다.

��: ;9�

(2 ~ 8) ℃ 조절 가능한 냉장고

��< =>�?@

10 mL, 1 mL, 0.1 mL 및 0.05 mL 또는 자동보정 피펫 사용

���A %&BC

(90 ~ 100) mm 크기의 배양접시 사용

���� D,�EF,G

���� ��JKLMN

생물안전등급이 Ⅱ등급 이상인 생물안전작업대 사용

���� OP#�;Q�

(-20 ~ -70) ℃까지 조절 가능한 냉동고
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ZXWXW 다음 1가지 시험 균주를 표준 균주로 사용한다.

- Candida albicans ATCC 10231

ZXWXY 상기 표준 균주 외에 다음과 같은 시험 균주를 선택하여 추가할 수 있다.

- Saccharomyces cerevisiae DSM 1333

- Saccharomyces cerevisiae var. diastaticus DSM 70487

비고 1  이 시험 방법에서 명시되지 않은 균주를 사용할 경우, 사용한 균주명 및 관련 내용을 기록한다.

��� %T

해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른 배지를 사용한다.

��� �

미생물에 독성을 나타내거나 미생물 생장을 억제할 수 있는 물질을 포함하지 않아야 한

다. 증류된 물을 사용하되 탈염된 물을 사용해서는 안 된다. 고압증기멸균기를 이용하여 

멸균한다.

��� U


증류수 1 L에 CaCl2 0.305 g(w/v)와 MgCl2·6H2O 0.139 g(w/v)를 첨가하여 제조한다. 제

조된 경수는 막여과장치를 사용하여 여과 멸균한다.

��+ ����

ZX[XW 알부민 용액

- 청정 조건을 위한 조제
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0.3 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 100 mL에 녹인다. 막여과장치

를 사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 0.3 

g/L이다.

- 오염 조건을 위한 조제

3.0 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 100 mL에 녹인다. 막여과장치

를 사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 3.0 

g/L이다.

ZX[XY 추가 간섭 물질 선정 시, 이온 조성(예: pH, 칼슘이나 마그네슘 경도)과 화학 조

성(예: 무기질 물질, 단백질, 당질, 지질, 세정제 등)은 명확하여야 한다. 물질명 및 관련 

사항은 시험 보고서에 기록되어야 한다.

��0 VWX

증류수 1 L에 Tryptone, pancreatic digest of casein 1.0 g, Sodium chloride(NaCl) 8.5 

g을 첨가한 후 고압증기멸균기를 이용하여 멸균하고, 멸균 후 20 ℃에서 pH (7.0 ± 

0.2)가 되도록 한다.

��5 ���

다음의 기본 중화제를 우선 적용하며, 중화효능 유효성이 확인되지 않을 시 해당 살균제의 

특성에 따라 적절한 것을 선택하여 멸균된 것을 사용하고, 중화효능 유효성을 확인한다.

ZX\XW 기본 중화제

1 % 멸균인산완충용액 또는 4.6항 희석액 1 L에 Lecithin 3 g, Polysorbate 80 30 g, 

Sodium thiosulfate 5 g, L-Histidine 1 g, Saponine 30 g을 첨가하여 제조한 후 멸균한다.

ZX\XY 기본 중화제 외의 중화제 조성 및 제조는 부록 표 2.를 참고한다.

비고 2  상기에서 열거한 중화제 이외에 적절한 다른 중화제를 사용할 수 있다.
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막-여과법 시험에 사용하는 세척액은 멸균된 것을 사용하고 막을 통하여 여과될 수 있

어야 한다. 다음의 세척액 중 한 가지를 사용할 수 있다.

ZX]XW 4.3항 물

ZX]XY 4.6항 희석액

ZX]X^ 0.1 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]XZ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]X[ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80과 Lecithin(0.7 g/L)을 함유한 용액

ZX]X_ 4.7항 중화제

비고 3 상기에서 열거한 용액 이외에 적절한 다른 용액을 사용할 수 있다.

-�� ���.�/0

시험용액 준비 시 시험 균주 외 미생물로 인한 오염을 방지하기 위해 생물안전작업대(Ⅱ

등급) 내에서 무균적으로 작업하며, 시험용액 제조방법은 다음 표와 같다.
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표 1. 제형별 시험용액 제조방법

시료 제형 시험용액 제조방법

액체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

고체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해. 최소 (1.00 ± 0.01) g 이상 용해

분말형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해

겔형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

와이프형 최소 24 mL 이상이 되도록 시험용액을 짜냄

기타 제형 제품 사용 농도에 따라 제조

- 희석은 부피/부피(v/v)을 기준으로 하여 경수로 부피플라스크에서 제조된다.

- 바로 사용하는 제품의 희석은 물로 제조될 수 있다.

- 시험용액은 바로 제조해야 하며 2시간 이내에 시험에 사용해야 한다.

- 용액은 모든 과정에서 안정하고 물리적으로 동질한 상태를 유지해야 한다. 절차 중  

침전물 혹은 응집물로 인한 비동질화가 육안으로 발견될 경우 이는 시험 보고서에 

기록되어야 한다.

1�� ����2�34.�/0
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_XWXW 시험 미생물의 활성 배양을 위하여 초저온 냉동고에서 보관 중이던 시험균주를  

해당 미생물의 고체배지 또는 사면배지에 접종하여 (42 ~ 48) 시간 배양한다.

_XWXY 같은 방법으로 2차 또는 3차 배양하여 이를 활성 배양균으로 사용한다.

비고 4  배양온도는 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

0�� CR�S�]^X

_XYXW 희석액 10 mL를 시험관에 넣고 활성 배양균을 백금이로 취하여 해당 희석액에 

접종한다. 이 때 백금이를 희석액에 담그고 시험관의 벽면에 문질러 균을 완전히 떨어뜨

려 희석액에 혼합되도록 하고, 균질하게 섞는다.
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_XYXY 희석액을 사용하여 시험 균수를 (1.5 × 107 ∼ 5.0 × 107) CFU/mL로 조정하며, 

흡광도 측정법이나 기타 적절한 방법을 이용하여 균수를 추정한다. 시험균주 현탁액은 

시험균 활성저하를 고려하여 2시간 이내에 사용한다.

_XYX^ 시험균주 현탁액 농도 측정시 생균수 계수를 위해 희석액을 사용하여 시험균주 

현탁액을 단계희석한 후 2개의 배지에 주입평판법 및 도말평판법을 이용하여 배양한다.

_XYXZ 접종한 배지는 배양기에서 (20 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 시험 현

탁액 농도는 (1.5 × 107 ∼ 5.0 × 107) CFU/mL이어야 한다.

비고 5  배양시간은 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

5�� ���67

희석-중화법을 기본 시험방법으로 하며, 제시된 중화제로 중화되지 않을 경우 막-여과

법으로 시험한다. 간섭물질의 경우 청정조건 또는 오염조건 중 해당 조건을 선택하여 적

용한다.

5�� VW_��`�CR

\XWXW 시험을 위한 시험관을 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 대조군 6개 중 3개

는 접종 직후 대조군으로 사용한다.

\XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL

의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액과 4.4항 경

수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용) 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합물을 희석하

여 평판계수법을 이용하여 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX^ 시험군 시험관 3개와 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분

주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 

항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.
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비고 6  시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

\XWXZ 항온수조에 유지 후 시험군은 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼

합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 시험 시간 종료 직

전 다시 혼합한다. 대조군은 시험용액 대신 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 

사용)를 첨가하여 혼합한다.

비고 7  시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 8  반응 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 5초, 

5분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XWX[ 시험 시간의 종료 시, 즉시 시험군 및 대조군의 혼합용액 1.0 mL를 8.0 mL 중화제

와 1.0 mL 물을 포함한 시험관으로 옮긴다. 혼합하고 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온

수조에 5분 ± 10초간 유지한다. 반응 시간이 10분 이하인 경우 (10 ± 1) 초간 유지한다.

\XWX_ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 2

개 배양접시에 접종한다.

\XWX\ 접종한 배지는 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다.

5�� 6_78`�CR

\XYXW 시험을 위한 시험관을 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 대조군 6개 중 3개

는 접종 직후 대조군으로 사용한다.

\XYXY 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 대조군 시험관 3개에 각각 1.0 mL

의 6.2.2항 시험균주 현탁액과 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용) 8.0 mL

를 첨가하여 혼합한다. 세척액 50 mL로 채워진 2개의 막여과장치에 혼합용액 0.1 mL를 

각각 넣고 여과한다. 혼합용액을 여과한 직후 세척액 150 mL로 세척하고, 물 50 mL로 

추가 세척한다(물로 세척하는 경우, 물 200 mL로 세척한다). 세척한 막을 고체 배지에 
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옮겨 배양기에서 (20 ~ 24) 시간 동안 배양한다.

\XYX^ 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현

탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

비고 9 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

\XYXZ 유지 후 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조

절된 항온수조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 시험 시간 종료 직전 다시 혼합한다. 시험 

대조군은 시험 용액 대신 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 사용)를 첨가하여 

혼합한다.

