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Abstract

In this study, we developed a rapid, sensitive and specific reverse-transcriptase loop-mediated isothermal 
amplification (RT-LAMP) assay for detection of swine influenza viruse (SIV) including major subtypes 
of swine influenza viruses H1N1, H1N2 and H3N2, and a novel subtype of influenza A virus that acci-
dentally infected in pig population. The RT-LAMP was completed in 40 min at 58oC and the sensitivity 
of the RT-LAMP (1 copy/L) was 10-fold higher than conventional reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) (10 copy/L) and the same to real time RT-PCR (1 copy/L). Also, the result 
of the RT-LAMP can be confirmed without any detection system. Therefore, the RT-LAMP could be 
a alternative diagnostic method for SIV detection in national SIV monitoring system and clinical diag-
nostic laboratory in the future.

Key words : Swine influenza virus (SIV), Loop-mediated isothermal amplification (LAMP), Reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR), Real time RT-PCR (rRT-PCR)

서    론

  A형 인플루엔자 바이러스(influenza A virus; IAV)

는 조류와 포유동물 집단에 교차감염 되면서 유전적 

변이가 지속되고 있어, 과거 여러 차례 있어 왔던 

pandemic influenza의 발생 예에서 보듯이 인류의 보

건을 위협하는 새로운 변이주가 출현할 가능성이 상

존한다(Vijaykrishna 등, 2010). 이에 따라 세계보건기

구나 세계동물보건기구에서는 사람 및 동물집단에 

감염되는 IAV에 대한 지속적인 감시활동의 필요성을 

제기하여 왔으며, 특히 2009년 대유행한 2009 pan-

demic influenza virus H1N1 (pH1N1)이 유럽 및 북미

지역의 돼지 집단에서 유행하던 돼지 인플루엔자 바

이러스(swine influenza virus; SIV)간 유전자 재조합에 

의해 진화되었음이 밝혀진 이후에는 돼지 집단에 대

한 SIV 감시활동이 특별히 강화되고 있다(OIE, 2012; 

Vincent 등, 2014; WHO, 2010). 한국에서도 2009년 이

후 국가 가축방역사업의 일환으로 국내 양돈장을 대

상으로 SIV에 대한 양돈장 모니터링 사업을 실시해

오고 있으며, 이를 통하여 국내 양돈장 돼지에서 

pH1N1 및 유전자재조합 변이주의 감염이 확인된 바 

있다(Kim 등, 2014; Kim 등, 2011). 

  동물집단에 감염되는 IAV에 대한 효율적인 감시활

동을 위해서는 특이도와 민감도가 높으면서도 일선 
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Table 1. Viral and bacterial strains used in this study

Pathogen* Strain Resource†

SIV subtype H1N1 A/Korea/D180-2/2009 QIA
SIV subtype H1N2 A/Korea/103/2009 QIA
SIV subtype H3N2 A/Korea/A18/2011 QIA
SIV subtype pH1N1 A/Korea/VD01/2009 QIA
PRRSV genotype 1 Field isolate ADIC
PRRSV genotype 2 Field isolate ADIC
Classical swine fever virus Vaccine strain -
Porcine circovirus type 2 Field isolate ADIC
Mycoplasma hyopneumoniae Field isolate ADIC
Pasteurella multocida Field isolate ADIC
Hemophilus parasuis Field isolate ADIC
Actinobacillus pleuropneumoniae Field isolate ADIC

*SIV, swine influenza virus; PRRSV, Porcine reproductive and respiratory syndrome virus, pH1N1, pandemic 2009 H1N1 strain isolated from 
swine farm. †QIA, Animal and Plant Quarantine Agency; ADIC, Animal Disease Intervention Center, Kyungpook National University.

실험실에서 편리하게 이용할 수 있는 이용자-친화적

인 진단법의 개발 및 적용이 필요하다. 세계보건기구

나 세계동물보건기구에서는 IAV 진단법으로 전통적

인 바이러스 배양법과 분자생물학적 진단법을 공통

적으로 추천하고 있으나, 최근에는 대부분의 실험실

에서 역전사-중합효소연쇄반응(reverse transcription-poly-

merase chain reaction; RT-PCR)이나 real-time RT-PCR  

(rRT-PCR)과 같은 PCR 기반 유전자진단법을 1차적

인 진단법으로 이용하고 있다(Kim 등, 2014; OIE, 

2012; WHO, 2010). 그러나 현재 상용되고 있는 PCR 

기반 진단법들은 검사비용이 많이 들고, 특수한 장비

와 시약을 필요로 하기 때문에 전문 진단기관 이외 

일선 임상진단실이나 현장에서는 쉽게 적용하기 어

려운 단점이 있다. 따라서 이를 극복할 수 있는 새로

운 방식의 유전자진단법에 대한 개발이 다각도로 진

행되어 왔다(Sakurai와 Shibasaki, 2012).

