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2. 제출문

 제      출      문

농림축산식품부 장관 귀하

본 보고서를 “다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 가능한 신속, 정확한 인플루엔

자 검출기법 개발 및 상용화”(개발기간：2013.12.24 ~ 2016.12.23)과제의 최종보고

서로 제출합니다.

2017.  03.  31.

     

 주관연구기관명 : ㈜미코바이오메드      (대표자) 전선규    (인)  

 협동연구기관명 : 경북대학교산학협력단  (대표자) 황의욱    (인)

 협동연구기관명 : 비아이티밸류          (대표자) 조원창    (인)

 협동연구기관명 : 농림축산검역본부      (대표자) 박봉균    (인)

 

        

                                  주관연구책임자 : 박현규

                                  협동연구책임자 : 여상건 

                                  협동연구책임자 : 조원창 

                                  협동연구책임자 : 신연경 

             

                     

국가연구개발사업의 관리 등에 관한 규정 제18조에 따라 보고서 열람에 동의 

합니다.



3. 보고서 요약서

보고서 요약서

과제고유번호 313060-3
해 당 단 계

연 구 기 간

2015.12.24~2

016.12.23
단 계 구 분 3/3

연 구 사 업 명

중 사 업 명 가축질병대응기술개발사업

세부 사업명 가축질병대응기술개발사업

연 구 과 제 명

대 과 제 명
다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 가능한 신속, 

정확한 인플루엔자 검출 기법 개발 및 상용화

세부 과제명
다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 가능한 신속, 

정확한 인플루엔자 검출 기법 개발 및 상용화

연 구 책 임 자
박현규

연구소장

해당단계

참 여

연구원 수

  총:  35명

내부: 35명

외부:   명

해당단계

연 구 개 발 비

정부:401,000천원

민간:112,200천원

  계:513,200천원

총 연구기간

참 여

연구원 수

  총: 99명

내부: 99명

외부:   명

총 연구개발비

정부:1,200,000천원

민간:361,400천원

  계:1,561,400천원

연구기관명 및 

소 속 부 서 명
㈜미코바이오메드 기술연구소

참여기업명

㈜미코바이오메드

비아이티밸류

㈜나노헬릭스

위 탁 연 구
연구기관명:

㈜나노헬릭스

연구책임자:

고민수

1. 고속 광학 스캔 방식을 적용한 RT-PCR 및 LAMP-PCR 2종

의 제품화

2. 16종의 인플루엔자 관련 진단 키트 제품화

3. 장진단용으로 활용하기 위하여 핵산추출과정을 단순화한 

direct RT-PCR 및 real time RT-PCR 진단법을 개발

4. 동물 인플루엔자 바이러스의 항 바이러스제제 내성 유전자 검

출용 키트를 개발

5. 고정밀 온도제어 기술 개발

6. 국내 특허 출원 6건, PCT출원 2건, 국내 특허 등록 1건

7. 6편의 논문게재 및 2건의 기술이전 실시

보고서 면수

171페이지

  



코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

○ 동물 인플루엔자 바이러스의 현장 진단을 위한 고효율, 비용절감형 RT-PCR 

및 real time RT-PCR 진단키트 개발 및 상용화

○ 개발된 현장적용 가능한 다축종용 인플루엔자 진단 키트 개발 및 활용을 통한 

인플루엔자 확산의 조기 차단

○ RT-PCR 진단 키트를 이용하여 현장에서 단시간내에 인플루엔자의 정확한 판

정이 가능한 휴대용 고속 RT-PCR 진단기기, 기술 개발 및 상용화

연구개발성과

<주관>

□ RT-PCR, real time RT-PCR, RT-LAMP PCR의 상용화를 위한 시스템 기구

설계 및 개발

-.다중 분석을 위한 시스템 구축(16~24 sample 처리)

-.다중 분석을 위한 Hole간의 균일한 온도 유지 기술 개발

-.정밀 온도 컨트롤 모듈 개발

-.2종의 시제품 개발 완료

□ 시스템 운영을 위한 Firmware 및 UI 개발

-.온도 모듈 및 릴레이 등을 위한 정밀 온도 제어

-.UI 개발

-.정밀 온도 제어를 위한 PID 제어 알고리즘 및 프로토콜 최적화

□ 시스템 운영 최적화

-.광학모듈 및 온도제어를 위한 통한 보드 개발 및 알고리즘 최적화

-.Debugging을 통한 프로그램 최적화

□ 현장 적용 용이성을 위한 키트 개발

□ 5건의 국내 특허 출원, 2건의 PCT출원, 1건의 국내 특허 등록

<제1협동>

□ 동물  및 조류 인플루엔자 바이러스의 현장 진단을 위한 고효율, 비용절감형  

RT-PCR, real time RT-PCR, RT-LAMP 진단키트의 개발을 추진하였으며 그 

성과는 다음과 같음.

 ○ 동물 및 조류 인플루엔자 바이러스 진단용 RT-PCR 및 real time RT-PCR 

진단키트 개발을 완료하였으며, 해당 진단키트들에 대한 진단효율(민감도 및 특

이성)을 검증 완료한 다음, 시제품을 생산하여 평가기관(농림축산검역본부)에 제

공 완료함.

  - 조류 인플루엔자 주요 아형 및 뉴캣슬병 바이러스 감별진단용 RT-PCR 및

     real time RT-PCR 진단키트

  - 돼지 인플루엔자 주요 아형 및 신종인플루엔자 바이러스 감별진단용

     RT-PCR 및 real time RT-PCR 진단 키트

  - 말 및 반려동물(개, 고양이) 인플루엔자바이러스 감별진단용 RT-PCR 

    및 real time RT-PCR 진단 키트

   - 인플루엔자 바이러스 H 아형 (H1-H16) 분석용 RT-PCR 진단키트

   - 인플루엔자 바이러스 N 아형 (N1-N9) 분석용 RT-PCR 진단 키트

 ○ 현장진단용으로 활용하기 위하여 핵산추출과정을 단순화한 direct RT-PCR 

및 real time RT-PCR 진단법을 개발하였고, 진단효율(민감도 및 특이도)을 검증

4. 국문 요약문



한 다음, 시제품을 제작하여 평가기관(농림축산검역본부)에 제공 완료함.

 ○ 현장진단용으로 활용 가능한 RT-LAMP 개발분야에 있어서는 모든 아형의 

동물 인플루엔자 바이러스 검출이 가능한 RT-LAMP와 조류인플루엔자 H5아형 

진단용 RT-LAMP를 개발하여 진단효율(민감도 및 특이성)을 검증하였고, 시제품

을 생산하여 평가기관(농림축산검역본부)에 제공 완료함. 개발된 현장진단용 진단

키트를 시판 신속 반응 장비와 접목한 결과, 목표한 30-40분 내에 인플루엔자 

바이러스 진단이 가능하였음.  

 ○ 동물 인플루엔자 바이러스의 항 바이러스제제 내성 유전자 검출용 키트를 개

발하여 진단효율 검증을 완료하였으며, 향후 임상시료에 대한 확대 적용시험이 

필요함.

 ○ 상시 연구결과들은 6편의 논문게재 및 2건의 기술이전을 통하여 정량적 연

구 성과 목표를 달성하였음.

<제2협동>

□ 소형 광학계 개발을 통한 고속 스캔형의 모듈 개발 완료

□ RT-PCR용 및 LAMP-PCR용 광학 모듈 개발 완료 및 제품화(시스템 통합)

□ 24well에 대한 고속 스캔 방식과 측정 홀간 편차 최소화 알고리즘 구축 완료

□ 형광 Data 취득 알고리즘 구축 완료

<제3협동>

□ 인플루엔자 A 바이러스 HA subtype 별 (HA1 ~ HA16) 표준 바이러스 확보

 ○ 인플루엔자 A 바이러스 공통 유전자 검출용 기존 RT-PCR 평가

 ○ 인플루엔자 A 바이러스 HA subtype 감별형 기존 RT-PCR 평가

 ○ 인플루엔자 A 바이러스 NA subtype 감별형 기존 RT-PCR 평가

 ○ 인플루엔자 A 바이러스 공통 유전자 검출용 기존 realtime RT-PCR 평가

 ○ 인플루엔자 A 바이러스 HA subtype 감별형 기존 realtime RT-PCR 평가

 ○ 인플루엔자 A 바이러스 NA subtype 감별형 기존 realtime RT-PCR 평가

□ 개발 진단 키트 비교 분석 평가 완료

□ 개발 진단키트 인플루엔자 바이러스 고병원성 감별 여부 평가 완료

□ 개발 진단키트 야외 적용 평가 완료

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

<주관>

□ 2종의 PCR 시스템 (RT-PCR 및 LAMP-PCR)의 제품화를 비롯한 새로운 비

즈니스 모텔 창출 예정

□ 유전자 분석을 바탕으로한 체외진단 분야로의 사업 확장 기대

□ PCR 진단 시스템을 비롯한 진단키트(OEM 형태)를 통해 매출 발생 기대

□ 협동 기관과의 협력으로 상생관계 구축

<제1협동>

□ 개발된 RT-PCR, real time RT-PCR 및 RT-LAMP 진단법은 동물 및 조류

인플루엔자 바이러스의 신속감별진단에 활용함으로써 국가 방역에 기여할 수 있

을 것으로 기대됨. 또한 개발 기술의 협력업체 기술 이전을 통하여 향후 진단키

트의 상용화 및 진단기관 보급으로 매출 증대가 기대됨.



<제2협동>

개발된 제품을 바탕으로 지속적인 야외 적용 테스트 및 검증을 실시를 통해 경쟁

력있는 제품이 될 수 있도록 지원할 예정

<제3협동>

주관기관과의 협력으로 PCR 시스템을 제품화

주관기관에 광학모듈의 납품 또는 자체 제품화로 새로운 비즈니스 모델 창출로 

매출 확대 기대

중심어

(5개 이내)

인플루엔자 

바이러스

분자생물학적 

진단법
RT-PCR PCR 진단키트



코드번호 D-02

Purpose&

Contents

○ Development and commercialization of high-efficiency, cost-saving 

RT-PCR and real-time RT-PCR diagnostic kit for on-site diagnosis of 

influenza virus in animals

○ Development and application of developed multi-axis influenza diagnostic 

kit for early detection of spread of influenza

○ Development and commercialization of portable high-speed RT-PCR 

diagnostic device capable of accurate determination of influenza in a short 

time on site using RT-PCR diagnostic kit

Results

<General Cooperation>

□ Design and development of system equipment for commercialization of 

RT-PCR, real-time RT-PCR and RT-LAMP PCR

- Build system for multiple analysis (16 ~ 24 sample processing)

- Development of homogeneous temperature maintenance technology 

between holes for multiple analysis

- Developed precision temperature control module

□ Completed development of prototype of 2 species

□ Firmware and UI development for system operation

- Precision temperature control for temperature modules and relays

- UI development

- PID control algorithm and protocol optimization for precise temperature 

control

□ Optimize system operation

- Development of board and algorithm optimization for optical module and 

temperature control

-.Debugging program optimization

□ Develop kit for easy application

□ 5 domestic patent applications, 2 PCT applications, 1 domestic patent 

registration

<First Cooperation>

□ For development of pan-side diagnosis of animal and avian influenza 

viruses, RT-PCR, real time RT-PCR and RT-LAMP assays were developed 

and evaluated in this study, and the research results were as following:

 ○ RT-PCR and real time RT-PCR assays were developed and evaluated for 

the detection of animal and avian influenza viruses, and the prototypes of 

commercial kits that produced by each partner company and provided it to 

the evaluation agency (QIA). 

 5. 영문 요약문

〈 SUMMARY 〉



 - RT-PCR and real time RT-PCR kits for the detection of major subtypes 

of avian influenza viruses and Newcastle disease virus.

 - RT-PCR and real time RT-PCR kits for the detection of major subtypes 

of swine influenza viruses and pandemic H1N1 influenza virus.

 - RT-PCR and real time RT-PCR kits for the detection of major subtypes 

of equine and companion animals (dog and cat) influenza viruses.

 - RT-PCR kits for HA　subtyping of influenza A viruses (H1-H16).

 - RT-PCR kits for NA subtyping of influenza A viruses (N1-N9).

 ○ Direct RT-PCR and real time RT-PCR assays without nucleic acid 

extraction step applicable for pan-side diagnosis of influenza viruses were 

developed and evaluated, and the prototypes of commercial kits were 

provided  it to the evaluation agency (QIA). As a result of combining the 

developed pan-side kits with the rapid diagnostic equipment,, the entire test 

process was completed within 30-40 minutes of original target.  

 ○ Real time RT-PCR assays for the detection of anti-influenza virus agent 

(amantadine or oseltamivur)-resistant viruses were developed and evaluated 

for tested influenza viruses and  in need further studies for clinical 

evaluation.

 ○ Through these studies, six papers were published and 2 cases of 

technical transfer were completed as a quantitative research achievement.

<Second Cooperation>

□ Development of high-speed scan type module through development of 

small optical system

□ Development and commercialization of optical module for RT-PCR and 

LAMP-PCR (system integration)

□ High speed scanning method for 24 wells and the algorithm for minimizing 

deviation between measurement holes is completed.

□ Complete fluorescence data acquisition algorithm

<Third Cooperation>

□ Influenza A virus HA subtype (HA1 ~ HA16) standard virus security

□ Evaluation of development kit

□ Development Diagnosis Kit completed assessment of whether influenza 

virus is highly pathogenic

□ Evaluation of development kit applied outdoor

Expected

Contribution

<General Cooperation>

□ A new business model will be created including commercialization of two 

kinds of PCR systems (RT-PCR and LAMP-PCR)

□ Expect to expand into in vitro diagnostics based on gene analysis



□ Expect to generate sales through diagnostic kit (OEM type) including PCR 

diagnosis system

□ Establish win-win relationship between organizations

<First Cooperation>

□ RT-PCR, real time RT-PCR and RT-LAMP assays for the detection of 

animal and avian influenza viruses were applicable for rapid and differential 

diagnostic methods contributing to prevention of animal infection and spresd 

of influenza viruses. And it is expected that sales of the diagnostic kits will 

be increased by commercialization by the partner companies.

<Second Cooperation>

□ Based on the developed products, we will continue to apply to POC 

testing and verification to help you become a competitive product.

<Third Cooperation>

□ Expect to increase sales by creating a new business model by delivering 

optical modules to its main agency or by making its own products

Keywords
Influenza 

virus

molecular 

diagnostic 

assay

RT-PCR PCR Diagnosis Kit
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제 1장. 연구개발과제의 개요

제 1절. 연구개발 목적

1. 최종 목표

 가. 현장적용 가능한 신속, 정확한 다축종 인플루엔자 진단 키트 개발 및 활용을 통한 

   인플루엔자 확산의 조기 차단

 나. RT-PCR 진단 키트를 이용하여 현장에서 단시간 내에 인플루엔자의 정확한 판정이

   가능한 휴대용 고속 RT-PCR 진단기기, 기술 개발 및 상용화

 다. 개발된 현장 적용 가능한 다축종용 인플루엔자 진단키트 및 휴대용 기기의 유효성 평가

2. 세부 목표

 가. RT-PCR 진단 키트를 이용하여 현장에서 단시간내에 인플루엔자의 정확한 판정이

   가능한 휴대용 고속 RT-PCR 진단기기, 기술 개발 및 상용화

  (1) 기존의 온도변환형 PCR 기기를 대체할 고속 항온도형 PCR 기기 개발

  (2) RT-PCR 기능과 LAMP-PCR 기능을 통합한 복합기능 PCR 기기 개발

  (3) 기존의 PCR Tube를 대체할 uTAS(Micro Total Analysis System)형 PCR Chip 개발

  (4) 인플루엔자 바이러스 검출용 소형 광학계 개발

  (5) Real time PCR 분석 SW개발

  (6) Electrinics 개발

 나. 동물 인플루엔자 바이러스의 현장 진단을 위한 고효율, 비용절감형 Pan-side RT-PCR

    및 real time RT-PCR 진단키트 개발 및 상용화

  (1) 동물 인플루엔자바이러스 주요 아형에 대한 현장진단용 동시감별 진단키트 개발

  (2) 조류인플루엔자 바이러스 아형 분석 및 고병원성 여부 판독을 위한 키트 개발

  (3) 인플루엔자 바이러스의 내성 유전자 검출용 키트 개발 

 다. 현장에서 적용 가능한 인플루엔자 진단 키트 및 휴대용 기기의 유효성 평가 

 

제 2절. 연구개발의 필요성 및 범위

 1. 인플루엔자 바이러스는 다양한 동물과 조류 및 사람에 감염되고 있으며, 표면유전자인 

     HA 및 NA 유전자의 항원적 특성에 따라 다양한 아형(subtype)으로 분류되고 있음.

 2. 포유류에서는 동물종에 따라 감염되는 인플루엔자 바이러스의 아형이 제한적이나 조류에

서는 다양한 아형의 바이러스가 감염되고 있으며, 동일 아형 간에도 다양한 유전자 변이

주가 출현하고 있음.

 3. 인플루엔자 감염이 의심될 경우에는 현장에서 면역크로마토그래피법을 이용한 간이진단

키트를 이용하고 있으나 민감도가 낮고, 특히 동물종(오리, 토종닭 등)에 따라 위양성반

응이 나타나는 결정적인 단점이 있음

   - 따라서 간이진단키트로 음성인 시료에 대해서도 재차 검사시료를 전문 진단기관으로 

송부하여 정밀진단을 받아야 하며, 진단기관에서는 바이러스 분리 동정 및 유전자진단법

(RT-PCR, real time RT-PCR 등)으로 인플루엔자 바이러스를 진단하고 있음.



 4. 유전자진단법(RT-PCR, real time PCR)은 신속하며, 민감도와 특이도가 높아 세계 각국

의 진단기관에서 보편적으로 사용되고 있으나 검사시료 전처리, 바이러스 핵산추출, 

cDNA 합성, RT-PCR, PCR 증폭결과를 확인하기 위한 전기영동 및 핵산 염색, UV 투

사장비를 이용한 증폭밴드 확인 등 여러 단계의 실험과정을 거쳐야 하며, 각 실험단계별

로 고가의 장비와 검사키트를 이용하게 됨으로 현 검사시스템으로는 현장진단법으로 이

용하기가 곤란함. 

 5. 최근 Loop-meadiated isothermal amplification(LAMP)기법이 개발되어 인플루엔자바

이러스 진단에 적용된 보고가 있어 이에 대한 검토가 필요하며, 돼지 인플루엔자 바이러

스 진단키트, 고병원성 여부 및 항바이러스 유전자 진단 키트에 우선 적용하여 효용성을 

비교 검토.

 6. 따라서 본 연구에서는 RT-PCR 이전의 모든 전처리과정이 생략되고, RT-PCR 이후의 

확인과정이 현장에서 가능한 현장진단용 RT-PCR 시스템 즉, pan-side RT-PCR 및 

pan-side real time RT-PCR 진단키트 및 장비를 개발하여 인플루엔자 바이러스의 현

장진단이 가능하며, 진단에 소요되는 각종 키트와 고가 장비 사용에 따른 진단경비를 획

기적으로 절감하고자 한다. 



개발기술명
관련기술

최고보유국

현재 기술수준
기술개발

목표수준
비고

우리나라 연구신청팀

다종 RT-PCR 및 real rime 

RT-PCR 키트 개발 능력
미국, 유럽 70% 90% 100%

기존의 변온블록형 RT-PCR 외에 

다른 방법으로 RT-PCR 을 개발할 

수 있는 능력

미국, 유럽 50% 90% 100%

본연구팀

주관기과

특허보유

uTAS 기술 기반 PCR-Chip 개발 

능력
미국, 유럽 70% 70% 100%

박막 히터 설계 능력 미국 50% 50% 80%

비정제 핵산 증폭 기술(Direct 

PCR)
미국, 유럽 80% 90% 100%

본연구팀 

참여기업

특허보유

개발기술명 인플루엔자 바이러스 PCR 진단 키트

Keyword
검색식:

AB=[Influenza*diagnosis*PCR]

검색건수 국내:58, 미국:333, 유럽:275, 일본:55, 중국:2

유효특허건수 국내:2, 미국:4, 유럽:1, 일본:1, 중국:1

핵심특허 

및 관련성
특허명

신종 인플루엔자 A형 

바이러스 진단용 

인플루엔자 A형 바이러스 

및 돼지 유래인플루엔자 

Multiple RT-PCR 

method for 

제 2장. 국내외 기술개발 현황

제 1절. 논문, 특허, 시장 분석을 통한 국내외 기술 및 시장 현황

1. 본 연구관련 국내외 기술수준 비교

2. 특허분석 

 가. 특허분석 범위

대상국가 한국(KR), 미국(US), 국제특허(WO), 중국(CN), 일본(PAJ)

특허 DB 한국(KIPO), 미국(USPTO), 국제특허(WIPO)

검색기간 최근 10년간

검색범위 특허공개 및 요약, 전체청구항

 나. 특허분석에 따른 본 연구과제와의 관련성



프라이머, 프로브, 이를 

포함하는 키트 및 상기 

키트를 이용한 진단 

방법

(신종 플루) 바이러스 

검출용 프라이머와 이를 

이용한 돼지 인플루엔자 

검출 및 확진방법

diagnosing equine 

influenza virus and 

identifying subtype 

threrof

보유국 대한민국 대한민국 중국

등록년도 미등록(출원2010) 2013 2008

관련성(%) 30 30 20

유사점
사람의 신종인플루엔자 

진단을 위한 PCR 기법

돼지를 대상으로 한 돼

지 인플루엔자와 신종 

인플루엔자의 PCR 진

단법

말 인플루엔자 바이러

스 진단용 PCR 기법

차이점

•현장 진단용이 아니며, 

진단 대상이 신종인플

루엔자 바이러스에 국

한됨

•본과제의 현장 진단용 

다축종 감별진단기법 

개발내용과 다름

•진단 대상 축종이 돼

지이며, 돼지 및 신종 

인플루엔자바이러스에 

국한되며, 현장 진단용

이 아님

•본과제의 현장 진단용 

다축종 감별진단기법 

개발내용과 다름

•진단 대상이 말 인플

루엔자 바이러스에 국

한되며, 현장 진단용이 

아님

•본과제의 현장진단용 

다축종 감별진단기법 

개발내용과 다름

개발기술명 초고속 핵산 정제 및 direct PCR

Keyword
검색식:

AB=[ Rapid*Nucleic*acid*Purification*direct*PCR]

검색건수 국내: 161, 미국: 1,794, 유럽: 1,569, 일본: 84, 중국: 0 

유효특허건수 국내: 1, 미국: 0, 유럽: 0, 일본: 0, 중국: 0

핵심특허 

및 관련성

특허명 초고속 핵산의 정제 방법

보유국 대한 민국

등록년도 2012

관련성(%) 100

유사점

•현장 진단 적용이 가능하도록 하기 위해 필수적인 기술로 현재 

사용되고 있는 복잡한 과정의 시료 전처리 및 바이러스 핵산 분리를 

간편화한 기술

차이점

3. 논문분석

가. 논문분석 범위



개발기술명 인플루엔자 바이러스 RT-PCR 현장 진단 키트 

Keyword
검색식:

AB=[Influenza virus*RT-PCR*diagnostic kit]

검색건수 33

유효논문건수 12

핵심논문  

및 관련성

논문명
Development and evaluation of a rapid influenza diagnostic test 

for the pandemic (H1N1) 2009 influenza virus.

학술지명 Journal of Clinical Microbiology

저    자 Kwon D, Shin K, Kwon M, Oh HB, Kang C, Lee JY

게재년도 2011

관련성(%) 30

유사점
PCR기법을 이용한 신종 인플루엔자 신속진단

(사람의 신종인플루엔자바이러스 만을 대상으로 함)

차이점
본 과제에서 목표로 하는 현장진단용 및 다축종 동물 

인플루엔자바이러스의 감별진단용이 아님

개발기술명 인플루엔자 바이러스 RT-PCR 현장 진단 키트 

Keyword
검색식:

AB=[Influenza virus*RT-PCR*diagnostic kit]

검색건수 33

유효논문건수 12

핵심논문  

및 관련성

논문명
Detection of novel swine origin influenza A virus (H1N1) by 

real-time nucleic acid sequence-based amplification.

학술지명 Journal of Virological Methods

저    자 Ge Y, Cui L, Qi X, Shan J, Shan Y, Qi Y, 쪄 B, Wang H, Shi Z

게재년도 2010

관련성(%) 20

유사점 PCR을 이용한 돼지에서의 신종 인플루엔자바이러스 진단

대상국가 미국, 일본, 유럽

논문 DB Pubmed DB (www.ncbi.nlm.nih.gov)

검색기간 최근 5년간

검색범위 제목, 초록 및 키워드

나. 논문분석에 따른 본 연구과제와의 관련성



(돼지의 신종인플루엔자바이러스만 대상)

차이점
본 과제에서 목표로 하는 현장진단용 및 다축종 동물 

인플루엔자바이러스의 감별진단용이 아님

개발기술명 인플루엔자 바이러스 RT-PCR 현장 진단 키트 

Keyword
검색식:

AB=[Influenza virus*RT-PCR*diagnostic kit]

검색건수 33

유효논문건수 12

핵심논문  

및 관련성

논문명

Optimization of one-step duplex real-time RT-PCR for detection 

of influenza and respiratory syncytial virus in nasopharyngeal 

aspirates.

학술지명 Journal of Virological Methods

저    자
de-Paris F, Beck C, Machado AB, Paiva RM, da Silva Menezes D, 

de Souza Nunes L, Luchenbecker R, Barth AL

게재년도 2012

관련성(%) 30

유사점
인플루엔자 바이러스의 PCR 진단

(사람의 호흡기질병 시료로부터 인플루엔자 및 호흡기질병 진단용) 

차이점
본 과제에서 목표로 하는 현장진단용 및 다축종 동물 

인플루엔자바이러스의 감별진단용이 아님

개발기술명 초고속 핵산 정제 및 direct PCR

Keyword
검색식:

AB=[rapid nucleic acid purification*direct PCR]

검색건수 190

유효논문건수 12

핵심논문  

및 관련성

논문명

A five minute DNA extraction method for expedited detection of 

Phytophthora ramorum following prescreening using Phytophthora 

spp. lateral flow devices.

학술지명 Journal of Microbiological Methods

저    자
Mens PF, de Bes HM, Sondo P, Laochan N, Keereecharoen L, 

van Amerogen A, Flint J, Sak JR, Proux S, Tinti H, Schalling HD

게재년도 2010

관련성(%) 20

유사점 핵산 추출 과정의 간소화

차이점 -핵산 추출과정은 간소화 되었으나 추출과정에 장비를 필요로 함



-본 과제에서 목표로 하는 현장진단용 및 다축종 동물 인플루엔자바이

 러스의 감별진단용이 아님

개발기술명 초고속 핵산 정제 및 direct PCR

Keyword
검색식:

AB=[rapid nucleic acid purification*direct PCR*diagnostic kit]

검색건수 26

유효논문건수 3

핵심논문  

및 관련성

논문명
 development of a rapid DNA extraction method and one-step nested 

PCR for the detection of Naegleria fowleri from the environment

학술지명 Water Research

저    자 Ahmad AF, Lonnen J, Andrew PW, Kilvington S.

게재년도 2011

관련성(%) 50

유사점 핵산 추출의 간소화와 direct PCR system

차이점
본 과제에서 목표로 하는 현장진단용 및 다축종 동물 

인플루엔자바이러스의 감별진단용이 아님

4. 제품 및 시장 분석

 가. 생산 및 시장현황

(1) 진단 시장 구조 및 경쟁현황

 (가) 현재 감염성 질환 진단시장은 면역검사법, 분자진단법 및 바이오칩 제품들이 주 종을 

이루고 있음. 면역검사 시장은 효소면역검사용과 신속진단용 (응집 검사법 및 신속진

단키트) 제품들이 개발되어 있으나, 효소면역검사는 감도 및 특이도는 높으나 시간이 

오래 걸리고, 시료가 많이 드는 단점이 있으며, 신속진단법은 위음성(false negative)

등 잘못된 결과가 나타나는 단점이 있음. 그러나 신속진단키트는 휴대의 용이성, 신

속성 때문에 2006년 52억$의 시장이 형성되었고, 연평균 6% 성장을 이루고 있음 

 (나) 분자 진단법 중 PCR법이 가장 많이 사용되고 있는 방법으로, 시간 및 비용이 많이 

소요되고, 특정 전문기관에서만 수행되고 있는 단점이 있음. 국내에서도 이미 많은 

진단 키트들이 개발되어 판매되고 있음 

(2) 국내외 바이러스 진단 키트 시장 조사 결과 

<진단시장>

                (단위：억원, 억 달러 )

연도 2010년 2011년 2012년 2013년 2014년
전세계(억 $) 455 487 521 558 597
국내(억원) 6,835 7313 7825 8373 8959

Source: www.kosen21.org [국내시장: 세계시장의 1% 가정] 



<2006, 한국산업기술진흥원, 진단시약>

<분자 진단시장>

연도 2010년 2011년 2012년 2013년 2014년
전세계(억 $) 16.15 18.73 21.73 25.00 31.25
국내(억원) 226 262 304 250 438

Source: Jain PharmaBiotech [국내시장: 세계시장의 1% 가정] 

<2005, 한국과학기술정보연구원, 진단키트>

 나. 개발기술의 산업화 방향 및 기대효과

  (1) 산업화 방향(제품의 특징, 대상 등)

   (가) 시료전처리 및 핵산 추출과정이 one tube processing으로 처리되기 때문에 기존 시료 

전처리 및 핵산추출에 소용되는 고가장비와 키트의 사용이 필요치 않으므로 진단경비 및 

진단시간이 획기적으로 개선되어 인플루엔자 진단기관의 선호도가 기존 제품에 비해 매

우 높을 것으로 예상됨(진단시간 및 경비 30% 이상 절감)

   (나) 초간편화된 시료 처리 및 핵산추출 과정을 거쳐 현장에서 RT-PCR 및 real time 

RT-PCR이 가능해지고, PCR 결과 또한 현장 확인이 가능해짐으로써 국가 및 민간 진단 

기관에서 신속한 방역조치를 위한 현장진단 목적으로 구입 사용할 것으로 기대됨

   (다) 동물종병 인플루엔자 바이러스의 주요 아형은 물론 유사증상이 나타내는 감별 대상질

병들을 동시에 감별진단할 수 있는 방향으로 키트를 개발함으로써 일선 병원에서도 사용

이 확대될 수 있을 것으로 기대됨

   (라) 동물종별 인플루엔자 바이러스 주요 아형을 벗어나는 다양한 아형의 바이러스에 대한 

추가 진단이 가능한 보조진단키트를 개발 제공함으로써 모든 개발 키트를 패키지 형태로 

제공할 수 있어 시장 확대가 기대됨

   (마) RT-PCR 은 시료를 변경하면 다양한 종류의 바이러스에 대응이 되기 때문에 제품의 

완성도가 기존의 고가의 RT-PCR 에 버금가게 되면 산업적으로 큰 의미를 가질 수 있을 

것으로 기대됨.

   (바) 또한 기존의 RT-PCR 대비 처리 속도를 30분이내로 줄이게 될 경우, 기존의 

RT-PCR 시장에서 큰 반향을 일으킬 수 있을 것으로 판단함.