비고 10  시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 11  시험 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 5초, 

5분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XYX[ 시험 시간의 종료 시, 즉시 시험군 및 대조군 혼합물 0.1 mL를 2번 취하여 각각 

세척액 50 mL로 채워진 2개의 막여과장치로 여과한다. 혼합물을 여과한 직후 세척액 

150 mL로 세척한 후 물 50 mL로 추가 세척한다(물로 세척하는 경우, 물 200 mL로 세척

한다).

\XYX_ 세척한 막을 고체 배지에 옮겨 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양

한다. 총 생균수 확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 

계수한다.

8�� ��9:�;�<�=>

]XWXW 중화효능 유효성을 확인하기 위해 시험관 1개를 준비하여 1.0 mL의 4.5항 간섭물

질을 시험관에 분주한 후 1.0 mL의 4.6항 희석액과 5.1항 시험 용액 8.0 mL를 첨가하여 

혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 15분 ± 10초 동안 유지한다. 반응 시

간 종료 직전 다시 혼합한 후 즉시 혼합용액 1.0 mL를 8.0 mL 중화제와 0.9 mL 물을 포
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함한 시험관으로 옮긴다. 혼합하고 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10

초간 유지한다. 반응 시간이 10분 이하인 경우 (10 ± 1) 초간 유지한다. 중화 후, 6.2.2항 

시험균주 현탁액 0.1 mL를 첨가하여 혼합한다. 혼합 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 

15분 ± 10초 동안 유지한다. 즉시 혼합물을 평판계수법을 이용하여 2개 배양접시에 접종

한다. 접종한 배지는 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양하며, 총 생균수 확인은 7.1.7항

에 따라 확인한다. 중화효능 유효성 확인 농도는 (1.0 × 105) CFU/mL 이상이어야 한다.

비고 12 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다. 중화 온도는 (20 ± 1) ℃이다.

]XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도는 (1.5 × 106 ~ 5.0 × 106) CFU/mL 이내이어야 하

며, 시험 대조군 농도는 (1.0 × 105) CFU/mL 이상이어야 한다.

?�� #��@A�)��3
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`XWXW 시험 결과는 희석배수를 고려하여 CFU/mL로 환산하며, 균 농도는 다음과 같이 

계산한다. 단, 유효 숫자 2자리까지 표시한다.

� � � ��

N : 균 농도(CFU/mL)

C : 2개 배양접시 평균 생균수(CFU/mL)

D : 희석배수

비고 12 혼합물 원액의 배양접시를 계수했을 때, 집락이 없는 경우, 균농도는 ‘< 1’ 로 표기한 후, 생균수  

감소값(율) 계산에 사용하는 수는 ‘1’이 된다.

`XWXY 3회 반복시험에서 시험군 및 대조군의 유효한 시험 성립 조건은 다음과 같다.
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Lmax : 최대 균수의 로그 값

Lmin : 최소 균수의 로그 값

Lmaen : 평균 균수의 로그 값

`XWX^ 생균수 감소값과 감소율은 다음과 같이 계산한다.

[생균수 감소값]
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[생균수 감소율]
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R : 생균수 감소값

Nt : 3회 대조군 평균 농도(CFU/mL)

Na : 3회 시험군 평균 농도(CFU/mL)

<�� a8�d]

`XYXW 시험 결과는 로그 감소값으로 표기된다. 감소율(%) 추가 표기도 가능하다.

`XYXY 로그감소값으로 표기되는 시험결과는 소수점 둘째자리에서 반올림하여 소수점  

       첫째 자리까지 표기한다. 감소율(%)로 표기되는 시험결과는 소수점 셋째자리까  

       지 표기가능하며 이하는 버림한다.

`XYX^ 시험 균주의 균주명과 균주 번호를 기록한다.

`XYXZ 각 시험 미생물에 대해 시험에서 사용된 제품의 농도를 기록한다.

`XYX[ 막-여과법 사용 시, 여과 시간이 1분이 넘어갈 경우 여과 시간을 기입한다.
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표 1. 균주별 배양 조건

균주

항목
균주명 분양번호

배양

온도[℃] 배지

표준

균주
Candida albicans ATCC 10231 24 ~ 26 YMA

추가

균주

Saccharomyces cerevisiae DSM 1333 25 YMA

Saccharomyces cerevisiae

var. diastaticus
DSM 70487 25 YMA

기타 균주 분양정보에 따름

※ YMA : YM Agar

YMA 조성 용량 YMA 조성 용량

Yeast Extract

Malt Extract

Dextrose

3.0 g

3.0 g

10.0 g

Peptone

Agar

DI Water

5.0 g

20.0 g

1,000 mL

표 2.  중화제(희석-중화법) 조성 및 제조방법 예시

시료 성분 중화제

4급 암모늄화합물계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 30 g/L Polysorbate 80 + 4 g/L Sodium dodecyl sulphate

  + 3 g/L Lecithin

- 3 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 5 g/L Polysorbate 80

비구아니드(Biguanides) 및 유사 화합물 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

염소계, 과산화물계

- 30~20 g/L Sodium thiosulphate + 30 g/L Polysorbate 80

  + 3 g/L Lecithin

- 50 g/L Polysorbate 80 + 0.25 g/L Catalase + 10 g/L Lecithin

알데하이드(Aldehydes)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

페놀계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin

- 7 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 4 g/L Polysorbate 80

알코올계 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 시료의 pH에 따라 중화제 및 세척액의 pH를 조절하거나 인산 완충용액에서 제조할 수 있다.

- 지방알코올 축합 Ethylene oxide는 C12에서 C18까지 가능하다.

- Lecithin은 계란을 권장한다.

- Sodium thiosulphate의 유독성은 시험 균주마다 다르다.

- 짧은 연쇄 알코올(C5 미만)의 중화에는 간단한 희석으로도 가능하다. 알코올 기반 제품에 추가 항균 

성분이 포함된 경우, 주의해야 한다.

- 하나 이상의 성분을 포함한 경우, 여러 성분의 혼합 중화제가 필요할 수 있다.

- 여러 성분의 혼합 중화제는 고농도의 시료를 중화하지 못할 수도 있다.
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표 3. 시험 결과 예시

 <생균수 계산 및 표기>

시험 항목

시험 결과

반복

횟수

생균수

[CFU]

평균값

[CFU]

희석

배수

균 농도

[CFU/mL]

평균값

[CFU/mL]

칸디다균

대조군

1회
164

162 104 1.6 × 106

1.6 × 106

160

2회
173

170 104 1.7 × 106
168

3회
165

164 104 1.6 × 106
162

액상

살균제

1회
< 1

< 1 1 1

1

< 1

2회
< 1

< 1 1 1
< 1

3회
< 1

< 1 1 1
< 1

 <감소율 계산 계산 및 표기>

시험 항목
시험 결과

반응 후 농도 로그 감소값 감소율[%]

칸디다균
대조군 1.6 × 105 - -

액상 살균제 1 5.2 99.999

 

 <반복시험 유효성 확인>

시험 항목 시험 결과

칸디다균

대조군
�

�
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액상 살균제
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※ 사용 균주 : Candida albicans ATCC 10231

※ 시험 현탁액 농도 : 1.8 × 107 CFU/mL

※ 접종 직후 초기 대조군 농도 : 1.6 × 106 CFU/mL

※ 중화효능 유효성 확인 농도 : 1.1 × 105 CFU/mL

※ 시험 조건

   시험용액 농도 80 %(원액); 온도 (20 ± 1) ℃; 반응 15분 ± 10초; 청정 조건(0.3 g/L BSA)

※ 배양 조건

   온도 (25 ± 1) ℃, 24시간 배양
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이 시험방법은 살균제의 세균 모의표면 대상 살균 효과·효능을 평가하는 방법이다.

��� ���	


이 시험방법은 가정, 사무실, 다중이용시설 등 일상적인 생활공간 또는 그 밖의 

공간에서 사용하는 살균제를 대상으로 하며, 제형은 액체형, 고체형, 분말형, 겔형, 

와이프형 등 살균제의 세균에 대한 효과·효능 평가에 적용한다.

��� ��'$
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시험군과 대조군에 시험균주를 접종하고 배양 후 생균수를 측정하여 시험군과 

대조군을 비교한 것

��� ����

탄수화물, 지방 또는 단백질 등의 유기물과 무기질 물질 등 살균제의 효력에 영향을 

미칠 수 있는 물질로써, 살균제의 실제 사용 조건을 모사하기 위해 첨가함
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살균제 시험용액과 세균 현탁액의 정해진 시간 동안 반응 후 추가 반응이 일어나지 

않도록 살균제를 불활성화시키기 위해 첨가하는 물질

��� ��

모든 종류의 미생물과 아포를 완전히 사멸시키는 것
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멸균기는 (121 ± 3) ℃, 압력 (103 ± 5) kPa에서 유지 가능할 것

��� "#
$

(4 ± 1) ℃, (10 ± 1) ℃, (20 ± 1) ℃, (30 ± 1) ℃, (40 ± 1) ℃ 또는 추가 시험온도 (��

± 1) ℃로 조절 가능한 항온수조

��� %&!

(20 ~ 40) ℃의 범위로 사용 가능하며, 오차 범위가 ± 1 ℃인 배양기

��� '(�)*!