  최근 개발된 등온증폭법(loop-mediated isothermal 

amplification; LAMP)은 반응 온도에 변화를 주어야 

하는 기존의 PCR 기반 진단법과 달리 일정한 온도 

조건에서 유전자를 증폭할 수 있는 새로운 방식의 유

전자진단법으로써 고도의 특이도와 민감도를 가지면

서도 신속하게 목표 유전자를 증폭할 수 있는 것으로 

알려져 있다(Notomi 등, 2000). 특히 등온조건에서 반

응이 이루어지는 LAMP의 특성상 일정한 온도가 유

지되는 항온수조만 있어도 활용이 가능하기 때문에 

향후 고가의 특수 장비가 없는 일선 임상 진단실이나 

임상 현장에서의 간편 진단법으로도 응용될 수 있을 

것으로 기대된다. 

  이 연구에서는 돼지집단에 감염될 수 있는 주요 아

형의 SIV를 진단할 수 있으며, hydroxynaphthol blue  

(HNB) dye를 적용하여 별도의 판독기기 없이도 반응 

결과를 육안으로 바로 확인할 수 있는 RT-LAMP 진

단법을 개발하였기에 보고한다. 

재료 및 방법

공시 바이러스 및 핵산추출

  시험에 사용한 SIV는 한국의 돼지 분리주 4종 즉, 

A/Korea/D180-2/2009 (H1N1), A/Korea/103/2009 (H1N2), 

A/Korea/A18/2011 (H3N2) 및 A/Korea/VD01/2009 (H1N1)

이며, A/Korea/VD01/2009 (H1N1)은 2009년 한국의 양

돈장에서 분리한 pH1N1이다(Table 1). 공시 바이러스

를 이용한 모든 실험은 농림축산검역본부에서 수행

하였다. 공시 바이러스는 세계동물보건기구에서 추천

하는 표준 방법에 준하여 발육란에 접종하여 5일간 

배양하였으며, 발육란에서 채취한 뇨막강액에 대하여 

혈구응집반응(hemagglutination test; HAT)을 실시하여 

바이러스 역가를 측정한 다음, −80oC에 보관하며, 시

험에 제공하였다(Kim 등, 2014; OIE, 2012; WHO, 

2010). 개발 된 RT-LAMP의 특이도 검증을 위하여 경

북대학교 수의전염병제어센터에서 보관하고 있는 

SIV 이외 돼지 호흡기에 감염되는 바이러스와 세균 

배양액으로부터 동일하게 핵산을 추출한 다음, −80oC

에 보관하며, 시험에 제공하였다(Table 1). 
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Table 2. Primers used for the detection of matrix gene of swine influenza virus

Method Name of primer Sequence (5'-3') Reference

RT-RAMP SIV-F3 AGTCTTCTAACCGAGGTCGA this study
SIV-B3 TGCAGTCCTCGCTCACTG 
SIV-LF GCAAAGACATCTTCAAGTCTCTGC
SIV-LB GACTAAGGGGATTTTAGGGTTTGT
SIV-F1c ACATCTTCAAGTCTCTGCGCGATC
SIV-B1 AGACAAGACCAATCCTGTCACCTCT
SIV-F2 ACGTTCTCTCTATCGTCCCG
SIV-B2c TGCAGTCCTCGCTCACTG
SIV-FIP(F1c+F2) ACATCTTCAAGTCTCTGCGCGATC-

ACGTTCTCTCTATCGTCCCG 
SIV-BIP(B1+B2c) AGACAAGACCAATCCTGTCACCTCT-

TGCAGTCCTCGCTCACTG
RT-PCR M30F2/08-1 ATGAGYCTTYTAACCGAGGTCGAAACG Shin et al. (2011)

M264R3/08-242 TGGACAAANCGTCTACGCTGCAG
rRT-PCR M-Kr forward AAGACCAATCCTGTCACCTCTGA Kim et al. (2013)

M-Kr reverse CAAAGCGTCTACGCTGCAGTCC
M-Kr probe FAM-TTTGTNTTYACGCTCACCGTGCC-TAMRA

Fig. 1. Location of primers for reverse transcription loop-mediated 
isothermal amplification. Locations of primer-binding sequences are 
indicaed over the sequence of the matrix gene of Korean reference 
swine influenza virus isolate A/Korea/VD01/2009 (H1N1) (GenBank 
accession number JN043432). 