  (2) 산업화를 통한 기대효과  

   (가) 기존의 PCR 진단과정에 비하여 30% 이상 진단 경비와 시간이 절약된 개발 진단키트

를 이용할 경우 인플루엔자 진단에 소요되는 가축방역 예산 절감이 가능함

   (나) 개발 키트를 이용한 신속한 현장진단으로 동물 인플루엔자 방역의 효율성이 증진되어 

축산업의 피해 확산 방지 및 국민 공중보건에 기여

   (다) 개발 키트 국내사용을 통한 수입키트의 수입대체 효과 및 해외 수출을 통한 외화 획득

(단위 : 백만원)      



산업화 기준

 항 목 
1차년도 2차년도 3차년도 계

직접 경제효과 300,000 300,000 300,000 900,000

경제적 파급효과 4,000,000 4,000,000 4,000,000 12,000,000

부가가치 창출액 2,600,000 2,600,000 2,600,000 7,800,000

합   계 6,900,000 6,900,000 6,900,000 20,700,000

(“상기의 표는 전북대학교 농업생명과학대학 농업경제학과 양병우 교수가 작성한 주요 가축전염병의 발생동향과 

대응과제“ 자료를 기반으로 하여 가축 전염병으로 인한 국가적 피해액을 기반으로 작성한 자료임)

- 동물 진단 시장은 2008년 250억 달러에서 2011년 300억 달러 규모로 성장해 2016년까지 연평균 복합 성장

률 (CAGR) 7.2 % 로 성장, 420 억 달러를 넘어설 전망 (출처 : (주)글로벌인포메이션)

5. 연구결과가 국내외 기술개발에 차지하는 위치분석

 가. 특허분석측면

  (1) 진단키트 분야 : 기존 특허는 대부분 특정 동물종이나 특정 인플루엔자 바이러스의 아형 

진단에만 국한 되어 있으며, 현장에서의 직접 진단이 아닌 진단 전문 기관이나 실험실에

서만 수행이 가능한 진단법을 대상으로 하고 있음

     - 따라서 본 연구 과제에서는 다축종, 주요 아형의 인플루엔자바이러스 및 유사질병을 

현장에서 진단할 수 있는 키트로 구성하고 있을 뿐 아니라, 보조 키트를 통해 모든 인플

루엔자바이러스의 동정이 현장에서 가능한 방향으로 연구를 추진하여 현장 진단이 가능

한 인플루엔자 및 유사질환 감별 키트 특허 등을 국내 및 국외에 출원

  (2) 진단장비 분야 : RT-PCR 분야는 PCR 이 처음 개발된 이후에 기본적인 메커니즘은 거

의 변한 것이 없음. 이것은 항온 블럭을 이용하는 현재의 PCR 기기가 높은 안정성과 

성능을 보이고 있기 때문임. 다만, 그 크기가 휴대하기에는 지나치게 크기 때문에 PCR 

개발은 휴대성을 강조한 소형화를 목적으로 진행되고 있음. 최근에 아람 바이오에서 손

바닥 크기 정도의 Thermal Cycler를 개발하여 주목을 받았으나, 이 경우는 오직 

Thermal Cycler 크기만을 축소시킨 것으로서 전처리 및 RT-PCR 기능은 추가로 수행

해야 하는 것임. 즉, 분석을 위해서 Thermal Cycling 후에 전기영동 과정이 반드시 수

반되어야 함. 따라서 조류 독감 바이러스나 구제역 바이러스와 같이 전염속도가 매우 

빠르고 광범위하게 감염이 일어나는 경우에는 휴대성이 아무리 높다 하더라도 RT-PCR 

아니면 크게 의미가 있다고는 볼 수 없음.

    - PCR의 핵심은 “정확한 목표 온도에서의 등온 유지”라고 할 수 있다. 따라서 다양한 열

처리 방법이 제시되더라도 등온 유지부분에 대한 대책을 제시하지 못하면 실제로 구현

하기는 어려운 특허라고 할 수 있다. 그런데 현재 국내 특허로 발표되어 있는 PCR 에

는 이 등온 유지 방법에 대한 부분이 누락된 채, 오직 열처리 그 자체에 대해서만 발표

를 하고 있다. 따라서 많은 관련 특허가 발표되었음에도, 여전히 상용화 된 제품은 기존

의 항온블록 방법을 재연하고 있다. 본 연구 개발에서는 이 부분을 중요시하여 등온 유

지에 많은 연구 투자를 하고자 한다.

 나. 논문분석 측면

  (1) 진단키트 분야 : 기존 논문 또한 특허와 유사하게 특정 동물종이나 특정 인플루엔자 바



이러스의 아형 진단에만 국한 되어 있으며, 현장에서의 직접 진단이 아닌 진단 전문 기

관이나 실험실에서만 수행 가능한 진단법 개발 내용이 대부분이며, 현장진단용으로 개발

된 진단법일지라도 기존의 시료 전처리 및 핵산 추출 과정을 전제로 하고 있어 현장 적

용에는 한계가 있음

    - 따라서 본 연구과제에서 개발되는 pan-side direct RT-PCR 및 direct real time 

RT-PCR 기법을 이용한 동물종별 인플루엔자 바이러스 주요 아형 진단법은 학술적인 독

창성과 진보성이 인정되므로 국내‧외 우수 학술지에 다수 게재할 수 있음

  (2) 진단기기 분야 : 현재 발표되는 논문은 대체로 기존의 PCR Tube에서 벗어나 전처리 공

정이 포함된 All-in-one Lab on a chip 형태를 추구하고 있음.

   - 전처리 과정은 장비 보다는 Chip 상에서 해결이 되어야 함. 즉, 현재 사용하고 있는 

Tube 형태의 RT-PCR 로는 번거로운 수동 전처리 과정은 불가피한 것임. 따라서 전처

리 과정까지 포함하는 Chip을 개발하고자 많은 연구가 진행되고 있고, 본 개발팀이 2차

년도에 PCR-Chip을 개발계획에 포함시킨 것은 이와 같은 목적을 가지고 있기 때문임.

   - 지금은 Tube를 이용한 시스템이 완성도 높아 Chip으로 바뀌지는 않겠지만, 시간과의 싸

움에서 승리하기 위해서는 전처리 과정이 포함될 수 있는 uTAS 기술기반 Lab on a 

chip이 결국 시장에 등장하게 될 것으로 판단함.

 나. 제품 및 시장분석 측면

  (1) 진단 키트분야 : 현재 시판되는 동물 인플루엔자 현장 진단키트는 면역크로마토그래피법

이 대부분이며, RT-PCR 기반 기술은 실험실진단용으로 개발, 시판되고 있음.

     - 본 과제에서 개발되는  pan-side direct RT-PCR 및 direct real time RT-PCR 키트

는 실험실진단에서 기존의 진단키트보다 진단경비와 시간을 절감할 수 있어 제품 경쟁력

에 있어 우위에 설 것으로 예상됨

     - 또한 개발되는 현장진단용 휴대장비와 접목하여 현장진단에 활용할 경우, 기존의 면역

크로마토그래피법에 비해 진단의 민감도와 특이성이 월등히 높기 때문에 현장진단키트로

서도 제품의 경쟁력을 확보할 수 있음

  (2) 진단 기기분야 : 현재 DNA 진단 시장은 100 % 기존의 항온 블록형 PCR 이 장악하고 

있음. 그리고 다른 형태의 기기가 제시된 바도 거의 없다고 할 수 있음. 이것은 기존의 

방법이 매우 안정적이고, 성능의 신뢰성이 높기 때문으로 볼 수 있음. 따라서 사용법도 

대부분 통일되었을 것으로 판단하고, 새로운 개념의 제품이 시장에 나올 때 가장 먼저 

극복해야 하는 부분으로 판단함. 성능이 월등하더라도 사용이 낮설면 수요의 발생 속도

가 매우 늦어지게 됨. 따라서 최대한 사용법을 간단히 한 One Touch Type 이 먼저 개

발되어야 하고, 여기에 성능이 보장되면 기존의 시장이 확장되거나, 혹은 시장의 일부를 

선점할 가능성은 충분함. 특히 휴대성을 강조하고 사용법이 극히 단순한 RT-PCR 장비

는 현재까지 시장에 없는 제품이므로 개발 후, 상용화하면 충분히 시장이 열릴 것으로 

판단함.



제 3장. 연구수행 내용 및 결과

제 1절. 다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 가능한 신속, 정확

한 인플루엔자 검출 기법 개발 및 상용화 

1. 제품화를 위한 추진 사항 및 배경

   - RT-PCR 및 LAMP-PCR 성능 향상을 위한 설계 및 부품 조정, 회로설계 및 펌웨어 & 

debugging을 통해 제품화 추진

   - 현재 RT-PCR 및 LAMP-PCR의 성능은 기존의 제품과 비교할 때, 히터의 성능이 다소 

부족하여 개선을 실시함.

    <히터 구조>

   - 그림과 같이 RT-PCR (LAMP-PCR 도 동일함)의 히터 구조는 특허를 출원할 정도로 독

창성을 가진 것으로서 각 Hole 자체가 발열체에 형성되어 있고, 주위의 두개의 히터가 

측면에서 가열을 하여 열효율을 극대화 시킨 것임. 그러나 발열체 및 측면히터의 전력 

설계의 측면에서 승온과 강온이 좀 더 빠른 히터가 요구됨. 따라서 히터의 설계를 수정

하고 기존의 히터보다 향상된 제품을 확보해야 함.

   - 히터 외에도 히터에서 하우징으로 전도되는 열을 더욱더 차단할 수 있는 기구를 하우징 

내에 마련해야 함. 현재 빗살무늬 모양의 표면을 가진 내열 플라스틱으로 히터에서 하우

징으로의 열전달을 최대한 차단하고 있고, 좋은 효과를 나타내기 위한 시스템의 재설계 

및 제작을 진행함.

◼     <UI (사용자 인터페이스)>



   - 상기와 같은 현재의 사용자 인터페이스는 현장의 긴급한 상황에서 최대한 빨리 실험에 

도달할 수 있도록 디자인 된 것으로서 세부 설정의 측면에서 좀 더 보강을 실시함(파일 

처리, USB 복사 등).

   - 주관기관 및 협동기관으로 구성된 벤치마크팀 구축 및 기기 테스트 실시

   - 품질 및 안정화를 통해 시스템의 신뢰성이 향상된 2종의 PCR 시스템의 제품화를 수행

함.

2. Real time RT-PCR 제품화

 가. Main board 제작 및 보완

  (1) 장애 발생 부분 해결

   - U11 메인 전원 투입 직후 소실

   - U17 메인 보드 12V 라인에 외부 전원 투입 시 소실

   - CT11 Ground가 탈락



 나. 회로설계 및 보완

  (1) 회로설계(최종)

   - 중앙 처리에 필요한 Heater, Heater control 및 주요 모듈간의 연계를 통합적으로 제어

할 수 있는 회로 수정 및 변경

 



  (2) 아트웍 최종

   - 회로를 기반으로 PCB 보드를 제작하기 위한 작성 실시 및 보완 완료



 다. 펌웨어 개발 및 Debugging

  (1) 시스템 펌웨어 구성 및 설계

   - 개발 툴은 IAR(Imbedded Workbench for ARM 6.30) 활용하여 펌웨어를 개발하고 bug

를 수정완료함.

   - 클래스 구성을 통한 시스템의 control를 위한 기반 구축



- 클래스 설계 및 기능 부여





   - Flow chart 구성 및 구축

단계별 알고리즘을 통한 컨트롤 실시

   - 분석 환경 설정(Condition)



   - 분석 동작 (Run)

 

  (2) UI 개발 및 기능 부여 & Debugging

   - Menu Tree 구축 완료



 

   - UI 메뉴 및 기능

<시작 및 메인 메뉴>

<기본 설정 및 구 측정 데이터 확인>



<터치 좌표 보정 및 측정 시작>

<신규 분석 조건 생성>



<결과 출력 그래프 번호 및 유형 선택>

 라. 시스템 제작

  (1) 시스템 설계 변경 및 제작

   - 정밀 온도 제어를 위한 Heater의 재설계 및 제작으로 시스템 신규 제작 실시

     <시스템 개선 및 재제작 형태>



   - Heater의 정밀 제어에 중요한 Ramping time을 의 기본 사양 컨셉

   - 제작 현황

Heater의 내장 및 제어를 위한 Board 및 관련 소자들의 적절한 배열을 통한 신규 시스템 제

작

 





   - PCR tube는 상용제품도 적용하기 위하여 tube rack을 디자인 및 제작을 실시함.

   - PCR tube rack(24well) 제작 및 Heater의 성능 테스트를 실시했을 때 온도 상승 및 하

강이 잘 이루어짐을 확인함.

   - 제작된 PCR 및 Tube를 안정적으로 눌러줄 수 있는 Cover 수정 제작

  



  (2) BOM

  (3) 완제품



   - 시스템 설계 및 3D 랜더링 이미지 & 완제품 이미지

 

3. LAMP-PCR 제품화



UART(19200)

GPIO 17EA

SMPS ( 24V out )
>150W

Heater upper ( 1 zone x 76W = 76W )
24V  ( cable : 2ea )

Optical Device Unut

LCD ( 480 * 272 )
Touch Panel 

Function Key ( 17ea )

TEMP SENSOR PT100 ( 1EA )

Cooler (  2 zone x 28.6W = 57.2W )
10V ( cable : 6ea )

PT100Lower
Heater
>72.4W

upper
Heater
>114W

USB

Heat Sink / FAN*4

Main Control 
Board

PWR Control
( 1ea )

Temp Monitor
( serial 1ea )

Display
&

Key control
&

USB

Data bus 16 + 7 
Back light cont

Optical Device
Control

( & Motor ) 

Heater lower ( 2 zone x  16.1W = 32.2W )
10V ( cable : 6ea )

Cooler
>130W

ON/OFF 12V 1A

Pwr Contorl
( 6ea )

Temp Monitor
( serial / 3ea )
FAN ( 1ea )

AC pwr

10V 3A
6EA

12V 1.5A
1EA

3.3V 1A
1EA

USBUSB

ON/OFF
SW

FET 24V
1EA 51W

JTAG

PT100

DSUB
( RS232 )

DSUB
( RS232 )

 가. 기구 및 회로설계 & 보완

  (1) 시스템 구성도

<블럭다이어그램>

 

<메인 유닛 블럭다이어그램>

DC IN
24V

CPU
STM32F105VCT

FET

LCD

CON
( For Optical Unit )

DC/DC
10V 3A

JTAG JTAG

KEY ( 17 )

USB

BUS
SPI3

GPIO

USB

UART A

15VD

PWM CON
Upper Heater

Lower
열전소자 28.6W

UART B DSUB

TEMP. ADC
ADS1247 * 2ea

Serial
interface

Temp Sensor
4ea3 * 4

Lower
Heater (16.1W)

DC/DC
15V 5A

24V

15VD

DC/DC
10V 4A

10V

10V

10V

10V

DC/DC
5.0V 1.5A 5.0V

3.3V

24V

SMPS 
>150W

ON/OFF
SW

24V

24V

PWM 4

Lower
Heater (16.1W)

Lower
열전소자 28.6W

DC/DC
10V 3A

DC/DC
10V 4A

DC/DC
3.3V 1.5A

3.3V

  (2) 회로설계 및 제작 & 보완



 나. Main board 제작 및 보완

  (1) Main board 및 아트웍





  (2) 시스템 펌웨어 구성 및 설계

   - 개발 툴은 IAR(Imbedded Workbench for ARM 6.30) 활용

   - 클래스 구성

- 클래스 설계 및 기능 부여





   - Flow chart 구성 및 구축





  (2) UI 개발 및 기능 부여 & Debugging

   - Menu Tree 구축 완료



   - UI 메뉴 및 기능

<시작 및 메인 메뉴>

<설정화면>

<터치조정 및 레코드>



<테스터 샘플>

<데이터 목록 및 새로운 시험 조건>



<시험 조건 저장 및 온도 그래프>

<광학 측정값 그래프>



<측정값 범위 지정 및 측정 종료>

 라. 시스템 보완 및 제품화



  (1) 시스템 설계 변경 및 제작

   - HW 형상 및 규격

  (2) BOM



  (3) 완제품

4. 1~2차년도 연구 실적

 가. Realtime PCR 용 PCR Plate 제작.

  (1) PCR Plate 는 RT-PCR 제작에 있어 가장 중요한 요소로서, 제작되는 형태에 따라서 기

기의 최종 형태가 완전히 바뀔 수 있음. 

  (2) 일반적으로 PCR Plate는 다수의 8 tube 가 일렬로 배열된 형태의 것이 주로 적용되고 

있으나, Microfluidics를 이용한 RT-PCR 기기도 개발이 시도되고 있음.

  (3) Microfluidics 기반 RT-PCR 기기는 상용화되지 않고 있음. 그 이유는 기존의 tube 시

스템관 전혀 호환이 되지 않고, Microfludics를 이용한 실험 결과가 실제 유저의 신뢰를 

획득하지 못한 것으로 판단됨.

  (4) 다수의 Microfludics 기반 PCR Chip의 Prototype을 3D printing 기술을 이용하여 제작

하였음.



[1차 컨셉 모델과 기존 모델과의 비교]

[1차 ~ 4차 컨셉 모델 발전표 : 모두 3D Printer로 제작함]

[RT-PCR 전용 Chip의 구성 요소: 2층의 광학필름 + Microfludics body]

  (5) Microfludics 기반 RT-PCR 의 문제점

   - 호환성 : 기존의 RT-PCR 기기와 전혀 호환이 되지 않으므로 기존 RT-PCR 보유자가

             microfluidics 기반의 RT-PCR 기기를 구매할 가능성이 전혀 없음.

   - 제작 단가 : 기존의 RT-PCR Plate는 제작 단가가 매우 저렴함. 사출 금형을 이용하여

             단시간에 대량 생산이 가능하고, 생산된 제품별 품질 차이가 전혀 없음.

             그러나 Microfluidics 기반 PCR-Plate 는 제작 단가가 매우 높고, 불량률 최소

             화를 위하여 많은 초기 자본과 수정이 요구됨. 경쟁력이 없음.

   - 시료의 Evaporation을 고려한 Microfluidics Channel을 고려하면 제품의 최종 크기가

             매우 커질 수 있음. 원가 상승 요인.

   - 상기의 이유로 Microfluidics 기반 RT-PCR 은 경쟁력이 없기 때문에 상용화되기 어렵

    고 따라서 tube 형태의 RT-PCR 로 개발 방향을 결정함.



  (6) 기존의 PCR tube 와 호환되면서, 열효율을 향상시킨 Plate system을 개발함.

   - 기존 시스템이 8개의 tube 가 6열 혹은 12열로 정렬되어 열 제어가 매우 까다로운

    형태임에 반해, tube 열간 간격을 2배로 늘려 가열, 냉각 속도 시간의 단축을 꾀한

    PCR Plate를 개발함.

[3가지 색상으로 제작된 3열 24 well PCR-Plate : 3D Printer로 제작]

[Indexing 완료후 시사출 방식으로 사출된 RT-PCR Plate 최종 프로토타입]

  - 기존 시스템이 8개의 tube 가 6열 혹은 12열로 정렬되어 열 제어가 매우 까다로운

    형태임에 반해, tube 열간 간격을 2배로 늘려 가열, 냉각 속도 시간의 단축을 꾀한

    RT-PCR용 Plate를 개발하였고, 3줄을 2줄로 조정하여 LAMP-PCR 용 PCR Plate도 

    개발하였음. 아래 그림은 RT-PCR 용 PCR Plate 와 LAMP-PCR 용 PCR Plate 비교 및 

    실제로 3D 프린터로 제작된 프로토타입임.



 

 나. 휴대용 realtime PCR용 히터 설계.

  (1) PCR 히터는 PCR Plate가 장착되어 가열되는 시스템이므로 PCR Plate와 동시에 개발

됨.

  (2) 일반적으로 PCR 히터는 상부히터와 하부히터로 구성되어있음.

   - 상부히터는 시료의 증발을 막기 위하여 Plate 전체를 일정한 온도로 유지하는데 필요한

    히터임. 따라서 시료를 이용한 PCR 실험과는 직접적인 연관은 없다고 할 수 있음.

   - 일반적으로 상부히터는 판 형태로 PCR Plate 전체를 덮는 형태로 개발이 됨.

    따라서 PCR Plate 상부의 돌출부로 인하여 자국이 남게됨.

   - 본 개발에서는 광학모듈이 상부에 놓이므로 하부의 Plate에 직접적으로 가열을 할 수 

    없는 형태임. 따라서 Plate 주변에 열선이 놓이는 형태를 가지게 됨.

[상부 히터 도면 : PCR Plate 주위로 일정한 간격의 열선을 배치함.]

   - 하부히터는 PCR Plate의 직접적인 가열을 담당하며, 따라서 PCR Plate와 동일한 형태를

    가지고 있음. 본 개발의 PCR Plate가 8 well x 3열 구성이므로 하부 히터 역시 동일한

    형태를 가지고 있음.

   - 하부히터의 온도 정확도는 장비 전체의 성능에 직접적인 영향을 미침.



   - 따라서 온도제어가 가장 중요함. 본 개발에서는 상기의 그림에서와 같이 8 tube   

    사이에도 측면히터를 배치하여 가열/냉각 시간을 단축하는 효과를 보았음.

   - 특면 히터는 모두 열선 히터로 개발되었고, 하부의 냉각은 펠티어 소자를 이용하였음.

    이를 이용하여 열특성이 매우 우수한 하부 히터를 획득하게 되었음.

  (3) 가열 온도의 정확성을 위하여 Ansys 프로그램을 이용하여 온도 분포를 시뮬레이션 하였

  고 아래에 그 결과를 나타내었음.



[온도 분포 시뮬레이션 결과]

   - 상기 그림에서 세로축의 값은 맨 아래가 119.81 oC, 맨 위가 119. 84 oC 로서 온도구

배가 겨우 0.03 oC 밖에 안되는 결과를 획득하였음.



[온도 분포 시뮬레이션 결과]

   - 상기 그림에서 세로축의 값은 맨 아래가 119.85 oC, 맨 위가 119. 82 oC 로서 온도구배

    가 겨우 0.03 oC 밖에 안되는 결과를 획득하였음.

 다. 동물 인플루엔자 바이러스 현장 진단을 위한 realtime PCR 기본 설계.

  (1) RT-PCR에 포함되는 구성 요소 : 콘트롤 하드웨어/소프트웨어, 콘트롤 PCB 및 기타 

구성 모듈 제어용 PCB, 히터 (상부 및 하부 히터), 전용 PCR-Plate (기존의 PCR 

실험용 Tube와 100 % 호환 가능), 전체 시스템 온도제어용 쿨링 시스템, 안정된 전원을 

공급할 수 있는 파워시스템.

  (2) 광학 모듈과 히터 시스템과의 배치 문제 : 기존의 Thermal Cycler 및 Realtime PCR 

은 히터가 하부에 배치되어 있고, 광학모듈과는 독립되어 있음. 이 경우 PCR Plate를 

이동시키는 이송장치모듈이 포함되어야 하고, 이 과정으로 인하여 전체 PCR 공정시간이 

연장이 됨. 따라서 광학모듈과 히터 시스템을 일체형으로 상하배열하고, 그 사이에 PCR 

Plate를 배열하게 되면 전체 공정시간을 대폭 단축시킬 수 있음.

  따라서 다음과 같이 각각의 모듈을 배치하였고 RT-PCR 설계를 진행하였음.

  



   - 상기의 흐름도에서 PCR Plate는 상부히터와 하부히터 사이에 놓임. 그리고 콘트롤 패널

    부터 상부히터까지, 하부히터에서 파워시스템까지는 일체형으로 구성이 가능함. 따라서

    상부히터와 하부히터 사이에 PCR Plate를 삽입할 수 있도록 2개의 블록으로 구성된

    RT-PCR 기기의 개발이 가능함.

 라. 휴대용 realtime PCR 디자인 모형 제작.

  (1) RT-PCR 디자인 모형 제작의 필요성 : 각각의 모듈의 크기(가로 x 세로 x 높이)를 

사전에 규정하여 최종 완제품의 크기를 추측할 수 있고, 모듈간의 크기를 상호 조정하여, 

모듈 전체의 집적도의 균일성을 꾀할 수 있음. 또한 모듈 배치시의 문제점을 사전에 예측할 

수 있고, 히터의 가열로 인하여 발생하는 고열의 내부 분산 및 외부 배출등을 예측할 수 

  있으므로 반드시 필요한 과정임.

  (2) Control Panel 제작 : 시스템 전반을 제어할 수 있는 S/W 가 내장된 Control Panel을 

개발

  - 일반적 구성 : 터치패널 액정, 숫자판, Play 버튼, Emergency Stop 버튼

  - 특별 구성 : Quick 버튼을 적용. 현장에서 추가 Setup 없이 바로 시료 분석에 들어갈 수

               있도록 Quick 버튼을 적용함. 

[왼쪽, 실제 제작된 1차 디자인 모형, 오른쪽, 2차 렌더링 이미지]

  - 1차 모형에서는 Quick 버튼을 고려하지 않았으나, 2차 디자인에서 3개의 Quick 버튼이

    포함됨.

  - 1차 모형에서는 Screen에 Touch 기능을 넣지 않고, 방향키를 이용하여 메뉴간 이동을

    고려하였으나, 현장의 상황에서 불편함이 발생할 수 있어, Touch 기능이 최종적으로



    포함됨.

  - 1차 모형에서는 Emergency Stop을 넣지 않았으나, PCR 공정에서 최종 Cycle 까지

    도달하지 않아도, “판정”을 내릴 수 있으므로 2차 모델에는 Emergency Stop 버튼을

    추가함.

  - 1차 모형에서는 방수를 고려하지 않은 Button형의 입력장치였으나, 2차 모델에서는

    현장이 농장이나, 습기가 많은 곳일 가능성이 높으므로 압전식 입력장치로 교체함.

  - 1차 모형에서는 2곳의 입구를 마련하여 하부 입구는 PCR Plate 삽입용, 상부 입구는

    광학부와 제어부의 경계로 차후의 수리등을 고려하여 마련하였으나, 공정 단순화 및

    제품의 내구성 향상을 위하여 2차 모형에서는 1개의 입구만을 추가함.

 마. PCR 기술의 비교

   - PCR(Polymerase Chain Reaction) 기술이 발표된 이후로 유전자 시료 분석을 간편하게 

일괄적으로 처리하기 위하여 많은 PCR 기기가 제시되었고, 특히 시료 증폭부터 

분석까지 한번에 처리하는 Realtime PCR 기기가 많이 도입되었음.

   - 상기의 그림에서와 같이 LAMP-PCR은 RT-PCR 기기에 비하여 상대적으로 덜 복잡

   - 또한 LAMP-PCR 기능을 RT-PCR 기기에 포함시켜 복합 PCR 기기로 개발이 가능함.

 바. 동물 인플루엔자 바이러스 현장 진단을 위한 휴대용 LAMP-PCR 기본 설계.

   - LAMP-PCR에 포함되는 구성 요소 : 콘트롤 하드웨어/소프트웨어, 콘트롤 PCB 및 기타 

구성 모듈 제어용 PCB, 히터 (상부 및 하부 히터), 전용 PCR-Plate (기존의 PCR 

실험용 Tube와 100 % 호환 가능), 전체 시스템 온도제어용 쿨링 시스템, 안정된 전원을 

공급할 수 있는 파워시스템.

   - 1차년도에 개발한 RT-PCR 과의 시스템 관계 및 하우징 디자인

  

  (1) RT-PCR 시스템 (2014 MEDICA 전시회에 전시되어 호평을 받음. 독일, 뒤셀도르프)



   - 상기 RT-PCR 시스템은 24개의 샘플을 분석하기 위하여 설계되었고, Sample-Hole의 

배치도 상용 PCR-Plate 나 PCR-Tube 와 100 % 호환되도록 설계되었음.

   - 전력 시스템은 하부의 24개의 Hole에 대응하는 하부히터와 상부 전체를 예열하는 

상부히터를 위하여 설계된 것으로서 대용량의 SMPS가 장착되었음.

   - 또한 광학 시스템은 3개의 광학 모듈로 구성되어 있어 빠른 시간안에 24개의 

Hole전체를 Scan할 수 있도록 설계되었음.

   - 컨트롤 박스의 디스플레이는 감압식 터치패널을 장착하여 키 버튼외에도 모든 기능을 

직접 제어할 수 있도록 되어 있고, 키 버튼에는 가장 많이 사용되는 실험 프로토콜을 

빠르게 로딩할 수 있는 Quick Menu가 설정되어 있음.

  

  (2) LAMP-PCR 시스템

   - LAMP-PCR 실험은 보통 16개 이내로 샘플링을 하므로 본 개발의 경우에도 2 x 8, 즉, 

8 Hole이 2줄로 배열된 형태의 히팅블록을 개발하였음.

   - 하부 히터는 히팅블록과 같이 장착되고, 상부히터 및 광학시스템은 RT-PCR 과 동일한 

구조, 즉 수직으로 일직선 형태로 배열하였음.

   - 전원 시스템은 RT-PCR 대비 Hole의 갯수가 2/3 으로 감소하였으므로 저용량의 

SMPS로도 히터에 충분한 발열을 유도할 수 있기 때문에 RT-PCR 과는 달리 

하부히터의 측면에 배치하였음.

   - 디스플레이 및 컨트롤 박스는 전원 시스템의 상부에 배치하여, 전체적으로 직육면체의 

공간에 모든 부품이 수납되도록 배치하였음.

   - RT-PCR 에서 상부히터와 하부히터를 힌지로 연결하여 PCR Plate 장착시에 열고 닫을 

수 있도록 한 것과 동일하게 PCR Plate를 장착할 수 있게 설계하여 사용상의 편의를 

도모하였음.

   - 아래의 그림은 상기와 같은 내용에 기반하여 설계된 LAMP-PCR의 렌더링 이미지로서 

1차년도의 RT-PCR 과 Family-look 차원에 잘 어울림을 알 수 있음.



- 휴대용 LAMP-PCR 프로토타입 제작.

  프로토타입 제작 순서 : 하우징 디자인 -> 부품 배치도 작성 -> 히터 설계 -> 메인보드 설

계 -> 광학계 설계 -> 전원 시스템 및 냉각 시스템 설계 -> 부품 배치 및 간격 조정 -> 

기계적 동작 확인 -> 전기적 특성 확인 -> 발열 분석 -> 최종 프로토타입 확정

[LAMP-PCR의 최초 설계 디자인]



  

[LAMP-PCR 제작현황 및 이미지]

  (3) RT-PCR 과 LAMP-PCR 모듈 적층 순서 비교

   - 왼쪽은 수직 배열 형태의 RT-PCR 이고, 오른쪽은 상하-좌우 배열 형태의 LAMP-PCR.



  

 사. 휴대용 LAMP-PCR용 히터 설계.

  (1) PCR 히터는 PCR Plate가 장착되어 가열되는 시스템이므로 PCR Plate와 동시에 

개발됨.

  (2) 일반적으로 PCR 히터는 상부히터와 하부히터로 구성되어있음.

   - 상부히터는 시료의 증발을 막기 위하여 Plate 전체를 일정한 온도로 유지하는데 필요한

    히터임. 따라서 시료를 이용한 PCR 실험과는 직접적인 연관은 없다고 할 수 있음.

   - 일반적으로 상부히터는 판 형태로 PCR Plate 전체를 덮는 형태로 개발이 됨.

   - RT-PCR과 마찬가지로 LAMP-PCR 에서도 광학모듈이 상부에 놓이므로 하부의 Plate에 

직접적으로 가열을 할수없는 형태임. 따라서 Plate 주변에 열선이 놓이는 형태를 가지게 됨.

[하부 히터 디자인 : 8개의 Hole이 2열로 배치되어 있음.]

   - 하부히터는 PCR Plate의 직접적인 가열을 담당하며, 8 Hole, 2열 구성으로서 히터 

하부에 냉각용 방열판이 배치되어 있음. RT-PCR 과의 비교를 위하여 같이 나타내었음.

   - 본 개발에서는 상기의 그림에서와 같이 열 사이에도 측면히터를 배치하여 가열/냉각 



시간을 단축하는 효과를 보았음.

   - 측면 히터는 모두 열선 히터로 개발되었고, 하부의 냉각은 펠티어 소자를 이용하였음.

    이를 이용하여 열특성이 매우 우수한 하부 히터를 획득하게 되었음.

 아. LAMP-PCR용 User Interface (UI) 개발

  (1) 시스템이 완성되면, 시스템을 구동하여 실험을 수행할 소프트웨어와 인터페이스가 필요.

   - 기존의 RT-PCR 기기를 분석하여 본 개발 고유의 사용자 인터페이스를 개발함.

  (2) 인터페이스의 조건을 수립

   - 외부의 컴퓨터 없이 자체적으로 데이터 처리 가능 할 것.

   - 현장에 적합하게 최대한 단순화 시킬 것.

   - 불필요한 기능을 최대한 억제하고, 필요한 기능에 쉽게 접근하도록 할 것.