(20 ± 1) ℃에서 pH 측정 시, 0.1 단위의 정밀도를 확보한 장비

��+ ,-./

��0 12,�34
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(2 ~ 8) ℃ 조절 가능한 냉장고

��: =>�?@

10 mL, 1 mL, 0.1 mL 및 0.05 mL 또는 자동보정 피펫 사용

��< %&BC

(90 ~ 100) mm 크기의 배양접시 사용

���A y|}\�~����kk�ek�

양면이 2b 등급인 평평한 표면의 직경 2 cm의 스테인리스 304 원반을 사용

���� |}\�~����kk�ek�

직경 1 cm의 페이퍼 디스크(항생물질검정용 여지)를 사용

���� D,�EF,G

���� HI

백금, 니크롬 또는 텅스텐으로 만든 것

���� ��JKLMN

생물안전등급이 Ⅱ등급 이상인 생물안전작업대 사용

���+ OP#�;Q�

(-20 ~ -70) ℃까지 조절 가능한 냉동고
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ZXWXW 다음 4가지 시험 균주를 표준 균주로 사용한다.

- Pseudomonas aeruginosa  ATCC 15442

- Escherichia coli  ATCC 10536

- Staphylococcus aureus  ATCC 6538

- Enterococcus hirae ATCC 10541

ZXWXY 상기 표준 균주 외에 다음과 같은 시험 균주를 선택하여 추가할 수 있다.

- Escherichia coli  K12 NCTC 10538

- Enterococcus faecium ATCC 6057

- Legionella pneumophila  ATCC 33152

- Proteus vulgaris ATCC 13315

비고 1 이 시험 방법에서 명시되지 않은 균주를 사용할 경우, 사용한 균주명 및 관련 내용을 기록한다.

��� %T

해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른 배지를 사용한다.

��� �

미생물에 독성을 나타내거나 미생물 생장을 억제할 수 있는 물질을 포함하지 않아야 

한다. 증류된 물을 사용하되 탈염된 물을 사용해서는 안 된다. 고압증기멸균기를 

이용하여 멸균한다.

��� U


증류수 1 L에 CaCl2 0.305 g(w/v)와 MgCl2·6H2O 0.139 g(w/v)를 첨가하여 제조한다. 

제조된 경수는 막여과장치를 사용하여 여과 멸균한다.
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ZX[XW 알부민 용액

- 청정 조건을 위한 조제

0.6 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 1 L에 녹인다. 막여과장치를 

사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 0.3 

g/L이다.

- 오염 조건을 위한 조제

6.0 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 1 L에 녹인다. 막여과장치를 

사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 3.0 

g/L이다.

ZX[XY 추가 간섭 물질 선정 시, 이온 조성(예: pH, 칼슘이나 마그네슘 경도)과 화학 

조성(예: 무기질 물질, 단백질, 당질, 지질, 세정제 등)은 명확하여야 한다. 물질명 및 

관련 사항은 시험 보고서에 기록되어야 한다.

��0 VWX

증류수 1 L에 Tryptone, pancreatic digest of casein 1.0 g, Sodium chloride(NaCl) 8.5 

g을 첨가한 후 고압증기멸균기를 이용하여 멸균하고, 멸균 후 20 ℃에서 pH (7.0 ± 

0.2)가 되도록 한다.

��5 ���

다음의 기본 중화제를 우선 적용하며, 중화효능 유효성이 확인되지 않을 시 해당 

살균제의 특성에 따라 적절한 것을 선택하여 멸균된 것을 사용하고, 중화효능 유효성을 

확인한다.

ZX\XW 기본 중화제

1 % 멸균인산완충용액 또는 4.6항 희석액 1 L에 Lecithin 3 g, Polysorbate 80 30 g, 
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Sodium thiosulfate 5 g, L-Histidine 1 g, Saponine 30 g을 첨가하여 제조한 후  

멸균한다.

ZX\XY 기본 중화제 외의 중화제 조성 및 제조는 부록 표 2.를 참고한다.

비고 2 상기에서 열거한 중화제 이외에 적절한 다른 중화제를 사용할 수 있다.

��: YZX

막-여과법 시험에 사용하는 세척액은 멸균된 것을 사용하고 막을 통하여 여과될 수 

있어야 한다. 다음의 세척액 중 한 가지를 사용할 수 있다.

ZX]XW 4.3항 물

ZX]XY 4.6항 희석액

ZX]X^ 0.1 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]XZ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]X[ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80과 Lecithin(0.7 g/L)을 함유한 용액

ZX]X_ 4.7항 중화제

비고 3 상기에서 열거한 용액 이외에 적절한 다른 용액을 사용할 수 있다.

-�� ���.�/0

시험용액 준비 시 시험 균주 외 미생물로 인한 오염을 방지하기 위해 생물안전작업대 

(Ⅱ등급) 내에서 무균적으로 작업하며, 시험용액 제조방법은 다음 표와 같다.
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표 1. 재형별 시험용액 제조방법

시료 제형 시험용액 제조방법

액체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

고체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해. 최소 (1.00 ± 0.01) g 이상 용해

분말형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해

겔형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

와이프형 최소 5 mL 이상이 되도록 시험용액을 짜냄

기타 제형 제품 사용 농도에 따라 제조

- 희석은 부피/부피(v/v)을 기준으로 하여 경수로 부피플라스크에서 제조된다.

- 바로 사용하는 제품의 희석은 물로 제조될 수 있다.

- 시험용액은 바로 제조해야 하며 2시간 이내에 시험에 사용해야 한다.

- 용액은 모든 과정에서 안정하고 물리적으로 동질한 상태를 유지해야 한다. 절차 중  

침전물 혹은 응집물로 인한 비동질화가 육안으로 발견될 경우 이는 시험 보고서에 

기록되어야 한다.

1�� ����2�34.�/0
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_XWXW 시험 미생물의 활성 배양을 위하여 초저온 냉동고에서 보관 중이던 시험균주를 

해당 미생물의 고체배지 또는 사면배지에 접종하여 (18 ~ 24) 시간 배양한다.

_XWXY 같은 방법으로 2차 또는 3차 배양하여 이를 활성 배양균으로 사용한다.

비고 4 배양온도는 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

0�� CR�S�]^X

_XYXW 희석액 10 mL를 시험관에 넣고 활성 배양균을 멸균 루프로 취하여 해당 

희석액에 접종한다. 이 때 루프를 희석액에 담그고 시험관의 벽면에 문질러 균을 완전히 

떨어뜨려 희석액에 혼합되도록 하고, 균질하게 섞는다.
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_XYXY 희석액을 사용하여 시험 균수를 (1.5 × 108 ∼ 5.0 × 108) CFU/mL로 조정하며, 

흡광도 측정법이나 기타 적절한 방법을 이용하여 균수를 추정한다. 시험균주 현탁액은 

시험균 활성저하를 고려하여 2시간 이내에 사용한다.

_XYX^ 시험균주 현탁액 농도 측정시 생균수 계수를 위해 희석액을 사용하여 시험균주 

현탁액을 단계희석한 후 2개의 배지에 주입평판법 및 도말평판법을 이용하여 배양한다.

_XYXZ 접종한 배지는 배양기에서 (18 ~ 24) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 시험 

현탁액 농도는 (1.5 × 108 ∼ 5.0 × 108) CFU/mL이어야 한다.

비고 5 배양시간은 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

5�� ���67

간섭물질의 경우 청정조건 또는 오염조건 중 해당 조건을 선택하여 적용한다.

5�� y|}\���d��CR`

\XWXW 시험을 위한 비다공성 담체(Carrier)를 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 

대조군 6개 중 3개는 접종 직후 초기 대조군으로 사용한다.

비고 6 비다공성 담체(Carrier)는 다음과 같이 세척·살균한다. 1) 5 % V/V Decon®이 최소한 20 mL 이상 

들어있는 비커(최소크기: 50 mL)에 담근다. 2) 60분 후 흐르는 증류수에 10초 동안 세척한다. 표면이 

건조해서는 안 된다. 3) 표면의 계면활성제를 충분히 제거하기 위해 원반을 물로 10초 동안 다시 

세척한다.(물의 흐름을 충분히 하기 위해서, 적절한 호스와 연결 장치 또는 다른 방법을 사용하여 분당 2 

L의 멸균된 물을 공급하도록 관의 수압이 유지되도록 조절) 4) 원반을 70 % 이소프로판올이 들어있는 

수조에 15분 동안 놓아둔다. 5) 원반을 꺼내고 생물안전작업대 내에서 증발시켜 건조시킨다.

\XWXY 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 

현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

\XWX^ 멸균 배양접시에 비다공성 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 7.1.2항 접종 

현탁액을 접종한다. 접종한 표면균 비다공성 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 건조가 
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확인될 때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다.

\XWXZ 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 건조된 대조군 표면균 비다공성 

담체(Carrier) 3개에 각각 10 mL의 4.3항 물과 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 

볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕 용액을 희석하여 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다.