RT-LAMP용 프라이머 설계

  모든 아형의 SIV를 공통적으로 증폭할 수 있는 pri-

mer set를 선발하기 위하여 2012∼2014년 사이에 In-

fluenza Sequence Database  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

genomes/FLU/FLU.html)에 등록된 SIV의 matrix 유전

자 염기서열 정보를 검색하여 pH1N1을 포함한 H1N1 

아형 856개, H1N2 아형 623개, H3N2 아형 736개 및 

기타 아형의 SIV 65 개 등 총 2,280개의 matrix 유전

자 염기서열 정보를 확보하였다. 확보된 정보를 유전

자 염기서열 분석 프로그램인 DNASTARⓇLasergene 

(DNASTAR, Inc, USA)으로 비교분석하여 가장 안정

적인 부위를 선발한 다음, LAMP용 primer 설계 프로

그램인 Primer-Explorer V3 software (http://primerexplo-

rer.jp/e/index.html; Eiken Chemical Co. Ltd, Japan)를 

이용하여 2종의 내부 primer [forward inner primer 

(FIP)와 backward inner primer (BIP)], 2종의 외부 pri-

mer (F3와 B3) 및 2종의 loop primer [F loop primer 

(LF)와 B loop primer (LB)]를 설계하였다(Table 2, 

Fig. 1). 설계한 primer set를 primer 제조업체(Bioneer 

Co, Korea)에 의뢰하여 합성하였다.

RT-PCR

  RT-PCR은 Shin 등(2011)이 보고한 모든 아형의 

SIV를 검출할 수 있는 primer set를 이용하여 시판 

one-step RT-PCR kit (Qiagen, USA)를 사용하여 수행

하였다(Table 2). 즉, 5 L의 5 X RT-PCR buffer (2.5 

mM MgCl2 포함), 0.4 mM의 dNTPs, 0.5 M의 각 pri-

mer 및 1 L의 enzyme mix를 첨가한 RT-PCR 반응액

에 검사용 RNA template 5 L를 첨가한 다음, 멸균증

류슈로 최종 용량을 25 L로 조정하였다. RT-PCR 반

응은 핵산증폭기(Genetech, USA)를 이용하여 50oC에

서 30분간의 RT 과정을 거친 다음 95oC에서 15분간 

처리하였고, 40 회전의 PCR 과정(denaturation 94oC 40

초, annealing 55oC 40초, extension 72oC 50초)를 거친 

다음, 72oC에서 10분간 최종 반응하였다. RT-PCR 증

폭산물을 2.0 % agarose gel에 전기 영동한 후 자외선

판독기(Bio-Rad, USA)로 판독하여 242 bp의 특이 밴

드를 확인하였다.
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Real-time RT-PCR

  rRT-PCR은 Kim 등(2013)이 보고한 모든 아형의 

IAV를 검출할 수 있는 primer 및 probe set를 이용하

여 시판 one-step PrimeScriptTM RT-PCR kit (TaKaRa, 

Japan)를 사용하여 수행하였다(Table 2). 즉, 12.5 L

의 2 X One-Step RT-PCR buffer III, 0.5 L의 TaKaRa 

Ex TaqTM HS, 0.5 L의 PrimeScriptTMRT enzyme Mix 

II, 0.4 M의 각 primer 및 0.2 M의 probe를 첨가한 

반응액에 검사용 RNA template 5 L를 첨가한 다음, 

멸균증류수로 최종 용량을 25 L로 조정하였다. Real 

time RT-PCR 반응은 실시간핵산증폭기(Applied Bio-

systems, USA)를 이용하여 42oC에서 5분간의 RT 과

정을 거친 다음, 95oC에서 10초간 처리하였고, 40 회

전의 PCR 과정(denaturation 95oC 10초, annealing 60oC 

20초)을 거친 다음, CT값이 38 이상인 경우 음성으로 

판독하였다. 