   - 직관적인 인터페이스를 구현하여, 특별한 사전 교육 없이 바로 사용 가능하도록 할 것.

  (3) 상기의 조건을 기반으로 하여 다음과 같은 LAMP-PCR용 사용자 인터페이스를 개발함.

   - RT-PCR 용 UI와 Family-look을 구현하여 차후 두 시스템을 통합할 때, 사용자 

편의성을 극대화함. 또한 동일한 UI는 제품에 대한 고객의 Royalty를 향상시킬 수 있음.

 

 

 



 

 

 [개발된 RT-PCR 의 사용자 인터페이스의 일부분]

 자. RT-PCR 열처리 보강

  (1) 금속소재 지지대 및 브릿지로 인하여 히터의 발열이 하우징으로 전달되는 현상 발생.

   - 지지대 및 브릿지를 내열성 플라스틱으로 제작하여 해결함.

   - 제작 방법 : 3D 프린터와 내열 PLA 소재를 사용.



  (2) 상부 제어박스의 강도를 높이기 위하여 기존의 플라스틱에서 알루미늄으로 교체



제 2절. 동물 인플루엔자 바이러스 현장감별용 Pan-side RT-PCR 

및 real time RT-PCR 키트 개발

A형 인플루엔자 바이러스(influenza A virus; IAV)는 사람과 다양한 동물에 감염되면서 유

전적 변이를 지속하고 있으며, 2009년 pH1N1의 대유행과 같이 인류의 보건을 위협하는 새로

운 변이주가 출현할 가능성이 상존하고 있다(Peiris 등, 1992; Vijaykrishna 등, 2010). 이러

한 위협요인에 효율적으로 대응하기 위하여 사람 및 동물 집단에 감염되는 IAV에 대한 지속적

인 감시활동이 필요하다.

IAV에 대한 효율적인 감시활동을 위해서는 신속, 정확한 진단법의 활용이 필수적이며, 

RT-PCR이나 real-time RT-PCR과 같은 유전자진단법은 IAV에 대한 감시활동과 동시에 바

이러스의 유전적 특성 분석이 가능하기 때문에 여러 가축질병 진단기관에서 보편적으로 사용

되고 있다(Wang와 Taubenberger, 2010). 그러나 PCR 기반 진단법은 목표유전자를 고도로 

증폭시킴으로써 높은 민감도와 특이도를 갖는 반면에 오히려 고도의 민감도로 인하여 실험과

정 중 극소량의 핵산 오염만으로도 오증폭을 유발하는 결정적인 단점을 가지고 있다(Li 등, 

2012; Tetzner, 2009). 따라서 기존 PCR 진단법의 장점을 유지하면서 오염 가능성을 감소시

키기 위하여, PCR 과정의 단순화와 함께 기증폭된 DNA의 오염에 의한 오진을 방지할 수 있

는 새로운 방식의 PCR 진단법 개발이 시급한 실정이다. 이 연구에서는 이러한 요구에 부응하

여, 기존의 2단계 (RT 및 PCR) RT-PCR 또는 real time RT-PCR을 1단계에서 검사를 완료

할 수 있는 one-step RT-PCR 또는 one-step real time RT-PCR를 개발하여 실험과정을 

단순화하고, 또한 기증폭된 핵산의 교차오염을 방지할 수 있는 uracil DNA glycosylase 

(UNG) 시스템을 적용하여 기증폭된 DNA의 오염에 의한 오진을 차단하여 진단의 신뢰도를 높

이고자 하였다. 

PCR 진단법에서의 오염문제는 검사시료를 처리하는 과정에서부터 PCR 전 과정에서 발생

할 수 있으며, 특히 이전의 PCR을 통하여 증폭된 DNA의 오염 문제가 가장 심각한 것으로 보

고되고 있다(Aslanzadeh, 2004; Kwok과 Higuchi, 1989; Persing, 1990). 따라서 이 연구에

서는 이전의 PCR에서 기증폭된 DNA의 오염과 이로 인한 오증폭을 방지하기 위하여 UNG 시

스템을 도입하였다. UNG는 DNA 염기서열로부터 uracil 염기를 절단하는 가능을 가지고 있으

며, RNA나 유리된 nucleotide 상태의 uracil 염기를 절단하지는 않는다(Duncan, 1981). 따라

서 PCR 진단시약에 포함되는 dTTP 대신에 dUTP를 첨가하여 PCR을 실시하게 되면 증폭된 

DNA 단편의 유전자염기서열에는 dTTP 대신에 dUTP가 자리하게 되며, 이러한 DNA 단편에 

UNG를 반응시키면 DNA 염기서열이 절단되기 때문에 다음 PCR 과정에 기증폭된 DNA가 오

염되더라도 오증폭을 유발하지 않게 된다(Aslanzadeh, 2004; Longo 등, 1990). 이 연구에서 

개발된 진단법은 이러한 원리를 이용하여 제조된 Premix를 이용함으로써 기증폭된 DNA에 교

차오염에 의한 오증폭을 방지하고자 하였으며, 이를 돼지인플루엔자 (swine influenza virus, 

SIV) 진단법 개발 등에 적용하였다. 

한편 본 연구과제에서 요구하는 현장진단용 진단키트를 개발하기 위해서는 진단의 과정을 

단순화하는 작업과 함께 유전자진단법에서 필수적인 과정인 핵산 추출과정을 단순화할 필요가 

있다. 기존의 핵산추출키트를 이용할 경우에는 고가의 키트와 함께 다양한 실험실 장비가 필요

하게 되므로 현장 진단용으로 적용하기에는 한계가 있기 때문이다. 최근 핵산 추출과정을 최대

한 단순화한 다양한 direct PCR (dPCR)용 premix들이 시판되고 있으며, 이들 키트들은 동물

의 혈액이나 식물 및 동물의 조직을 직접 시료 처리액에 처리한 다음, 바로 PCR에 제공할 수 



있도록 구성되어 있다. 이러한 dPCR 기법들은 동시에 많은 시료를 처리해야 하는 식물 병원

체 진단분야에서 활발하게 적용되어 왔으나(Bellstedt 등, 2010; Biswas 등, 2014), 살모넬라

(Li와 Mustapha, 2002), B형 간염 바이러스(Cheng 등, 2007), 인플루엔자 바이러스(Song 등, 

2009) 등 사람과 동물의 병원체에도 성공적으로 적용된 바 있다. 시판되는 dPCR용 키트를 이

용하여 진단법을 개발할 경우에는 시료의 종류에 따라 시료처리액을 적정비율로 사용하여 최

대의 증폭효율을 확보하는 것이 중요하다. 또한 키트에 포함되어 있는 증폭효소가 실험 목적에 

적합한지를 사전에 검토해야 한다. 이 연구에서는 국내․외 여러 회사의 시판 키트를 사전 검토

한 결과, 본 과제 협력사에서 판매하는 시판 키트(NanoHelix, Korea가 가장 적합한 것으로 

판단되었다. 따라서 본 과제에서 개발된 동물인플루엔자 바이러스 공통 진단용 RT-PCR 및 

RRT-PCR 진단법에 이를 접목하여 dRT-PCR 및 dRRT-PCR 키트를 개발하고자 하였다.

이와 더불어 본 과제에서 요구하는 현장 진단용 진단키트의 요건을 추가로 충족하기 위하여 

본 과제에서 주 개발목적으로 하고 있는 RT-PCR과 real time RT-PCR 진단법 이외 최근 현

장진단용으로 다양한 질병 진단에 응용되고 있는 등온증폭진단법인 loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP) 기법을 이용한 SIV 및 조류 인플루엔자 바이러스 (avian 

influenza virus, AIV) 진단법 개발을 시도하였다. 현재 SIV와 AIV를 포함한 IAV에 대한 감시

활동에는 RT-PCR이나 rRT-PCR과 같은 PCR 기반 진단법이 보편적으로 사용되고 있다(OIE, 

2012; WHO, 2010). 그러나 PCR 기반 진단법은 고가의 전용 장비와 시약을 필요로 하며, 숙

련된 인력이 갖추어진 전문 실험실에서만 활용이 가능하므로 일선 임상실험실이나 현장 진단

용으로 사용하기에는 제한이 있어 왔다. 이러한 PCR 기반 진단법의 단점을 극복할 수 있는 방

법 중의 하나로 Notomi 등(2000)은 높은 특이도와 민감도를 가지면서도 등온조건 하에서 신

속하게 목표 유전자를 증폭할 수 있는 LAMP 기법을 개발하였다. 이 LAMP 기법은 기존의 

PCR 기반 진단법에서 사용되는 Taq DNA polymerase와 달리 목표유전자를 strand 

displacement 방식에 의해 대량 증폭할 수 있는 Bst DNA polymerase를 이용함으로써 유전

자 증폭효율이 월등하게 높다. 또한 기존의 PCR 기반 진단법과는 달리 온도 변화가 없는 등온

조건에서 유전자 증폭이 이루어지기 때문에 검사시간이 단축될 뿐만 아니라 항온수조와 같은 

저가의 장비로도 반응이 가능하다. 따라서 전문 진단실은 물론 고가의 장비와 시약 및 전문인

력이 확보되지 않은 소규모의 진단실이나 현장 진단용 등으로 그 응용범위는 더욱 확대될 것

으로 예측된다(Dhama 등, 2014). 이러한 LAMP의 장점에 따라 현재 LAMP는 세계적으로 다

양한 세균, 기생충 및 바이러스의 진단에 널리 이용되고 있으며, 역전사반응을 결합시킨 

RT-LAMP가 개발되면서 IAV 등 다양한 RNA　바이러스의 진단에도 응용되고 있다(Dhama 

등, 2014). 한국에서도 최근 수의학 분야의 여러 연구자들이 LAMP 기법을 병원체 진단에 응

용한 보고가 있으나 주로 세균성 질병인 결핵(Hwang 등, 2011; Koh 등, 2013), 살모넬라

(Cho 등, 2013), 대장균(Dong 등, 2014)에 대하여 적용되어 왔다. 바이러스성 질병에 대해서

는 개 홍역(Cho 등, 2005), 낭충봉아부패병(Yoo 등, 2012)에 적용된 바가 있으나 아직 IAV 

진단에는 적용된 바가 거의 없는 것으로 파악되며, 이 연구에서 SIV의 진단에 RT-LAMP를 

적용한 예를 통하여 향후 LAMP가 국내 수의학 분야에서도 다양한 바이러스성 질병의 진단에 

응용되는 계기가 될 것이다. 

따라서 본 연구과제에서는 기존의 동물 인플루엔자 바이러스 진단법으로 널리 활용되는 

RT-PCR 및 real time RT-PCR 기법을 개선하고, 이를 현장진단용으로 활용할 수 있도록 

direct화 하였으며, 최근 현장진단용으로 널리 활용되는 RT-LAMP 기법을 개발하는 등 동물 

인플루엔자 바이러스 진단법 전반에 걸친 개발을 진행하였으며, 본 과제를 통하여 도출된 성과



는 논문 및 진단키트 개발에 활용하였다. 본 과제를 통하여 도출된 연구성과는 국내 동물 인플

루엔자 바이러스의 효율적인 진단 및 방역에 크게 기여할 수 있을 것으로 기대된다.

1. 동물 인플루엔자 바이러스 현장 감별용 pan-side RT-PCR 키트 개발

 가. 돼지의 현장진단용 인플루엔자 및 신종인플루엔자 감별진단키트

  (1) 목적동물 : 돼지

  (2) 공시 바이러스 : Swine influenza virus subtype H1, H3 및 pandemic 2009 H1N1

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양한 

다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공하였다.

  (3) 개발 목표 : 모든 SIV를 검출하는 공통 primer set와 H1, H3 및 pandemic 2009 

H1N1 아형 검출용 primer set를 동일 RT-PCR 조건에서 동시 검출할 수 있는 

multi-tube RT-PCR 키트 개발.

  (4) RT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 

2009∼2012년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 SIV 아형을 증폭할 

수 있는 공통 primer set(ComF-ComR), pH1N1 바이러스를 증폭할 수 있는 primer 

set(NFF-NFR), H1 아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(SH1F-SH1R) 및 

H3 아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(SH3F-SH3R)을 설계함 (Table 1).

     - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 99.7-100%로 우수한 것으

로 확인됨.

Table 1.  Primer sets used in the RT-PCR for the detection of SIV

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR

 (No. of succeed/

tested sequence)a

Matrix
ComF 5’-ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG-3’

242
Shin et al. 

(2011)

100%

(6871/6871)ComR 5’-TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG-3’

Matrix
NFF 5’-GGAGGTGTCACTAAGCTATTCA-3’

452
Shin et al. 

(2011)

100%

(4674/4674)NFR 5’-CCCAATGATATTTGCTGCAATG-3’

HA
SH1F 5’-CAGTRTCATCATTTGARAGRTT-3’

375 this study
99.7%

(5341/5359)SH1R 5’-GTCCAGTARTAGTTSATTCT-3’

HA
SH3F 5’-CCTCGRGGTTACTTCAAAAT-3’

608 this study
100%

(2145/2145)SH3R 5’-CCATRTCCTCAGCATTTTCC-3’
a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico PCR 

program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016

   (다) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(inclone사, one-step RT-PCR 키트) 사용



시약 조성 <각 primer 농도>

template     5 ul

- SIV공통(Com): 2.5p, NF: 4.7p,

  H1아형(SH1): 34p, H3아형(SH3): 34p

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)  각 x ul

D·W to to 25 ul

    

   (라) RT-PCR 반응조건

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 30 sec

35cycleAnnealing 55℃ 60 sec

Extension 72℃ 90 sec

Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle

   (마) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정

    ① 특이도 검증 :SIV H1N1, H1N2, H3N2 및 pandemic 2009 H1N1의 바이러스 배양액

에서 RNA를 추출한 다음, RT-PCR을 실시한 결과, 각 primer set가 해당 바이러스에

만 특이적으로 반응함을 확인하였음(Fig. 1).

 

      Fig. 1. Specificity of the RT-PCR for the detection of swine influenza virus 

(SIV) subtype H1, H3 and pandemic 2009 H1N1 (pH1N1) by single (A-D) or 

multiplex RT-PCR (E). Lane M; 100bp DNA ladder, Lane 1; SIV H1N1, Lane 2; 

SIV H1N2, Lane 3; SIV H3N2, Lane 4; pH1N1, Lane 5; mixed viruses. 

    ② 민감도 검증: 각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이러스 역가를 8배로 조

정하였고, 이를 4배수 단계희석한 다음, 각 희석액에서 추출된 RNA에 대하여 

RT-PCR을 실시하여 검출한계를 확인한 결과, 각 바이러스별로 H1N1 아형은 2-7 HA, 



H1N2 아형은 2-6 HA, H3N2 아형은 2-6 HA, 그리고 pH1N1 아형은 2-7 HA 까지 명

확하게 관찰이 가능하였으며, 5종의 공시 바이러스 혼합시료인 경우에도 개별 바이러

스에 대한 RT-PCR 결과와 별 차이 없이 2-6 HA까지 특이밴드가 확인되었음(Fig. 2).

       Fig. 2. Sensitivity of the one-step multiplex RT-PCR for the detection of swine 

influenza virus (SIV). A to E correspond to SIV subtype H1N1, H1N2, H3N2, 

pandemic 2009 H1N1 and mixed virus samples, respectively. Lane M; 100 bp 

ladder, Lane 1-7: serial dilutions (23, 21, 2-1,2-3, 2-5, 2-7 and 2-9 HA/25ul) of 

cultured influenza viruses, respectively. Lane NC; negative control.

   (바) UNG (uracyl DNA glycosylase) 시스템 조건 확립

    ① dUTP의 최적 첨가농도 설정 : premix에 dATP, dCTT 및 dGTT의 농도는 2.5mM로 

고정하였고, dTTP와 dUTP의 최종 농도는 2.5mM로 하되 dTTP와 dUTP의 비율을 

2.5/0mM(5:0), 2.0/0.5mM(4:1), 1.5/1.0mM(3:2), 1.0/1.5mM(2:3), 2.0/0.5mM(1:4) 

및 2.5/0mM(5:0) 비율로 조정하여 첨가한 다음, RT-PCR을 실시하여 증폭효율에 영

향을 주지 않는 최적의 비율을 확인한 결과, dTTP와 dUTP의 비율이 1.5/1.0mM(3:2)

일 때 최적의 반응을 나타냄을 확인하였음.     

   ② UNG의 최적 농도 설정 : dPCR premix에 UNG를 5unit, 2.5unit, 1unit, 0.5unit, 

0.1unit로 조정하여 RT-PCR을 실시하여 PCR 반응에 영향을 주지 않으면서도 오염시

킨 기증폭 DNA에 대해 반응을 일으키지 않는 적정 UNG 농도를 교차탐색한 결과, 

UDG를 1unit 첨가하였을 때 민감도에 영향을 미치지 않으면서 기증폭 DNA에 의한 오

증폭이 일어나지 않았음.  

   ③ UNG 시스템의 핵산오염 방지 효과 확인 : uPCR을 통하여 기 증폭된 DNA를 

Nanodrop lite(Thermo Scientific, USA)로 정량한 다음, 20ng/ul에서 10pg/ul 농도로 

희석하였고, 이 희석액을 UNG를 적용한 premix와 UDG를 적용하지 않은 premix에 

각각 첨가한 다음 동일한 조건으로 PCR을 실시하여 특이 밴드 증폭 여부를 확인한 결

과, 결과, UNG 시스템 비적용 premix로 RT-PCR을 실시한 경우에는 오염된 DNA에 

의한 증폭이 일어났지만 UNG 시스템 적용 uPremix으로 RT-PCR을 실시한 경우에는 

오염시킨 DNA의 양에 상관없이 오증폭이 일어나지 않음이 확인되었음(Fig. 3).



      Fig. 3 Prevention effect of the DNA carryover contamination in the developed 

one-step multiplex RT-PCR without UNG system (A) and with UNG system (B). 

Lane M; 100bp ladder, Lane 1-5; RT-PCR results with each premix incorporated 

with pre-amplified SIV DNAs by the developed RT-PCR as a different 

concentration of 20ng, 10ng, 1ng, 100pg and 10pg/ul, respectively.

   (사) Direct RT-PCR의 민감도 비교 : 각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이

러스 역가를 26배로 조정하였고, 이를 8배수 단계희석한 다음, 각 희석액에서 추출된 

RNA에 대하여 RT-PCR을 실시하여 검출한계를 확인한 결과, common에서는 2-6 

HA, Subtype H1에서는 2-6 HA, Subtype H3에서는 2-0 HA, Pandemic 2009 H1N1

에서는 2-3 HA까지 특이밴드가 확인되었음(Fig. 4).

  

Fig. 4. Sensitivity of the one-step mult-tube direct RT-PCR for the detection of swine 

influenza virus (SIV). Lane M; 100 bp ladder, Lane 1-5: serial dilutions (26, 23, 20, 2-3, 

2-6 HA titer) of cultured influenza viruses, respectively. Lane 6; negative control.

 나. 닭의 현장진단용 인플루엔자 및 유사질병(뉴캣슬병) 감별진단키트

  (1) 목적동물 : 조류 (닭)

  (2) 공시 바이러스 : Avian influenza virus subtype H5, H7, H9 및 NDV

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종, 배양한 다

음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 후 시험에 제공하였음.

  (3) 개발 목표 : 모든 AIV를 검출하는 공통 primer set와 H5, H7 및 H9 아형 검출용 

primer set 그리고 NDV 검출용 primer set를 동일 RT-PCR 조건에서 동시 검출할 수 

있는 multi-tube RT-PCR 키트 개발.

  (4) RT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 

2009∼2012년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 AIV 아형을 증폭할 수 

있는 공통 primer set(ComF-ComR), H5아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer 



set(AH5F-AH5R), H7아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(AH7F-AH7R), H9아

형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(AH9F-AH9R)을 설계함 (Table 2).

     - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 99.6-100%로 우수한 것으

로 확인됨.

Table 2.  Primer sets used in the RT-PCR for the detection of AIV and NDV

 

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR

 (No. of succeed/

tested sequence)a

Matrix
ComF 5’-CTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’

214 this study
100%

(12572/12576)ComR 5’-TGGACAAAKCGTCTACGCT-3’

H5
AH5F 5’-CGCTCCWGAATATGCRTACAA-3’

831 this study
99.9%

(3992/3997)AH5R 5’-AGACCAGCYAYCATGATTGCC-3’

H7
AH7F 5’-CAGCTCTGATAATHTGGGG-3’

561 this study
99.6%

(1721/1729)AH7R 5’-TCYCCTTGTGCATTTTGATG-3’

H9
AH9F 5’-AAAGAATTGCTCCACACAGAGC-3’

301 this study
99.9%

(3258/3261)AH9R 5’-AATGAATCTGAACATGCTTTGC-3’

F
NDV ComF 5’-AGCTGCAGGGATTGTGGT-3’

443 this study -
NDV ComR 5’-ACAAAYTGYTGCATCTTCCC-3’

F
NDV NPF 5’-AAGGAGACRRAAACGCTTC-3’

224 this study -
NDV NPR 5’-ACAAAYTGYTGCATCTTCCC-3’

  a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico PCR 

program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016

   (다) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(inclone사, one-step RT-PCR 키트) 사용

      

시약 조성 <각 primer 농도>

template     5 ul

- AIV 공통(Com): 3p, H5아형(AH5): 3p,

  H7아형(AH7): 9p, H9아형(AH9): 20p

- NDV 공통(Ncom): 5p, 병원성 NDV(NP): 10p

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)  각 x ul

D·W to to 25 ul

     

   (라) RT-PCR 반응조건    

      

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

 cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

 Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

 Denaturation 94℃ 30 sec

35cycle Annealing 55℃ 60 sec

 Extension 72℃ 90 sec

 Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle



   (마) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정

    ① 특이도 검증 : AIV H1~H12 아형 및 NDV 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시하여 각 primer가 해당 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인

한 결과, 각 primer set가 해당 바이러스에만 특이적으로 반응함을 확인하였음(Fig. 5

와  6).

      Fig. 5. Specificity of the RT-PCR for the detection of avian influenza virus (AIV) 

subtype H5, H7 and H9 by single (A-D) or multiplex RT-PCR (E). Lane M; 

100bp DNA ladder, Lane 1; AIV H1N1, Lane 2; AIV H2N2, Lane 3; AIV H3N8, 

Lane 4; AIV H4N6, Lane 5; AIV H5N3, Lane 6; AIV H6N5, Lane 7; AIV H7N1, 

Lane 8; AIV H8N4, Lane 9; AIV H9N2, Lane 10; AIV H10N7, Lane 11; AIV 

H11N6, Lane 12; AIV H12N5, Lane 13; RA, Lane 14; DHV, Lane 15; 

NDV(lasota), Lane 16;NDV(Kyojungwon).

      Fig. 6. Specificity of the RT-PCR for the detection of Newcastle disease virus 

(NDV) by single (A, B) or multiplex RT-PCR (C). Lane M; 100bp DNA ladder, 

Lane 1; AIV H1N1, Lane 2; AIV H2N2, Lane 3; AIV H3N8, Lane 4; AIV H4N6, 



Lane 5; AIV H5N3, Lane 6; AIV H6N5, Lane 7; AIV H7N1, Lane 8; AIV H8N4, 

Lane 9; AIV H9N2, Lane 10; AIV H10N7, Lane 11; AIV H11N6, Lane 12; AIV 

H12N5, Lane 13; RA, Lane 14; DHV, Lane 15; NDV(lasota), Lane 16; 

NDV((Kyojungwon).

    ② 민감도 검증 :각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이러스 역가를 8배로 조

정하였고, 이를 4배수 단계희석한 다음, 각 희석액에서 추출된 RNA에 대하여 

RT-PCR을 실시하여 검출한계를 확인한 결과, 각  바이러스별로는 H5 아형은 2-6 

HA, H7 아형은 2-4 HA, H9 아형은 20 HA까지 명확하게 특이밴드를 확인하였음 

(Fig. 7).

      Fig. 7. Sensitivity of the one-step multiplex RT-PCR for the detection of avian 

influenza virus (AIV). A to C correspond to AIV subtype H5, H7 and H9 

samples, respectively. Lane M; 100 bp ladder, Lane 1-7: serial dilutions (26, 24, 

22, 20, 2-2, 2-4 and 2-6 HA titer) of cultured influenza viruses, respectively. Lane 

8; negative control.

 다. 오리용 인플루엔자 및 유사질병(바이러스성 간염, 리메렐라) 감별진단용 키트

  (1) 목적동물 : 조류 (오리)

  (2) 공시 바이러스 : Avian influenza virus subtype H5, H7, H9 및 오리 바이러스성 간염 

(DHV). 리메렐라균(RA)

     - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양

한 다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공하였음.

  (3) 개발 목표 : 모든 AIV를 검출하는 공통 primer set와 H5, H7 및 H9 아형 검출용 

primer set, 그리고 DHV 및 RA 용 primer set를 이용하여 동일 RT-PCR 조건에서 해

당 병원체를 동시에 검출할 수 있는 multi-tube RT-PCR 진단법 개발.

  (4) RT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 

2009∼2012년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 AIV 아형을 증폭할 

수 있는 공통 primer set(ComF-ComR), H5아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 



primer set(AH5F-AH5R), H7아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer 

set(AH7F-AH7R), H9아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(AH9F-AH9R)

을 설계함(Table 3).

     - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 99.6-100%로 우수한 것으

로 확인됨.

Table 3. Primer sets used in the one-step multiplex RT-PCR primers for the detection of 

AIV, DHV and RA

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR
 (No. of 
succeed/

tested 
sequence)a

Matrix
ComF 5’-CTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’

214 this study
100%

(12572/12576)ComR 5’-TGGACAAAKCGTCTACGCT-3’

HA
AH5F 5’-CGCTCCWGAATATGCRTACAA-3’

831 this study
99.9%

(3992/3997)AH5R 5’-AGACCAGCYAYCATGATTGCC-3’

HA
AH7F 5’-GARAATGCTGAAGAAGATGG-3’

278 this study
99.6%

(1721/1729)AH7R 5’-CAAATRGTGCACTGCATGTT-3’

HA
AH9F 5’-AAAGAATTGCTCCACACAGAGC-3’

437 this study
99.9%

(3258/3261)AH9R 5’-AATGAATCTGAACATGCTTTGC-3’

polyprotein

DHVF 5’-GAAAGAAGGAGAAAATYAAGGAAGG-3’

470

Kim et al. 

(2008) 

modified 

-
DHVR 5’-GGTTGATGTCATATCCCAAGACAGC-3’

triphosphate 

pyrophosph

atase

RAF 5’-ATTCCCTTCGGACCATAGAT-3’

294 this study -
RAR 5’-TCATCTAGCAGTGAGTGTACAT-3’

   a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico PCR 

program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016 

   (다) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(optigen사, Isothermal Master Mix 키트) 사용

      

시약 조성 <각 primer 농도>

template     5 ul

- AIV 공통(Com): 3p, H5아형(AH5): 3p,

  H7아형(AH7): 9p, H9아형(AH9): 20p

- DHV: 10p, RA: 10p

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)  각 x ul

D·W to to 25 ul

   (라) RT-PCR 반응조건  



Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 30 sec

35cycleAnnealing 55℃ 60 sec

Extension 72℃ 90 sec

Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle

  

   (마) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정

      - AIV H1~H12 아형의 경우 닭 AIV와 동일하기 때문에 특이도 및 민감도 검증을 생략

하였고, 오리용에 추가되는 오리바이러스성간염(DHV) 및 리메렐라(RA)에 대한 특이

도 검증을 실시함.

    ① 특이도 검증 :  DHV 배양액 및 RA 배양균으로부터 RNA 및 DNA를 추출한 다음, 

AIV와 동일한 조건으로 RT-PCR을 실시하여 특이도를 확인한 결과, 각 primer set가 

해당 바이러스에만 특이적으로 반응함을 확인하였음(Fig. 8).

   

      Fig. 8. Specificity of the RT-PCR for the detection of Duck hepatitis virus 

(DHV) and Riemerella (RA) by single (A, B) or multiplex RT-PCR (C). Lane M; 

100bp DNA ladder, Lane 1; AIV H1N1, Lane 2; AIV H2N2, Lane 3; AIV H3N8, 

Lane 4; AIV H4N6, Lane 5; AIV H5N3, Lane 6; AIV H6N5, Lane 7; AIV H7N1, 

Lane 8; AIV H8N4, Lane 9; AIV H9N2, Lane 10; AIV H10N7, Lane 11; AIV 

H11N6, Lane 12; AIV H12N5, Lane 13; RA, Lane 14; DHV, Lane 15; 

NDV(lasota), Lane 16; NDV(Kyojungwon).

 라. 말 인플루엔자 및 신종인플루엔자 감별진단용 키트

  (1) 목적동물 : 말

  (2) 공시 바이러스 : Equine influenza virus subtype H3, H7

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양한 

다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공하였음.

  (3) 개발 목표 : 모든 EIV를 검출하는 공통 primer set와 H3, H7 아형 검출용 primer set

를 이용하여 대상 병원체를 동일 RT-PCR 조건에서 동시 검출할 수 있는 multi-tube 

RT-PCR 키트 개발.



  (4) RT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 

2009∼2012년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 EIV 아형을 증폭할 

수 있는 공통 primer set(ComF-ComR), H3형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer 

set(EH3F-EH3R), H7아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(EH7F-EH7R)을 

설계함 (Table 5).

     - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 98.6-100%로 우수한 것으

로 확인됨.

Table 5.  Primer sets used in the RT-PCR for the detection of EIV

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR

 (No. of 

succeed/

tested 

sequence)a

Matrix
ComF 5’-CTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’

214 this study
100%

(155/155)ComR 5’-TGGACAAAKCGTCTACGCT-3’

HA
EH3F 5’-TATGAGAATTGGGACCTCTT-3’

447 this study
98.6%

(73/74)EH3R 5’-ATGCTTATCCTGCCTGATTG-3’

HA
EH7F 5’-TGACATTTGCTATCCAGGC-3’

378 this study
100%

(22/22)EH7R 5’-GCCATTTATTTGCGGCCTTG-3’

    a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico 

PCR program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016

   (다) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(inclone사, one-step RT-PCR 키트) 사용

시약 조성 <각 primer 농도>

template     5 ul

- EIV 공통(Com): 5p, H3아형(EH3): 20p,

  H7아형(EH7): 10p

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)  각 x ul

D·W to to 25 ul

     

   (라) RT-PCR 반응조건 

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 30 sec

35cycleAnnealing 55℃ 60 sec

Extension 72℃ 90 sec

Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle



   (마) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정

    ① 특이도 검증 : EIV H3N8, H7H7의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시한 결과, 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응함을 확인함(Fig. 9).

          

    Fig. 9. Specificity of the RT-PCR for the detection of equine influenza viruses  

(EIV) subtype H3 and H7 by single (A-C) or multiplex RT-PCR (D). Lane M; 

100bp DNA ladder, Lane 1; EIV H3N8, Lane 2; EIV H7N7.

    ② 민감도 검증 :각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이러스 역가를 8배로 조

정하였고, 이를 4배수 단계희석한 다음, 각 희석액에서 추출된 RNA에 대하여 

RT-PCR을 실시하여검출한계를 확인한 결과, H3N8와 H7N7 공히 2-2 HA까지 증폭됨

을 확인(Fig. 10).

    Fig. 10. Sensitivity of the one-step multiplex RT-PCR for the detection of equine 

influenza viruses (EIV) subtype H3, H7. A and B correspond to EIV subtype H3, 

H7 samples, respectively. Lane M; 100 bp ladder, Lane 1-7: serial dilutions (26, 

24, 22, 20, 2-2, 2-4 and 2-6 HA titer) of cultured influenza viruses, respectively. 

Lane 8; negative control.

 마. 반려동물(개, 고양이)의 현장진단용 인플루엔자 및 신종 인플루엔자 감별진단키트

  (1) 목적동물 : 개, 고양이

  (2) 공시 바이러스 : Canine influenza virus subtype H3N8, H3N2

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양한 

다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공하였음.