\XWX[ 시험군 표면균 비다공성 담체(Carrier) 3개에 각각 0.1 mL의 5.1항 시험 용액을 

분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 5분 ± 10초간 유지한다. 대조군 표면균 

비다공성 담체(Carrier) 3개에는 각각 0.1 mL의 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 

물 사용)를 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 5분 ± 10초간 유지한다.

비고 7 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 8  반응 시간은 5분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 10초, 

15분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XWX_ 항온기에 유지 후 시험군 및 대조군 표면균 비다공성 담체(Carrier)를 10 mL의 

중화제와 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 

진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

\XWX\ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

각각 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX] 접종한 배지는 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 

5�� |}\���d��CR`

\XYXW 시험을 위한 다공성 담체(Carrier)를 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 

대조군 6개 중 3개는 접종 직후 초기 대조군으로 사용한다.

비고 9 다공성 담체(Carrier)는 고압증기멸균기로 멸균하여 사용한다.
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\XYXY 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 

현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

\XYX^ 멸균 배양접시에 다공성 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 7.2.2항 접종 현탁액을 

접종한다. 접종한 표면균 다공성 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 건조가 확인될 

때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다.

\XYXZ 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 건조된 대조군 표면균 다공성 

담체(Carrier) 3개에 각각 10 mL의 4.3항 물과 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 

볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕 용액을 희석하여 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다.

\XYX[ 시험군 표면균 다공성 담체(Carrier) 3개에 각각 0.1 mL의 5.1항 시험 용액을 

분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 5분 ± 10초간 유지한다. 대조군 표면균 다공성 

담체(Carrier) 3개에는 각각 0.1 mL의 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 

사용)를 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

비고 10 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 11  반응 시간은 5분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 10초, 

15분 ± 10초, 30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XYX_ 항온기에 유지 후 시험군 및 대조군 표면균 다공성 담체(Carrier)를 10 mL의 

중화제와 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 

진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

\XYX\ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

각각 2개 배양접시에 접종한다.

\XYX] 접종한 배지는 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 
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]XWXW 중화효능 유효성을 확인하기 위해 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 

후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 

항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다. 멸균 배양접시에 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 

7.1.2항 접종 현탁액을 접종한다. 접종한 표면균 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 

건조가 확인될 때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다. 10 mL의 중화제와 

1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 0.1 mL 5.1항 시험 용액을 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 

조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다. 중화한 시험관에 표면균 담체(Carrier) 1개를 

넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 

항온기에 5분 ± 10초 동안 유지한다. 즉시 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 2개 

배양접시에 접종한다. 접종한 배지는 배양기에서 (40 ~ 48) 시간 동안 배양하며, 총 

생균수 확인은 7.1.7항에 따라 확인한다. 중화효능 유효성 확인 농도는 (1.0 × 105) 

CFU/carrier 이상이어야 한다.

비고 12 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다. 중화 온도는 (20 ± 1) ℃이다.

]XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도는 (1.5 × 105) CFU/carrier 이상이어야 하며, 시험 

대조군 농도는 (1.0 × 105) CFU/carrier 이상이어야 한다.

?�� #��@A�)��3
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`XWXW 시험 결과는 희석배수를 고려하여 CFU/carrier로 환산하며, 균 농도는 다음과 

같이 계산한다. 단, 유효 숫자 2자리까지 표시한다.

� � � ��

N : 균 농도(CFU/carrier)

C : 2개 배양접시 평균 생균수(CFU/carrier)

D : 희석배수
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비고 13 혼합물 원액의 배양접시를 계수했을 때, 집락이 없는 경우, 균농도는 ‘< 10’ 로 표기한 후, 

생균수  감소값(율) 계산에 사용하는 수는 ‘10’이 된다.

`XWXY 3회 반복시험에서 시험군 및 대조군의 유효한 시험 성립 조건은 다음과 같다.

��
����

����
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Lmax : 최대 균수의 로그 값

Lmin : 최소 균수의 로그 값

Lmaen : 평균 균수의 로그 값

`XWX^ 생균수 감소값과 감소율은 다음과 같이 계산한다.

[생균수 감소값]
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[생균수 감소율]
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R : 생균수 감소값

Nt : 3회 대조군 평균 농도(CFU/carrier)

Na : 3회 시험군 평균 농도(CFU/carrier)

<�� a8�d]

`XYXW 시험 결과는 로그 감소값으로 표기된다. 감소율(%) 추가 표기도 가능하다.

`XYXY 로그 감소값으로 표기되는 시험결과는 소수점 둘째 자리에서 반올림하여 소수점 

첫째 자리까지 표기한다. 감소율(%)로 표기되는 시험결과는 소수점 둘째 자리까지 표기 

가능하며 이하는 버림한다.

`XYX^ 시험 균주의 균주명과 균주 번호를 기록한다.

`XYXZ 각 시험 미생물에 대해 시험에서 사용된 제품의 농도를 기록한다.
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표 1. 균주별 배양 조건

균주

항목
균주명 분양번호

배양

온도[℃] 배지

표준

균주

Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 37 TSA

Escherichia coli ATCC 10536 37 NA

Staphylococcus aureus ATCC 6538 37 TSA

Enterococcus hirae ATCC 10541 37 BHIA

추가

균주

Escherichia coli K12 NCTC 10538 37 NA

Enterococcus faecium ATCC 6057 37 BHIA

Legionella pneumophila ATCC 33152 37 CYEBA

Proteus vulgaris ATCC 13315 37 TSA

기타 균주 분양정보에 따름

※ TSA : Tryptic Soybean Agar

TSA 조성 용량 TSA 조성 용량

Tryptone

Soytone

Dextrose

NaCl

17 g

3 g

2.5 g

5.0 g

K2HPO4
Agar

DI Water

2.5 g

15 g

1,000 mL

※ NA : Nutrient Agar

NA 조성 용량 NA 조성 용량

Beef Extract

Peptone

3.0 g

5.0 g

Agar

DI Water

15.0 g

1,000 mL

※ BHIA : Brain Heart Infusion Agar

BHIA 조성 용량 BHIA 조성 용량

Calf Brains, infusion from

Beef Hearts, infusion from

Proteose Peptone

Dextrose

200 g

250 g

10.0 g

2.0 g

NaCl

Na2HPO4
Agar

DI Water

5.0 g

2.5 g

15 g

1,000 mL

※ CYEBA : CYE Buffered Agar(+ 50 ℃에서 Solution A, B 첨가)

CYEBA 조성 용량 CYEBA 조성 용량

Yeast Extract

Charcoal

ACES Buffer

10.0 g

2.0 g

10.0 g

Agar

DI Water

15 g

980.0 mL

Solution A 조성 용량 Solution B 조성 용량

L-Cysteine HCl

DI Water

0.4 g

10.0 mL

Fe-pyrophosphate

DI Water

0.25 g

10.0 mL
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표 2. 중화제(희석-중화법) 조성 및 제조방법 예시

시료 성분 중화제

4급 암모늄화합물계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 30 g/L Polysorbate 80 + 4 g/L Sodium dodecyl sulphate

  + 3 g/L Lecithin

- 3 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 5 g/L Polysorbate 80

비구아니드(Biguanides) 및 

유사 화합물
- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

염소계, 과산화물계

- 30~20 g/L Sodium thiosulphate + 30 g/L Polysorbate 80

  + 3 g/L Lecithin

- 50 g/L Polysorbate 80 + 0.25 g/L Catalase + 10 g/L Lecithin

알데하이드(Aldehydes)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

페놀계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin

- 7 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 4 g/L Polysorbate 80

알코올계 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 시료의 pH에 따라 중화제 및 세척액의 pH를 조절하거나 인산 완충용액에서 제조할 수 있다.

- 지방알코올 축합 Ethylene oxide는 C12에서 C18까지 가능하다.

- Lecithin은 계란을 권장한다.

- Sodium thiosulphate의 유독성은 시험 균주마다 다르다.

- 짧은 연쇄 알코올(C5 미만)의 중화에는 간단한 희석으로도 가능하다. 알코올 기반 제품에 추가 항균 

성분이 포함된 경우, 주의해야 한다.

- 하나 이상의 성분을 포함한 경우, 여러 성분의 혼합 중화제가 필요할 수 있다.

- 여러 성분의 혼합 중화제는 고농도의 시료를 중화하지 못할 수도 있다.
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표 3. 시험 결과 예시

 <생균수 계산 및 표기>

시험 항목

시험 결과

반복

횟수

생균수

[CFU]

평균값

[CFU]

희석

배수

균 농도
[CFU

/carrier]

평균값
[CFU

/carrier]

녹농균

대조군

1회
164

162 103 1.6 × 105

1.6 × 105

160

2회
173

170 103 1.7 × 105
168

3회
165

164 103 1.6 × 105
162

액상

살균제

1회
< 10

< 10 10 10

10

< 10

2회
< 10

< 10 10 10
< 10

3회
< 10

< 10 10 10
< 10

 <감소율 계산 계산 및 표기>

시험 항목
시험 결과

반응 후 농도 로그 감소값 감소율[%]

녹농균
대조군 1.6 × 105 - -

액상 살균제 10 4.2 99.99

 

 <반복시험 유효성 확인>

시험 항목 시험 결과

녹농균

대조군
�

�
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액상 살균제
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※ 사용 균주 : Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

※ 담체(Carrier) : Stainless steel disc 304

※ 시험 현탁액 농도 : 1.8 × 108 CFU/carrier

※ 접종 직후 초기 대조군 농도 : 1.6 × 105 CFU/carrier

※ 중화효능 유효성 확인 농도 : 1.1 × 105 CFU/carrier

※ 시험 조건

   시험용액 농도 100 %(원액); 온도 (20 ± 1) ℃; 반응 5분 ± 10초; 청정 조건(0.3 g/L BSA)

※ 배양 조건

   온도 (37 ± 1) ℃, 24시간 배양
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이 시험방법은 살균제의 진균 모의표면 대상 살균 효과·효능을 평가하는 방법이다.