RT-LAMP의 반응조건 확립

  RT-LAMP를 위한 반응액의 조성은 Ma 등(2010)이 

보고한 반응액의 조성을 준용하였다. 즉, 1 L의 Bst 

DNA polymerase (8 U/L, New England Biolabs, 

USA), 1 L AMV reversed transcriptase (10 U/L, 

Promega, USA), 2.5 L dNTPs (10 mM), 8 L Betaine 

(250 mM), 1 L MgSO4, (150 mM), 1 L HNB (3 

mM, Lemongreen, Shanghai, China) 및 각 primer 1 L 

(FIP와 BIP 각 40 pmol/L; FL와 BL 각 20 pmol/L; 

F3와 B3 각 5 pmol/L)를 첨가하여 반응액을 제조하

였으며, 제조한 반응액에 검사시료에서 추출한 RNA 

시료 5 L를 첨가한 다음, 멸균증류수로 최종 용량

을 25 L로 조정하였다. SIV 검출에 적합한 최적 

RT-LAMP 조건을 확립하기 위하여 공시 바이러스

(pH1N1) 배양액으로부터 추출한 RNA을 이용하여 반

응온도(45∼65oC)와 반응시간(20∼50분)을 달리하여 

RT-LAMP를 실시한 다음, 80oC에서 5분간 처리하여 

반응액 내의 효소 활성을 제거하였다. 반응이 끝난 

튜브의 반응액을 육안으로 관찰하여 색깔 변화를 관

찰하여 양성 여부를 판독하였으며, 동시에 2.0% agar-

ose gel에 전기영동을 실시한 다음, 자외선판독기

(Bio-Rad, USA)를 이용하여 LAMP 반응에서 특이적

으로 나타나는 사다리 모양의 유전자 증폭 밴드 형성 

여부를 확인하였다. 

개발 RT-LAMP의 특이도

  개발 LAMP 진단법의 특이도를 확인하기 위하여 

Table 1에 제시된 다양한 아형의 SIV 배양액과 공시 

돼지 바이러스 및 세균 배양액으로부터 핵산을 추출

한 다음, 개발된 RT-LAMP를 이용하여 확립된 조건

으로 반응을 실시하였고, 상기 기술된 방법에 따라 

각 바이러스 유전자가 특이적으로 증폭되는지 여부

를 확인하였다.

진단법간 민감도 비교

  개발된 RT-LAMP와 기존 연구자의 RT-PCR과 

rRT-PCR간의 민감도를 확인하기 위하여 클로닝한 

SIV의 matrix 유전자와 공시 바이러스를 희석하여 각 

진단법간 검출한계를 비교하였다. 먼저 공시바이러스 

A/Korea/D180-2/2009 (H1N1)의 배양액으로부터 RNA

를 추출하여 Hoffmann 등(2001)의 방법대로 1,027 bp

의 matrix 유전자를 증폭한 다음, PCR purification kit 

(Inclone, Korea)를 사용하여 정제하였고, TOPO vector 

system (Enzynomics, Korea)을 이용하여 제조사의 지

시에 따라 클로닝한 다음, 시판 추출 kit (inclone, 

Korea)를 사용하여 plasmid를 추출하였다. 추출한 

plasmid에 목표 유전자가 올바르게 삽입되었는지 확

인하기 위하여 전문업체(Cosmogenetech, Korea)에 유

전자염기서열 분석을 의뢰하여 해당 SIV의 matrix 유

전자가 정확히 클로닝되었음을 확인하였다. 정제 

plasmid의 농도를 Nanodroplite (Thermo Scientific, 

USA)를 이용하여 측정한 다음, Parida 등(2011)의 방

법에 따라 “plasmid의 농도(g/L)/[(plasmid 길이 X 

660)×(6.022×1023)]”의 술식에 의해 matrix 유전자의 

copy 수를 측정하였고, 이를 108-100 copy/L 농도가 

되게 10배수 단계 희석한 다음, 각 희석액을 대상으

로 RT-LAMP와 RT-PCR 및 rRT-PCR을 각각 실시하

여 검출한계를 비교하였다. 또한 공시 SIV에 대한 검

출 민감도를 비교하기 위하여 4종의 공시 바이러스

를 접종한 발육란으로부터 뇨막강액을 채취하여 HAT

를 실시하여 HA 역가를 26으로 조정한 다음, 4배수로 

단계 희석하였고, 각 희석액으로부터 추출한 핵산을 

이용하여 RT-LAMP와 RT-PCR 및 rRT-PCR을 실시하

여 그 결과를 확인하였다. 
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Fig. 2. Optimization of reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) condition by different reaction temperatures 
(A) and reaction time (B). The best results of the RT-LAMP were obtained at 58∼60oC and 40 min. (A) Lane M; 100 bp DNA marker. Lane 1-7; 
different reaction temperature of 45, 50 55, 58, 60, 62 and 65oC respectively. (B) Lane M; 100 bp DNA marker, Lanes 1 to 4; 24, 20, 2−4 and 2−8 HA 
unit/25 L of cultured influenza virus H1N1 (A/Korea/D180-2/2009), respectively. 

