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Abstract

There have been a total tenth FMD outbreaks in Korea and for the first time, type O and A were de-
tected simultaneously in 2017, which led to difficulties in FMD control. For the effective prevention 
of FMD, the importance of discrimination of serotypes became greater. Therefore, the most urgent re-
quirement in case of FMD outbreak is differential diagnosis of serotypes. In this study, we developed 
a PNA probe-mediated multiplex real-time reverse transcription-polymerase chain reaction (rRT-PCR) 
assay using the peptide nucleic acid (PNA) probe, which is known to be stable to nucleotide mutation 
and that could specifically detect the all FMDV serotype A, FMDVA Yeoncheon strain which was oc-
curred in Korea in 2017, and FMDV A viruses shown 96% similarity with FMDVA/Yeoncheon strain, 
at the same time. Therefore, It is believed that the newly introduced FMDVA will be effectively diag-
nosed using the PNA probe multiplex RT-PCR developed in this study, and ultimately contribute to the 
prevention of FMD.
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서    론

  구제역 바이러스(FMDV)는 Picornaviridae과의 Aphtho-
virus속에 속하며 약 8.4 kb 크기의 positive sense 
RNA로 알려져 있다(Rweyemamu et al, 2008; Jamal et 
al, 2013). 구제역은 바이러스 유전자의 VP1 (캡시드 

단백질)을 코딩하는 영역의 유전적 다양성(30%∼
50%)에 기초하여 O, A, Asia1, C, Southern Africa 
Territories (SAT) 1, SAT2 및 SAT3의 7가지 혈청형으

로 구분된다(Alexandersen and Mowat, 2005). 이러한 

혈청형은 VP1 영역에서 15%의 유전적 다양성에 기

초하여 80개 이상의 지역형(Topotype)으로 나눠진다

(Knowles et al, 2003; Abeyratne et al, 2018). VP1부위

는 구제역 유전자 중에서 가장 변이가 심한 것으로 

알려져 있으며 혈청형 및 유전형 확진을 위한 VP1 
염기서열 분석법은 결과를 얻는 데 24시간 이상 소요

된다(Abeyratne et al, 2018). 그 외 OIE 매뉴얼에서 권

고하는 표준 진단법인 항원 ELISA는 변이가 가장 많

이 관찰되는 VP1 부위를 단백질 수준에서 안정적으

로 감별 진단할 수 있는 장점은 있으나 민감도가 다

소 낮은 것으로 알려져 있다(Reid et al, 2000). 
  2000년에서 2018년까지 한국에서 총 10건의 구제
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Table 1. Sequence of primers and probes used in rRT-PCR

Classification Size Sequence (5` to 3`) Fluorescence Details

Primer 278∼296 bp CACC------------GCA - Forward
360∼380 bp GCGC----------TGGC Forward
616∼632 bp CACC------------GTG Reverse
562∼582 bp AGYT------------RAT Reverse

Probe 546∼560 bp CTCT------------AG HEXa For the All FMDVA 
458∼472 bp TCGC----------TCC FAMb For the only FMDVA/Yeoncheon/2017
342∼359 bp CTTG----------CAC TxRc For the FMDVA/Yeoncheon/2017 96% similarity

aHEX, Hexachloro fluorescein.
bFAM, Fluorescein amidite. 
cTxR, Texas Red.

역이 발생하였고 혈청형은 O (7건)와 A (3건)로 확인

되었다. 그리고 2017년에는 국내 처음으로 O형과 A
형이 동시에 검출되어 방역에 많은 어려움이 발생하

여 신속한 혈청형 감별의 중요성이 대두되기 시작하

였다. 우리나라는 2011년 이후 구제역 방역정책으로 

전국적 백신접종을 수행하고 있어 구제역의 신속하

고 정확한 혈청형 감별은 백신수급 정책과 연계되어 

구제역 피해를 최소화하는 초동방역에 아주 중요하

다(Grubman et al, 2004; Park et al, 2013). 그러나 구제

역 백신접종으로 인해 수포형성 등 전형적인 임상증

상 관찰이 어려울 뿐만 아니라 타액으로 분비되는 바

이러스의 양도 극히 낮은 경향을 보이고 있어(Ale-
xandersen et al, 2005) VP1 염기서열 분석과 ELISA 
방법을 통한 혈청형 감별이 어려울 수 있다. 구제역 

발생 시 혈청형이 감별되지 않을 경우 백신정책 수행

에 큰 문제가 발생할 수 있어 이에 대한 대책이 필요

한 실정이다. 따라서 혈청형을 신속하고 정확하게 확

인할 수 있는 민감도 높은 감별법이 필요하나(Reid et 
al, 2014) 기존의 TaqMan probe 기반의 real-time RT-PCR 
진단법으로 유전자 변이가 잦은 VP1 부위 이용 혈청

형 감별법에 사용하기에는 한계가 있다. 따라서 본 

연구에서는 TaqMan probe 단점을 보완할 수 있는 감

도와 특이도가 높은 PNA (Peptide Nucleic acid)물질을 

Probe로 이용하는 진단법을 개발하고자 하였다. PNA
는 단백질 형태의 핵산으로서 기본 backbone은 폴리

펩티드(polypeptide) 구조를 형성하고 있으며 화학구

조의 특징은 sugar backbone이 polyamide N-(2-amino-
ethly)glycine으로 대체 된 것으로 이런 backbone 구조 