��� ���	


이 시험방법은 가정, 사무실, 다중이용시설 등 일상적인 생활공간 또는 그 밖의 

공간에서 사용하는 살균제를 대상으로 하며, 제형은 액체형, 고체형, 분말형, 겔형, 

와이프형 등 살균제의 진균에 대한 효과·효능 평가에 적용한다.

��� ��'$
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탄수화물, 지방 또는 단백질 등의 유기물과 무기질 물질 등 살균제의 효력에 영향을 

미칠 수 있는 물질로써, 살균제의 실제 사용 조건을 모사하기 위해 첨가함

��� ���

살균제 시험용액과 세균 현탁액의 정해진 시간 동안 반응 후 추가 반응이 일어나지 

않도록 살균제를 불활성화시키기 위해 첨가하는 물질
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모든 종류의 미생물과 아포를 완전히 사멸시킴
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멸균기는 (121 ± 3) ℃, 압력 (103 ± 5) kPa에서 유지 가능할 것

��� "#
$

(4 ± 1) ℃, (10 ± 1) ℃, (20 ± 1) ℃, (30 ± 1) ℃, (40 ± 1) ℃ 또는 추가 시험온도 (��

± 1) ℃로 조절 가능한 항온수조

��� %&!

(20 ~ 40) ℃의 범위로 사용 가능하며, 오차 범위가 ± 1 ℃인 배양기

��� '(�)*!

(20 ± 1) ℃에서 pH 측정 시, 0.1 단위의 정밀도를 확보한 장비

��+ ,-./
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(2 ~ 8) ℃ 조절 가능한 냉장고
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10 mL, 1 mL, 0.1 mL 및 0.05 mL 또는 자동보정 피펫 사용

��< %&BC

(90 ~ 100) mm 크기의 배양접시 사용

���A D,�EF,G

���� y|}\�~����kk�ek�

양면이 2b 등급인 평평한 표면의 직경 2 cm의 스테인리스 304 원반을 사용

���� |}\�~����kk�ek�

직경 1 cm의 페이퍼 디스크(항생물질검정용 여지)를 사용

���� ��JKLMN

생물안전등급이 Ⅱ등급 이상인 생물안전작업대 사용

���� OP#�;Q�

(-20 ~ -70) ℃까지 조절 가능한 냉동고

���+ (efghijgfejek

진균 포자를 계수할 때 사용

���0 lm]nU
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pore size 5 ㎛ 의 필터 페이퍼

���: tuvw!

���< xwyz

균사체에서 포자를 분리하기 위해 사용

"�� ���+,
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ZXWXW 다음 1가지 시험 균주를 표준 균주로 사용한다.

- Aspergillus brasiliensis  ATCC 16404

비고 1 이 시험 방법에서 명시되지 않은 균주를 사용할 경우, 사용한 균주명 및 관련 내용을 기록한다.

��� %T

해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른 배지를 사용한다.
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미생물에 독성을 나타내거나 미생물 생장을 억제할 수 있는 물질을 포함하지 않아야 

한다. 증류된 물을 사용하되 탈염된 물을 사용해서는 안 된다. 고압증기멸균기를 

이용하여 멸균한다.

��� U


증류수 1 L에 CaCl2 0.305 g(w/v)와 MgCl2·6H2O 0.139 g(w/v)를 첨가하여 제조한다. 

제조된 경수는 막여과장치를 사용하여 여과 멸균한다.
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ZX[XW 알부민 용액

- 청정 조건을 위한 조제

0.6 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 1 L에 녹인다. 막여과장치를 

사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 0.3 g/L이다.

- 오염 조건을 위한 조제

6.0 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 1 L에 녹인다. 막여과장치를 

사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 3.0 

g/L이다.

ZX[XY 추가 간섭 물질 선정 시, 이온 조성(예: pH, 칼슘이나 마그네슘 경도)과 화학 

조성(예: 무기질 물질, 단백질, 당질, 지질, 세정제 등)은 명확하여야 한다. 물질명 및 

관련 사항은 시험 보고서에 기록되어야 한다.

��0 VWX

증류수 1 L에 Tryptone, pancreatic digest of casein 1.0 g, Sodium chloride(NaCl) 8.5 

g을 첨가한 후 고압증기멸균기를 이용하여 멸균하고, 멸균 후 20 ℃에서 pH (7.0 ± 

0.2)가 되도록 한다.
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다음의 기본 중화제를 우선 적용하며, 중화효능 유효성이 확인되지 않을 시 해당 

살균제의 특성에 따라 적절한 것을 선택하여 멸균된 것을 사용하고, 중화효능 유효성을 

확인한다.

ZX\XW 기본 중화제

1 % 멸균인산완충용액 또는 4.6항 희석액 1 L에 Lecithin 3 g, Polysorbate 80 30 g, 

Sodium thiosulfate 5 g, L-Histidine 1 g, Saponine 30 g을 첨가하여 제조한 후 

멸균한다.
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ZX\XY 기본 중화제 외의 중화제 조성 및 제조는 부록 표 2.를 참고한다.

비고 2 상기에서 열거한 중화제 이외에 적절한 다른 중화제를 사용할 수 있다.

��: YZX

막-여과법 시험에 사용하는 세척액은 멸균된 것을 사용하고 막을 통하여 여과될 수 

있어야 한다. 다음의 세척액 중 한 가지를 사용할 수 있다.

ZX]XW 4.3항 물

ZX]XY 4.6항 희석액

ZX]X^ 0.1 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]XZ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]X[ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80과 Lecithin(0.7 g/L)을 함유한 용액

ZX]X_ 4.7항 중화제

비고 3 상기에서 열거한 용액 이외에 적절한 다른 용액을 사용할 수 있다.

-�� ���.�/0

시험용액 준비 시 시험 균주 외 미생물로 인한 오염을 방지하기 위해 생물안전작업대 

(Ⅱ등급) 내에서 무균적으로 작업하며, 시험용액 제조방법은 다음 표와 같다.
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표 1. 제형별 시험용액 제조방법

시료 제형 시험용액 제조방법

액체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

고체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해. 최소 (1.00 ± 0.01) g 이상 용해

분말형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해

겔형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

와이프형 최소 5 mL 이상이 되도록 시험용액을 짜냄

기타 제형 제품 사용 농도에 따라 제조

- 희석은 부피/부피(v/v)을 기준으로 하여 경수로 부피플라스크에서 제조된다.

- 바로 사용하는 제품의 희석은 물로 제조될 수 있다.

- 시험용액은 바로 제조해야 하며 2시간 이내에 시험에 사용해야 한다.

- 용액은 모든 과정에서 안정하고 물리적으로 동질한 상태를 유지해야 한다. 절차 중 

침전물 혹은 응집물로 인한 비동질화가 육안으로 발견될 경우 이는 시험 보고서에 

기록되어야 한다.
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_XWXW 시험 미생물의 활성 배양을 위하여 초저온 냉동고에서 보관 중이던 시험균주를  

해당 미생물의 고체배지에 접종하여 5일 동안 배양한다.

비고 4  배양온도는 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

0�� CR�S�]^X

_XYXW 희석액 10 mL를 활성 배양균 표면에 고루 도포하여 유리막대로 균사체를 

배지로부터 분리한다.

_XYXY 분리한 균사체를 멸균된 유리비드 5 g이 들어 있는 시험관에 넣고 볼텍스 

믹서로 균질하게 현탁하여 균사체에서 포자를 분리한다.
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_XYX^ 균질하게 혼합한 희석액을 멸균된 유리솜 또는 필터에 균사체 및 한천배지를 

걸러 포자로 구성된 시험 현탁액을 제조한다.

_XYXZ 포자 시험 현탁액을 원심분리하여 상층액 제거 후 희석액으로 재현탁하고, 

Hemocytometer로 측정한 포자 농도가 (1.0 × 107 ~ 9.0 × 107) spores/mL이 되도록 

제조한다.
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간섭물질의 경우 청정조건 또는 오염조건 중 해당 조건을 선택하여 적용한다.
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\XWXW 시험을 위한 비다공성 담체(Carrier)를 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 

대조군 6개 중 3개는 접종 직후 초기 대조군으로 사용한다.