Fig. 3. Specificity of reverse transcription loop-mediated iso-
thermal amplification for amplification of the matrix gene of swine in-
fluenza 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. 

결    과

RT-LAMP의 반응조건 확립

  공시 SIV에서 추출한 핵산을 이용하여 반응시간(20∼

50분)과 반응온도(45∼65oC)를 달리하여 RT-LAMP를 실

시한 다음, 육안 및 전기영동 판독을 실시한 결과, 반

응시간은 40분 그리고 반응온도는 55∼60oC에서 양

성반응이 가장 잘 관찰되었다. 그러나 반응온도에 있

어서는 전기영동 상으로는 55, 58 및 60oC에서 LAMP 

특유의 양성밴드가 관찰되었으나 육안으로는 58 및 

60oC에서 가장 뚜렷하게 양성반응의 색상 변화를 관

찰할 수 있었다(Fig. 2). 따라서 이후의 모든 실험은 

58oC의 반응온도와 40분의 반응시간으로 반응조건을 

고정하여 실시하였다.

RT-LAMP의 특이도

  공시 SIV 4종과 돼지 유래 병원체 8종 시료에서 추

출한 핵산을 이용하여 개발된 RT-RAMP를 실시한 결

과, 공시 SIV 4종에서만 육안 및 전기영동으로 양성 

증폭산물이 확인되어 개발된 RT-LAMP가 공시한 4

종의 SIV의 matrix 유전자만을 특이적으로 증폭할 수 

있음을 확인하였다(Fig. 3). 

RT-LAMP과 RT-PCR, rRT-PCR의 민감도 비교

  개발된 RT-LAMP의 민감도를 측정하기 위하여 클

로닝한 SIV matrix 유전자를 108-100 copy/L로 10배

수 단계 희석한 다음, 동일 유전자 희석액을 대상으

로 개발 RT-LAMP와 RT-PCR및 rRT-PCR을 실시한 

결과, 각각 1 copy/L, 10 copy/L 및 1 copy/L까지 

검출되어 개발 RT-LAMP가 기존의 RT-PCR보다는 
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Fig. 4. Amplification results of the matrix gene of swine influenza virus using various molecular diagnostic tools. Detection limit of reverse tran-
scription 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 copy/L of matrix gene of 
SIV subtype H1N1 (A/Korea/D180-2/2009). 

Table 3. Comparative sensitivity of reverse transcription loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP), reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) and real time RT-PCR (rRT-PCR) for swine influenza virus isolates 

Virus Method
Virus titer (HA unit/25 L)

26 24 22 20 2−2 2−4 2−6 2−8 2−10 2−12 2−14

H1N1 RT-LAMP + + + + + + + + + + −

RT-PCR + + + + + + + + + − −

rRT-PCR (CT value) 17.07 18.08 20.83 22.33 25.36 26.88 29.6 31.01 32.95 34.09 −

H1N2 RT-LAMP + + + + + + + + + − −

RT-PCR + + + + + + + − − − −

rRT-PCR (CT value) 21.99 23.7 26.12 27.77 28.73 31.7 33.2 36.06 − − −

H3N2 RT-LAMP + + + + + + + + + − −

RT-PCR + + + + + + + + − − −

rRT-PCR (CT value) 20.94 22.99 24.49 26.68 28.48 30.97 32.3 33.74 34.96 − −

pH1N1 RT-LAMP + + + + + + + + + − −

RT-PCR + + + + + + + + − − −

rRT-PCR (CT value) 18.42 20.78 22.67 24.7 26.22 28.81 30.83 31.78 33.7 − −

10배 이상 민감도가 높고, rRT-PCR와는 동일한 수준

의 민감도를 가지는 것으로 확인되었다(Fig. 4). 또한 

공시바이러스를 배양한 발육란의 뇨막강액을 대상으

로 개발 RT-LAMP와 RT-PCR 및 rRT-PCR을 실시하

여 검출 민감도를 비교한 결과, RT-LAMP에서는 각 

바이러스별로 H1N1 아형은 2−12 HA/25 L, H1N2 아

형은 2−10 HA/25 L, H3N2 아형은 2−10 HA/25 L, 그

리고 pH1N1 아형은 2−10 HA/25 L까지 명확하게 관

찰이 가능하였다. rRT-PCR은 RT-LAMP와 대등한 검

출한계를 나타냈으며, RT-PCR은 RT-LAMP보다 공시 

바이러스에 따라 4∼16배 낮게 검출되었다(Table 3).