  (3) 개발 목표 : 모든 CIV, FIV를 검출하는 공통 primer set와 H3, N2 및 H8 아형 검출용 

primer set를 동일 RT-PCR 조건에서 동시 검출할 수 있는 multi-tube RT-PCR 키트 

개발.

  (4) RT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트



   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 

2009∼2012년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 CIV 아형을 증폭할 

수 있는 공통 primer set(ComF-ComR), H3형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer 

set(CH3F-CH3R), N2아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(CN2F-CN2R), 

N8아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set(CN8F-CN8R)을 설계함 (Table 6).

     - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 100%로 우수한 것으로 확

인됨.

Table 6.  Primer sets used in the RT-PCR for the detection of CIV and FIV

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR

 (No. of 

succeed/

tested 

sequence)a

Matrix
ComF 5’-CTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’

214 this study
100%

(119/119)ComR 5’-TGGACAAAKCGTCTACGCT-3’

HA
CH3F 5’-ATCAAATTGAGGTGACCAAC-3’

458 this study
100%

(84/84)CH3R 5’-GGTGATGAACTCCCCAAATG-3’

NA
CN2F 5’-TCCGTTTCATTTGGGAACC-3’

314 this study
100%

(61/61)CN2R 5’-CTCCCTGACAATGGGCTAA-3’

NA
CN8F 5’-AGGATCGAAGTCCGTATAGG-3’

141 this study
100%

(74/74)CN8R 5’-CCTGTGACTCCAACTGTCAT-3’

 

    a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico 

PCR program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016

   (다) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(inclone사, one-step RT-PCR 키트) 사용

시약 조성 <각 primer 농도>

template     5 ul

- CIV 공통(Com): 5p, H3아형(CH3): 5p,

  N2아형(CN2): 5p, N8아형(CN8): 10p, 

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)  각 x ul

D·W to to 25 ul

   (라) RT-PCR 반응조건   

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 30 sec

35cycleAnnealing 55℃ 60 sec

Extension 72℃ 90 sec

Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle

   (마) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정



    ① 특이도 검증 : CIV H3N8, H3N2의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시하여 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인한 결과, 각 

primer set가 해당 바이러스에만 특이적으로 반응함을 확인하였음 (Fig. 11).

      Fig. 11. Specificity of the RT-PCR for the detection of canine influenza viruses 

(CIV) subtypes by single (A-C) or multiplex RT-PCR (D). Lane M; 100bp DNA 

ladder, Lane 1; CIV H3N8, Lane 2; CIV H3N2.

    ② 민감도 검증 :각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이러스 역가를 8배로 조

정하였고, 이를 4배수 단계희석한 다음, 각 희석액에서 추출된 RNA에 대하여 

RT-PCR을 실시하여 검출한계를 확인한 결과, 각 바이러스별로는 H3N8은 2-2 HA, 

H3N2 아형은 20 HA까지 검출됨을 확인함 (Fig. 12).

 

    Fig. 12. Sensitivity of the one-step multiplex RT-PCR for the detection of  canine 

influenza viruses (CIV). A and B correspond to CIV subtype H3N8, H3N2 samples, 

respectively. Lane M; 100 bp ladder, Lane 1-7: serial dilutions (26, 24, 22, 20, 2-2, 

2-4 and 2-6 HA titr) of cultured influenza viruses, respectively. Lane 8; negative 

control.

 바. 인플루엔자 바이러스 HA 아형 분석용 RT-PCR 진단법 개발

    - 인플루엔자 바이러스의 HA 아형 16종에 대한 감별 진단법 개발

  (1) RNA 추출 : 시판 추출키트 이용   

  (2) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 

2009∼2015년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 HA 아형 16종을 특이적으

로 증폭할 수 있는 각각의 primer set 설계함 (Table 7).

    - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 99.6-100%로 우수한 것으

로 확인됨.

Table 7. Primer sets used in the one-step multi-tube RT-PCR for HA subtyping



Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR

 (No. of 

succeed/

tested 

sequence)a

H1F 5’-CAGTRTCATCATTTGARAGRTT-3’
375 this study

100%

(9993/9995)H1R 5’-GTCCAGTARTAGTTSATTCT-3’

H2F 5’-CCAGGCAGTTTCAATGATTATG-3’
181 this study

100%

(133/133)H2R 5’-TCTTTGTMARCCAGACCATGT-3’

H3F 5’-GACTGCACACTRATAGATGCCC-3’
215 this study

99.6%

(11081/11122)H3R 5’-CCCATTYTGAGTGACTCCTGTCC-3’

H4F 5’-TAYCCATTTGATGTGCCAGAT-3’
261 this study

100%

(455/455)H4R 5’-GATGAACTCCCCAKATGTAAAGC-3’

H5F 5’-CCGCAGTATTCAGAAGARGCAG-3’
139

Tseng et al. 

(2014)

99.9%

(1861/1862)H5R 5’-AGACCAGCYAYCATGATTGC-3’

H6F 5’-AGAATTGATTATTACTGGTCTGT-3’
247 this study

99.6%

(254/255)H6R 5’-ACATATTTGGGGCATTCTCC-3’

H7F 5’-GGCAACAGGRATGAAGAAYGTTCC-3’
97

Tseng et al. 

(2014)

100%

(1005/1005)H7R 5’-CAATCAGACCTTCCCATCCATTTTC-3’

H8F 5’-ATTGGAACTGCGAGACTGCA-3’
236 this study

100%

(4/4)H8R 5’-CAGAGCTAGTCACATTCCA-3’

H9F 5’-CACATGCCAAAGAATTRCTCCC-3’
165 this study

99.9%

(2473/2476)H9R 5’-CTTTCRACRATGTAGGACCATT-3’

H10F 5’-ATAGAAAAYGGATGGGAAGG-3’
300 this study

100%

(334/334)H10R 5’-GTCAATTGTRTGCTGATTTTCC-3’

H11F 5’-GGAAATGGGAAAYTGTTCAG-3’
410

Kenji et al. 

(2011)

100%

(123/123)H11R 5’-AATTCRTGTTGHAYAGACTC-3’

H12F 5’-CTAGTGCTCGATGACTGTTC-3’
205 this study

100%

(17/17)H12R 5’-TCAAACATCTTCACTCTTTCA-3’

H13F 5’-AACCACACAGGAACATATTG-3’
225 this study

100%

(83/83)H13R 5’-AGATYTGATTCCACTGAACA-3’

H14F 5’-AATGGTTGGCAAGGCCTGA-3’
308 this study

100%

(8/8)H14R 5’-TCGGAGTCTGTAACATCTAT-3’

H15F 5’-AACCAGGTGTTCCCACAACT-3’
267 this study

100%

(1/1)H15R 5’-ATGAATGCACCATTGAAGGTAA-3’

H16F 5’-GCAGACAAAATATGCATAGGR-3’
220 this study

100%

(82/82)H16R 5’-TGTTGATGTTGGTGGCACAG-3’
a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico PCR 

program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016

  (3) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(inclone사, one-step RT-PCR 키트) 사용

시약 조성

template     5 ul

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)(10p)  각 1 ul

D·W to to 25 ul

  (4) RT-PCR 반응조건   



Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 20 sec

35cycleAnnealing 55℃ 20 sec

Extension 72℃ 30 sec

Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle

  (5) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정

   (가) 특이도 검증 : AIV H1~H12 type의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시하여 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인한 결과, 각 

primer set별로 각 아형에 특이적으로 반응함을 확인함 (Fig. 13).

   Fig. 13. Specificity of the RT-PCR for HA subtying of avian influenza viruses  

(AIV). Lane M; 100bp DNA ladder, Lane 1; AIV H1, Lane 2; AIV H2, Lane 3; AIV 

H3, Lane 4; AIV H4, Lane 5; AIV H5, Lane 6; AIV H6, Lane 7; AIV H7, Lane 8; 

AIV H8, Lane 9; AIV H9, Lane 10; AIV H10, Lane 11; AIV H11, Lane 12; AIV 

H12.

 사. 인플루엔자 바이러스 NA 아형 분석용 RT-PCR 진단법 개발

    - 인플루엔자 바이러스의 NA 아형 9종 감별

  (1) RNA 추출 : 시판 추출키트 이용   

  (2) Primer 설계 및 제작 :특이적으로 증폭할 수 있는 primer set를 선발하기 위하여 2009

∼2015년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 HA 아형 16종을 특이적으로 증

폭할 수 있는 각각의 primer set 설계함 (Table ８).    



   - 설계 primer set의 효용성을 검증하기 위하여 NCBI에 등록된 염기서열 정보를 확보한 

다음, in silico PCR 프로그램을 이용하여 확보된 해당 염기서열 대비 증폭 성공률 

(PSR)을 조사하였음. 그 결과, 개발된 primer set의 PSR은 99.9-100%로 우수한 것으

로 확인됨.

  (3) RT-PCR 반응액 조성 : 시판키트(inclone사, one-step RT-PCR 키트) 사용

시약 조성

template     5 ul

2x reaction 

buffer
 12.5 ul

enzyme     1 ul

primer(F/R)(10p)  각 1 ul

D·W to to 25 ul

Table 8. Primer sets used in the one-step multi-tube RT-PCR for NA subtyping 

Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

PSR

(No. of succeed/

tested sequence)a

N1F 5’-TAGACTGCATGAGGCCTTGCTTCTG-3’
137

Huang et 

al. (2013)

100%

(7519/7521)N1R 5’-CACCGTCTGGCCAAGACCAACCTAC-3’

N2F 5’-CAAACAAGTGTGCATAGCAT-3’
222 this study

100%

(12173/12175)N2R 5’-CTTCCATCAGTCATTACTAC-3’

N3F 5’-ATGACAGACTCCATTAAATCATG-3’
256

Tseng et 

al. (2014)

100%

(420/420)N3R 5’-TCCAATTGTCCCTACATATRCAGT-3’

N4F 5’-ATTATGCGAACACAAGAGTC-3’
271 this study

100%

(40/40)N4R 5’-GGTAATCAAGATCACTGTTGAA-3’

N5F 5’-CAATGAAACTGTRAGGCTGGA-3’
160 this study

100%

(78/78)N5R 5’-ATTCTGATTCCATTGTCCTTG-3’

N6F 5’-TGTGAAGTAAACTCATGGCA-3’
179 this study

100%

(723/723)N6R 5’-GTCATGTATAGTCCCATTTGC-3’

N7F 5’-AGCCAAGTATGTTTGGTGGA-3’
108 this study

100%

(194/194)N7R 5’-GAAAAGTATTGGATTTGTGCC-3’

N8F 5’-AGGGAATACAATGAAACAGT-3’
244 this study

99.9%

(725/726)N8R 5’-GGAAGAACGTCCTGCACTC-3’

N9F 5’-ATCGTATTAAACACTGACTGGAGTG-3’
171

Huang et 

al. (2013)

99.9%

(774/775)N9R 5’-ATTCTGTGCTGGAACACATTGATAC-3’
a The predictive success rates (PSRs) of the RT-PCR primers sets were calculated by a web-based in silico PCR 

program based in the Influenza Sequence Database between 2011 and 2016

  (4) RT-PCR 반응조건   



Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 30 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 15 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 20 sec

35cycleAnnealing 50℃ 20 sec

Extension 72℃ 30 sec

Final Extension 72℃ 5 min 1 cycle

  (5) RT-PCR의 특이도 및 민감도 검정

   가) 특이도 검증 : AIV N1~N9 type의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시하여 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인한 결과, 각 

primer set별로 각 아형에 특이적으로 반응함을 확인하였음(Fig. 14).

 

        

      Fig. 14. Specificity of the RT-PCR for NA subtyping of avian influenza viruses 

(AIV). Lane M; 100bp DNA ladder, Lane 1; AIV N1, Lane 2; AIV N2, Lane 3; 

AIV N3, Lane 4; AIV N4, Lane 5; AIV N5, Lane 6; AIV N6, Lane 7; AIV N7, 

Lane 8; AIV N8, Lane 9; AIV N9.

2. 동물 인플루엔자 바이러스 현장 감별용 pan-side real time RT-PCR 키트 개발

 가. 돼지 인플루엔자 (SIV) 진단용 real time RT-PCR 키트 개발 



  (1) 목적동물 : 돼지

  (2) RRT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer, probe 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe set를 선발

하기 위하여 2009∼2013년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 SIV 아

형을 증폭할 수 있는 공통 primer, probe set(RComF-RComR-RComP), pH1N1 바

이러스를 증폭할 수 있는 primer, probe set(RNFF-RNFR-RNFP), H1아형을 특이적

으로 증폭할 수 있는 primer, probe set(RSH1F-RSH1R-RSH1P) 및 H3아형을 특이

적으로 증폭할 수 있는 primer, probe set(RSH3F-RSH3R-RSH3P)을 설계하였음 

(Table 9).

Table 9. Primer sets used in the one-step multi-tube real time RT-PCR for the 

detection of swine influenza viruses

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

Matrix
RComF 5’-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA-3’

104 Shin et al. (2011)RComR 5’-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC-3’
RComP 5’-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-3’

HA
RSH1F 5’-CAGGGATCAGGMTATGCWGC-3’

129
Malliga et al. 

(2010)
modified

RSH1R 5’-GTGGYTGAATTCTTTRCCYACT-3’
RSH1P 5’-ACACAGAATGCCATTGACG-3’

HA
RSH3F 5’-TGCTCCTCGRGGTTACTTCA-3’

211 this studyRSH3R 5’-ATTCCGCATCCCTGTTGCCA-3’
RSH3P 5’-AATGAGATCAGATGCACAC-3’

Matrix
RNFF 5’-AGGAGGTGTCACTAAGCTAT-3’

165 this studyRNFR 5’-GTAGTAGCCATTTGTCTGTGAG-3’
RNFP 5’-ACTGGTGCACTTGCCAGTTG-3’

 

   (다) real time RT-PCR용 반응액 조성(takara, One Step PrimeScript RT-PCR Kit 

사용)  

     

template 5 ul

2x reaction buffer 12.5 ul

Ex Taq 0.5 ul

enzyme Mix 0.5 ul

primer(F/R) 각 1 ul

probe 1 ul

D·W to to 25 ul

    

   (라) real time RT-PCR 반응조건

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 42℃ 10 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 94℃ 10 sec

35cycleAnnealing 55℃ 30 sec

Extension 72℃ 10 sec

 

   (마) 특이도 및 민감도 검정

    ➀ 특이도 검증 :SIV H1N1, H1N2, H3N2, pandemic 2009 H1N1의 바이러스 배양액에



서 RNA를 추출한 다음, RT-PCR을 실시한 결과, 각 primer set가 해당 바이러스에만 

특이적으로 반응함을 확인하였음 (Table 10).

   Table 10. Specificity of the real time RT-PCR for the detection of swine influenza 

viruses

H1N1 H1N2 H3N2 pH1N1

SIV M + + + +

SIV H1 + + - +

SIV H3 - - + -

pH1N1 - - - +

    ➁ 민감도 검증 : 각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이러스 역가를 8배로 

조정하였고, 이를 4배수 단계희석하였다. 각 희석액에서 추출된 RNA를 이용하여 

RT-PCR을 실시한 후 검출한계를 확인한 결과, 각각의 primer에서 모두 2-6이상의 민

감도를 확인하였음(Table 11).

   Table 11. Sensitivity of the real time RT-PCR for the detection of swine influenza 

viruses

Target H1N1 H1N2 H3N2 pH1N1

SIV M 2-6이상 2-6이상 2-6이상 2-6이상

SIV H1 2-6이상 2-6이상 - 2-6이상

SIV H3 - - 2-6이상 -

pH1N1 - - - 2-6

       

 나. 닭용 AIV 및 NDV 진단용 real time RT-PCR 키트 개발 (1-2년차)

  (1) 목적동물 : 닭

  (2) RRT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe set를 선발하기 위

하여 2009∼2013년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 AIV 아형을 증

폭할 수 있는 공통 primer, probe set(RComF-RComR-RComP), H5아형을 특이적으

로 증폭할 수 있는 primer, probe set(RAH5F-RAH5R-RAH5P), H7아형을 특이적으로 

증폭할 수 있는 primer, probe set(RAH7F-RAH7R-RAH7P), H9아형을 특이적으로 증

폭할 수 있는 primer, probe set(RAH9F-RAH9R-RAH9P)을 설계함 (Table 12).

   Table 12. Primer sets used in the one-step multi-tube real time RT-PCR for the 

detection of AIV and NDV



  

Target name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

Matrix

RComF 5’-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA-3’

104 Kim et al. (2013)RComR 5’-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC-3’

RComP 5’-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-3’

HA

RAH5F 5’-TGACTACCCGCAGTATTCAG-3’

145 Kim et al. (2013)RAH5R 5’-AGACCAGCTAYCATGATTGC-3’

RAH5P 5’-TCAACAGTGGCRAGTTCCYTAGCA-3’

HA

RAH7F 5’-ATAGCRGGTTTYATTGAAAA-3’

134 Kim et al. (2013)RAH7R 5’-CCTGTTATTTGATCAATTGC-3’

RAH7P 5’-TGGGAAGGTCTVRTTGAYGG-3’

HA

RAH9F 5’-CAATGGGGTTTGCTGCCTT-3’

63 this studyRAH9R 5’-CAAATGTTGCATCTGCAAG-3’

RAH9P 5’-GTTCTGGGCCATGTCCAAT-3’

F

RNDVF 5’-TCTCTTATGCTCCCACTCTCAAGT-3’

88 Gopinath et al. 
(2011)RNDVR 5’-CGATCTCAAGAACAGCCAGTGT-3’

RNDVP 5’-CCTTGCAGGGAAACAG-3’

 

   (다) real time RT-PCR용 반응액 조성(takara, One Step PrimeScript RT-PCR Kit 

사용)

     

template 5 ul

2x reaction buffer 12.5 ul

Ex Taq 0.5 ul

enzyme Mix 0.5 ul

primer(F/R) 각 1 ul

probe 1 ul

D·W to to 25 ul

  

   (라) real time RT-PCR 반응조건

     

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 42℃ 10 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 94℃ 10 sec

35cycleAnnealing 55℃ 30 sec

Extension 72℃ 20 sec

   (마) 특이도 및 민감 검정 

    ➀ 특이도 검증 : AIV H1~H12 type, NDV의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시한 결과, 개발 primer set가 각 해당 바이러스에 특이적으로 반응함을 

확인하였음 (Table 13).

    Table 13. Specificity of the real time RT-PCR for the detction of AIV and NDV



  

Prime

r
H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 NDV

M + + + + + + + + + + + + -

H5 - - - - + - - - - - - - -

H7 - - - - - - + - - - - - -

H9 - - - - - - - - + - - - -

NDV - - - - - - - - - - - - +

     

    ➁ 민감도 검증 :각 바이러스 배양액에 대하여 HA를 실시하여 바이러스 역가를 8배로 조

정하였고, 이를 4배수 단계희석한 다음, 각 희석액에서 추출된 RNA에 대하여 

RT-PCR을 실시하여 검출한계를 확인한 결과, 각  바이러스별로는 H5아형은 2-6 HA

이상, H7아형은 2-6 HA, H9아형은 2-2 HA의 민감도를 확인하였음 (Table 14).

    Table 14. Sensitivity of the real time RT-PCR for the detection of avian influenza 

virus (AIV)

 

H5 H7 H9

M 2-6이상 2-6이상 2-6이상

H5 2-6이상 - -

H7 - 2-6 -

H9 - - 2-2

 다. 오리용 AIV 및 유사질병 진단용 real time RT-PCR 키트 개발 (1-2년차)

  (1) 목적동물 : 오리

  (2) RRT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe set를 선발하기 위

하여 2009∼2013년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 AIV 아형을 증

폭할 수 있는 공통 primer, probe set(RComF-RComR-RComP), H5아형을 특이적으

로 증폭할 수 있는 primer, probe set(RAH5F-RAH5R-RAH5P), H7아형을 특이적으

로 증폭할 수 있는 primer, probe set(RAH7F-RAH7R-RAH7P), H9아형을 특이적으

로 증폭할 수 있는 primer, probe set(RAH9F-RAH9R-RAH9P)을 설계함 (Table 

15).

Table 15. Primer set for one-step multi-tube real time RT-PCR to detect AIV, DHV and RA



Target Primer Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

Matrix

RComF 5’-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA-3’

104 Kim et al. (2013)RComR 5’-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC-3’

RComP 5’-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-3’

HA

RAH5F 5’-TGACTACCCGCAGTATTCAG-3’

145 Kim et al. (2013)RAH5R 5’-AGACCAGCTAYCATGATTGC-3’

RAH5P 5’-TCAACAGTGGCRAGTTCCYTAGCA-3’

HA

RAH7F 5’-ATAGCRGGTTTYATTGAAAA-3’

134 Kim et al. (2013)RAH7R 5’-CCTGTTATTTGATCAATTGC-3’

RAH7P 5’-TGGGAAGGTCTVRTTGAYGG-3’

HA

RAH9F 5’-ATGTCCCTGTGACACATGCCAA-3’

110 this studyRAH9R 5’-GTCCTTCAATGGTACAGGTG-3’

RAH9P 5’-CTGCTTCACACAGAGCACAATG-3’

polyprotein

RDHVF 5’-TGATGAGATATGGCAGGTAGAAGGA-3’

87 Yang et al. (2008)RDHVR 5’-CACGCAAGCTGATTCACAATAGA-3’

RDHVP 5’-TGTGTTCAGGATCCCCATGTACTACCGTG-3’

triphosphate 

pyrophosphatase

RRAF 5’-ATTCCCTTCGGACCATAGAT-3’

90 this studyRRAR 5’-CGACCATTGTTTTGGCTTAC-3’

RRAP 5’-GTTTCTCTCCCTAGCAAACG-3’

   (다) real time RT-PCR용 반응액 조성(takara, One Step PrimeScript RT-PCR Kit 

사용)

template 5 ul

2x reaction buffer 12.5 ul

Ex Taq 0.5 ul

enzyme Mix 0.5 ul

primer(F/R) 각 1 ul

probe 1 ul

D·W to to 25 ul

   (라) real time RT-PCR 반응조건

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 42℃ 10 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 94℃ 5 sec

35cycleAnnealing 55℃ 20 sec

Extension 72℃ 10 sec

 

   (마) 특이도 및 민감도 검정 : AIV H1~H12 아형의 경우 닭 AIV와 동일하기 때문에 특이

도 및 민감도 검증을 생략하였고, 오리용에 추가되는 오리바이러스성간염(DHV) 및 리

메렐라(RA)에 대한 특이도 검증을 실시함.

    ➀ 특이도 검증 : AIV H1~H12 type, DHV. RA의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 

다음, RT-PCR을 실시하여 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인한 결과, 

개발 primer set가 각 해당 바이러스에 특이적으로 반응함을 확인하였음(Table 16).

Table 16. Specificity of the real time RT-PCR for the detection of avian influenza virus, duck 



hepatitis and Rimerella anstifestifur

H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 DHV RA

DHV - - - - - - - - - - - - + -

RA - - - - - - - - - - - - - +

 라. 말 EIV 진단용 real time RT-PCR 키트 개발 (1-2년차)

  (1) 목적동물 : 말

  (2) RRT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe set를 선발하기 위

하여 2009∼2013  사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 EIV 아형을 증

폭할 수 있는 공통 primer, probe set(RComF-RComR-RComP), H3형을 특이적으로 

증폭할 수 있는 primer, probe set(REH3F-REH3R-REH3P), H7아형을 특이적으로 

증폭할 수 있는 primer, probe set(REH7F-REH7R-REH7P)을 설계함 (Table 17).  

Table 17. Primer sets used in the one-step multi-tube real time RT-PCR for the 

detection of EIV

Name Target Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

RComF

M

5’-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA-3’

104 Shin et al. (2011)
RComR 5’-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC-3’

RComP
5’-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-3

’
REH3F

HA
5’-TATGAGAATTGGGACCTCTT-3’

103 this studyREH3R 5’-TGTTCCTGAGGATGCTACAA-3’
REH3P 5’-CAATTGCTACCCATATGAC-3’
REH7F

HA
5’-TCCTCTGTGTACGTGCAGAT-3’

71
Zhengchun et al. (2009)

modified
REH7R 5’-GGGTGTCTACTTTGGTTCCA-3’
REH7P 5’-GCCTAGGACATCATGCTG-3’

   (다) real time RT-PCR용 반응액 조성(takara, One Step PrimeScript RT-PCR Kit 

사용)

template 5 ul

2x reaction buffer 12.5 ul

Ex Taq 0.5 ul

enzyme Mix 0.5 ul

primer(F/R) 각 1 ul

probe 1 ul

D·W to to 25 ul

    

   (라) real time RT-PCR 반응조건 

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 42℃ 10 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 94℃ 10 sec

35cycleAnnealing 55℃ 30 sec

Extension 72℃ 10 sec



 

   (마) 특이도 및 민감도 검정

    ➀ 특이도 검증 : EIV H3N8, H7H7의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시하여 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인한 결과, 개발 

primer set가 각 해당 바이러스에 특이적으로 반응함을 확인하였음 (Table 18).

    Table 18. Specificity of the real time RT-PCR for the detection of equine influenza virus

  

H3N8 H7N7

M + +

H3 + -

H7 - +

마. 반려동물 CIV, FIV 진단용 real time RT-PCR 키트 개발 (1-2년차)

  (1) 목적동물 : 반려동물

  (2) RRT-PCR 조건 확립   

   (가) RNA 추출 : 시판 RNA 추출키트

   (나) Primer 설계 및 제작 : 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe set를 선발하기 위

하여 2009∼2013년 사이에 Genbank에 등록된 정보를 활용하여 모든 CIV 아형을 증폭

할 수 있는 공통 primer, probe set(RComF-RComR-RComP), H3형을 특이적으로 증

폭할 수 있는 primer, probe set(RCH3F1-RCH3R1-RCH3P1, 

RCH3F2-RCH3R2-RCH3P2), N2아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe 

set(RCN2F-RCN2R-RCN2P), N8아형을 특이적으로 증폭할 수 있는 primer, probe 

set(RCN8F-RCN8R-RCN8P)을 설계함(Table 19).  

Table 19. Primer set for one-step multi-tube real time RT-PCR to detect CIV, FIV

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp) Reference

M
RComF 5’-AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA-3’

104 Shin et al. (2011)RComR 5’-CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC-3’
RComP 5’-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-3’

HA
RCH3F1 5’-ATCAAATTGAGGTGACCAAC-3’

116 this studyRCH3R1 5’-GTAGGGCATCTATTAGTGTG-3’
RCH3P1 5’-TATGCAACAATCCCCACAA-3’

HA
RCH3F2 5’-TATGAGAATTGGGACCTCTT-3’

103 this studyRCH3R2 5’-TGTTCCTGAGGATGCTACAA-3’
RCH3P2 5’-CAATTGCTACCCATATGAC-3’

NA
RCN2F 5’-TCCGTTTCATTTGGGAACC-3’

110 this studyRCN2R 5’-CGAAACTAGCAGTCGCATT-3’
RCN2P 5’-AGTGTGCATAGCATGGTC-3’

NA
RCN8F 5’-AGGATCGAAGTCCGTATAGG-3’

141 this studyRCN8R 5’-CCTGTGACTCCAACTGTCAT-3’
RCN8P 5’-CCTTGCAGGGAAACAG-3’

   (다) real time RT-PCR용 반응액 조성(takara, One Step PrimeScript RT-PCR Kit 

사용)



template 5 ul

2x reaction buffer 12.5 ul

Ex Taq 0.5 ul

enzyme Mix 0.5 ul

primer(F/R) 각 1 ul

probe 1 ul

D·W to to 25 ul

    

   (라) real time RT-PCR 반응조건 

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 42℃ 10 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 94℃ 10 sec

35cycleAnnealing 55℃ 30 sec

Extension 72℃ 10 sec
     

   (마) 특이도 및 민감도 검정 

    ➀ 특이도 검증 : CIV H3N8, H3N2의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-PCR을 실시하여 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응하는지 확인한 결과, 개발 

primer set가 각 해당 바이러스에 특이적으로 반응함을 확인하였음 (Table 20).

  Table 20. Specificity of the real time RT-PCR for the detection of canine influenza virus

         

H3N2 H3N8

M + +

H3 + +

N2 + -

N8 - +

 바. HPAIV H5N1 및 H5N8 감별진단을 위한 real time RT-PCR 진단법 개발

  (1) 시험목적 : 2003년 H5N1 아형의 HPAI 발생 이후 H5N8 아형의 HPAI가 발생함에 따라 두 HPAI 

바이러스 아형을 동시 감별진단할 수 있는 real time RT-PCR 개발 필요성 대두

  (2) 공시 바이러스 : 표준바이러스는 농림축산검역본부에서 추출한 유전자를 분양받아 사용

  (3) 개발 목표 : HPAIV H5N1과 H5N8 아형 감별진단용 real time Rt-PCR 진단법 개발

  (4) real time RT-PCR 조건 확립 

    ➀ RNA 추출 : 시판 추출키트 이용

    ➁ Primer 설계 및 제작: AIV matrix gene(common), HPAI의 H5, N1 및 N8 gene 검

출용 primer set를 설계 (Table 21).

 

Table 21. Primer and probe sets for detecting the M, H5, N1, and N8 genes of 

avian influenza viruses



   

Gene
Primer and 

probe
Sequence (5´–3´)

Product 
size 
(bp)

Referenc
e

Matri
x

MF (forward) AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA

104

Kim et 
al.

(2013)

MR (reverse) CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC

MP (probe) FAM-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-TAMRA

H5

H 5 F 
(forward)

GCTCCDGAATATGCVTACAAAATTGTC

355
This 
study

H 5 R 
(reverse)

TGTCTGCAGCGTAYCCAC

H5P (probe) FAM-ATAGCAGGNTTTATAGARGGAGGDTGGCA-TAMRA

N1

N 1 F 
(forward)

GATTGGTCAGGATATAGCG

97
This 
study

N 1 R 
(reverse)

GAATGGCAACTCAGCACCG

N1P (probe) FAM-TTGTCCAGCATCCRGAACT-TAMRA

N8

N 8 F 
(forward)

CCAGTGACACTCCAAGAGG

253
This 
study

N 8 R 
(reverse)

CCACTGTATCCCGACCAAT

N8P (probe) FAM-CCATGGGAAATCAGGGATATGG-TAMRA

  

   

    ➂ real time RT-PCR용 반응액 조성 (takara, One Step PrimeScript RT-PCR Kit 

사용)  

     

template 5 ul

2x reaction buffer 12.5 ul

Ex Taq 0.5 ul

enzyme Mix 0.5 ul

primer(F/R) 각 1 ul

probe 1 ul

D·W to to 25 ul

    

    ➃ real time RT-PCR 반응조건

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 42℃ 10 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 94℃ 10 sec
35cycle

Annealing 55℃ 30 sec

    ➄ 특이도 검정

     - HPAI H5N1과 H5N8 및 타 AIV 감별진단이 가능함이 확인됨 (Table 22). 

Table 22. Specificity of the single-step real time reverse-transcription polymerase 

reaction (sRRT-PCR) assay for the detection of avian influenza viruses (AIV) with 

matrix, H5, N1 and N8 gene-specific primers and probe 



Virus Subtype
Detection of AIV genea

Matrix H5 N1 N8

Reference strains of different subtypes

A/PR/8/34 H1N1 + - - -

A/Singapore/1/57 H2N2 + - - -

A/duck/Ukraine/1/63 H3N8 + - - -

A/duck/Czechoslovakia/56 H4N6 + - - -

A/duck/Hong Kong/820/80 H5N3 + + - -

A/shearwater/Australia/1/72 H6N5 + - - -

A/wild duck/Kr/CSM42-34/11 H7N9 + - - -

A/turkey/Ontario/6118/68 H8N4 + - - -

A/turkey/Wisconsin/1/66 H9N2 + - - -

A/wild duck/Kr/CSM42-9/11 H10N7 + - - -

A/duck/Memphis/546/74 H11N9 + - - -

A/duck/Alberta/60/76 H12N5 + - - -

A/wild duck/Kr/SH38-45 H13N2 + - - -

A/mallard/Gurjer/263/82 H14N5 + - - -

A/shearwater/West Australia/2576/79 H15N9 + - - -

A/gull/Denmark/68110 H16N3 + - - -

HPAI isolate from HPAI epidemic

A/chicken/Korea/Gimje/2008 H5N1 + + + -

A/broiler duck/Korea/Buan2/2014 H5N8 + + - +

Other avian pathogens

Newcastle disease virus (vaccine strain) - - - -

Infectious bronchitis virus (vaccine strain) - - - -

Infectious bursal disease virus (vaccine 
strain)

- - - -

a Viral RNA amplification was evaluated by each sRRT-PCR using matrix-, H5-, N1-, or N8 

gene-specific primer and probe sets (+: RRT-PCR-positive; -: RRT-PCR-negative).