비고 5 비다공성 담체(Carrier)는 다음과 같이 세척·살균한다. 1) 5 % V/V Decon®이 최소한 20 mL 이상 

들어있는 비커(최소크기: 50 mL)에 담근다. 2) 60분 후 흐르는 증류수에 10초 동안 세척한다. 표면이 

건조해서는 안 된다. 3) 표면의 계면활성제를 충분히 제거하기 위해 원반을 물로 10초 동안 다시 

세척한다.(물의 흐름을 충분히 하기 위해서, 적절한 호스와 연결 장치 또는 다른 방법을 사용하여 분당 2 

L의 멸균된 물을 공급하도록 관의 수압이 유지되도록 조절) 4) 원반을 70 % 이소프로판올이 들어있는 

수조에 15분 동안 놓아둔다. 5) 원반을 꺼내고 생물안전작업대 내에서 증발시켜 건조시킨다.

\XWXY 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 

현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

\XWX^ 멸균 배양접시에 비다공성 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 7.1.2항 접종 

현탁액을 접종한다. 접종한 표면균 비다공성 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 건조가 

확인될 때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다.

\XWXZ 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 건조된 대조군 표면균 비다공성 

담체(Carrier) 3개에 각각 10 mL의 4.3항 물과 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 

볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕 용액을 희석하여 평판계수법을 이용하여 
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2개 배양접시에 접종한다.

\XWX[ 시험군 표면균 비다공성 담체(Carrier) 3개에 각각 0.1 mL의 5.1항 시험 용액을 

분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다. 대조군 표면균 

비다공성 담체(Carrier) 3개에는 각각 0.1 mL의 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 

물 사용)를 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다.

비고 6 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 7  반응 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 10초, 

30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XWX_ 항온기에 유지 후 시험군 및 대조군 표면균 비다공성 담체(Carrier)를 10 mL의 

중화제와 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 

진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

\XWX\ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

각각 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX] 접종한 배지는 배양기에서 5일 동안 배양한다.
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\XYXW 시험을 위한 다공성 담체(Carrier)를 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 

대조군 6개 중 3개는 접종 직후 초기 대조군으로 사용한다.

비고 8 시험 표면은 고압증기멸균기로 멸균하여 사용한다.

\XYXY 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 

현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

\XYX^ 멸균 배양접시에 다공성 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 7.2.2항 접종 현탁액을 

접종한다. 접종한 다공성 표면균 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 건조가 확인될 
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때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다.

\XYXZ 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 건조된 대조군 표면균 다공성 

담체(Carrier) 3개에 각각 10 mL의 4.3항 물과 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 

볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕 용액을 희석하여 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다.

\XYX[ 시험군 표면균 다공성 담체(Carrier) 3개에 각각 0.1 mL의 5.1항 시험 용액을 

분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다. 대조군 표면균 

다공성 담체(Carrier) 3개에는 각각 0.1 mL의 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 

사용)를 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다.

비고 9 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 10  반응 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 10초, 

30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XYX_ 항온기에 유지 후 시험군 및 대조군 표면균 다공성 담체(Carrier)를 10 mL의 

중화제와 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 

진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

\XYX\ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

각각 2개 배양접시에 접종한다.

\XYX] 접종한 배지는 배양기에서 5일 동안 배양한다.
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]XWXW 중화효능 유효성을 확인하기 위해 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 

후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 

항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다. 멸균 배양접시에 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 

7.1.2항 접종 현탁액을 접종한다. 접종한 표면균 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 
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건조가 확인될 때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다. 10 mL의 중화제와 

1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 0.1 mL 5.1항 시험 용액을 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 

조절된 항온수조에 15분 ± 10초간 유지한다. 중화한 시험관에 표면균 담체(Carrier) 

1개를 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 

조절된 항온수조에 5분 ± 10초 동안 유지한다. 즉시 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다. 접종한 배지는 배양기에서 5일 동안 배양한다.

비고 11 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

]XWXY 대조군 3회 반복시험 결과는 모두 ‘증식’이여야 한다.

]XWX^ 시험군 3회 반복시험 결과, 불일치(예; ‘증식’, ‘미증식’, ‘미증식’)하는 경우 

재시험을 진행한다.
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`XWXW 배양접시 균 성장 여부에 따라 균이 성장할 경우 ‘증식’, 균이 성장하지 않은 

경우 ‘미증식’으로 판정한다. 

비고 12  ‘미증식’일 경우, 초기 접종 포자 농도를 적용할 시 진균 감소값은 ‘4 log’에 해당된다.
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`XYXW 시험 결과는 ‘증식’ 또는 ‘미증식’으로 표기한다.

`XYXY 시험 균주의 균주명과 균주 번호를 기록한다.

`XYX^ 각 시험 미생물에 대해 시험에서 사용된 제품의 농도를 기록한다.
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표 1. 균주별 배양 조건

균주

항목
균주명 분양번호

배양

온도[℃] 배지

표준

균주
Aspergillus brasiliensis  ATCC 16404 25 PDA

추가

균주
기타 균주 분양정보에 따름

※ PDA : Potato Dextrose Agar

TSA 조성 용량 TSA 조성 용량

Diced potatoes

Glucose

300.0 g

20.0 g

Agar

DI Water

15.0 g

1,000 mL

표 2. 중화제(희석-중화법) 조성 및 제조방법 예시

시료 성분 중화제

4급 암모늄화합물계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 30 g/L Polysorbate 80 + 4 g/L Sodium dodecyl sulphate

  + 3 g/L Lecithin

- 3 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 5 g/L Polysorbate 80

비구아니드(Biguanides) 및 

유사 화합물
- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

염소계, 과산화물계

- 30~20 g/L Sodium thiosulphate + 30 g/L Polysorbate 80

  + 3 g/L Lecithin

- 50 g/L Polysorbate 80 + 0.25 g/L Catalase + 10 g/L Lecithin

알데하이드(Aldehydes)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

페놀계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin

- 7 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 4 g/L Polysorbate 80

알코올계 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 시료의 pH에 따라 중화제 및 세척액의 pH를 조절하거나 인산 완충용액에서 제조할 수 있다.

- 지방알코올 축합 Ethylene oxide는 C12에서 C18까지 가능하다.

- Lecithin은 계란을 권장한다.

- Sodium thiosulphate의 유독성은 시험 균주마다 다르다.

- 짧은 연쇄 알코올(C5 미만)의 중화에는 간단한 희석으로도 가능하다. 알코올 기반 제품에 추가 항균 

성분이 포함된 경우, 주의해야 한다.

- 하나 이상의 성분을 포함한 경우, 여러 성분의 혼합 중화제가 필요할 수 있다.

- 여러 성분의 혼합 중화제는 고농도의 시료를 중화하지 못할 수도 있다.



�� 
�� �

�������	�
��
������������ ���������	�
��

����������
���� ����

�������	
��

��*���
��������	��O��
�V�
&��
a���


��� ��

��� ��

이 시험방법은 살균제의 효모 모의표면 대상 살균 효과·효능을 평가하는 방법이다.

��� ���	


이 시험방법은 가정, 사무실, 다중이용시설 등 일상적인 생활공간 또는 그 밖의 

공간에서 사용하는 살균제를 대상으로 하며, 제형은 액체형, 고체형, 분말형, 겔형, 

와이프형 등 살균제의 효모균에 대한 효과·효능 평가에 적용한다.

��� ��'$

��� ��
�������

시험군과 대조군에 시험균주를 접종하고 배양 후 생균수를 측정하여 시험군과 

대조군을 비교한 것

��� ����

탄수화물, 지방 또는 단백질 등의 유기물과 무기질 물질 등 살균제의 효력에 영향을 

미칠 수 있는 물질로써, 살균제의 실제 사용 조건을 모사하기 위해 첨가함
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살균제 시험용액과 세균 현탁액의 정해진 시간 동안 반응 후 추가 반응이 일어나지 

않도록 살균제를 불활성화시키기 위해 첨가하는 물질

��� ��

모든 종류의 미생물과 아포를 완전히 사멸시킴


�� ��((�)�(*
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멸균기는 (121 ± 3) ℃, 압력 (103 ± 5) kPa에서 유지 가능할 것

��� "#
$

(4 ± 1) ℃, (10 ± 1) ℃, (20 ± 1) ℃, (30 ± 1) ℃, (40 ± 1) ℃ 또는 추가 시험온도 (��

± 1) ℃로 조절 가능한 항온수조

��� %&!

(20 ~ 40) ℃의 범위로 사용 가능하며, 오차 범위가 ± 1 ℃인 배양기

��� '(�)*!

(20 ± 1) ℃에서 pH 측정 시, 0.1 단위의 정밀도를 확보한 장비

��+ ,-./

��0 12,�34
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(2 ~ 8) ℃ 조절 가능한 냉장고

��: =>�?@

10 mL, 1 mL, 0.1 mL 및 0.05 mL 또는 자동보정 피펫 사용

��< %&BC

(90 ~ 100) mm 크기의 배양접시 사용

���A y|}\�~����kk�ek�

양면이 2b 등급인 평평한 표면의 직경 2 cm의 스테인리스 304 원반을 사용

���� |}\�~����kk�ek�

직경 1 cm의 페이퍼 디스크(항생물질검정용 여지)를 사용

���� D,�EF,G

���� HI

백금, 니크롬 또는 텅스텐으로 만든 것

���� ��JKLMN

생물안전등급이 Ⅱ등급 이상인 생물안전작업대 사용

���+ OP#�;Q�

(-20 ~ -70) ℃까지 조절 가능한 냉동고
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ZXWXW 다음 1가지 시험 균주를 표준 균주로 사용한다.