고    찰

  SIV는 돼지에서 급성 호흡기질병과 임신 모돈의 

유산을 유발하지만 일반적으로 돼지에서의 임상증상

은 경미하며, 대개 1주일 이내에 회복이 되기 때문에 

양돈 산업에서의 피해는 그리 크지 않다(Van Reeth 

등, 2012). 그러나 2009년 세계적으로 범유행한 pH1N1

의 발생 예에서 볼 수 있듯이 돼지는 조류와 포유류 

인플루엔자 바이러스의 재조합이 일어나는 혼합용기 

역할을 할 수 있기 때문에 SIV에 대한 감시활동의 필

요성이 중요하게 대두되었다(Hass 등, 2011). 한국에

서도 2009년 pH1N1 발생 이후부터 정부 차원의 양돈
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장 모니터링 및 SIV에 대한 변이 여부에 대한 감시활

동을 수행해오고 있다(Kim 등, 2011; Kim 등, 2014). 

  현재 SIV를 포함한 IAV에 대한 감시활동에는 

RT-PCR이나 rRT-PCR과 같은 PCR 기반 진단법이 보

편적으로 사용되고 있다(OIE, 2012; WHO, 2010). 그

러나 PCR 기반 진단법은 고가의 전용 장비와 시약을 

필요로 하며, 숙련된 인력이 갖추어진 전문 실험실에

서만 활용이 가능하므로 일선 임상실험실이나 현장 

진단용으로 사용하기에는 제한이 있어 왔다. 이러한 

PCR 기반 진단법의 단점을 극복할 수 있는 방법 중

의 하나로 Notomi 등(2000)은 높은 특이도와 민감도

를 가지면서도 등온조건 하에서 신속하게 목표 유전

자를 증폭할 수 있는 LAMP 기법을 개발하였다. 이 

LAMP 기법은 기존의 PCR 기반 진단법에서 사용되

는 Taq DNA polymerase와 달리 목표유전자를 strand 

displacement 방식에 의해 대량 증폭할 수 있는 Bst 

DNA polymerase를 이용함으로써 유전자 증폭효율이 

월등하게 높다. 또한 기존의 PCR 기반 진단법과는 

달리 온도 변화가 없는 등온조건에서 유전자 증폭이 

이루어지기 때문에 검사시간이 단축될 뿐만 아니라 

항온수조와 같은 저가의 장비로도 반응이 가능하다. 

따라서 전문 진단실은 물론 고가의 장비와 시약 및 

전문인력이 확보되지 않은 소규모의 진단실이나 현

장 진단용 등으로 그 응용범위는 더욱 확대될 것으로 

예측된다(Dhama 등, 2014). 

  이러한 LAMP의 장점에 따라 현재 LAMP는 세계

적으로 다양한 세균, 기생충 및 바이러스의 진단에 널

리 이용되고 있으며, 역전사반응을 결합시킨 RT-LAMP

가 개발되면서 IAV 등 다양한 RNA　바이러스의 진

단에도 응용되고 있다(Dhama 등, 2014). 한국에서도 

최근 수의학 분야의 여러 연구자들이 LAMP 기법을 

병원체 진단에 응용한 보고가 있으나 주로 세균성 질

병인 결핵(Hwang 등, 2011; Koh 등, 2013), 살모넬라

(Cho 등, 2013), 대장균(Dong 등, 2014)에 대하여 적용

되어 왔다. 바이러스성 질병에 대해서는 개 홍역(Cho 

등, 2005), 낭충봉아부패병(Yoo 등, 2012)에 적용된 

바가 있으나 아직 동물이나 조류의 IAV 진단에는 적

용된 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 것으로 기대된다. 