    ➅ 민감도 검정

      - HPAI H5N1과 H5N8 표준주를 대상으로 개발진단법의 민감도를 평가한 결과, M, 

H5 and N1 gene 에 대해 0.6, 0.7 and 0.9 EID50 로 확인되었으며 H5N8 표준주를 

대상으로 개발진단법의 민감도를 평가한 결과 M, H5 and N1 gene 에 대해 1.0, 0.8 

and 1.3 EID50 로 확인되었음 (Fig. 15).

     



   

Fig. 15. Sensitivity and dynamic range of the single-step real-time RT-PCR assay for 

detection of H5N1 and H5N8 viral RNA. Serial 10-fold dilutions of viral RNA standard 

(from 105.5 to 100.5 EID50/0.1mL) were plotted against the threshold cycle(Ct).(A)A 

minimum of 0.6, 0.7, and 0.9 EID50 of H5N1 virus or (B) 1.0, 0.8, and 1.3 EID50 of 

H5N8 virus per reaction could be detected using M, H5, N1, and N8-specific primer 

and probe sets, respectively. The coefficient of determination(R2) and are gression 

curve (y) was calculated.

3. 동물 인플루엔자 바이러스 현장진단용 등온증폭법(RT-LAMP) 개발



 가. 동물 인플루엔자 바이러스 공통 검출용 RT-LAMP 진단법 개발

  (1) 목적동물 : 돼지, 사람, 조류 (포유동물 및 모든 조류)

  (2) 공시 바이러스 : 사람, 돼지 및 조류 influenza virus

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양한 

다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공함.

  (3) 개발 목표 : 모든 아형의 A형 인플루엔자바이러스를 공통 검출할 수 있는 primer set를 

이용한 RT-LAMP 진단법 개발

  (4) RT-LAMP-PCR 조건

   (가) RNA 추출 : 시판 추출키트 이용   

   (나) Primer 설계 및 제작 : 모든 아형의 인플루엔자 바이러스를 공통적으로 증폭할 수 있

는 primer set를 선발하기 위하여 2009-2015년 사이에 Influenza Sequence 

Database(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html)에 등록된 Matrix 

gene 유전자  염기서열 정보를 확보하여 primer을 설계함 (Table 23, Fig. 16)). 

 

Table 23. Primer sets used in the RT-LAMP for the detection of  M gene

  

Target Name Oligonucleotide sequence Reference

M

M-F3 5’-AGTCTTCTAACCGAGGTCGA-3’

this study

M-B3 5’-TGCAGTCCTCGCTCACTG-3’

M-FIP 5’-ACATCTTCAAGTCTCTGCGCGATCACGTTCTCTCTATCGTCCCG -3’

M-BIP 5’-AGACAAGACCAATCCTGTCACCTCTTGCAGTCCTCGCTCACTG-3’

M-LF 5’-GCAAAGACATCTTCAAGTCTCTGC-3’

M-LB 5’-GACTAAGGGGATTTTAGGGTTTGT-3’
  

Fig. 16. Location of primers for reverse transcription loop-mediated isothermal 

amplification. Locations of primer-binding sequences are underlined on the sequence 

of the matrix gene of Korean reference swine influenza virus isolate 



A/Korea/VD01/2009(H1N1)(GenBank accession number JN043432). 

   (다) RT-LAMP-PCR용 반응조건

Step
RT-LAMP-PCR Cycle

Temp Time Cycle

Amplification 63℃ 1 h 1 cycle

Annealing 85℃ 5 min 1 cycle

   (라) 검출 특이도 검정

       - SIV H1N1, H1N2, H3N2, pandemic 2009 H1N1의 바이러스 배양액에서 RNA를 

추출한 다음, RT-LAMP-PCR을 실시한 결과, 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응

함을 확인함 (Fig 17).

         

   

Fig. 17. Specificity of reverse transcription loop-mediated isothermal amplification for 

amplification of the matrix gene of swine influenza virus (SIV). Lane M; 100 bp DNA 

marker, Lane 1; genotype 1 porcine reproductive and respiratory syndrome virus 

(PRRSV), Lane 2; genotype 2 PRRSV, Lane 3; classical swine fever virus, Lane 4; 

porcine circovirus type 2, Lane 5; Mycoplasma hyopneumoniae, Lane 6; Pasteurella 

multocida, Lane 7; Haemophilus parasuis, Lane 8; Actinobacillus pleuropneumoniae, 

Lane 9; SIV subtype H1N1, Lane 10; pandemic 2009 influenza virus H1N1, Lane 11; 

SIV subtyoe H1N2, Lane 12; SIV subtype H3N2.  

   (마) 검출 민감도 검정

     - RT-LAMP의 민감도는 1 copies/μL로 기존의 RT-PCR(10 copies/μL) 보다 10배 이



상 민감도가 높았고, real time RT-PCR(1 copies/μL)과 유사한 수준이었으며, 별도의 

검출장비 없이도 육안으로 반응결과를 확인 가능하였음 (Fig. 18).

Fig. 18. Detection limit of reverse transcription loop-mediated isothermal amplification 

(A and B), reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) (C) and real 

time RT-PCR (D) for amplification of the matrix gene of swine influenza virus (SIV). 

Lane M; 100 bp DNA marker, Lane 1-9; 108-100 copies/μL of matrix gene of SIV. 

 나. 조류인플루엔자바이러스 공통 및 H5 아형 현장진단용 RT-LAMP 진단법 개발

  (1) 목적동물 : 조류 (닭, 오리 등)

  (2) 공시 바이러스 : Avian influenza virus subtype H5

     - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양

한 다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공함.

  (3) 개발 목표 : 모든 AIV를 검출하는 공통 primer set와 H5 아형 검출용 primer set을 동

일 RT-LAMP 조건에서 동시 검출할 수 있는 multi-tube RT-LAMP 진단법 

  (4) RT-LAMP-PCR 조건

   (가) RNA 추출 : 시판 추출키트 이용   



   (나) Primer 설계 및 제작 : 모든 아형의 인플루엔자 바이러스를 공통적으로 증폭할 수 있

는 primer set를 선발하기 위하여 2009-2015년 사이에 Influenza Sequence 

Database(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/FLU.html)에 등록된 Matrix 

gene과 HA gene(H5) 유전자 염기서열 정보를 확보하여 primer을 설계함 (Table 

24). 

      

Table 24. Primer sets used in the RT-LAMP for the detection of  AIV M and H5 

gene

Target Name Oligonucleotide sequence Reference

M

M-F3 5’-AGTCTTCTAACCGAGGTCGA-3’

this study

M-B3 5’-TGCAGTCCTCGCTCACTG-3’

M-FIP 5’-ACATCTTCAAGTCTCTGCGCGATCACGTTCTCTCTATCGTCCCG-3’

M-BIP 5’-GAGGCTCTCATGGAATGGCTAAAGACGGTGAGCGTGAACACAA-3’

M-LF 5’-GCTTTGAGGGGGCCTGA-3’

M-LB 5’-CAAGACCAATCCTGTCACCTCTG-3’

HA

H5-F3 5’-TTATAGAGGGAGGATGGCAR-3’

this study

H5-B3 5’-AAYCCGTCTTCCATCTTCTTR-3’

H5-FIP 5’-TTGTCTGCAGCGTAYCCACAATGGTAGAYGGTTGGTATGG-3’

H5-BP 5’-GGCAATAGAYGGAGTYACCAATGCCTCAAAYTGRGTGTTCA-3’

H5-LF 5’-GCTCRTTGCTGTGGTGRTA-3’

H5-LB 5’-AAGGTCAACTCRATCATTGACA-3’

    

   (다) RT-LAMP-PCR용 반응조건

Step
RT-LAMP-PCR Cycle

Temp Time Cycle

Amplification 58℃ 40 min 1 cycle

Annealing 85℃ 5 min 1 cycle

   (라) 민감도 검정: 각 바이러스 배양액에 대하여 EID 역가를 107.0 EID50/0.1mL로 

조정하였고, 이를 10배수 단계희석하였다. 각 희석액에서 추출된 RNA를 이용하여 

RT-LAMP를 실시한 후 검출한계를 확인한 결과, 각각의 반응에서 모두 100 

EID50/0.1mL의 민감도를 확인하였음 (Fig. 19).



Virus (clade) Subtype
Detection of AIV genea

M H5
Reference strains with different subtypes

A/PR/8/34 H1N1 + -

A/Singapore/1/57 H2N2 + -
A/duck/Ukraine/1/63 H3N8 + -
A/duck/Czechoslovakia/56 H4N6 + -
A/duck/Hong Kong/820/80 H5N3 + +
A/shearwater/Australia/1/72 H6N5 + -
A/wild duck/Kr/CSM42-34/11 H7N9 + -
A/turkey/Ontario/6118/68 H8N4 + -
A/turkey/Wisconsin/1/66 H9N2 + -
A/wild duck/Kr/CSM42-9/11 H10N7 + -
A/duck/Memphis/546/74 H11N9 + -
A/duck/Alberta/60/76 H12N5 + -

Fig. 19. Comparison of the sensitivity of the RT-LAMP and RRT-PCR assays with serially 

diluted RNAs of H5N1 HPAIV. (A) Detection of the RT-LAMP results by the hydroxynaphthol 

blue dye-mediated colorimetric method. Tubes 1–7, 10-fold dilutions of viral RNAs from 107.0 to 

101.0 EID50/0.1mL ;tube NC, negative control.(B) Detection of the RT-LAMP results by agarose 

gel electrophoresis. Lane M, 100 bp DNA marker; lanes 1–7, 10-fold dilutions of viral RNAs 

from 107.0 to 101.0 EID50/0.1mL; lane NC, negative control.(C) Results of qRT-PCR.Lines 1–7, 

10-fold dilutions of viral RNAs from 107.0 to 101.0 EID50/0.1mL;line NC, negative control.

 (마) 특이도 검정: 다양한 AIV와 AIV H5의 바이러스 배양액에서 RNA를 추출한 다음, 

RT-LAMP-PCR을 실시한 결과, 각 바이러스에 대해 특이적으로 반응함을 확인함

(Table 25).

 Table 25. Virus strains used for validation of the RT-LAMP assay and its specificity. 



A/wild duck/Kr/SH38-45 H13N2 + -
A/mallard/Gurjer/263/82 H14N5 + -
A/shearwater/West Australia/2576/79 H15N9 + -
A/gull/Denmark/68110 H16N3 + -
B/Wisconsin/1/2010  - -

HPAIV isolates from Korean HPAI outbreaks
A/chicken/Korea/ES/2003 (2.5) H5N1 + +
A/chicken/Korea/IS/2006 (2.2) H5N1 + +
A/chicken/Korea/Gimje/2008 (2.3.2.1) H5N1 + +
A/duck/Korea/Cheonan/2010 (2.3.2.1) H5N1 + +
A/breeder duck/Korea/Gochang1/2014 (2.3.4.4) b H5N8 + +
A/broiler duck/Korea/Buan2/2014 (2.3.4.4) b H5N8 + +
A/broiler duck/Korea/H1731/2014 (2.3.4.4) b H5N8 + +
A/domestic mallard duck/Korea/H1924/201 (2.3.4.4) 

b H5N8 + +

A/mallard duck/Korea/H2102/2015 (2.3.4.4) b H5N8 + +
Other avian pathogens
Newcastle disease virus (La Sota strain) - -
Infectious bronchitis virus (AVR1 strain) - -
Infectious bursal disease virus (W2512 strain) - -

  

   (바) 야외시료에 대한 진단법 효율 검증

    - 야외 시료에 대하여 개발 RT-LAMP과 RRT-PCR의 진단효율을 비교 평가한 결과, 동

일한 검출효율을 나타내어 기존 RRT-PCR의 대체진단법으로 활용 가능할 것으로 판단

됨 (Table 26).

    - 개발 RT-LAMP의 경우 증폭결과를 별도의 처리과정 없이 육안으로 색갈 변화를 관찰

하여 바로 판독이 가능하여 현장 진단법으로 활용 가능할 것으로 기대됨 (Fig. 19).

  Table 26. Results of virus detection in clinical samples by the M or H5 gene-specific 

RT-LAMP  and real time RT-PCR (RRT-PCR)

 

Fecal samples
No of  

tested

No. of virus   positive
HA subtype

(No. of virus)
RRT-PCR RT-LAMP

M H5 M H5 

Domestic chicken 252 8 0 8 0 H9(8)

Wild bird 375 7 1 7 1
H5(1), H6(3),   H9(2), 

H11(1)

Total 627 15 15 1

4. 동물 인플루엔자 현장진단용 direct RT-PCR 및 real time RT-PCR 진단법 개발

 가. 동물 인플루엔자 바이러스 현장진단용 direct RT-PCR 진단법

  (1) 목적동물 : 모든 축종(조류, 돼지, 개, 고양이, 말)

  (2) 공시 바이러스 : 동물 및 조류 인플루엔자바이러스

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양한 

다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공



  (3) 개발 목표 : 모든 동물용 인플루엔자 바이러스를 검출하는 공통 primer set을 이용하여 

유전자 추출없이 RT-PCR을 할 수 있는 direct RT-PCR (dRT-PCR) 방법 개발

    - 기 개발된 RT-PCR 진단법을 활용하되, 유전자추출키트를 이용한 핵산 추출과정 없이 

협력업체(나노헬릭스)에서 개발한 direct buffer를 이용하여 진단시간을 단축  

  (4) direct RT-PCR 조건

   (가) Direct 최적 조건 확립 : 양성시료 4종을 대상으로 dRT-PCR에 적합한 시료처리용 완

충액 (sample dilution buffer, SAB)의 희석비율을 확인한 결과 희석비율이 1:1, 1:2인 

경우 가장 증폭이 잘 일어난 것으로 보아 추후 실험에서는 시료와 SAB의 비율을 1:1

로 적용함 (Fig. 20)

.

      

Fig. 20. Optimization of sample pre-treatment condition with sample dilution 

buffer(SAB) for direct RT-PCR (dRT-PCR). A-E, RT-PCR results for sample 

pre-treatment condition with different dilution ratio of sample to SAB 1:1, 1:2.5, 1:5, 

1:10 and 1:20.

   (나) RNA 추출 : sample : 1X dilution buffer = 1 : 1 (50ul + 50ul)   

   (다) 민감도 테스트 : 시료에서 시판키트를 이용해 유전자를 추출하여 RT-PCR (유전자 추

출키트 사용)과 dRT-PCR (SAB 처리, 유전자추출 생략)을 실시하여 검출 민감도를 

비교한 결과, dRT-PCR의 민감도가 약 4배 정도 낮은 것으로 나타남 (Fig. 21).

   (라) 이상의 평가결과, 민감도가 다소 낮아지기는 하였으나 유전자 추출 과정이 생략된 결

과, 전체 진단 소요시간이 2시간 이내로 현장 진단용으로 활용 가능한 것으로 평가되었

으며, 시제품을 제작하여 평가기관(검역본부)에 제공 완료함.  

          

Fig. 21. Comparison of the sensitivity between commercial RT-PCR (RT-PCR) and 

direct  RT-PCR (dRT-PCR) in detecting influenza virus. Lane M; 100 bp ladder, Lane 

1-6: serial dilutions (22, 20, 2−2, 2−4, 2−6 and 2−8 HA titer) of cultured influenza 

viruses, respectively. Lane NC; negative control.

 나. 동물 인플루엔자 바이러스 현장진단용 direct real time RT-PCR 진단법



  (1) 목적동물 : 모든 축종(조류, 돼지, 개, 고양이, 말)

  (2) 공시 바이러스 : 동물 및 조류 인플루엔자바이러스

    - 공시 바이러스를 국제수역사무국(OIE)의 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 배양한 

다음, 혈구응집반응을 실시하여 역가를 측정한 다음, 시험에 제공

  (3) 개발 목표 : 모든 동물용 인플루엔자 바이러스를 검출하는 공통 primer/probe set을 이

용하여 유전자 추출없이 real time RT-PCR을 할 수 있는 direct real time RT-PCR 

(dRRT-PCR) 진단법 개발.

    - 기 개발된 real time RT-PCR 진단법을 활용하되, 유전자추출키트를 이용한 핵산 추출

과정 없이 협력업체(나노헬릭스)에서 개발한 direct buffer를 이용하여 진단시간을 단축  

  (4) dRRT-PCR 조건

   (가) Direct 최적 조건 확립 : 양성시료 4종을 대상으로 dRRT-PCR에 적합한 시료처리용 

완충액 (sample dilution buffer, SAB)의 희석비율을 확인한 결과 희석비율이 1:1, 1:2

인 경우 가장 증폭이 잘 일어난 것으로 보아 추후 실험에서는 시료와 SAB의 비율을 

1:1로 적용함 (Fig 22).

Fig. 22. Optimization of sample pre-treatment condition with sample dilution 

buffer(SAB) for direct realtime RT-PCR (dRRT-PCR). A-E, realtime RT-PCR results 

for sample pre-treatment condition with different dilution ratio of sample to SAB 1:1, 

1:2.5, 1:5, 1:10 and 1:20. 

   (나) RNA 추출 : sample : 1X dilution buffer = 1 : 1 (50ul + 50ul)   

   (다) 민감도 테스트 : 시료에서 시판키트를 이용해 추출한 핵산을 4배수로 단계희석한 

다음, RRT-PCR(시판키트 유전자 추출)과 dRRT-PCR (SAB 처리, 유전자 추출 

생략)을 실시하여 비교한 결과, dRRT-PCR의 민감도가 약 4배 정도 낮게 나타남 

(Fig. 23).         



Fig. 23. Comparison of the sensitivity between commercial realtime RT-PCR 

(RRT-PCR) and direct realtime RT-PCR (dRRT-PCR) in detecting influenza virus. Lane 

1-7: serial dilutions (22, 20, 2−2, 2−4, 2−6, 2−8 and 2−10 HA titer) of cultured influenza 

viruses, respectively. Lane NC; negative control.

   (라) 이상의 평가결과, 개발된 dRRT-PCR은 기존의 핵산추출 RRT-PCR에 비해 민감도는 

한 단계 낮으나 유전자 추출 과정이 생략된 결과, 전체 진단 소요시간이 1시간 이내로 

현장 진단용으로 활용 가능한 것으로 평가되었으며, 시제품을 제작하여 평가기관(검역 

본부)에 제공 완료함.  

 다. 시판 신속 real time PCR 장비를 이용한 개발 dRRT-PCR 키트의 효용성 검토

  (1) 실험목적

    - 개발된 dRRT-PCR 키트를 현장진단용으로 적용하기 위하여 반응시간이 빠른 시판 신

속 real time PCR 장비를 이용하여 실험할 경우, 진단 소요시간이 최종목표인 30분 이

내로 가능한지를 확인함 

   (가) 사용기기 정보 및 사양 : 

     - GENECHECKER ultra-fast PCR system (제조사 : ㈜진시스템)

     - 외형 (http://www.genesystem.co.kr/kor/ 참고)              

   

   



        

                      

  

   Fig. 24. Specifications of commercial ultra-fast PCR system applied with direct real 

time RT-PCR kit.    

    

   (나) real time direct RT-PCR 반응조건

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

cDNA synthesis 50℃ 5 min 1 cycle

Initial inactivation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 95℃ 5 sec

35cycleAnnealing 50℃ 5 sec

Extension 72℃ 5 sec

   (다) 민감도 테스트 : 공시 인플루엔자 바이러스 배양액을 이용하여 시판 핵산추출키트로 

핵산을 추출하여 realtime RT-PCR을 실시한 결과와 시판 키트를 이용하지 않고 

direct로 realtime RT-PCR을 실시한 결과와 검출 민감도를 비교한 결과, direct 

realtime RT-PCR의 민감도가 약 4배정도 낮게 나타나 기존 real timr PCR 장비와 

동일하게 나타났음 (Fig. 25).

A 



B 

  Fig. 25. Comparison of the sensitivity between realtime RT-PCR with extracted RNA 

by commercial kit and direct realtime RT-PCR without RNA extraction for the 

detection of avian influenza virus. Lane 1-6: serial dilutions (20, 20, 2−2, 2−2, 2−4 and 2
−4 HA titer) of cultured influenza viruses, respectively. Lane NTC; negative control.

 

   (라) 이상의 시험결과, 개발된 direct real time RT-PCR 키트와 시판 신속 진단 장비를 접

목할 경우, 전 진단 과정을 목표한 30-40분 이내에 완료할 수 있음을 확인하였음.

     - 기존 유전자 추출 진단법에 비하여 검출민감도가 4배 정도 저하되기는 하지만 향후 적

절한 장비와 개발 진단키트를 이용할 경우 동물 인플루엔자 바이러스의 현장 신속진단

용으로 충분히 활용 가능할 것으로 판단됨.

5. 인플루엔자 항바이러스 내성 유전자 검출용 유전자진단법 개발

  (1) 공시 바이러스 : 경북대학교 수의전염병제어센터에서 보관하고 있는 인플루엔자 바이러스 이외 검

역본부로부터 분양 받은 불활화 표준바이러스 및 분리주를 시험에 제공함 (Table 27).

   Table 27. Avian influenza viruses used in this study



No. Strain No. Strain

1 A/PR/8/34 (H1N1) 23 A/WB/Korea/KPA09101(H9N2)

2 A/Singapore/1/57 (H2N2) 24 A/WB/Korea/KPA04111(H4N6)

3 A/duck/Ukrine/1/63 (H3N8) 25 A/WB/Korea/KPA01121(H1)

4 A/duck/Czechoslovakia/56 (H4N6) 26 A/WB/Korea/KPA01091(H1N1)

5 A/duck/Hong Kong/820/80 (H5N3) 27 A/WB/Korea/KPA01121(H1)

6 A/shear water/Australia/1/72 (H6N5) 28 A/WB/Korea/KPA110912(H11N9)

7 A/wild duck/Kr/CSM42-34/11 (H7N9) 29 A/WB/Korea/KPA03091(H3N8)

8 A/turkey/Ontario/6118/68 (H8N4) 30 A/WB/Korea/KPA04091(H4N6)

9 A/turkey/Wisconsin/1/66 (H9N2) 31 A/WB/Korea/KPA04092(H4)

10 A/wild duck/Kr/CSM42-9/11 (H10N7) 32 A/WB/Korea/KPA06081(H6N2)

11 A/duck/Memphis/546/74 (H11N9) 33 A/WB/Korea/KPA06092(H6)

12 A/duck/Alberta/60/76 (H12N5) 34 A/WB/Korea/KPA09081(H9N2)

13 A/wild duck/Kr/SH38-45 (H13N2) 35 A/WB/Korea/KPA09091(H9N2)

14 A/mallard/Gurjer/263/82 (H14N5) 36 A/WB/Korea/KPA09092(H9N2)

15
A / S h e a r 

water/W.Austri/25761/79(H15N9)
37 A/WB/Korea/KPA09093(H9N2)

16 A/gull/Denmark/68110 (H16N3) 38 A/WB/Korea/KPA09094(H9N2)

17 A/WB/Korea/KPA03081(H3N2) 39 A/WB/Korea/KPA09095(H9N2)

18 A/WB/Korea/KPA05081(H5N1) 40 A/WB/Korea/KPA09096(H9N2)

19 A/WB/Korea/KPA10091(H10N1) 41 A/WB/Korea/KPA09097(H9N2)

20 A/WB/Korea/KPA06091(H6) 42 A/WB/Korea/KPA09098(H9N2)

21 A/WB/Korea/KPA07091(H7N7) 43 A/WB/Korea/KPA09099(H9N2)

22 A/WB/Korea/KPA11091(H11)

 

  (2) 개발 목표 : 동물 인플루엔자 바이러스 분리주의 항바이러스제 내성유전자 검출 기법 개발

  (3) 검출 대상: Adamantane제(아만타딘), neuraminidase억제제(Oseltamivir, Zanamivir) 제

제

   ※ 뉴라미니다제 억제 내성유전자는 PCR 검출기법이 다수 개발, 보고되어 있으므로 기보고

된 방법을 변용하여 적용하고, 아만타딘 내성 유전자는 검출기법이 보고된 바 없으므로 

이 연구에서 신규 개발함으로써 2가지 내성유전자의 동시 검출기법으로 개발 진행 

  (4) 내성 유전자 특이 probe를 이용한 real time RT-PCR 개발  

   (가) Amantadin(아만타딘) 내성 유전자 검출 조건 확립

    ➀ 목표 : 아만타딘 내성은 M2 단백질의 여섯 위치에서의 염기 치환에 의해 발생함. 

     - 2015년까지 NCBI에 등재된 H9 아형 AIV의 M 유전자염기서열을 연도별로 분석한 결

과, S31N 변이가 96.07%로 나타났으며, V27A 변이가 2.14%, 그리고 V27A/S31N 

동시변이가 0.95%오 나타났음 (Table 28). 따라서 본 연구에서는 V27A와 S31N 두 

종류의 변이 바이러스를 동시에 검출하는 방향으로 실험을 진행하였음.



  Table 28. Distribution of Amantadin-resistant H9 subtype AIV from NCBI

연도 내성수
내성 현황

L26F V27A A30T A30V S31N G34E L38F L26F/S31N V27A/S31N
1999 5 　 　 　 　 5 　 　 　 　
2000 4 　 1 　 　 3 　 　 　 　
2001 4 　 3 1 　 　 　 　 　 　
2002 4 　 2 　 　 2 　 　 　 　
2003 4 　 　 　 　 4 　 　 　 　
2004 0 　 　 　 　 　 　 　 　 　
2005 8 　 3 1 　 4 　 　 　 　
2006 12 　 1 3 　 8 　 　 　 　
2007 12 　 4 　 　 8 　 　 　 　
2008 17 　 2 　 　 14 　 　 　 1
2009 41 　 1 　 　 39 　 　 1 　
2010 44 　 1 　 　 43 　 　 　 　
2011 54 　 　 　 　 53 　 　 　 1
2012 80 　 　 　 　 79 　 　 　 1
2013 388 　 　 　 　 382 　 　 1 5
2014 148 　 　 　 　 148 　 　 　 　
2015 13 　 　 　 　 13 　 　 　 　
Total 838 0 18 5 0 805 0 0 2 8
(%) 100.00 0.00 2.14 0.60 0.00 96.07 0.00 0.00 0.24 0.95

    ➁ RNA 추출 및 cDNA 합성: 시판 키트 이용

    ➂ Primer/probe 설계 및 제작 : 인플루엔자 데이터베이스에 등록된 국내 1996년부터 

2012년까지 발생한 H9 아형 인플루엔자 바이러스의 염기서열 정보 134개를 수집하여 

DNASTARⓇLasergene (DNASTAR Inc., USA) 프로그램으로 비교 분석하여 가장 안정

적인 부위를 선발한 다음, primer 설계 프로그램인 clone manager(Sci-Ed Software, 

USA)를 이용하여  설계함. 내성을 획득하는 27, 31 codon 부위에서 V27(allele T)과 

S31(allele G)에는 VIC dye를, 27A(allele C)과 31N(allele A)에 대해 

6-Carboxyfluorescein(6-FAM) dye를 붙여 내성 유무를 선별 가능한 probe를 설계함

(Table 22). 27번과 31 codon 사이에는 불과 9개의 nucleotide만이 존재하는 가까운 

거리로 서로 영향을 받지 않게 하기 위해 짧은 길이의 probe 사용해야만 하며, 특이도 

향상을 위하여 Minor Groove Binding probe(MGB probe)를 사용하여 Annealing 온도

를 충분히 높이 설정함 (Table 29, Fig. 26).

Table 29. Primerand probe  sets for the detection of the adamantane-resistant 

genes

     

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp)

M

F AATTTGCAGGCCTACCAGAA

208

R TTCTTCCCTCATGGACTCAG

V27A

FAM-CCTCTCGCCATTGC-MGB

FAM-CCTCTCGCTATTGC-MGB

VIC-CCTCTCGTCATTGC-MGB

VIC-CCTCTCGTTATTGC-MGB

S31N

FAM-TGCAGCAAACATCATTG-MGB

FAM-TGCAGCAAATATCATTG-MGB

VIC-TGCAGCAAGCATCATTG-MGB

VIC-TGCAGCAAGTATCATTG-MGB



 Fig. 26. Position of the primer and probe sets for the detection of the adamantane 

-resistant genes 

    ➂ PCR 반응액 조성 : 시판키트(TNT Research사, Anti HS Taq–High-) 사용

  

시약 조성

template 5 ul

10x buffer 2 ul

dNTP mix 1 ul

Anti HS Taq 0.5 ul

primer(F/R)(10p) 각 1 ul

probe(10p) 각 0.5 ul

D·W to to 25 ul

    ➃ PCR 반응조건 확립   

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

Initial inactivation 95℃ 10 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 15 sec
40cycle

Annealing 65℃ 30 sec

    ➄ 효율성 검증: 총 43개의 조류 인플루엔자 바이러스에서 6개의 V27A 내성변이와 1개의 

S31N 내성 변이주가 확인되었고, sequencing 결과와 95.3% (41/43)의 일치율을 나타냄( 

Table 27).

  

Table 28. Comparison of analytic efficiancy between real-time PCR and sequencing 



methods for the detection of the amantadine-resistant avian influenza viruses

No. subtype 27 31 No. subtype 27 31

qPCR Sequenc

e

qPCR Sequenc

e

qPCR Sequenc

e

qPCR Sequenc

e

1 H1N1 - + - + 23 H9N2 - - - -

2 H2N2 - - - - 24 H4N6 - - - -

3 H3N8 - - - - 25 H1 - - - -

4 H4N6 - - - - 26 H1N1 - - - -

5 H5N3 - - - - 27 H1 - - - -

6 H6N5 - - - - 28 H11N9 - - - -

7 H7 - - - - 29 H3N8 - - - -

8 H8N4 - - - - 30 H4N6 - - - -

9 H9N2 - - - - 31 H4 - - - -

10 H10N7 - - - - 32 H6N2 - - + -

11 H11N6 - - - - 33 H6 - - - -

12 H12N5 - - - - 34 H9N2 - - - -

13 H13N6 - - - - 35 H9 -/+ - - -

14 H14 - - - - 36 H9 - - - -

15 H15 - - - - 37 H9 + + - -

16 H16 - - - - 38 H9 + + - -

17 H3N2 - - - - 39 H9 + + - -

18 H5N1 - - - - 40 H9 - - - -

19 H10N1 - - - - 41 H9 + + - -

20 H6 - - - - 42 H9 + + - -

21 H7 - - - - 43 H9 - - - -

22 H11 - - - -  

 

-;Amantadine-sensitive(wild type), +;Amantadine-resistant(mutant type), -/+;Mix of wild type and mutant 

type

    ➅ 공시 바이러스의 M gene 염기서열 분석

      - 내성유전자 검출결과의 정확도를 평가하기 공시바이러스의 M gene 염기서열을 분석하여 내성

유전자 변이 부위를 확인한 결과, 개발된 real time RT-PCR 결과와 일치함을 확인하였음 (Fig. 

27)



      Fig. 27.  Sequence analysis of the amantadine-resistant region of the M gene of 

the tested avian influenza viruses. 

   (나) 항-뉴라미디다제 (Oseltamivir) 내성 유전자 검출기법 확립

     ➀ RNA 추출 및 cDNA 합성 : 시판 키트 이용

     ➁ Primer 설계 및 제작 

       – 기발 표된 논문에 근거하여 타미플루 내성 유전자 검출용 MGB probe 제작 (Table 29).