- Candida albicans ATCC 10231

비고 1  이 시험 방법에서 명시되지 않은 균주를 사용할 경우, 사용한 균주명 및 관련 내용을 기록한다.

��� %T

해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른 배지를 사용한다.

��� �

미생물에 독성을 나타내거나 미생물 생장을 억제할 수 있는 물질을 포함하지 않아야 

한다. 증류된 물을 사용하되 탈염된 물을 사용해서는 안 된다. 고압증기멸균기를 

이용하여 멸균한다.

��� U


증류수 1 L에 CaCl2 0.305 g(w/v)와 MgCl2·6H2O 0.139 g(w/v)를 첨가하여 제조한다. 

제조된 경수는 막여과장치를 사용하여 여과 멸균한다.

��+ ����

ZX[XW 알부민 용액

- 청정 조건을 위한 조제

0.6 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 1 L에 녹인다. 막여과장치를 

사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 0.3 

g/L이다.
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- 오염 조건을 위한 조제

6.0 g의 Bovine Serum Albumin(Cohn fraction V)을 물 1 L에 녹인다. 막여과장치를 

사용하여 여과 멸균하고, 냉장고에서 보관하고 1달 내 사용한다. 최종 농도는 3.0 g/L이다.

ZX[XY 추가 간섭 물질 선정 시, 이온 조성(예: pH, 칼슘이나 마그네슘 경도)과 화학 

조성(예: 무기질 물질, 단백질, 당질, 지질, 세정제 등)은 명확하여야 한다. 물질명 및 

관련 사항은 시험 보고서에 기록되어야 한다.

��0 VWX

증류수 1 L에 Tryptone, pancreatic digest of casein 1.0 g, Sodium chloride(NaCl) 8.5 

g을 첨가한 후 고압증기멸균기를 이용하여 멸균하고, 멸균 후 20 ℃에서 pH (7.0 ± 

0.2)가 되도록 한다.

��5 ���

다음의 기본 중화제를 우선 적용하며, 중화효능 유효성이 확인되지 않을 시 해당 살균제의 

특성에 따라 적절한 것을 선택하여 멸균된 것을 사용하고, 중화효능 유효성을 확인한다.

ZX\XW 기본 중화제

1 % 멸균인산완충용액 또는 4.6항 희석액 1 L에 Lecithin 3 g, Polysorbate 80 30 g, 

Sodium thiosulfate 5 g, L-Histidine 1 g, Saponine 30 g을 첨가하여 제조한 후 

멸균한다.

ZX\XY 기본 중화제 외의 중화제 조성 및 제조는 부록 표 2.를 참고한다.

비고 2  상기에서 열거한 중화제 이외에 적절한 다른 중화제를 사용할 수 있다.

��: YZX

막-여과법 시험에 사용하는 세척액은 멸균된 것을 사용하고 막을 통하여 여과될 수 

있어야 한다. 다음의 세척액 중 한 가지를 사용할 수 있다.



�� 
�� �

ZX]XW 4.3항 물

ZX]XY 4.6항 희석액

ZX]X^ 0.1 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]XZ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80 용액

ZX]X[ 0.5 %(V/V) Polysorbate 80과 Lecithin(0.7 g/L)을 함유한 용액

ZX]X_ 4.7항 중화제

비고 3 상기에서 열거한 용액 이외에 적절한 다른 용액을 사용할 수 있다.

-�� ���.�/0

시험용액 준비 시 시험 균주 외 미생물로 인한 오염을 방지하기 위해 생물안전작업대 

(Ⅱ등급) 내에서 무균적으로 작업하며, 시험용액 제조방법은 다음 표와 같다.

표 1. 제형별 시험용액 제조방법

시료 제형 시험용액 제조방법

액체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

고체형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해. 최소 (1.00 ± 0.01) g 이상 용해

분말형 제품 사용 농도에 따라 경수에 용해

겔형 제품 사용 농도에 따라 경수에 희석

와이프형 최소 5 mL 이상이 되도록 시험용액을 짜냄

기타 제형 제품 사용 농도에 따라 제조

- 희석은 부피/부피(v/v)을 기준으로 하여 경수로 부피플라스크에서 제조된다.

- 바로 사용하는 제품의 희석은 물로 제조될 수 있다.

- 시험용액은 바로 제조해야 하며 2시간 이내에 시험에 사용해야 한다.

- 용액은 모든 과정에서 안정하고 물리적으로 동질한 상태를 유지해야 한다. 절차 중  

  침전물 혹은 응집물로 인한 비동질화가 육안으로 발견될 경우 이는 시험 보고서  

  에 기록되어야 한다.
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_XWXW 시험 미생물의 활성 배양을 위하여 초저온 냉동고에서 보관 중이던 시험균주를  

해당 미생물의 고체배지 또는 사면배지에 접종하여 (42 ~ 48) 시간 배양한다.

_XWXY 같은 방법으로 2차 또는 3차 배양하여 이를 활성 배양균으로 사용한다.

비고 4  배양온도는 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

0�� CR�S�]^X

_XYXW 희석액 10 mL를 시험관에 넣고 활성 배양균을 멸균 루프로 취하여 해당 

희석액에 접종한다. 이 때 루프를 희석액에 담그고 시험관의 벽면에 문질러 균을 완전히 

떨어뜨려 희석액에 혼합되도록 하고, 균질하게 섞는다.

_XYXY 희석액을 사용하여 시험 균수를 (1.5 × 107 ∼ 5.0 × 107) CFU/mL로 조정하며, 

흡광도 측정법이나 기타 적절한 방법을 이용하여 균수를 추정한다. 시험균주 현탁액은 

시험균 활성저하를 고려하여 2시간 이내에 사용한다.

_XYX^ 시험균주 현탁액 농도 측정시 생균수 계수를 위해 희석액을 사용하여 시험균주 

현탁액을 단계희석한 후 2개의 배지에 주입평판법 및 도말평판법을 이용하여 배양한다.

_XYXZ 접종한 배지는 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 시험 

현탁액 농도는 (1.5 × 107 ∼ 5.0 × 107) CFU/mL이어야 한다.

비고 5  배양시간은 해당 시험 균주의 분양기관에서 제공하는 정보에 따른다.

5�� ���67

간섭물질의 경우 청정조건 또는 오염조건 중 해당 조건을 선택하여 적용한다.
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\XWXW 시험을 위한 비다공성 담체(Carrier)를 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 

대조군 6개 중 3개는 접종 직후 초기 대조군으로 사용한다.

비고 6 비다공성 담체(Carrier)는 다음과 같이 세척·살균한다. 1) 5 % V/V Decon®이 최소한 20 mL 이상 

들어있는 비커(최소크기: 50 mL)에 담근다. 2) 60분 후 흐르는 증류수에 10초 동안 세척한다. 표면이 

건조해서는 안 된다. 3) 표면의 계면활성제를 충분히 제거하기 위해 원반을 물로 10초 동안 다시 

세척한다.(물의 흐름을 충분히 하기 위해서, 적절한 호스와 연결 장치 또는 다른 방법을 사용하여 분당 2 

L의 멸균된 물을 공급하도록 관의 수압이 유지되도록 조절) 4) 원반을 70 % 이소프로판올이 들어있는 

수조에 15분 동안 놓아둔다. 5) 원반을 꺼내고 생물안전작업대 내에서 증발시켜 건조시킨다.

\XWXY 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 

현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

\XWX^ 멸균 배양접시에 비다공성 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 7.1.2항 접종 

현탁액을 접종한다. 접종한 표면균 비다공성 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 건조가 

확인될 때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다.

\XWXZ 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 건조된 대조군 표면균 비다공성 

담체(Carrier) 3개에 각각 10 mL의 4.3항 물과 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 

볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕 용액을 희석하여 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다.

\XWX[ 시험군 표면균 비다공성 담체(Carrier) 3개에 각각 0.1 mL의 5.1항 시험 용액을 

분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다. 대조군 표면균 

비다공성 담체(Carrier) 3개에는 각각 0.1 mL의 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 

물 사용)를 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다.

비고 7 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 ± 

1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 8  반응 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 10초, 

30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.
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\XWX_ 항온기에 유지 후 시험군 및 대조군 표면균 비다공성 담체(Carrier)를 10 mL의 

중화제와 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 

진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

\XWX\ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

각각 2개 배양접시에 접종한다.

\XWX] 접종한 배지는 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 
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\XYXW 시험을 위한 다공성 담체(Carrier)를 시험군 3개와 대조군 6개를 준비한다. 

대조군 6개 중 3개는 접종 직후 초기 대조군으로 사용한다.

비고 9 시험 표면은 고압증기멸균기로 멸균하여 사용한다.

\XYXY 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 

현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다.

\XYX^ 멸균 배양접시에 다공성 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 7.2.2항 접종 현탁액을 

접종한다. 접종한 표면균 다공성 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 건조가 확인될 

때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다.