  LAMP는 목표유전자 염기서열의 8개 부위를 인식

하는 6종의 primer를 이용함으로써 고도의 특이도와 

민감도를 가지는 장점이 있지만 오히려 한정된 목표 

유전자의 염기서열 내에서 특이적으로 반응하는 여

러 쌍의 primer를 설계하기가 곤란하다는 것이 LAMP

의 응용 범위를 제한하는 단점으로 작용해왔다(Dhama 

등, 2014; Gandelman 등, 2011). 특히 IAV와 같이 유

전적 변이가 심한 바이러스를 대상으로 할 겨우에는 

LAMP용 primer를 설계할 때 더 각별한 주의를 기울

여야 한다. 그간 PCR 기반의 유전자 진단법 개발에 

있어서 여러 연구자들은 변이가 적은 유전자염기서

열 부위를 탐색하여 다양한 아형의 IAV를 공통적으

로 진단할 수 있는 특이 primer를 설계하기 위해 노력

해왔다. 연구자에 따라 nucleoprotein, polymerase A 또

는 HA 유전자를 대상으로 공통 primer를 설계한 경

우도 일부 있지만 대부분의 연구자들은 IAV의 유전

자 중에서 가장 안정적인 것으로 알려진 matrix 유전

자로부터 공통 primer를 설계하여 진단법을 개발하여 

왔다(Chander 등, 2014; Lee 등, 2001; Liu 등, 2012; 

Phipps 등, 2004; Poon 등, 2005). 이 연구에서도 대부

분의 연구자들이 대상으로 하는 matrix 유전자를 대

상으로 특이 primer를 설계하기로 하고, 최근 3년간 

세계적으로 보고된 2,280개의 SIV matrix 유전자 염

기서열을 수집하여 분석한 다음, 가장 안정적인 유전

자 부위를 탐색하여 6종의 SIV 검출용 primer set를 

작성하였다(Table 2, Fig. 1). 이를 이용하여 SIV의 대

표적인 아형인 H1N1, H1N2 및 H3N2, 그리고 주요 

감시대상인 pH1N1을 대상으로 RT-LAMP를 실시한 

결과, 시험에 제공한 모든 SIV가 특이적으로 증폭됨

을 확인하였으며, Table 1에 제시된 돼지 호흡기 및 

전신성 질병 원인체 8종을 대상으로 RT-LAMP를 실

시한 결과, SIV 이외에는 반응이 일어나지 않아 개발

된 RT-LAMP용 primer가 SIV에만 특이적으로 작동함

을 확인하였다(Fig. 3). 이러한 결과로 볼 때 개발된 

RT-LAMP는 SIV 모니터링 과정 중에서 발육란 또는 

세포배양으로 얻어진 배양 바이러스의 확인은 물론 

돼지에서 채취한 시료를 대상으로 배양과정 없이 직

접 응용할 수 있을 것으로 생각되며, 향후 야외 채취

시료를 대상으로 시험을 확대할 계획이다.

  돼지는 조류와 포유류에서 유래한 IAV가 동시에 

감염되는 혼합용기로 역할하면서 사람과 돼지 또는 

가금류와 돼지의 IAV간 유전자 재조합에 의하여 새

로운 유전자 구성을 가지는 변형 바이러스가 출현하

기도 한다(Cong 등, 2007; Lekcharoensuk 등, 2006). 또

한, 최근 포유동물이 아닌 물새류에서 유래한 H4N6, 

H3N3 또는 H1N1 아형의 IAV가 돼지에서 분리된 바

도 있다(Karasin 등, 2000; Karasin 등, 2004). 따라서 
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돼지집단에 감염되는 IAV를 모니터링 하기 위해서는 