Table 29. Primer sets for the detection of the oseltamivir-resistant gene

     

Target Name Oligonucleotide sequence Size(bp)

NA

F GGAAAGTAGTCAAATCAGTCGAAATG

98
R CTGCACACACATGTGATTTCACTAG

275H FAM-CCTCATAGTGATAATTA-MGB

275Y VIC-CCTCATAGTAATAATTAG-MGB
    

     ➂ PCR 반응액 조성 : 시판키트(TNT RESEARCH사, Anti HS Taq–High-) 사용



시약 조성

template 5 ul

10x buffer 2 ul

dNTP mix 1 ul

Anti HS Taq 0.5 ul

primer(F/R)(10p) 각 1 ul

probe(10p) 각 1 ul

D·W to to 25 ul

    ➃ RT-PCR 반응조건   

Step
RT-PCR Cycle

Temp Time Cycle

Initial inactivation 95℃ 10 min 1 cycle

Denaturation 94℃ 15 sec
45cycle

Annealing 60℃ 1 min

  

    ➄ Oseltamivir (타미플루) 검출 현황

      - 공시 바이러스 43주에 대한 타미플루 내성 유전자 검출결과, 공시 바이러스에서는 내

성 유전자가 전혀 검출되지 않았음.

   (다) 활용계획

     - 현재까지 아만타딘-내성 유전자를 감별진단하는 real time RT-PCR, 기법은 개발된 

바가 없으므로 본 연구에서 개발된 진단법dp 대한 야외 바이러스(시료)에 대한 검증을 

확대하여 그 효율성을 확대 검증할 필요가 있음.

     - 동물 인플루엔자 바이러스에 대한 항인플루엔자제제 내성 감시 및 모니터링에 활용 가

능.

6. 동물 인플루엔자 바이러스 감별진단용 키트 시제품 제작 및 공급

 가. RT-PCR 및 real time RT-PCR 키트 시제품 제작 및 공급(협력업체: 나노 헬릭스)

  (1) RT-PCR 시제품을 위한 효소 정제 및 제조

   (가) 역전사 효소의 클로닝 및 정제

    ➀ MMLV 역전사 효소 클로닝 : RT-PCR 시제품에 사용될 역전사 효소를 발현시키기 

위한 벡터를 유전자 합성을 통해 클로닝하였다. RNase H 활성을 없애기 위해서 4개의 

돌연변이를 그림 1와 같이 도입하였다. 효소 정제의 편이성을 위해서 His-tag이 

도입된 pQE vector에 클로닝하였음(Fig. 28).



Fig. 28. Cloning of MMLV reverse transcriptase for direct RT-PCR.

    ➁ MMLV 역전사 효소의 정제 : MMLV 역전사 효소가 클로닝된 벡터가 형질전환된 

DH10b cell을 배양하여 역전사 효소를 정제하였다. Ni NTA column을 이용한 

affinity chromatography와 cellulose phosphate column 이용하여 단백질을 95% 이

상의 순도로 정제하였음 (Fig. 29). 

Fig. 29. Purification of MMLV reverse transcriptase for direct RT-PCR. 

    ➂ 역전사 효소의 활성 테스트 : 정제한 역전사효소를 human total RNA를 주형으로 하여 

활성 테스트를 수행하였다. Dynein 유전자를 타겟으로 한 효소 활성 테스트 결과 

12kb까지 역전사 반응이 문제없이 수행됨을 확인하였음 (Fig. 30)



Fig. 30. Acitivity of MMLV reverse transcriptase for direct RT-PCR.

   (나) Taq DNA 중합효소의 정제

    ➀ Taq DNA 중합효소의 발현 및 정제 : RT-PCR의 PCR 중합 효소에 해당되는 Taq 

DNA 중합효소를 정제하였다. 대량 발현형 균주를 LB에서 배양한 후 열처리와 PEI 

침전을 통해 Taq DNA 중합효소를 농축한 후 두 번의 Q-sepharose 

chromatography 를 이용해서 순도 95% 이상의 효소를 정제하였음 (Fig. 31).

Fig. 31. Expression and purification of Taq DNA polymerase for direct RT-PCR.

   (다) One-step RT-PCR 활성 테스트 : 정제된 역전사 효소와 Taq DNA 중합효소를 혼합

하여 one-step RT-PCR 반응의 활성을 테스트 하였다. Human total RNA를 주형으

로 하여 타겟의 증폭을 확인한 결과 0.001ng의 주형에서도 타겟이 문제없이 증폭됨을 

확인하였음(Fig. 32).



Influenza test kit Method Host Target 

Avian influenza virus differential 

RT-PCR kit for chicken 
RT-PCR chicken

AIV common, H5, H7, 

H9, and NDV  

Avian influenza virus differential real 

time RT-PCR kit for chicken

real time 

RT-PCR 
chicken

AIV common, H5, H7, 

H9, and NDV  

Avian influenza virus differential 

RT-PCR kit for duck 
RT-PCR dusk

AIV common, H5, H7,  

H9, Rimerella and DHV  

Avian influenza virus differential real 

time RT-PCR kit for duck

real time

RT-PCR 
duck

AIV common, H5, H7,  

H9, Rimerella and DHV  

Swine influenza virus RT-PCR kit RT-PCR pig
SIV common, H1, H3 and

pH1N1

Swine influenza virus real time RT-PCR 

kit for pigs

real time 

RT-PCR 
pig

SIV common, H1, H3 and

pH1N1

Equine influenza virus RT-PCR kit RT-PCR horse IAV common, H3 and H7

Equine influenza virus 

real time RT-PCR kit for horse

real time 

RT-PCR 
horse IAV common, H3 and H7

Fig. 32. Acitivity of One-step direct RT-PCR 

  (2) 교차오염 방지를 위한 UNG 시스템 확립

   (가) 저온활성 고온 불활성 UNG의 적용 : UNG (Uracil DNA glycosylase) 시스템은 PCR 

진단법에서 핵산의 교차오염 방지를 위해 널리 사용되는 방법임. 그러나 이 시스템을 

RNA 병원체를 진단하는 방법에 사용하는 one-step RT-PCR system에는 적용할 수 

없으며, 그 이유는 대장균 유래의 UNG를 이용하는 경우 역전사 반응이 일어나는 온

도(50도)에서도 활성이 유지되어 역전사 반응결과 생성된 DNA가 분해되어 그 뒤에 

일어나는 PCR 반응의 주형들이 사라지기 때문임. 

   (나) 따라서 one-step RT-PCR 기반의 진단법에는 역전사 반응 온도에서는 불활성화되는 

특성을 갖는 새로운 UNG 효소가 필요하며, 본 연구과제에서는 이러한 특성을 만족하

는 UNG를 저온성 심해 대구(Cod)에서 클로닝하여 시스템을 구성하였음.

  (3) 축종별 인플루엔자 진단키트 시제품 생산 및 평가기관(검역본부) 제공

   (가) 개발한 축종별 진단키트 18종에 대한 시제품을 협력업체(나노헬릭스)와 연계하여 시제

품 생산을 완료하였음 (Table 30).

Table 30. List of diagnostic kits for the detection of animal influenza viruses



Canine influenza virus RT-PCR kit RT-PCR dog IAV common, H3 and H7

Canine influenza virus 

real time RT-PCR kit for dogs

real time 

RT-PCR 
dog IAV common, H3 and H7

Feline influenza virus RT-PCR kit RT-PCR cat IAV common, H and H7

Feline influenza virus 

real time RT-PCR kit for cats

real time 

RT-PCR 
cat IAV common, H3 and H7

Direct RT-PCR kit – Avian RT-PCR avian AIV common

Direct RT-PCR kit - Swine RT-PCR pig SIV common

Direct RT-PCR kit - Equine RT-PCR horse EIV common

Direct RT-PCR kit - Canine RT-PCR cat CIV common

Influenza A virus HA typing kit RT-PCR - IAV 15 HA subtyping

Influenza A virus NA typing kit RT-PCR - IAV 9 NA subtyping

   (나) 효능 평가 결과에 따른 품질 보완 및 시제품 생산 및 제공

     - 총 16종의 시제품을 생산하여 농림축산 검역본부에 평가용으로 제공 완료 (Fig. 33).

                

    

   

     

      Fig. 33. Products of animal influenza virus detection kits   

  (5) 현장 상태를 고려한 냉장, 냉동에서의 키트 안정성시험 실시



   (가) 보관온도별, 보관일자별 각 키트 시제품에 대한 작동여부를 확인한 결과, 1년까지 키

트의 민감도 및 특이도에 변화가 없는 것으로 확인되었음(Fig. 34). 

   (나) 따라서 냉장, 냉동에서 1년까지 민감도가 하락하지 않고 유지됨을 고려하여 개발 키트

의 보관온도별 유효기간은 다음과 같이 설정하였음.   

     ➀ 4℃ 냉장 보관시 – 1년 이내

     ② -20℃ 냉동 보관시 – 1년 이내

보관일자 상온(25℃) 냉장(4℃) 냉동(-20℃)

0일차

5일차

7일차

2주차

4주차

3개월

6개월

1년

  Fig. 34. Stability of the developed kits by chronological sensitivity test in different 

temperatures.

 나. RT-LAMP 키트 시제품 제작 및 공급(협력업체: 엠모니터)



Kit Method Host Target

Influenza virus common RT-LAMP RT-LAMP Animal IAV common  

Avian influenza virus H5 RT-LAMP RT-LAMP Avian AIV H5  

  (1) RT-LAMP 시제품을 생산을 위한 특허권 확보

   - RT-LAMP 시제품 생산 및 공급을 위하여 협력업체(엠모니터)에서 LAMP 시약의 원천 

특허를 보유하고 있는 일본의 Eiken사로부터 특허기슬에 대한 통상실시권을 허여 받아 

안정적인 키트 생산 및 공급이 가능해짐.

  (2) RT-LAMP 키트 시제품 생산 및 공급

   - 1-3년차에 개발한 A형 인플루엔자바이러스(IAV) 공통 진단용 및 AIV H5 진단용 

RT-LAMP 진단법dp 대하여 협력업체의 협조를 얻어 시제품을 제작하여 평가기관(검역

본부)에 제공 완료(Table 31, Fig. 35). 

    

Table 31. Product list of RT-LAMP kits for the rapid detection of influenza virus  

            

Fig. 35.  Products of RT-LAMP kits for the rapid detection of influenza virus.



제 3절. 동물 인플루엔자 현장 진단을 위한 RT-PCR 분석 광학계 및 

분석 SW개발 

1. 광학계 설계 및 측정

 가. 광학계 설계 방향

  - 광학계 방식은 소형화 및 재현성 향상등을 위해 광원과 디텍터를 광학계 몸체에 부착하는 

방식을 사용

  - 광원으로는 LED, 디텍터로는 Photo diode(PD)를 사용함

  - 광학계 몸체 내부에는 필터, 렌즈, 미러등이 포함되어 설계됨

  - 광학계는 모터 및 벨트에 의해 well을 이동하면서 측정하는 방식

    ;동일한 광학계로 시료를 측정할 수 있어서 재현성이 좋으며, 광학계를 킬리브레이션 할 

필요가 없음 

           < 광학계의 내부 구조, 명칭 및 측정과정>

 나. 광학계 측정 방법

  - 광학계는 PCR튜브에 샘플을 넣고 PCR을 진행하면서 증폭되는 형광신호를 검출할 수 있

도록 함.

  - LED에서 나온 빛은 렌즈를 거쳐 집광되며, 필터를 거치며 필요한 파장만 필터링 하게 됨

  - 필터를 지난 빛은 미러에 의해 반사되어 샘플에 조사

  - 여기서 사용되는 미러는 dichroic mirror 로서 선택적으로 빛을 반사 혹은 투과 시키는 

성질을 가지고 있음.

  - 빛은 형광반응을 일으키게 되고, 형광에 의해 발생된 빛은 다시 미러와 필터를 거치고, 렌

즈를 지나 PD에 도달하게 되며, 이것을 분석하여 결과를 분석 할 수 있음. 



            

                < 광학계 몸통 >                   <광학계 몸통에 LED 보드와 

                                                    PD 보드가 부착된 모습 >

2. PCR 광학 스테이지의 설계

  - 광학계 방식은 염가화 및 well 간의 재현성 향상등을 위해 광원과 디텍터를 광학계 몸체

에 부착하는 방식을 적용

  - 모든 검사 시료의 측정에 적용하기 위해서 광학계가 well 위치로 이동하여 측정할 수 있

도록 스캔메카니즘을 적용함

  - 모든 검사 시료를 동일한 광학계롤 측정할 수 있기 때문에 well 간 편차를 줄이는 효과를 

얻을 수 있음

  - 광학계 및 스캔메카니즘의 기구부는 모듈식으로 제작되어 메인 바디에 결합할 수 있도록 

함.

 가. RT-PCR 용 광학 스테이지  

                     < RT-PCR 광학 스테이지 모듈 및 명칭 >

   - RT-PCR 용 광학계 스테이지는 모듈은 3개의 광학계가 3열로 배열되어 3개 열의 well 

을 동시에 측정할 수 있도록 함.

   - 광학계는 3개가 하나의 브라켓에 조립되어 이동하면서 시료를 측정함.

   - 광학계가 조립된 브라켓은 스텝모터에 연결된 벨트, 풀리에 의해서 LM 가이드를 따라 

이동하는 방식

   - LM 가이드의 반대편에는 가이드 샤프트를 적용하여 광학계 모듈이 수평으로 이동

   - 양 쪽 끝에 스토퍼를 설치하여 충격을 흡수하도록 함.

   - 양쪽에 포토센서를 설치하여 광학계가 정확한 위치에서 시료를 측정 할 수 있도록 함 



          < RT-PCR 광학 스테이지 모듈이 메인 바디에 조립된 모습 >

   - RT-PCR 광학 스테이지는 모듈형으로 제작되어 메인 바디에 조립

   - 광학 스테이지는 측정하는 PCR 튜브의 상부에 위치

   - PCR 튜브의 위쪽에서 광을 조사하여 시료의 형광을 측정

   - PCR 튜브를 삽입 할 때는 광학계가 바깥쪽으로 이동하여 튜브의 삽입을 용이함 

 나. Lamp PCR 용 광학 스테이지  

                     < Lamp PCR 광학 스테이지 모듈 및 명칭 >

   - Lamp PCR 의 광학계 스테이지는 하나의 광학계를 이용하여 광학계를 X, Y 축으로 이

동하며 2열의 시료를 측정할 수 있도록 설계

   - 하나의 광학계는 2개의 스텝모터를 이용하여 X, Y 축으로 이동하며 시료를 측정

   - 광학계는 스텝모터에 연결된 벨트, 풀리에 의해 LM 가이드를 따라 X축으로 이동

   - 다른 스텝모터는 X축 이동 스테이지 전체와 벨트, 풀리로 연결되어 있으며 LM 가이드롤 

따라서 Y축으로 이동

   - LM 가이드의 반대편에는 가이드 샤프트를 적용하여 광학계 모듈이 수평을 유지할 수 있

도록 함

   - 양 쪽 끝에 스토퍼를 설치하여, 충격을 흡수 할 수 있도록 함

   - X, Y 양축에 포토센서를 설치하여 광학계가 정확한 위치에서 시료를 측정

   - 광학계는 X축을 따라서 이동하며 1열의 well 에 있는 시료를 측정하고, Y축으로 이동후 



다시 X축을 따라서 이동하며 2열의 well 에 있는 시료를 측정하게 됨

   - 2 x 8 개의 시료를 ㄷ자 형태로 이동하며 시료를 측정  

          < Lamp PCR 광학 스테이지 모듈이 메인 바디에 조립된 모습 >

   - RT-PCR 광학 스테이지는 모듈형으로 제작되어 메인 바디에 조립

   - 광학 스테이지는 측정하는 PCR 튜브의 상부에 위치하며, PCR 튜브의 위쪽에서 광을 조

사하여 시료의 형광을 측정함 

3. 광학계 및 광학 스테이지 제어

 가. 광 측정 및 증폭부

 

                           < 광 수신부(PD) 회로도 >

   - 광모듈에서 조사된 LED 광에 반사된 시료의 형광량을 광학 필터를 통해 Photo Diode에

서 수신

   - 광신호는 매우 미약하기 때문에 광학 증폭부에서 OP AMP를 통해 신호를 증폭하고 증폭

된 신호를 MCU에서 ADC를 통해 검출



  나. Motor Control

   - 모터 구동 부는 고정되어 있는 시료에 모터가 이동하여 광학 신호를 검출하는 구조로 설

계

   - 1열 16개 Well의 중앙부에서 1개의 광학 부 모듈이 1개의 모터에 의해 좌우로 구동하며 

시료의 형광을 측정하는 방식

   - 모터는 정밀 제어에 적합한 스테핑 모터가 적용 되었으며 모터 컨트롤러는 TI에서 공급

하는 DRV8825를 적용하여 32micro step으로 정밀하게 모터를 구동시킴

   - 현재 적용된 제어 방법으로 1step당 0.0083mm 단위로 이동 거리를 제어함.

   - 모터를 구동하는 기본 신호는 MCU에 내장된 PWM Controller를 사용하여 구현

   - MCU 내부에서 PWM 주기를 조정하여 모터의 구동 속도를 제어

   - PWM에서 Pulse 발생 시 인터럽트를 발생시켜 모터 구동을 위한 펄스 개수를 카운트하

여 이동거리를 제한하는 방법으로 모터를 제어

   - 모터의 정역 제어는 적용한 DRV8825에서 제공하는 신호 선을 제어함으로써 구현

  다. 모터 구동 부 원점 검출

   - 민감한 광학부의 정확한 제어를 위해 광학 부를 원점으로의 정확한 복귀력이 중요

   - 장비 구동 시 매 사이클마다 광학 부를 원점으로 이동하여 측정의 기준 위치를 명확히 

하였으며 이를 위해 전체 Well의 광학 스캔 후 원점 복귀 시 원점 Sensor 부근까지는 

광학 부를 고속으로 이동 시킨 후 정확히 원점을 검출하기 위하여 광학 부 이동 속도를 

저속으로 하여 광학 부를 모터 1스텝씩 이동하며 원점 위치로 이동되었는지 Sensor와 

연동하여 체크하는 방법을 적용함

   - 원점 Sensing을 고속으로 처리하기 위해서 MCU로 수신되는 Sensor 신호는 인터럽트로 

처리하여 모터 이동 중에 Sensing이 되면 모터가 바로 멈추도록 함

   - 모터 위치 검출 Sensor는 원점과 끝점 두 포인트를 검출 가능하도록 하드웨어가 설계 

되어 있으며 매 사이클 마다 모터가 광학 스캔 후, 끝점까지 이동하고 그 때까지 모터를 

구동하는데 입력된 모터 스텝 수를 구하고 다시 원점까지 이동 스텝 수를 검출하여 광학

부가 좌측으로 이동하고 다시 우측으로 이동 중에 발생하는 모터 스텝 오차를 판별 할 

수 있도록 되어 있으며 실험 결과 전체 구역을 모두 스캔 하였을 때 최대 5스텝 미만의 

오차 (약 0.04mm) 이내로 확인됨

  라. 형광 데이터 취득 과정 flow-chart



                       < 형광 데이터 측정 Flow-chart >

  마. 광량 측정 (ADC)

   - 광학신호는 MCU 내부에 내장되어 있는 AD Converter를 통해 수치화

   - 적용된 MCU는 Atmel社의 SAMA5 chip으로 내장 되어 있는 ADC는 12Bit (0~4095)분

해능을 가지며 내장 ADC를 사용함.

<장점>

* 형광을 검출하는데 12bit 분해능이면 무리가 없음.

* MCU 외부에 별도의 ADC를 인터페이스 하여 사용하는 방법에 비하여 고속으로            

  신호 처리 가능.

* 모터 이동 제어와 형광 신호 취득 과정에서 동기를 맞추는데 유리.

* 별도 소자를 사용하지 않으므로 비용 절감

   - 광 모듈은 하드웨어 파트에서의 노이즈 방지 대책 이외에 Firmware에서도 수신되는 광

학신호에 대한 노이즈 대책으로 형광을 측정하는 매 point마다 32회 광학 값을 취득하여 

그 평균값을 취하는 방법을 적용

   - 신호 취득 과정에서 노이즈 성분이 혼입 될 수 있다는 가능성을 두고 취득된 32개의 광

학 값에서 최대 수치와 최저 수치는 제외하고 나머지 30개의 측정값의 평균값을 해당 포

인트의 형광 값으로 취함



   - 실제 실험적으로 32회 정도의 샘플링 횟수가 속도나 측정 데이터의 안정성을 기준으로선

택함.

   - 모터가 고속으로 이동하면서 형광 신호를 취득하고 처리해야 하므로 복잡하고 연산이 많

이 필요한 알고리즘을 적용하는 것이 장비의 구동 속도에 영향을 주는 요인이 되므로 간

단하면서도 일반적으로 많이 사용되고 있는 방법을 적용함

   - 기구적인 오차에 의해 측정 포인트가 기기마다 약간씩 다를 수 있기 때문에 발생할 수 

있는 광학 신호의 측정 편차를 보정하기 위하여 튜브의 중심 포인트에서 전후 40step씩 

모두 80step의 사이에서 4step 단위로 광학 신호를 측정하여 저장하고 저장된 광학 신

호의 배열에서 최대치를 취하는 방법을 적용 

                          < 광학계의 튜브에 대한 측정 범위 >

   - 형광 시료가 담긴 Well을 광학 모듈을 1step씩 이동 시키면서 취득한 광학 데이터를 확

보

   - 거의 등간격으로 Well center에서 최대 형광 값이 측정되었으며 이를 근거로 Well 

center 기준으로 좌우 80step 내에서 max값을 구해 측정값으로 함



                     < 시료의 광학 데이터 측정 그래프 >

   - 위의 그래프 최대 점을 확대한 것으로 형광 값의 max 값이 나타나는 지점에서 주변 포

인트의 형광 취득 값의 분포를 확인

       

               < 시료의 광학 데이터 측정 그래프(최대값 부근 확대) >

  바. 모터 제어 및 광학부 안정성 검증

   - 동일 형광 값을 가지는 시료가 담긴 14개 Well을 280회 반복하여 측정한 형광 값으로 

확인함.

   ; 가로축은 측정 횟수를 나타내고 세로축은 측정된 형광 값을 나타냄

   - 14개의 튜브에 담긴 시료의 형광 값이 1500 내외의 값으로 측정

   - 반복 측정값이 반복적으로 측정 하여도 지속적으로 거의 일정한 값으로 측정됨

   - 값의 편차는 형광 시료 자체의 편차, 형광 시료가 담긴 튜브가 가지는 두께 등에 의한 

편차, 기구의 가공이나 조립 시 발생하는 오차에 의한 측정 위치 등에 의해서 발생할 수 

있음

   - 이 편차는 물리적으로 발생하는 편차로 소프트웨어적으로 후 보정후 취함

   - 모터가 계속 이동하며 well의 center로 인식하여 취득한 광학 데이터의 나열이 지속적으

로 일정한 값을 나타내는 것으로 볼 때 모터 제어와 광학 부 성능이 안정화됨



                     < 광학계의 동일 시료 측정 결과 >

4. 광학부 테스트

 가. 실험방법

   - 시료는 한국 필코리아사의 SYBR Green buffer와 NEB사의 DNA는 E.coli 유래의 

Lamda DNA-HindIII를 사용하였으며, Primer는 Forward : 5’- 

catccagcagttccagcacaatc -3’ Reverse : 5’- agcggcagagcaggcaatg-3’를 10pmol/uL

용량으로 사용

   - 형광 dye는 interchalating SYBR Green을 사용하였으며 DEPC DW로 20uL volume을 

맞추어 200uL PCR 스트립 튜브에서 반응시켜 3step(95-72-60℃)방식으로 테스트함.

   - Cycle은 Pre-heating 95℃(3분)-[Denature 95℃ 20초-Anealing 60℃ 20초

-Extension 72℃ 30초], [ ] 의 cycle을 40 회 돌려서 반응시켰으며 온도상승 ramp 

rate는 3.4℃/sec, 온도하강 ramp rate는 4.0℃/sec 설정

   - DNA는 2uL, Primer F/R 각 1uL, 2X SYBR Buffer 10uL, DW 6uL 이렇게 섞어서 

working volume 20uL/well 로 반응

   - 광학계 reading point는 Extension 구간 30초 후단 25초구간에서 scan하여 ADC 수치

를 나타내었고 실시간으로 증폭 곡선과 온도 Profile을 모니터링 하도록 함.

   - 실시간으로 증폭 그래프 곡선을 확인된 것을 아래와 같이 알 수 있으며, Ct와 Rn 값을 

리포트 데이터에 나타냄 

나. 증폭 테스트 결과

   <테스트 I>



             < 테스트 I;  E.coli Lamda NDA-Hind III의 증폭결과 화면

                (증폭 그래프-붉은색 원안, 온도 프로파일-푸른색 원안) > 

   - 위의 결과와 같이 Lamda DNA의 10^8 copy부터 10^1 copy까지 10fold 희석분의 

serial dilution의 8개 샘플을 로딩하여 반응하였을 때, Ct value 7.4부터 약 3.0 cycle 

간격으로 나타나짐을 볼 수 있는데 저농도에서는 농도별 증폭곡선의 간격이 조금 좁아지

는 경향을 보임

   <테스트 II>

                          < 테스트 II 증폭결과 화면>

   - 위의 결과는 A보다 증폭곡선이 중간 농도에서 겹치기도 하였는데 이는 실험자의 희석 

오류라던가 개인오차에 의한 것으로 생각되며 광학계 성능에는 별 무리가 없는 것으로 

판단, A, B 실험 모두 농도별 증폭곡선의 판별에 광학계는 전혀 무리가 없는 것으로 사

료됨



   - 실험실 온도 조건은 실험실(사무실)조건에서 Room temperature로 진행되었으며 온도 

Profile은 유지구간 (Steady state) ±0.2℃로 진행함

 다. 광학부 테스트 (타사시약 테스트)

  (1) 필코리아시약

    - 상기 조건과 같이 cycle은 Pre-heating 95도 3분, 60도 20초, 72도 30초 95도 20초

이며 total cycle 횟수는 44 cycle이다. DNA는 Lamda-DNA Hind III 이며 primer는 

Forward : 5’- catccagcagttccagcacaatc -3’ Reverse : 5’- agcggcagagcaggcaatg-3’ 

를 10pmole/uL로 사용하였다.

                          <필코리아시약 증폭 그래프>

    - 결과 분석은 10^3 과 10^2 copy 농도의 DNA가 겹쳐졌으며 이는 HindIII로 잘린 단편 

DNA가 잘 희석상태가 좋지 않은듯 하다. ADC 광학부 수치가 비교적 안정적으로 나

옴.(Rn값)

  (2) 필코리아 DNA, primer +solgent Dye bf.

   - 위 1번의 DNA와 primer sequence는 동일하고 형광 Dye bf(Master Mix)를 Solgent 

사의 SYBR Green dye를 사용하였다. 온도조건 및 cycle 시간은 1번고 동일하다.
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                        <Solgent 사의 SYBR Green mastermix>

    - 결과는 Serial로 농도별 증폭이 나왔으며 10^2 copy까지 증폭이 확인되었고 10^1은 조

금 튀었다고 볼 수 있다. 형광세기 ADC 값은 필코리아시약보다 조금 낮다.

  (3) qPCR BIO System

    - 필코리아 사가 취급하는 Master mix standard kit로서 qPCR BIO System 사의 키트



를 사용하였다. (사용 DNA 와 Primer는 cconfidential 이라고 함.) DNA농도는 10^6 

copy부터 10^1까지 희석이 되어있으며 일반 실험실 내부 QC 용으로 사용하는 pannel 

이다. 온도조건은 Pre-heating 95도 2분, 60도, 95도 각 10초 - 40cycle 이다.

 

                            <qPCR BIO System kit>

    - 위의 결과로 10^6에서 10^2 copy 까지 serial로 증폭그래프가 잘 나왔고 형광증폭 값

도 양호한 편이다. 

  (4) O157 (코젠바이오텍)

    - 식중독 균 검사 kit로 코젠바이오텍에서 출시한 제품이다. 검사 스텝은 Pre-heating 10

분, 95도 15초 60도 1분의 40cycle이며 Primer는 코젠바이오텍 사의 kit 내부용을 사용

하였다. 
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                              <코젠바이오텍 O157>

    - kit 내부 매뉴얼상에 cycle 33 안에까지 증폭이 확인 된 것에대해 Positive 처리를 하

는데 본 실험에서는 10^2copy 양성까지가 33cycle 안에 들어왔다. 증폭 ADC 수치는 

양호한편이고 positive 원액은 10^5copy 의 농도로 맞추어져 있다.

  (5) Listeria (코젠바이오텍)

    - 식중독균 검사 키트의 또다른 하나로 코젠바이오텍의 제품을 사용하였다. 검사조건은 

Pre-heating 95도 10분, 95도 15초, 60도 1분의 40cycle로 원액 DNA의 copy 농도는 



10^5이며 33cycle 안에서 나타나는 증폭 cycle ct 값으로 양성을 판별한다. 
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                           <Listeria 코젠바이오텍 >

    - 위의 결과로 광학계 ADC 신호는 600에서 2,000 정도로 양호하게 나타났으며 증폭 

cycle 이 serial dilution 되어진 DNA 샘플대로 대략 3.3 cycle 마다 타나남을 알 수 있

다.

 라. Ct, RFU report

   - UI의 계산 프로그램으로 위의 테스트 결과 data를 loading 하여 Report 데이터를 

process 하면 아래와 같은 실험 증폭 그래프를 통하여 Ct, RFU 수치가 계산할 수 있음 

   - 그림은 아래에 나타내었는데 Report 화면은 결과 그래프를 Loading 하여 Analysis 

process를 거쳐서 User가 직접 뽑아 낼 수 있도록 UI가 설계됨

                           

 

             < 증폭그래프(좌측) 및 이를 분석한 RFU(Rn), Ct value report(우측)

   - 본과제 Peltier base의 Real time PCR 광학계 성능은 위에서 나온 결과와 같이 PCR 증

폭 정도에 따라,(농도별 DNA 증폭곡선) UI program 을 통하여 Normalizing 되어 나온

RFU 수치(Rn)수치가 비교적 일정하고 재현성 및 안정성이 확보됨 

    - RFU는 기기 광학계 설정이 자체 광학계 12bit 를 사용하여 Range가 0~4095까지인데 

위의 실험 데이터는 800~1250까지에 비교적 균일하게 분포됨

 마. 비교장비 실험테스트

   - 본 실험 장비와 견주어 Reference 장비로 Roche 사의 MyGo Pro를 사용하여 비교테스



트를 실시함.

   - 실험조건은 상기 테스트 A,B 와 같으며 샘플은 10^6 ~ 10^1을 사용

   

                         < MyGO Pro를 이용한 PCR 증폭 그래프 >

    - 위와같이 MyGo Pro의 결과는 증폭 그래프 shape이 나왔고 10^6 DNA (Lamda 

DNA-Hind III)가 Ct값 16.2에서 Analysis분석을 통해서 나타났으며 아래의 개발한 

S/W 및 시스템을 이용한 결과는 Ct 값 16.4에서 10^6 DNA가 얻어짐.

 

                      < 본 과제 개발기기를 이용한 PCR 증폭 그래프 >

    - 그래프 패턴은 서로 크게 상이하지 않으며 증폭곡선이 불 균일성은 실험자의 오차로 판

단됨

 바. LOD

   - 상기 (1)의 실험데이타 A,B에서 DNA의 희석전 원액 농도는 500ng/mL 이고(NEB사의 

Lamda NDA-Hind III) copy수 10^8 희석분부터 10^1 희석분 까지 8개의 샘플을 

Loading 하여 cycle 반응을 돌린 것을 광학계로 측정하였을 때 위와 같이 증폭그래프

와 Ct value 를 볼때 1시간 10분 내에 반응 (40 cycle) 이내에 10^8  copy가 11.1ng 



이며 10^1 copy는 1.11 fg(Femto) 까지가 Limit of detection 으로 나타남

   <희석방법 및 계산>

① DNA 원액 500ug/mL 을 89uL의 DW에 1uL를 넣어 희석하면 PhileKorea 사 추천 10^8 

copy 임.