\XYXZ 접종 직후 초기 대조군 농도를 확인하기 위해 건조된 대조군 표면균 다공성 

담체(Carrier) 3개에 각각 10 mL의 4.3항 물과 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 

볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕 용액을 희석하여 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다.

\XYX[ 시험군 표면균 다공성 담체(Carrier) 3개에 각각 0.1 mL의 5.1항 시험 용액을 

분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다. 대조군 표면균 

다공성 담체(Carrier) 3개에는 각각 0.1 mL의 4.4항 경수(바로 사용하는 제품은 4.3항 물 

사용)를 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온기에 15분 ± 10초간 유지한다.
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비고 10 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.

비고 11  반응 시간은 15분 ± 10초를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 반응시간은 1분 ± 10초, 

30분 ± 10초 또는 60분 ± 10초 중에서 선택 가능하다.

\XYX_ 항온기에 유지 후 시험군 및 대조군 표면균 다공성 담체(Carrier)를 10 mL의 

중화제와 1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 

진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 조절된 항온수조에 5분 ± 10초간 유지한다.

\XYX\ 중화 후, 즉시 중화된 시험군 및 대조군의 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

각각 2개 배양접시에 접종한다.

\XYX] 접종한 배지는 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양접시를 배양한다. 총 생균수 

확인 시, 배양 후 (15 ~ 300) 개의 집락이 형성된 배양접시를 선택하여 계수한다. 
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]XWXW 중화효능 유효성을 확인하기 위해 시험관에 1.0 mL의 4.5항 간섭물질을 분주한 

후 1.0 mL의 6.2.2항 시험균주 현탁액을 첨가한다. 첨가 후 (20 ± 1) ℃로 조절된 

항온수조에 2분 ± 10초간 유지한다. 멸균 배양접시에 담체(Carrier)를 놓고 0.05 mL의 

7.1.2항 접종 현탁액을 접종한다. 접종한 표면균 담체(Carrier)는 37 ℃에서 육안으로 

건조가 확인될 때까지 건조한다. 단, 건조는 60분을 초과할 수 없다. 10 mL의 중화제와 

1 g 유리비드가 들어있는 시험관에 0.1 mL 5.1항 시험 용액을 분주한 후 (20 ± 1) ℃로 

조절된 항온수조에 15분 ± 10초간 유지한다. 중화한 시험관에 표면균 담체(Carrier) 

1개를 넣고 볼텍스 믹서로 최소 1분 이상 진탕한다. 진탕한 시험관을 (20 ± 1) ℃로 

조절된 항온수조에 5분 ± 10초 동안 유지한다. 즉시 혼합용액을 평판계수법을 이용하여 

2개 배양접시에 접종한다. 접종한 배지는 배양기에서 (42 ~ 48) 시간 동안 배양한다. 

중화효능 유효성 확인 농도는 (1.0 × 104) CFU/carrier 이상이어야 한다.

비고 12 시험 온도는 (20 ± 1) ℃를 기준으로 한다. 제품의 사용 조건에 따라 추가 온도는 (4 ± 1) ℃, (10 

± 1) ℃ 또는 (40 ± 1) ℃ 중 선택 가능하다.
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]XWXY 접종 직후 초기 대조군 농도는 (1.5 × 104) CFU/carrier 이상이어야 하며, 시험 

대조군 농도는 (1.0 × 104) CFU/carrier 이상이어야 한다.
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`XWXW 시험 결과는 희석배수를 고려하여 CFU/carrier로 환산하며, 균 농도는 다음과 

같이 계산한다. 단, 유효 숫자 2자리까지 표시한다.

� � � ��

N : 균 농도(CFU/carrier)

C : 2개 배양접시 평균 생균수(CFU/carrier)

D : 희석배수

비고 13 혼합물 원액의 배양접시를 계수했을 때, 집락이 없는 경우, 균농도는 ‘< 10’ 로 표기한 후, 

생균수  감소값(율) 계산에 사용하는 수는 ‘10’이 된다.

`XWXY 3회 반복시험에서 시험군 및 대조군의 유효한 시험 성립 조건은 다음과 같다.
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Lmax : 최대 균수의 로그 값

Lmin : 최소 균수의 로그 값

Lmaen : 평균 균수의 로그 값

`XWX^ 생균수 감소값과 감소율은 다음과 같이 계산한다.

[생균수 감소값]
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[생균수 감소율]
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R : 생균수 감소값

Nt : 3회 대조군 평균 농도(CFU/carrier)

Na : 3회 시험군 평균 농도(CFU/carrier)

<�� a8�d]

`XYXW 시험 결과는 로그 감소값으로 표기된다. 감소율(%) 추가 표기도 가능하다.

`XYXY 로그 감소값으로 표기되는 시험결과는 소수점 둘째 자리에서 반올림하여 소수점 

첫째 자리까지 표기한다. 감소율(%)로 표기되는 시험결과는 소수점 첫째 자리까지 

표기가능하며 이하는 버림한다.

`XYX^ 시험 균주의 균주명과 균주 번호를 기록한다.

`XYXZ 각 시험 미생물에 대해 시험에서 사용된 제품의 농도를 기록한다.

���� B&CD
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표 1. 균주별 배양 조건

균주

항목
균주명 분양번호

배양

온도[℃] 배지

표준

균주
Candida albicans ATCC 10231 24 ~ 26 YMA

추가

균주
기타 균주 분양정보에 따름

※ YMA : YM Agar

YMA 조성 용량 YMA 조성 용량

Yeast Extract

Malt Extract

Dextrose

3.0 g

3.0 g

10.0 g

Peptone

Agar

DI Water

5.0 g

20.0 g

1,000 mL

표 2. 중화제(희석-중화법) 조성 및 제조방법 예시

시료 성분 중화제

4급 암모늄화합물계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 30 g/L Polysorbate 80 + 4 g/L Sodium dodecyl sulphate

  + 3 g/L Lecithin

- 3 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 5 g/L Polysorbate 80

비구아니드(Biguanides) 및 유사 화합물 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

염소계, 과산화물계

- 30~20 g/L Sodium thiosulphate + 30 g/L Polysorbate 80

  + 3 g/L Lecithin

- 50 g/L Polysorbate 80 + 0.25 g/L Catalase + 10 g/L Lecithin

알데하이드(Aldehydes)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

- 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 1 g/L L-Histidine

  (또는 Glycine)

페놀계

- 30 g/L Polysorbate 80 + 3 g/L Lecithin

- 7 g/L 지방알코올 축합 Ethylene oxide + 20 g/L Lecithin

  + 4 g/L Polysorbate 80

알코올계 - 30 g/L Polysorbate 80 + 30 g/L Saponin + 3 g/L Lecithin

- 시료의 pH에 따라 중화제 및 세척액의 pH를 조절하거나 인산 완충용액에서 제조할 수 있다.

- 지방알코올 축합 Ethylene oxide는 C12에서 C18까지 가능하다.

- Lecithin은 계란을 권장한다.

- Sodium thiosulphate의 유독성은 시험 균주마다 다르다.

- 짧은 연쇄 알코올(C5 미만)의 중화에는 간단한 희석으로도 가능하다. 알코올 기반 제품에 추가 항균 

성분이 포함된 경우, 주의해야 한다.

- 하나 이상의 성분을 포함한 경우, 여러 성분의 혼합 중화제가 필요할 수 있다.

- 여러 성분의 혼합 중화제는 고농도의 시료를 중화하지 못할 수도 있다.



�� ��� �

표 3. 시험 결과 예시

 <생균수 계산 및 표기>

시험 항목

시험 결과

반복

횟수

생균수

[CFU]

평균값

[CFU]

희석

배수

균 농도
[CFU

/carrier]

평균값
[CFU

/carrier]

칸디다균

대조군

1회
164

162 102 1.6 × 104

1.6 × 104

160

2회
173

170 102 1.7 × 104
168

3회
165

164 102 1.6 × 104
162

액상

살균제

1회
< 10

< 10 10 10

1.0 × 10

< 10

2회
< 10

< 10 10 10
< 10

3회
< 10

< 10 10 10
< 10

 <감소율 계산 계산 및 표기>

시험 항목
시험 결과

반응 후 농도 로그 감소값 감소율[%]

칸디다균
대조군 1.6 × 104 - -

액상 살균제 10 3.2 99.9

 

 <반복시험 유효성 확인>

시험 항목 시험 결과

칸디다균

대조군
�
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액상 살균제
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※ 사용 균주 : Candida albicans ATCC 10231

※ 담체(Carrier) : Stainless steel disc 304

※ 시험 현탁액 농도 : 1.8 × 107 CFU/carrier

※ 접종 직후 초기 대조군 농도 : 1.6 × 104 CFU/carrier

※ 중화효능 유효성 확인 농도 : 1.1 × 104 CFU/carrier

※ 시험 조건

   시험용액 농도 100 %(원액); 온도 (20 ± 1) ℃; 반응 15분 ± 10초; 청정 조건(0.3 g/L BSA)

※ 배양 조건

   온도 (25 ± 1) ℃, 24시간 배양
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