SIV의 주요 아형 이외 돼지에 감염될 수 있는 다양한 

아형의 IAV를 공히 검출할 수 있는 RT-LAMP의 개

발이 필요하다. 그러나 그간 SIV 진단용 RT-LAMP의 

개발사례를 살펴보면 Gu 등(2010)은 SIV H3 아형을 

특이적으로 진단할 수 있는 RT-LAMP를 개발한 바 

있으며, Liu 등(2012)은 SIV의 H1, H3, H5 및 H9 아

형을 공통적으로 검출할 수 있는 SIV RT-LAMP를 개

발한 바 있다. 그러나 이들 연구자들이 보고한 진단

법으로는 만약의 경우 Karasin 등(2000)이 보고한 H4 

아형 등 다른 아형의 IAV가 돼지에 감염될 경우에는 

진단할 수 없게 된다. 이 연구에서는 primer 설계 시

에 4종의 주요 아형 이외 최근 3년간 돼지에 감염 보

고된 모든 아형의 SIV를 대상으로 하였기 때문에 만

약의 경우 이 연구에서 공시한 4종의 아형 이외 다른 

아형의 SIV가 검사시료에 포함되어 있더라도 충분히 

검출할 수 있을 것으로 생각되며, 이에 대해서는 추

후 다양한 아형의 IAV를 대상으로 시험을 진행할 계

획이다. 그러나 변이가 심한 IAV의 특성을 고려할 때 

향후 이 연구에서 이용한 primer에 해당하는 matrix 

유전자의 염기서열에 변이가 있는 새로운 변이주가 

출현할 가능성도 배제할 수는 없으므로 앞으도로 이 

연구에서 사용한 primer의 유효성에 대하여 지속적임 

점검이 이루어져야 할 것으로 생각된다. 

  이 연구에서 개발된 RT-LAMP의 민감도를 기존에 

보고된 RT-PCR (Shin 등, 2010) 및 rRT-PCR (Kim 등, 

2013)과 비교한 결과, RT-LAMP의 검출한계는 1 

copy/L로 확인되어 기 보고된 RT-PCR보다 10배 이

상 민감도가 높았고, rRT-PCR과는 동일한 수준의 민

감도를 가지는 것으로 확인되었다(Fig. 3). 이는 Gu 

등(2010)이 H3 아형의 SIV에 대하여 RT-LAMP를 개

발하여 적용한 결과, 기존의 RT-PCR이나 rRT-PCR 

보다 민감도가 높았다는 결과와도 일치한다. 민감도

의 차이는 primer도 영향을 미칠 수 있다. 반응시간에 

있어서는 기존 RT-PCR과 rRT-PCR은 약 2시간 30

분 및 1시간 이상의 시간이 소요되는 반면에 개발 

RT-LAMP는 40분 만에 반응이 완료되었고, 이러한 

결과는 Gu 등(2010)과 Liu 등(2012)이 개발한 RT-LAMP

의 반응시간(45분)보다 더욱 단축된 결과이다. 한편 

이 연구에서 개발한 RT-LAMP는 Fig. 2와 같이 별도

의 전기영동 확인과정을 거치지 않고도 육안으로 반

응 결과의 확인이 가능하기 때문에 향후 유전자 추출 

단계를 현장에서 적용 가능한 간이키트형태로 개발

하여 접목할 수 있다면 항온수조 형태의 간편한 장비

를 이용하여 현장 진단용으로도 활용이 가능할 것으

로 생각된다. 

  결론적으로 이 연구를 통하여 민감도와 특이도가 

높으면서도 신속한 SIV 진단용 RT-LAMP가 개발되

었으며, 개발진단법은 돼지집단에 감염되는 주요 아

형의 SIV를 모두 검출할 수 있었다. 따라서 개발된 

RT-LAMP는 향후 SIV에 대한 국가 모니터링 사업이나 

일선 진단실의 SIV 진단에 있어서 기존의 RT-PCR이나 

rRT-PCR을 대체할 수 있는 진단법으로 널리 활용될 

수 있을 것으로 판단된다.

결    론

  이 연구를 통하여 민감도와 특이도가 높으면서도 

신속한 SIV 진단용 RT-LAMP가 개발되었으며, 개발

진단법은 돼지집단에 감염되는 주요 SIV 아형 즉, 

H1N1, H1N2, H3N2은 물론 돼지집단에 우발적으로 

감염될 수 있는 다양한 아형의 SIV를 진단할 수 있을 

것으로 기대된다. 개발 RT-LAMP는 58oC에서 40분간 

반응으로 진단이 완료되기 때문에 기존의 RT-PCR이

나 rRT-PCR에 비하여 신속한 검사가 가능하다는 장

점이 있다. 개발 RT-LAMP의 민감도는 1 copy/L로 

기존의 RT-PCR (10 copy/L) 보다 10배 이상 민감도

가 높았고, rRT-PCR (1 copy/L)과는 유사한 수준이

었으며, 별도의 검출장비 없이도 육안으로 반응결과

를 확인할 수 있었다. 따라서 이 연구에서 개발된 

RT-LAMP는 향후 기존의 RT-PCR이나 rRT-PCR을 대

체할 수 있는 SIV 진단법으로 널리 활용될 수 있을 

것으로 기대된다.
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