② 10^8 copy부터 10^1 copy 까지 8단계 희석 (DNA 샘플 8개)

③ 10^8 copy reaction DNA vol. (2uL)

④ 10^8 copy = 11.1 ng, 10^5 copy = 1.11 pg

⑤ 10^1 copy = 1.11 (fg/40cycle)

   - 위의 테스트 결과 및 상기 계산 방법으로 볼때 결론적으로 본 광학기의 유전자 증폭 최

소검출 감도는 Lamda DNA의 경우에 약 1.11 (fg/40cycle ; 10-15) 이 됨 

5. User Interface 개발

 가. 초기화면

                                < 초기화면 >

   - Real time PCR은 먼저 반응하고자하는 DNA +Enzyme buffer + Primer 의 mixture 

를 제조 후 온도 설정과 Cycle 설정에 의해서 반응이 시작되는 실험 기법

   - 위에 보는 바와 같이 초기 화면에 반응중 그래프의 증폭정도를 실시간으로 볼 수 있는 

창과(상단), 온도 변화의 Profile을 확인할 수 있는 온도 Profile 창으로 구성

   - 이는 실시간으로 반응이 되었을때 증폭곡선과 온도 프로파일을 실시간으로 확인할 수 있

는 장점이 있음

   - 우측편에 메뉴를 만들어서 실험 Setting 과 Protocol Edit 화면을 선택할 수 있는 탭이 

있고, 반응 종료 후 Ct, Rn 값을 계산할 수 있는 DATA Analysis 탭이 구성됨

   - 상단에는 Setting 되어진 실험명이 확인되는 Experiment Name 창이 있고 그 바로 우측

에 실험시간을 실시간으로 누적하여 볼 수있는 Elaps time 창, 그리고 그 우측에 장비의 

상태, 즉 실험중, 대기, 정지(Running, Idle, Stop)의 상태를 나타내는 창으로 구성

 나. Experiment Setting 화면



  (1) 초기화면

                           < Experiment setting 초기 화면 >

   - 위 와 같이 Experiment  첫 화면에서는 실험의 이름과 사용 시약(형광 Dye)의 종류선택

을 할 수 있게 되어 있고 목록 등록 및 검색, 삭제선택이 가능하게 되어져 있음. 

  (2) Experiment 설정 화면

                               < Experiment 설정 화면 >

   - 위와 같이 Experiment 수정화면은 각 반응 well에 ID와 형광다이사용(2channel이상)을 

표시하게 되며 실험명 및 Protocol, well 수등을 표시하게 되어져 있다.

 다. Protocol Edit 화면

  (1) 초기 화면



                            < Protocol Edit 초기 화면 >

   - 위의 그림은 Protocol Edit의 첫 화면으로서 각각 누적 실험의 실험조건 Edit, 검색, 등

록, 삭제가 가능하며 간단한 PCR 조건과 종류를 나타냄

  (2) Edit 화면

                              < Protocol Edit 화면 >

   - 위와 같이 Protocol 즉, Real time PCR에서 온도조건 및 Cycle 조건, Pre heating조건

등을 입력하는 Edit창이 있어야 하는데 이는 사용자 편의로 최대한 간단하고 실용적으로 

디자인 함.

   - 각 탭의 창에 마우스 클릭을 하여 키보드 입력으로 입력 동작되며,(향후에는 Touch 

Screen으로 자사제품을 개발 완료할 계획임) 먼저 Protocol Name을 입력 정의 하며 그 

이하로 Pre cycle(Pre-heating), Temp, Ramp rate 등을 설정

   - cycle 반응의 종류를 선택하는데 (2step 인지, 3step인지구분) 자체 카테고리로 설정

   - 마지막으로 온도조건과 유지시간 Ramp rate를 입력하는 창이 하단에 있고 그 바로 우측

에 Total cycle 수치를 입력



 라. Running 화면

                               < Running 화면 >

   - 위와 같이 Running 화면에 실험명(Experiment Name)과 Elaps Time, 그리고 우측에 

Running 이란 State를 확인할 수 있음

   - 밑에 실험중 활성화 되어져있는 Start, Pause, Stop 아이콘이 있고 바로 밑에 증폭그래

프 곡선이 생성됨(그림상에는 초기cycle곡선이라 반응높이변화가 없음).

   - 마지막으로 우측에 설정탭 아이콘은 실험중에 비활성화가 되며 하단에 온도 Profile 곡선

이 나타내어짐

   - 각각 창은 RFU를 알 수 있는 수치와, 온도의 수치가 Y축에 나타남

   - 창 맨 하단에 실시간 온도의 수치가 실시간 data로 뜨는데 이는 실시간 변화되는 온도 

Profile임.

 마. DATA Analysis 화면



                            < Data Analysis 화면 >

   - 실험반응이 끝나면(Running이 끝나면) 위와같이 데이터를 볼 수 있는 창이 초기화면우측

에 있는 Data Analysis 탭아이콘을 누르면 뜨게 되는데 날짜별 Record 되어져있는 화면

에 실험 data를 찾아서 data를 loading 하여 위와 같은 결과 그래프와 수치를 얻을 수 

있음

   - 먼저 위에 있는 그래프는 실험이 끝난 그래프를 Normalizing 하여 Ct 와 Rn(RFU)를 볼

수 있게 그래프 형식으로 나타내어지는 창이며, 그 아래에 Sample Name과 농도 그리고 

계산된 Ct값과 Rn(RFU) 값을 나타냄

   - 마지막으로 우측측면에 Sample 색깔별 선택을 하여 보고싶은 Sample만을 볼 수 있음

 바. 통신포트 설정화면

                               < 통신포트 설정화면 >

   - 위와 같이 PCR 장비와 PC를 연결해주는 RS232 통신포트를 설정하여 주는 창으로 통신

포트를 선택하여 확인을 누르면 포트가 설정됨 

6. 온도 칼리브레이션

 가. Heating부 구조 및 calibration



                          < 온도 칼리브레이션 모식도 >

   - 장비에 적용된 Peltier 소자 개수는 모두 4개로 2개씩 pair로 처리하여 중앙부와 가장자

리에 2개씩 배치

   - 구조상 중앙부와 가장자리의 온도 편차가 발생하므로 각각의 부분에 온도 제어 량을 달

리해야 시약에 전달되는 열이 전체적으로 균일하게 제어할 수 있음

   - Peltier 소자 개별적으로 가지는 특성의 편차와 적용된 온도 센서(PT-100)가 가지는 개

별 온도 특성편차는 제어 되는 온도에 영향을 주는 원인

   - Peltier 소자는 제어 량을 달리 함으로써 특성 편차를 줄일 수 있으며 기본적으로 적용되

는 온도 센서가 해당 온도에서 정확한 값을 취득할 수 있어야 함

   - 이를 위하여 온도 센서의 calibration을 적용함

   

<온도 칼리브레이션시 사용한 계측기(좌:Fluke 열전상 온도계, 우:NI 9217 온도 측정 모듈)>

  나. 온도 칼리브레이션



   - 제어 온도와 실제 온도 및 PT100을 통해 입력받은 온도 값의 신뢰성을 확보하여 

Peltier 제어 온도의 정확성과 균일성을 향상시킴

   - PWM 값 설정 (실험에 의해 실측 온도를 기준으로 하여 PWM 상수 값 설정) 하고 온도

를 실측 하여 이 때 PT-100의 온도 값을 MCU의 16 bit ADC를 통해 얻음

   - 60도~95도의 범위를 5도 간격으로 측정하여 raw data 구축 하고 실험 진행 시 PWM 

값 지정 후 온도 변화가 없이 일정한 온도를 유지할 때 PT100을 통한 ADC값을 구함

   - 최소 10초 이상 PT100에서 값을 입력받고, 이들 값의 평균을 raw data에 기록 하고 이 

절차를 수행하기 위한 기능은 별도의 F/W로 구현하였으며 이를 PC S/W에서 제어

   - 입력받은 PT100 값의 실제 온도로의 치환은 1차 함수를 통하여 구함

   - PT100 센서는 온도에 대한 저항 값이 선형성을 가지므로 별도의 변환 테이블은 필요없

음

               < 온도 칼리브레이션에 의한 온도 센서 보정곡선 >

   - 위의 그래프는 상기에서 명시한 순서에 의하여 온도 calibration을 통해 얻어진 온도 센

서 보정식으로, 온도 센서가 가지는 편차를 위의 수식을 통하여 감소시킴

   - 온도 센서 보정을 통하여 아래와 같이 개선 효과를 얻음  

  < 온도 칼리브레이션을 통한 개선 효과 (좌:온도보정 적용전. 우:온도보정 적용 후) >





제 4절. 현장에서 적용 가능한 인플루엔자 진단 키트 및 휴대용 기기

의 유효성 평가 

1. 개발된 Direct RT-PCR 및 real-time RT-PCR키트에 대한 비교 평가

 가. Direct conventional RT-PCR키트에 대한 시험

  - 평가를 위해 기존의 시험법과 개발된 키트를 이용하여 동시에 평가 실시

  - 표준주인 PR8 및 조류인플루엔자(IAV) 1종 선정 

  - 기존 시험법:  RNA를 추출하는 키트를 이용하여 RNA 추출, 기존의 RT-PCR 실시

  - direct conventional RT-PCR: 1x direct buffer와 섞은 후(상온) 5분 후 RT-PCR 실시

  - Direct buffer를 이용하여 핵산을 추출하는 데 소요되는 시간이 기존에 비해 1/10로 단축

  - 1x direct buffer로 추출한 핵산이 일반 RT-PCR system으로의 적용이 가능한지 확인을 

위해 direct buffer를 섞어서 추출한 RNA를 이용하여 기존 진단키트에 적용

       : 1x direct buffer를 이용하여 핵산을 추출한 그룹에서 타겟 유전자의 증폭이 잘 되는 

것을 확인 

  - 또한 개발된 키트를 이용해본 결과, 표준주 및 조류인플루엔자 모두 적용 가능함을 확인



    

     

  - 6회의 반복실험을 실시한 결과, 검출한계 및 반복시험 결과에 큰 차이 없이 증폭

    

  - 야외시료로의 적용 가능성을 확인하기 위해 IAV 음성 비즙시료에 바이러스 희석 후 시험

    :음성 비즙시료에 적용해 본 결과 PBS 희석한 그룹의 결과와 큰 차이 없이 검출됨을 확인



 나. Direct real-time RT-PCR키트에 대한 시험

  - 평가를 위해 기존의 시험법과 개발된 키트를 이용하여 동시에 평가 실시

  - 표준주인 PR8 및 조류인플루엔자 1종 선정 

  - 기존 시험법:  RNA를 추출하는 키트를 이용하여 RNA 추출, 기존의 real-time RT-PCR 

실시

  - direct real-time RT-PCR: 1x direct buffer와 섞은 후 상온에서 5분 후 RT-PCR 실시

   - 1x direct buffer로 추출한 핵산이 일반 real-time RT-PCR system으로의 적용이 가능

한지 확인을 위해 direct buffer를 섞어서 추출한 RNA를 이용하여 기존 진단키트에 적용

     : 기존의 system에 적용하였을 때 Ct값이 오른쪽으로 shift되는 것을 확인(Ct값이 17에

서 34로 증가)하였으며, 개발된 전체 system(1x direct buffer 및 PCR system)에 적

용하여 시험해 본 결과 기존의 시험법에 비해 Ct값이 다소 적게 증가하는 것을 확인 함 

(Ct값, 23)

       RNA 추출 키트를 이용하여 추출한 유전자를 개발된 키트에 적용해본 결과, Ct값이 18

정도로 기존의 시험법과 유사한 수준의 결과를 보이는 것을 확인하였음.

    - 민감도 부분에서도 기존의 시험법에 비해 낮은 것을 확인

    - 위의 실험 결과로 미루어 direct real-time RT-PCR 키트 내의 1x direct buffer를 이

용하여 추출한 유전자는 새로 개발된 키트에 적합하도록 구성이 되어 있음

 

 a)  표준주를 이용한 기존 시험법           b) 표준주를 이용한 direct real-time RT-PCR  

  

  

 다. Direct conventional RT-PCR 키트 평가



  - 키트 평가를 위해 돼지인플루엔자 표준바이러스 선정

  - PBS 희석한 시험군 및 IAV 음성 비즙 시료에 바이러스를 희석한 시험군 2개 설정

  - 2개의 시험군을 이용하여 기존 및 개발된 direct conventional RT-PCR 시험법 간의 키

트 평가

  - 실험결과 기존의 시험법에 비해 direct conventional RT-PCR법의 민감도가 100~1000

배 정도 차이가 있는 것을 확인하였으며, 이는 IAV 음성 비즙시료에 적용한 경우에도 유

사한 결과를 보였음.

  - IAV 음성 비즙시료에 적용해 본 결과, PBS에 적용한 군과 결과에 큰 차이가 없음을 확인

  - 본 실험 결과 민감도에 차이가 있기는 하지만 유전자 추출과정이 없이 전 처리가 매우 단

순하며 실험기구의 요구가 적고, 적은 노동력으로도 유전자 추출이 가능하다는 등의 장점

으로 미루어 본 키트를 이용하여 시료의 IAV 스크리닝에는 활용이 가능할 것으로 사료 

됨.

라. Direct real-time RT-PCR 키트 평가



  - 키트 평가를 위해 돼지인플루엔자 표준바이러스 선정

  - PBS 희석한 시험군 및 IAV 음성 비즙 시료에 바이러스를 희석한 시험군 2개 설정

  - 2개의 시험군을 이용하여 기존 및 개발된 direct real-time RT-PCR 시험법 간의 키트 

평가

  

  a)  기존 시험법                                b)  direct real-time RT-PCR  

  

  - 실험결과 기존의 시험법에 비해 direct real-time RT-PCR을 이용한 결과의 Ct값이 오른

쪽으로 shift된 경향을 보이는 것을 확인

  - 음성 비즙시료에 적용해 본 결과 PBS에 적용한 군과 결과에 큰 차이가 없음

  - direct 시험법은 유전자 추출과정이 없이 전 처리가 매우 단순하며 실험기구의 요구가 적

고, 적은 노동력으로도 유전자 추출이 가능하다는 등의 장점을 가지고 있으나 real-time 

PCR, real-time qPCR의 목적인 정밀검사에 적용하기에는 민감도가 낮으므로 단시간에 

많은 시료를 처리해야 하는 상황에 사용하는 것을 고려

  

2. 개발된 진단키트 야외적용 평가

 가. IAV 양성 및 음성 시료를 이용하여 개발된 direct 키트 적용 시험 실시

   - 야외 시료 48점(비즙 및 폐조직)을 이용한 기존 시험법 및 개발된 키트의 적용시험 실시

  (1) Direct conventional RT-PCR 법 키트 적용 시험 결과

   - Direct conventional RT-PCR의 경우 기존의 real-time RT-PCR 결과와 유사한 결과를 

보임

   - 특히 바이러스가 분리된 시료 5개 중 4개를 direct conventional RT-PCR(신규 시험법)

로 검출

     : 바이러스가 분리된 시료는 기존의 realt-time RT-PCR에서 Ct값이 20 내외로 바이러

스 양이 많은 것으로 추정되는 시료임

   - 또한 신규 시험법은 비즙, 폐조직 2 종류의 시료 모두 유전자 검출이 가능함을 확인  



 

    (2) Direct real-time RT-PCR 법 키트 적용 시험 결과 

   - 바이러스가 분리된 시료 5개 중 2개에서 direct real-time RT-PCR(신규 시험법)로 검

출



3. 1~2차년도 실적 현황

 가. 평가용 표준 바이러스 확보

  (1) 인플루엔자 A 바이러스 HA subtype 별 표준 바이러스 확보

  ○ 조류, 돼지, 말, 개 인플루엔자 바이러스 주요 subtype 확보 

    - 조류 인플루엔자 바이러스의 경우 H1~H16 subtype 확보

    - 돼지 인플루엔자 바이러스의 경우 현재 유행 중인 유전형을 분석 후 각 lineage를 대표 할 

수 있는 strain 확보

    - 말 역시 현재 유행하는 American lineage Florida sub lineage Clade II strain 확보

    - 개 인플루엔자 바이러스의 경우 2013년도 분리주로 현재 유행 중인 바이러스를 대표 할 

수 있음 

   

 표 1. 평가용 표준 바이러스 리스트

Species subtype viruses 

Avian

H1N2 A/duck/Korea/U11-1/2007

H2N8 A/wild duck/Korea/SH38-51/2010

H3N8 A/duck/Ukraine/1/63

H4N6 A/duck/Czechoslovakia/56

H5N3 A/duck/Hong Kong/820/80

H6N5 A/seawater/Australia/1/72

H7N1 A/duck/Hong Kong/301/78

H8N4 A/turkey/Ontario/6118/68

H9N2 A/turkey/Wisconsin/66

H10N7 A/chicken/Germany/N/49

H11N6 A/duck/England/56

H12N5 A/duck/Alberta/60/76

H13N6 A/gull/Maryland/704/77

H14N5 A/Mallard/Gujev/263/82 

H15N9 A/Mallard/Australia/2576/79

H16 A/BGH/Sweden/2/9 

Swine

H1N1 A/swine/Korea/25-13

H1N2 A/swine/Korea/E102

H3N2 A/swine/Korea/CY10/2007 

Equine
H3N8 A/equine/Wildeshausen/08

H7N7 A/equine/Prague/56

Canine H3N2 A/canine/Korea/BD-1/2013

pandemic pH1N1 A/swine/Korea/GBCG01/2010 

  (2) 종란 접종을 이용한 바이러스 증식 및 수확



   ○ 9~10일 발육한 SPF 종란에 각 바이러스 접종 후 3일간 증식, chilling 후 allantoic fluid 

수거

      (그림 1 참고)

      

 그림 1. 종란 접종 및 수확

   (3) Hemmagglutinationn assay(HA)를 이용한 바이러스 역가 측정 

    - HA는 수확한 바이러스와 닭 혈구를 이용한 바이러스의 역가를 측정 방법

    - 조류 및 개, 돼지 인플루엔자 바이러스의 경우 0.6% chicken red blood cell (RBC)를 이

용하여    바이러스와 40분간 반응, 혈구가 응집되는 희석 배수까지 결과 판독

    - 말 인플루엔자의 경우 0.5% chicken RBC를 이용하여 바이러스와 60분간 반응, 혈구 응

집되는     희석 배수까지 결과 판독

                



그림 2. Hemagglutination assay (HA) 실험 결과 

    (4) MDCK 세포를 이용한 TCID50 역가 측정

    - 역가를 측정하고자 하는 바이러스를 10진 희석 후 8 well 접종, 3-4일간 배양

    - 세포변성효과(CPE)가 보이는 well수 계산 후 Reed-Muench methods를 이용하여 결과 

도출

 나. 기존 개발 인플루엔자 검출법 비교 분석

  (1) 인플루엔자 A 바이러스 공통 유전자 검출용 RT-PCR법 평가 

   가) OIE 매뉴얼 및 기존에 사용 중이던 M 유전자 검출용 RT-PCR법 평가 

    - 기존에 사용 중이던 M 유전자에 대한 검출용 RT-PCR primer set 및 OIE manual 내

의 EIV 검출용 primer set에 대한 비교 시험 실시

구분 Primer sequence (5'-3') size

2009 수행연구결과

선정된 primer set

M-com-F1 CTTYTAACCGAGGTCGAAACG Influenza M

(244bp)M-com-R1 TTGGACAAANCGTCTACGCTGC

OIE Manual

(Equine Influenza 

유전자 검출용)

M52C CTTCTAACCGAGGTCGAAACG Influenza M

(210bp)M253R AGGGCATTTTGGACAAAGCGTCTA

     

    - 두 가지 primer set 모두 다 축종에 대해서 10-1 TCID50 수준에 까지 검출됨을 확인

   나) 야외시료 적용 시 검출 한계를 평가하기 위해 인플루엔자 음성 비즙 시료를 이용하여 유

전자 검출 한계 비교 평가

    - 축종별 인플루엔자 바이러스의 M RT-PCR swab sample spiking test

    - 기존에 사용 중인 J1/J2 세트 및 OIE 매뉴얼 내의 M52C/253R 프라이머 세트 비교

       ; 2개의 primer 모두 M 유전자를 기반으로 하는 공통 검출용 프라이머 세트임



      

    - 야외시료 spiking 검사 결과 기존과 유사하거나 일부에서 민감도가 한 단계정도 감소

    - 전체 적으로 M52C/253R 프라이머 세트의 민감도가 더 좋은 것을 확인

  (2) 인플루엔자 A 바이러스 HA 감별형 기존 RT-PCR법 평가 

   가) HA typing을 위한 RT-PCR법 검색 및 primer set 제작 

    - 기존에 보고된 HA subtyping용 RT-PCR 자료 검색 

       ※ REF : Subtyping of Avian Influenza Viruses H1 to H15 on the Basis of 

Hemagglutinin Genes by PCR Assay and Molecular Determination of Pathogenic 

Potential., 2008., Kenji Tsukamoto, Hisayoshi Ashizawa, Koji Nakanishi, 

Noriyuki Kaji, Kotaro Suzuki, Masatoshi Okamatsu, Shigeo Yamaguchi and 

Masaji Mase., JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, Sept. 2008, p. 

3048-3055 Vol. 46, No. 9

   나) HA subtyping RT-PCR법 실험 수행



    - HA1∼HA15 바이러스를 이용한 실험 결과 

        ; 2008년도에 보고된 RT-PCR용 프라이머 세트 (2008, Kenji et al.)를 제작하여 실험

해 본  결과,표준주로 보유하고 있는 모든 HA subtype에 대해 검출하지는 못했으며 

이는 바이러스의 lineage나 subtype에 따라 상이한 결과를 보일 수 있는 것으로 사

료됨.

          ※ REF : Subtyping of Avian Influenza Viruses H1 to H15 on the Basis of 

Hemagglutinin Genes by PCR Assay and Molecular Determination of 

Pathogenic Potential., 2008., Kenji Tsukamoto, Hisayoshi Ashizawa, Koji 

Nakanishi, Noriyuki Kaji, Kotaro Suzuki, Masatoshi Okamatsu, Shigeo 

Yamaguchi and Masaji Mase., JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, 

Sept. 2008, p. 3048-3055 Vol. 46, No. 9

  

      

그림 3. HA subtyping용 프라이머 적용 시험

     

  (3) 인플루엔자 A 바이러스 NA 감별형 기존 RT-PCR법 평가 

   가) NA typing을 위한 RT-PCR법 검색 및 primer set 제작 

    - 기존에 보고된 NA subtyping용 RT-PCR 자료 검색 

        ※ REF : Rapid molecular subtyping by reverse transcription polymerase chain reaction 

of the neuraminidase gene of avian influenza A viruses., 2009., S.R. Fereidouni 

, E. Starick , C. Grund , A. Globig , T.C. Mettenleiter , M. Beer , T. Harder., 

Veterinary Microbiology 135 (2009) 253–.260

    



   나) NA subtyping RT-PCR법 실험 수행

        - NA1∼NA9 바이러스를 이용한 실험 결과 

          ; 2009년도에 보고된 NA subtype용 RT-PCR용 프라이머 세트에 대해서 실험 해 

본 결과 우리가 보유하고 있는 NA subtype 모두에 대해서 검출이 가능함을 확인

                          그림 4. NA subtyping용 프라이머 적용 시험

              ※ REF : Rapid molecular subtyping by reverse transcription polymerase chain 

reaction of the neuraminidase gene of avian influenza A viruses., 

2009., S.R. Fereidouni , E. Starick , C. Grund , A. Globig , T.C. 

Mettenleiter , M. Beer , T. Harder., Veterinary Microbiology 135 

(2009) 253–.260

  (4) 인플루엔자 A 바이러스 공통 유전자 검출용 real time RT-PCR법 평가       

   가) 인플루엔자 A 공통 및 축종별 주요 subtype에 대한 real time RT-PCR법 검색 

          ․ 인플루엔자 A 검색:  M 유전자 

          ․ 돼지:  H1, H3, N1, N2

          ․ 말 : H3, N8

          ․ 개 : H3, N2 

    

   나) 인플루엔자 A 공통 검출용 real-time RT-PCR 법 평가

    - 2005년 Michelle 등에 의해 보고된 논문에 제시된 M52C/253R 프라이머 세트를 이용

하여 SYBR을 이용한 real-time PCR 평가 결과

       ; Invitro transcription(IVT)를 이용하여 RNA 제작, 3회 반복 실험 및 STD값 산출



    

RNA conc. Cp1 Cp2 Cp3 Mean Cp Std Cp

7x10^6 12.36 12.11 12.19 12.22 0.13 

7x10^5 16.41 15.91 15.89 15.90 0.01 

7x10^4 19.64 19.53 19.53 19.57 0.06 

7x10^3 23.60 23.64 23.47 23.57 0.09 

7x10^2 26.66 26.47 26.89 26.67 0.21 

7x10^1 31.29 29.79 30.92 30.36 0.80 

7x10^0 - 33.25 32.84 33.05 0.29 

7x10^-1 39.90 - - 39.90 -

  

    - 실험 결과: 약 7 copies number의 RNA까지 안정적으로 검출하는 것을 확인

      ※ REF : Real-time RT-PCR for detection and quantitative analysis of equine 

influenza virus., Michelle Quinlivan, Eugene Dempsey, Fergus Ryan, Sean Arkins, 

and Ann Cullinane. JOURNAL OF CLINICAL MICROBIOLOGY, Oct. 2005, p. 

5055-5057

 

  (5) 인플루엔자 A 바이러스 HA, NA subtyping 감별형 기존 realtime RT-PCR 평가

   가) 조류 인플루엔자 HA, NA sub typing용 real time RT-PCR 검색 

       : H1~H16 및 N1~N9 subtype에 대한 SYBR green real time RT-PCR primer set 보고

       ※ REF : SYBR Green-Based Real-Time Reverse Transcription-PCR for Typing and 

Subtyping of All Hemagglutinin and Neuraminidase Genes of Avian Influenza Viruses 

and Comparison to Standard Serological Subtyping Tests., 2012., Kenji Tsukamoto, 

Panei Carlos Javier, Makiko Shishido, Daigo Noguchi, John Pearce, Hyun-Mi Kang, Ok 

Mi Jeong, Youn-Jeong Lee, Koji Nakanishi, and Takayoshi Ashizawae., Journal of 

Clinical Microbiology p. 37-45



   나) 조류인플루엔자 subtyping HA1∼16를 위한 real-time RT-PCR 프라이머 평가 실시

    - HA1∼16 프라이머 세트를 이용하여 바이러스와의 반응성 확인(conventional RT-PCR 

결과)

       ; lineage 별로 상관관계가 있는 타 축종의 바이러스에서도 증폭이 되었음을 확인

         ․ 같은 lineage에 속하는 avian과 swine H3에서 강한 반응성 확인

         ․ RT-PCR 결과 HA6, HA8, HA9에서는 반응성이 없는 것을 확인



    

   

    - Real-time RT-PCR은 2개의 키트를 사용하여 실험을 진행하였으며 키트에 따라 실험결

과가 일부 상이함을 확인 (3회 반복 실험 결과)

  

    - RT-PCR에서 반응성을 보인 swine HA3에서 증폭이 일어나지 않음을 확인.

   다) 인플루엔자 A 바이러스 NA subtyping 감별형 기존 realtime RT-PCR 평가

    - 조류인플루엔자 subtyping NA1~9을 위한 real-time RT-PCR 프라이머 평가 실시

    - NA1~9 프라이머 세트를 이용하여 바이러스와의 반응성 확인(conventional RT-PCR 

결과) ; RT-PCR결과 NA1, 2, 3, 4, 5, 8과는 반응성이 없음을 확인



    - Real-time PCR은 2개의 키트를 사용하여 실험을 진행하였으며 키트에 따라 실험결과가 

일부 상이함을 확인

 다. 새로 개발된 인플루엔자 검출법 키트 평가 

  (1) 인플루엔자 바이러스 아형 (H 및 N) 감별진단용 RT-PCR 키트 평가

     - 제작된 influenza A virus HA RT-PCR kit 검증 시험 실시

      : 조류, 돼지, 말, 개 인플루엔자 바이러스에 대한 검출시험 수행 결과 조류 이외에 개, 

돼지, 말에서도 안정적으로 subtyping이 되는 결과를 확인



   

    

    - 기존의 HA subtyping RT-PCR 결과와의 비교

      ; 기존에 작성된 인플루엔자 HA subtype PCR (2008, Kenji)결과에 비해 개선된 결과를 

보임

          HA2,3,4,5,6,7,8,9,10,12에서 증폭이 안정적으로 됨을 확인하였음.

   * N.T: Not tested

 

    - 제작된 influenza A virus NA RT-PCR kit 검증 시험 실시

      : 조류, 돼지, 말, 개 인플루엔자 바이러스에 대한 검출시험 수행 결과 조류 이외에 개, 

돼지, 말에서도 안정적으로 subtyping이 되는 결과를 확인



   

 

    - 기존의 NA subtyping RT-PCR 결과와의 비교

       : 기존(2009.,Fereidouni 등)에 보고된 프라이머와 비교해 본 결과, NA 1,3,4,6,7에서 기존 

증폭 보다 감도가 좋은 것으로 확인되었으며 안정적인 결과를 보이는 것을 확인. 

  (2) 돼지인플루엔자 바이러스 typing RT-PCR 검증시험

    - Swine influenza virus differential typing RT-PCR 키트는 신종인플루엔자 검출용 프

라이머, HA1, HA3 검출용 프라이머로 구성이 되어 있었음.

    - 돼지인플루엔자 바이러스 검출용 키트를 이용한 검증시험 결과, HA1은 안정적으로 검

출이 되는 것을 확인 

    - 하지만 HA3의 경우 일부 HA1의 바이러스에도 검출이 되었으며 다른 축종의 바이러스

에서도 검출이 되는 것을 확인

    - 신종인플루엔자를 검출하는 프라이머의 경우, 신종인플루엔자 이외에 말 및 개 인플루

엔자 바이러스에서도 검출이 되는 것을 확인하였으며 이는 유전자 타겟에 대한 정보

가 없어 향후 추가적으로 확인해볼 필요가 있음.



               

  (3) 말 인플루엔자 바이러스 typing RT-PCR 검증시험

    - 말 인플루엔자 HA3의 경우 말 인플루엔자 바이러스 HA3에서 증폭이 일어나는 것을 확

인하였으며, 일부 유연관게가 확인된 개에서도 증폭이 됨을 확인

    - HA7에서는 말 인플루엔자 바이러스만 증폭함을 확인

  

     

  (4) 개/고양이 인플루엔자 바이러스 typing RT-PCR 검증시험

    - 개/고양이 인플루엔자 바이러스 검출 키트는 HA3-1, HA3-2와 NA2, NA8 검출용 프

라이머로 구성이 되어 있음.

    - HA3-1에 비해 HA3-2의 프라이머가 반응성이 더 좋은 것으로 보이며 유연관계가 보고

된 말 인플루엔자와도 교차반응이 있음을 확인

    - NA2의 경우 개 인플루엔자 뿐 아니라 돼지의 NA2와도 반응성이 있음을 확인

    - NA8은 개 인플루엔자에 대한 NA8과 반응성이 좋은 것을 확인함.



  (5) 조류 인플루엔자 바이러스 typing RT-PCR for chicken 검증시험

    - 현재 조류인플루엔자 바이러스 H5, H7, H9 및 NDV에 대한 검증 시험 진행 

    - 향후 닭 유래의 HA5, HA7, HA9을 추가 실험 필요 

               



     

  (6) 조류 인플루엔자 바이러스 typing RT-PCR for duck 검증시험

    - 현재 조류인플루엔자 바이러스 H5, H7, H9 및 NDV에 대한 검증 시험 진행 중      

    - 향후 오리 유래의 HA5, HA7, HA9을 추가 실험 필요 

               

        

  (7) 개 인플루엔자 바이러스 real-time RT-PCR 검증 시험

    - 개 인플루엔자 바이러스 검증용 real time RT-PCR 키트는 HA3-1, HA3-2, NA2, 

NA8을 구분할 수 있는 프라이머 세트로 구성

    - 개 인플루엔자 H3N2 및 말 유래의 H3N8 바이러스를 이용하여 검증 시험을 수행한 결

과 HA3-1은 개 유래의 HA3와 반응성이 있음을 확인, NA2 역시 검출이 되어 

H3N2 subtype이 가능함을 확인하였으나 NA8과는 반응성이 없음을 확인하여 향후 

추가적인 실험이 필요할 것으로 생각됨. 

     

  (8) 돼지 인플루엔자 바이러스 real-time RT-PCR 검증 시험

    - 돼지 인플루엔자 바이러스 검증용 real time RT-PCR 키트는 신종인플루엔자, HA3, 

HA1을 구분할 수 있는 프라이머 세트로 구성

    - 돼지인플루엔자 바이러스는 NA typing이 가능한 프라이머 세트가 없고 HA typing만 

가능하며, 신종인플루엔자 검출용 프라이머는 신종인플루엔자와 반응성이 좋은 것

을 확인하였으나 HA1, HA3은 개선이 필요할 것으로 사료됨



               

  (9) 조류 인플루엔자 바이러스 검출용 real-time PCR 검증 시험 

     - 검증시험 협조 필요

  (10) 말 인플루엔자 바이러스 검출용 real-time PCR 검증 시험 

     - 말 인플루엔자 바이러스 검출용 real-time RT-PCR키트는 common, HA3 및 HA7을 

검출하는 primer set으로 구성되어 있음

     - 말 인플루엔자 바이러스 H3N8 6종 및 H7N7 1종, 말에서 개로 직접전파 (direct 

transmission)된 것으로 보고된 H3N8 1종을 대상으로 real-time RT-PCR 실시

     - 인플루엔자 common 유전자 및 H3, H7을 모두 검출하는 것을 확인

  

4. 목표달성도 및 관련분야 기여도



4-1. 목표달성도

구

분
연도 연구개발의 목표 연구개발의 내용 

달성

도

(%)

1

차

년

도

2

0

1

3

■ 기존 온도변환형 

PCR 기기를 대체할 고

속 항온도형 PCR 기기 

개발

 □ 동물 인플루엔자 바이러스 현장 진단을 위한 휴대

용 유전자 진단 장비 개발

 □ 진단의 민감도 97%, 특이도 100% 이상 목표

 □ 진단시간을 30분 이내로 단축

100

■ 동물 인플루엔자  

  바이러스 현장감별용

  Pan-side RT-PCR 

  및 real time 

Pan-side

  RT-PCR 키트 개발

 □ 동물 인플루엔자 바이러스 현장 진단용 

    pan-side RT-PCR 및 real time RT-PCR 키트 

   - 조류(닭, 오리), 돼지, 말, 반려동물(개, 고양이)용 

     진단키트 6종

   - direct RT-LAMP PCR기법의 적용(돼지)

 □ 인플루엔자 바이러스 아형(H 및 N) 감별진단용 

   direct RT-PCR 키트 개발

 □ 동물별 진단키트 시제품 제작 및 표준 바이러스 

   시료를 이용한 효능 평가

100

■ 동물 인플루엔자  

  바이러스 현장감별용

  RT-PCR Prototype

  분석광학계 및 분석 

  SW개발

 □ 휴대용 RT-PCR Proto type 광학계 개발

 □ 광학계 성능 평가

 □ 광학계 신호처리 보드 및 SW 개발

 □ 히터부와 Integration 및 보완

100

 ■ 평가용 표준 바이

러스 확보

 ■ 기존 개발 인플루

엔자 검출법 비교 분석

 □ 평가용 표준 바이러스 확보

 □ 기존 개발 인플루엔자 검출법 비교   분석
100



구

분
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1
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■ RT-PCR 기능과 

LAMP-PCR 기능을 통

합한 복합기능 PCR 기

기 개발 및 PCR 칩 개

발

 □ 항온블록 온도제어를 통한 pcr 방식 기능 전환

 □ RT-PCR과 LAMP-PCR 진단 결과 비교를 통한 

진단 평가 정확도 향상

 □ uTAS 기술을 이용한 PCR 칩 개발 및 시스템 적

용

100

■ 동물 인플루엔자 바

이러스 항바이러스 내성 

유전자 감별용 real 

time RT-PCR 키트 개

발 및 현장 진단용 진단 

키트 안정성 테스트

 □ 동물 인플루엔자 바이러스의 내성 유전자 검출용

   real time RT-PCR 키트 개발 

  - 인플루엔자 바이러스 내성 유전자 3종

   동시 진단  real time RT-PCR 키트 개발  

 □ 동물 인플루엔자 현장 감별진단용 진단키트 제작 

   및 현장 진단 키트 안정성 테스트

  - 현장 상태를 고려한 고온, 저온, 상온에서의 

    진단 키트 안정성 테스트

  - 각 온도별 진단 키트와 primer 보존성테스트

100

■ 동물 인플루엔자  

  바이러스 현장감별용

  RT-PCR

 Engineering 

  Sample형분석광학계 

  및 분석 SW개발

 □ 휴대용 RT-PCR ES(상용화용)광학계 개발

  - 감도 및 재현성 향성

  - 광학계 성능 평가 및 보완

 □ PCR 전용 SW개발 (분석 SW, Calibration SW)

  - 개발된 시약을 실제 PCR읕 통해 검증

  - UI SW 개발 

 □ 임베디드 PCB 보드 개발 

  - Main 보드 설계, 제작

  - Firmware 개발

100

■ 인플루엔자 바이러스 

고병원성 여부 감별법 

평가 

■ 개발 진단키트 평가

 □ 기존 개발 인플루엔자 바이러스 고병원성 여부 감

별 법 비교 분석 및 평가

 □ 개발 진단 키트 비교 분석 평가

100
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■ 개발된 RT-PCR, 

LAMP-PCR 시스템 산

업화

 □ RT-PCR 성능 향상을 위한 설계 및 부품 개선

 □ LAMP-PCR 성능 향상을 위한 설계 및 부품 개

선

 □ 동등성 평가 및 성능 검증

 □ 산업화를 위한 시제품 홍보

100

■ 동물 인플루엔자 바

이러스 현장진단용 

Pan-side RT-PCR 및 

real time Pan-side 

RT-PCR 진단 키트의 

효율성 테스트   및  개

발 현장 진단 키트의 대

량 생산 및 공급 체계 

구축

 □ 개발 현장 진단 키트의 효율성 테스트 

  - 야외 시료 및 목적 동물(바이러스 혼입) 시료를 

     이용하여 기존 진단법과 비교 분석

  - 개발 동물 인플루엔자 바이러스 현장 진단 키트

와 휴대용 진단 장비의 적합성 테스트

  - 직접적인 현장 진단 테스트(실험실내 및 실험실

간 맹목시험을 통한 재현성 및 정확도 평가)  

 □ 개발 현장 진단 키트 대량생산 및 공급체계 구축

  - 개발 진단키트의 국내 진단기관 보급

100

■ 동물 인플루엔자  

  바이러스 현장감별용

  RT-PCR 양산시제품

형 분석광학계 및 분석 

  SW개발

 □ RT-PCR기술을 이용한 동물 인플루엔자 복합 진

단 기술 개발

 □ 광학계 개발 및 양산화 준비

  - 외부 협력기관 Field test

 □ Calibration SW 보완

 □ UI SW 보완 : 다축종 질병 검사 대응

  - Data 관리, management SW개발

100

■ 개발 진단키트 고병

원성 감별 여부 평가

■ 개발 진단키트 야외 

적용 평가

■ 개발 휴대용 기기 야

외 적용 평가

 □ 개발 진단키트 고병원성 감별 여부 평가

 □ 개발 진단키트 야외 적용 평가

 □ 개발 휴대용 기기 야외 적용 평가

100

4-2. 관련 분야 기여도

○ PCR 진단키트 개발 및 산업화로 국내 동물 인플루엔자 진단 키트 시장의 활성화 기여

○ 기존진단법 대비 진단효능이 우수하면서도 진단비용 절감으로 인플루엔자 진단기관의 요구

와 편의를 충족시키는데 기여

○ 동물 인플루엔자바이러스의 신속 정확한 현장 진단을 통한 방역효율성 제고 및 질병 확산 

     방지 기여

○ 인플루엔자 진단키트 및 진단장비의 패키지 판매 및 수출 가능성 확대에 기여

○ 관련 기업의 매출확대에 기여  



5. 연구결과의 활용계획

 가. 추가 연구의 필요성

  (1) 제품 개발을 통한 사업화를 위해서는 시스템의 안정화 및 대량 생산을 위한 시스템을 

구축해야함.

   - 양산 공정 Setting

   - 측정기 양산 금형 설계 및 사출 조건 확립

   - 가공 조건 확립

  (2) 사용자 편의성을 고려한 고급 디자인 설계

   - 사용처 및 사용자 기준에 맞은 디자인 설계 필요

   - 양산성을 고려한 디자인

  (3) 기구설계 및 양산 최적화

   - 제조원가 및 조립성 등 양산성을 고려한 기구설계 및 최적화 필요

  (4) 성능 검증 및 Field test 강화

   - 분석 시료를 바탕으로 Technical Performance를 다양한 기준으로 평가해야함

   - 성능 검증 및 유효성 평가를 강화하는 추가 연구개발 필요

  (5) 인허가 범위 확대

   - 맞춤형 진단 시스템으로의 활용을 위해서는 진단인자에 따른 인허가 획득 진행

   - 국가별 인허가 진행 컨설팅 및 추가 요구사항에 따른 연구 필요

  

나. 타 연구에의 응용

  (1) 맞춤형 진단 시스템 사업화

   - 측정 아이템의 구분 및 현장 진단성과 인간 적용성등을 고려한 POCT용 진단 기술에 응

용 가능

  (2) 정밀온도 제어 기술의 응용

   - 정밀 분석 기술 및 정밀 온도 제어 기술을 바탕으로 한 휴대형 체외진단 시스템 응용 개

발

다. 사업화 추진방안

  (1) 조류 독감 및 구제역 등 방역관련 진단 사업 확대

   - PCR을 기반으로 한 인수 공통 또는 동물성 감염 질환들에 대한 진단 사업 추진 예정(20

17년)

   - 진단 키트의 원천 기술 내재화 추진

  (2) 분자 진단 사업 확대

   - 현재 자사는 임상화학을 기반으로 한 체외진단 스트립 및 측정기를 주요 제품군으로 구

성하고 있음.

   - 본 사업 결과를 바탕으로 체외분자 진단 사업 분야로의 확대를 추진할 예정임(2019년)

   - 본 사업 결과의 확대를 통한 감염성 질환 진단 사업분야로의 확대 예정임(2018년)



코드번호 D-11

1. 일상점검

- 연구개발 활동에 사용되는 기계․기구․전기․가스 등의 실험기 자재와 약품․병원체 등 실험재

료의 이상 유무와 보호장비의 관리실태 등을 점검하고 그 결과를 기록․유지하도록 한다.

 ==> 최종 퇴실자 및 점검 사항, 퇴실 시간을 기록 관리함

- 일상점검을 실시하는 자는 사고 및 위험 가능성이 있는 사항을 발견할 경우 즉시 당해 연

구책임자에게 보고하고 안전에 관한 지시를 받아 필요한 조치를 취하도록 한다.

 => 안전사고가 발생하지 않았지만, 비상연락망을 바탕으로 조치를 취하고 있음

2. 특별안전점검

- 폭발, 화재 등 연구활동 종사자에게 치명적인 위험을 야기할 사고발생 가능성이 있을 것

으로 예상되는 장비, 시설의 사용을 위해 정기적으로 월 1회, 특별 안전점검을 실시한다.

 => 한국생명공학연구원 내 바이오벤처센터에 입주된 상태이며, 한국생명공학연구원에서 안

전점검을 할 때 같이 관리받고 있음.

3. 특별교육훈련 및 건강검진 참여

- 매년 정기적으로 연구관련 안전교육 훈련 및 전문가 교육과정에 해당 연구원의 참여를 독

6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보(해당없음)

코드번호 D-08

○ 

7. 연구개발결과의 보안등급

코드번호 D-09

○ 일반과제로서 「국가연구개발사업의 관리 등에 관한 규정」 제24조의4에 해당하지 않음

8. 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황(해당없음)

코드번호 D-10

구입 기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)
수량 구입 연월일

구입 가격

(천원)

구입처

(전화번호)

비고

(설치 

장소)

NTIS장비

등록번호

9. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적



려하여 교육하도록 한다.

 =>회사에서 전체적으로 안전교육 자료를 게시판을 통해 공유하고 교육을 이수하고 있음

- 매년 정기적으로 전염병 위해관리 건강검진 및 예방접종에 참여한다.

 =>년 1회 건강검진을 받음

4. 농림수산검역검사본부 실험실안전관리지침 (농림수산검역검사본부 훈령 제57호, 

2012.3.26) 에 의거하여 연구개발 사업 수행 시 필요한 연구실 안전관리를 실시하고 있음

 => 회사 입사시 안전교육을 받으며, 정기적으로 회사에서 실시하고 있음.

Aslanzadeh J. 2004. Preventing PCR amplification carryover contamination in a clinical 

laboratory. Annals Clin Lab Sci 34: 389-396.

Bellstedt DU, Pirie MD, Visser JC, de Villiers MJ, Gehrke B. 2010.  A rapid and inexpensive 

10. 연구개발과제의 대표적 연구실적

코드번호 D-12

번호

구분

(논문

/특허

/기타

논문명/특허명/기타
소속

기관명
역할

논문게재지/

특허등록국

가

Impact 

Factor

논문게재일

/특허등록일

사사여부

(단독사사 

또는

중복사사)

특기사항

(SCI여부/인

용횟수 등)

1 논문

Uracil-DNA 
glycosylase-treate
d reverse 
transcription
loop-mediated 
isothermal 
amplification for 
rapid detection
of avian influenza 
virus preventing 
carry-over
contamination

경북대학

교

교신저

자

Journal of 

veterinary 

science / 

대한민국

1.076 2016.09.30 중복사사 SCI

2 특허
DNA 분석 장비용 

온도 조절 장치

미코바이

오메드
특허 대한만국 2017.1.17

11. 기타사항

코드번호 D-13

○ 없음
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과 제 명

 (국문) 다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 가능한 신속, 정확한

인플루엔자 검출 기법 개발 및 상용화

 (영문) Development and commercialization of quick and accurate influenza 

detection technology adaptable for multiple livestock
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 ○ 연구개발 목표 및 성과

 가.현장적용 가능한 신속, 정확한 다축종 인플루엔자 진단 키트 개발을 통해 16종 키트 제품화 성공

 나. RT-PCR 및 LAMP-PCR 진단 기기 개발 및 제품화 완료 

 다. 개발된 현장 적용 가능한 다축종용 인플루엔자 진단 키트의 유효성 평가 완료 및 기기 검증 완료

 

○ 연구내용 및 결과

 가. 동물 인플루엔자 바이러스의 현장 진단을 위한 고효율, 비용절감형 Pan-side RT-PCR

    및 real time RT-PCR 진단키트 개발 및 상용화

 (1) 동물 및 조류 인플루엔자 바이러스 진단용 RT-PCR 및 real time RT-PCR 진단키트 개발을 완

료하였으며, 해당 진단키트들에 대한 진단효율(민감도 및 특이성)을 검증 완료 및 시제품 생산

  - 조류 인플루엔자 주요 아형 및 뉴캣슬병 바이러스 감별진단용 RT-PCR 및

     real time RT-PCR 진단키트

  - 돼지 인플루엔자 주요 아형 및 신종인플루엔자 바이러스 감별진단용

     RT-PCR 및 real time RT-PCR 진단 키트

  - 말 및 반려동물(개, 고양이) 인플루엔자바이러스 감별진단용 RT-PCR 

    및 real time RT-PCR 진단 키트

   - 인플루엔자 바이러스 H 아형 (H1-H16) 분석용 RT-PCR 진단키트

   - 인플루엔자 바이러스 N 아형 (N1-N9) 분석용 RT-PCR 진단 키트

 (2) 현장진단용으로 활용하기 위하여 핵산추출과정을 단순화한 direct RT-PCR 및 real time 

RT-PCR 진단법을 개발하였고, 진단효율(민감도 및 특이도) 검증 및 시제품 생산 완료

 (3) 현장진단용으로 활용 가능한 RT-LAMP 개발분야에 있어서는 모든 아형의 동물 인플루엔자 바이

러스 검출이 가능한 RT-LAMP와 조류인플루엔자 H5아형 진단용 RT-LAMP를 개발하여 진단효율(민

감도 및 특이성) 검증 및 시제품 제작 완료 

 (4) 동물 인플루엔자 바이러스의 항 바이러스제제 내성 유전자 검출용 키트를 개발하여 진단효율 검

[별첨 1]

연구개발보고서 초록



증을 완료

 (5) 상시 연구결과들은 6편의 논문게재 및 2건의 기술이전을 통하여 정량적 연구 성과 목표를 달성하

였음.

 나. 개발된 현장적용 가능한 다축종용 인플루엔자 진단 키트 및 휴대용 기기의 유효성 평가

  (1) 인플루엔자 A 바이러스 HA subtype 별 (HA1 ~ HA16) 표준 바이러스 확보

  (2) 개발 진단 키트 비교 분석 평가 완료

  (3) 개발 진단키트 인플루엔자 바이러스 고병원성 감별 여부 평가 완료

  (4) 개발 진단키트 야외 적용 평가 완료

 다. RT-PCR 진단 키트를 이용하여 현장에서 단시간내에 인플루엔자의 정확한 판정이 

   가능한 휴대용 고속 RT-PCR 진단기기, 기술 개발 및 상용화

  (1) 소형 광학계 개발을 통한 고속 스캔형의 모듈 개발 완료

  (2) RT-PCR용 및 LAMP-PCR용 광학 모듈 개발 완료 및 제품화(시스템 통합)

  (3) 24well에 대한 고속 스캔 방식과 측정 홀간 편차 최소화 알고리즘 구축 완료

  (4) 형광 Data 취득 알고리즘 구축 완료

  (5) RT-PCR, real time RT-PCR, RT-LAMP PCR의 상용화를 위한 시스템 기구설계 및 개발

   -.다중 분석을 위한 시스템 구축(16~24 sample 처리)

   -.다중 분석을 위한 Hole간의 균일한 온도 유지 기술 개발

   -.정밀 온도 컨트롤 모듈 개발

   -.2종의 시제품 개발 완료

  (6) 시스템 운영을 위한 Firmware 및 UI 개발

   -.온도 모듈 및 릴레이 등을 위한 정밀 온도 제어

   -.UI 개발

   -.정밀 온도 제어를 위한 PID 제어 알고리즘 및 프로토콜 최적화

  (7) 시스템 운영 최적화

   -.광학모듈 및 온도제어를 위한 통한 보드 개발 및 알고리즘 최적화

   -.Debugging을 통한 프로그램 최적화

  (8) 현장 적용 용이성을 위한 키트 개발

  (9) 5건의 국내 특허 출원, 2건의 PCT출원, 1건의 국내 특허 등록

 ○ 연구성과 활용실적 및 계획

 가. 연구성과 활용실적

  (1) 기업체 기술이전 2건 실시 완료

  (2) RT-PCR 및 LAMP-PCR 2종 제품화

  (3) 감염성 질환 관련 16종의 진단 키트 제품화

 나. 연구성과 활용계획

  (1) 진단법을 활용한 진단키트의 제품 다양화

  (2) 확보된 표준 바이러스를 이용한 유효성 검증 및 성능 평가 활용

  (3) 시스템의 안정화 및 대량 생산을 위한 시스템을 구축

   - 양산 공정 Setting

   - 측정기 양산 금형 설계 및 사출 조건 확립



   - 가공 조건 확립

  (4) 사용자 편의성을 고려한 고급 디자인 설계

   - 사용처 및 사용자 기준에 맞은 디자인 설계 필요

   - 양산성을 고려한 디자인

  (5) 기구설계 및 양산 최적화

   - 제조원가 및 조립성 등 양산성을 고려한 기구설계 및 최적화 필요

  (6) 성능 검증 및 Field test 강화

   - 분석 시료를 바탕으로 Technical Performance를 다양한 기준으로 평가해야함

   - 성능 검증 및 유효성 평가를 강화하는 추가 연구개발 필요

  (7) 인허가 범위 확대

   - 맞춤형 진단 시스템으로의 활용을 위해서는 진단인자에 따른 인허가 획득 진행

   - 국가별 인허가 진행 컨설팅 및 추가 요구사항에 따른 연구 필요



[별첨 2]

자체평가의견서

1. 과제현황

코드번호 D-15

과제번호 

사업구분 가축질병대응기술개발사업

연구분야
과제구분

단위

사 업 명 가축질병대응기술개발사업 주관

총괄과제 기재하지 않음 총괄책임자 기재하지 않음

과 제 명
다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 

가능한 신속, 정확한 인플루엔자 검출 기법 개발 
및 상용화

과제유형 (개발)

연구기관 ㈜미코바이오메드 연구책임자 박현규

연구기간

연 구 비

(천원)

연차 기간 정부 민간 계

1차년도
2013.12.24~

2014.12.23
396,000 122,200 518,200

2차년도
2014.12.24~

2015.12.23
403,000 127,000 530,000

3차년도
2015.12.24~

2016.12.23
401,000 112,000 513,000

계
2013.12.24~

2016.12.23
1,200,000 361,200 1,561,200

참여기업 경북대학교 산학협력단, 비아이티밸류, 농림축산검역본부

상 대 국 상대국연구기관

※ 총 연구기간이 5차년도 이상인 경우 셀을 추가하여 작성 요망

2. 평가일 : 2016.11.24

3. 평가자(연구책임자) :

소속 직위 성명

㈜미코바이오메드 연구소장 박현규

4. 평가자(연구책임자) 확인 :

본인은 평가대상 과제에 대한 연구결과에 대하여 객관적으로 기술하였으며, 공정하게 평가하였음을 확약하며, 

본 자료가 전문가 및 전문기관 평가 시에 기초자료로 활용되기를 바랍니다.

확 약



Ⅰ. 연구개발실적

※ 다음 각 평가항목에 따라 자체평가한 등급 및 실적을 간략하게 기술(200자 이내)

 1. 연구개발결과의 우수성/창의성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

최근 다양한 PCR 제품의 상용화가 이루어지고 있는 상황에서 고정밀 온도제어 기술을 바탕으로한 

RT-PCR 시스템 및 Real time Lamp-PCR의 제품화를 수행 완료함.

 2. 연구개발결과의 파급효과

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

5종의 동물(말, 돼지, 오리, 개, 고양이)에 대한 감염성 질환(인플루엔자 등)을 실시간으로 빠르게 진단

할 수 있은 16종의 진단키트를 사업화 했으며, 검역본부에서 유효성 평가를 수행한 결과 현장 적용성

이 높다고 판단되어 국가적 재난이 발생하기 전 빠르게 대처 및 대응이 가능할 것으로 기대됨.

 3. 연구개발결과에 대한 활용가능성

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

현장에서 진단하고 평가할 수 있는 키트를 비롯한 시스템의 활용성을 바탕으로 사업화를 통해 시장 공

급이 가능할 것으로 보임.

 4. 연구개발 수행노력의 성실도

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

감염성 질환 진단을 위한 각종 진단 키트의 사업화를 위한 연구개발 노력과 정밀온도 제어 기술이 필

요한 PCR 시스템을 2종을 제품화한 것을 높이 평가함.

 5. 공개발표된 연구개발성과(논문, 지적소유권, 발표회 개최 등)

  ■ 등급 : (아주우수, 우수, 보통, 미흡, 불량)

- 논문 실적은 당초 6건 (SCI3, 비SCI3) 대비 6건으로 실적을 완료하였으나 SCI 논문 실적이 2건 부

족하나 개발 인플루엔자 진단법과 장비에 대한 효능평가가 3년차에  집중되어 진행되었고, 효능 평가 

이후 관련 수준이 높은 논문 작성이 가능함을 고려할 때 연구기간 종료 이후 충분히 달성 가능하며, 

현재 진단법 개발기관(경북대)과 효능평기기관(검역본부)애서 각각 1편의 SCI 논문을 작성 중에 있음.

- 지적재산권의 경우 당초 목표(출원3, 등록 2) 대비 출원 5 및 등록 1건으로 등록건수가 1건 부족하

나 기 출원된 지적재산원의 무난한 등록이 예상되므로 향후 초과 달성이 예상됨



Ⅱ. 연구목표 달성도

세부연구목표

(연구계획서상의 목표)

비중

(%)

달성도

(%)
자체평가

실제 적용 가능한 RT-PCR, 

LAMP-PCR 개발 및 PCR Plate 개

발

25 100

RT-PCR 및 LAMP-PCR 2종 제품

화 성공

PCR 적용용 Plate 개발 완료(2종)

동물 인플루엔자 바이러스 현장감별

용 Pan-side RT-PCR 및 real time 

RT-PCR 키트 개발

25 100

당초 목표한 축종별 인플루엔자 진

단을 위한 RT-PCR 및 real time 

RT-PCR,키트 개발을 완료하였으며 

현장진단용으로 활용가능한 direct  

real time RT-PCR 및 RT-LAMP 

진단법을 개발하고, 시제품을 생산

하여 평가기관(검역본무)에 제공 완

료하였음

PCR용 형광 광모듈 개발 25 100

RT-PCR 및 LAMP-PCR 적용을 

위한 고속 스캔 방식의 형광 측정용 

광모듈 개발 완료

평가용 표준바이러스 확보 및 기존 

개발 인플루엔자 검출법 비교 분석
25 100

표준 바이러스 확보 및 인플루엔자 

검출법 검토 및 검증 완료

현장 적용 및 제품화 가능

합계 100점

Ⅲ. 종합의견

1. 연구개발결과에 대한 종합의견

Real time RT-PCR 및 Real time LAMP-PCR 시스템의 2종에 대한 제품화와 조류독감을 진단할 수 

있는 16종의 키트 제품화를 높이 평가하며, 검역본부에서 유효성 평가를 수행하였기에 빠른 시일내에 

시장 공급을 통해 관련 기업의 매출 확대가 기대됨.

2. 평가시 고려할 사항 또는 요구사항

짧은 기간에 2종의 시스템과 16종의 진단 키트에 대한 제품화시킨 결과에 대한 긍정적인 검토가 필요

함.

3. 연구결과의 활용방안 및 향후조치에 대한 의견



연구결과물을 토대로 기업의 비즈니스를 창출하고 매출을 확대하기 위한 추가적 지원(조건부 구매 등)

으로 시장 공급과 세계적으로 경쟁력있는 시스템으로 평가 받을 수 있도록 관리와 제품 안정화에 꾸준

한 지원이 필요함. 세계적으로 인정을 받기 위해서는 품질이 제일이며, 이는 수많은 테스트와 검증을 

통해 개선이 있어야 가능한 부분이기 때문임.

Ⅳ. 보안성 검토

 o 연구책임자의 보안성 검토의견, 연구기관 자체의 보안성 검토결과를 기재함

※ 보안성이 필요하다고 판단되는 경우 작성함.

1. 연구책임자의 의견

해당없음.

2. 연구기관 자체의 검토결과

해당없음.
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[별첨 3]

연구성과 활용계획서
1. 연구과제 개요

사업추진형태  □자유응모과제   ■지정공모과제 분 야 가축질병대응기술개발사업

연 구 과 제 명
다축종 (산업동물 및 반려동물 포함) 적용 가능한 신속, 정확한

인플루엔자 검출 기법 개발 및 상용화

주관연구기관 ㈜미코바이오메드 주관연구책임자 박현규

연 구 개 발 비

(천원)

정부출연

연구개발비
기업부담금 연구기관부담금 총연구개발비

1,200,000 361,400 0 1,561,400

연구개발기간 2013.12.24 ~ 2016.12.23

주요활용유형
 ■산업체이전        □교육 및 지도        □정책자료        ■기타 (자체사업화)

 □미활용 (사유:                                                              )

2. 연구목표 대비 결과

당초목표 당초연구목표 대비 연구결과

실제 적용 가능한 RT-PCR, LAMP-PCR 개발 및 

PCR Plate 개발

RT-PCR 및 LAMP-PCR 2종 제품화 성공

PCR 적용용 Plate 개발 완료(2종)

동물 인플루엔자 바이러스 현장감별용 Pan-side 

RT-PCR 및 real time RT-PCR 키트 개발

당초 목표한 축종별 인플루엔자 진단을 위한 

RT-PCR 및 real time RT-PCR,키트 개발을 완료

하였으며 현장진단용으로 활용가능한 direct  real 

time RT-PCR 및 RT-LAMP 진단법을 개발하고, 

시제품을 생산하여 평가기관(검역본무)에 제공 완

료하였음

PCR용 형광 광모듈 개발
RT-PCR 및 LAMP-PCR 적용을 위한 고속 스캔 

방식의 형광 측정용 광모듈 개발 완료

평가용 표준바이러스 확보 및 기존 개발 인플루엔

자 검출법 비교 분석

표준 바이러스 확보 및 인플루엔자 검출법 검토 및 

검증 완료

현장 적용 및 제품화 가능

 * 결과에 대한 의견 첨부 가능

3. 연구목표 대비 성과 
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4. 핵심기술

구분 핵 심 기 술 명

① DNA 분석 장비용 온도 조절 장치

② 동물인플루엔자 진단용 RT-PCR, real time RT-PCR 및 RT-LAMP 진단법  

③ 다중 분석용 광학 모듈

5. 연구결과별 기술적 수준

구분

핵심기술 수준 기술의 활용유형(복수표기 가능)

세계

최초

국내

최초

외국기술

복    제

외국기술

소화․흡수

외국기술

개선․개량

특허

출원

산업체이전

(상품화)

현장애로 

해    결

정책

자료
기타

①의 기술 √ √ √

②의 기술 √ √

③의 기술 √ √

 * 각 해당란에 v 표시

6. 각 연구결과별 구체적 활용계획

핵심기술명 핵심기술별 연구결과활용계획 및 기대효과

①의 기술

 정밀 온도 제어가 가능한 DNA 분석 시스템을 현장 및 POCT 진단 분야에 활용이 

가능

 유전자 분석을 비롯한 사업 확대로 매출 증대 기대

②의 기술
 유전자진단법 개발업체에 기술이전하여 상용 제품 생산

 후속연구를 통하여 개발진단법을 multiplex화하여 진단법 효율 증대     

③의 기술

 고속 광학 분석 모듈을 바탕으로 PCR뿐만 아니라 광학적 측정 시스템에 적용가능

 제품군의 확대를 통한 비즈니스 모델 추가 기대

 회사의 매출 증대 효과

7. 연구종료 후 성과창출 계획
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8. 연구결과의 기술이전조건(산업체이전 및 상품화연구결과에 한함)

핵심기술명1) 동물 바이러스 질병 진단용 RT-LAMP, RT-PCR 및 real time RT-PCR 

개발 및 평가

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 1,000 천원

이전방식2)      □소유권이전     □전용실시권     ■통상실시권     □협의결정 

     □기타(                                                     )

이전소요기간  3개월 이내 실용화예상시기3) 2017

기술이전시 선행조건4)  특이사항 없음

핵심기술명1) 동물 인플루엔자 바이러스 진단용 RT-PCR/real time RT-PCR 개발 및 

평가 기술 노하우

이전형태 □무상  ■유상 기술료 예정액 1,000 천원

이전방식2)      □소유권이전     □전용실시권     ■통상실시권     □협의결정 

     □기타(                                                     )

이전소요기간  3개월 이내 실용화예상시기3) 2017

기술이전시 선행조건4)  특이사항 없음

 1) 핵심기술이 2개 이상일 경우에는 각 핵심기술별로 위의 표를 별도로 작성

 2) 전용실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 다른 1인에게 독점적으로 허락한 권리

통상실시 : 특허권자가 그 발명에 대해 기간·장소 및 내용을 제한하여 제3자에게 중복적으로 허락한 권

리

 3) 실용화예상시기 : 상품화인 경우 상품의 최초 출시 시기, 공정개선인 경우 공정개선 완료시기 등

 4) 기술 이전 시 선행요건 : 기술실시계약을 체결하기 위한 제반 사전협의사항(기술지도, 설비 및 장비 

등 기술이전 전에 실시기업에서 갖추어야 할 조건을 기재)
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