덕분에 세포내에서도 아주 높은 안정성을 가지게 되

는 것으로 알려져 있다(Pooga et al, 2001; Vilaivan, 
2018). 또한 DNA-DNA 결합력보다 PNA-DNA 결합력

이 매우 우수하여 1개의 nucleotide miss match에 10∼

15°C 가량의 Tm차이를 보이게 된다. 따라서 PNA 
probe의 nucleotide와 이에 상보적으로 결합하는 DNA
의 nucleotide의 차이에 따른 Tm값의 변화를 진단에 

활용하여 사용할 수 있다(Pooga et al, 2001; Jeong et 
al, 2009). 본 연구는 PNA로 알려져 있는 민감도 높으

면서 안정성이 높은 신물질을 이용해서 구제역 혈청

형 A를 감별하고 동시에 2017년 연천 발생주와 유사 

연천주(96%)를 감별할 수 있는 다중 rRT-PCR을 개발

하고자 하였다. 

재료 및 방법 

PNA primers 및 Probes 제작 

  구제역바이러스 A혈청형의 판별을 위하여 primer 
및 probe를 디자인하였으며 해당 primer 및 probe의 

염기서열 정보는 Table 1과 같다. 미국국립생물정보

센터(NCBI)의 데이터베이스를 이용하여 구제역바이

러스의 7가지 혈청형의 VP1 유전자 부위의 염기서열

을 분석하고 비교하였으며 구제역바이러스 A혈청형

(HEX), 2017년 국내 연천 발생 바이러스(A/연천/2017, 
FAM) 그리고 연천 주와 96% 유사한 바이러스(TxR)
의 판별을 위한 SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 
부위를 찾아 probe를 제작하였다.

공시 시료

  본 연구에서 사용된 구제역바이러스는 국내 분리

주, 구제역 상재국 분리주 및 백신주를 포함하여 31
종의 바이러스를 실험 공시하였다(Table 2). O 혈청형

은 SEA (South-East Asia) 지역형에 속하는 5주, 
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Table 2. The list of Foot-and-mouth disease virus (FMDV) and Seneca vally virus (SVV) used in this experiment

Serotype Strain Year Topotype/Sublineage

O (15) YangJu 2010 SEA/Mya-98
Jincheon 2014 SEA/Mya-98
Vietnam (VN6) 2014 SEA/Mya-98
Gimjae 2016 SEA/Mya-98
Chung-Ju 2000 ME-SA/PanAsia
O1/SKR/2002 2002 ME-SA/PanAsia
Vietnam (Sonla/VN/2013) 2013 ME-SA/PanAsia
Boeun 2017 ME-SA/ind-2001d
Jeongeup 2017 ME-SA/ind-2001d
O1manisa - ME-SA
O1/BFS/860/UK/67 1860 Euro-SA
Yunlin/Taiwan/97 1997 Cathay
O3039 - Cathay
Primorsky - SEA/Mya-98
Campos - Euro-SA

A (9) Pocheon 2010 Asia / Sea-97
Zabaykalsky 2013 Asia / Sea-97
Vietnam(VN18) 2013 Asia / Sea-97
Yeoncheon 2015 Asia / Sea-97
Malaysia97 2017 Asia / Sea-97
Vietnam (Bac/Ninh/VN/2013) 1997 Asia / Sea-97
Vietnam (VN15) 2014 Asia / Sea-97
Iran05 2005 Asia / Iran-05
A22Iraq 2006

Asia1 (3) MOG/05 - Asia G-V
CAM9/80/2006 2006
Shamir - Asia G-VII

C (1) C3/Resende/BRA/55 - EURO-SA
SAT1 (1) SAT1/BOT/1/68 - WZ (III)
SAT2 (1) SAT2/ZIM/5/81 - II
SAT3 (1) SAT3/ZIM/4/81 -
Seneca valley virus SVV - -

ME-SA (Middle East-South Asia) 지역형에 속하는 6
주, Euro-Sa 지역형에 속하는 2주 및 Cathay 지역형에 

속하는 2주 포함하여 총 11주를 공시하였다. A 혈청

형은 Asia 지역형에 속하는 9주를 공시하였다. Asia1 
혈청형은 3주, 그리고 C 혈청형 분리주 1주를 공시하

였다. SAT1 혈청형은 3개주를 사용하였으며 SAT1/ 
BOT/1/68은 topotype III-WZ (western Zimbabwe, Bot-
swana and Namibia)에 속하고, SAT2 혈청형은 II-WZ
에 속하는 SAT2/ZIM/5/81, 그리고 SAT3 혈청형은 

SAT3/ZIM/ 4/81 바이러스 주를 사용하였다. 또한 돼

지에서 구제역과 유사한 증상을 유발하는 것으로 알

려져 있는 Seneca valley virus (SVV) 1주를 추가로 공

시하여 총 32종의 바이러스를 이 실험에서 사용하였다.

RNA 추출

  공시 바이러스를 이용한 모든 실험은 biosafety lev-
el 3급의 차폐실험실에서 실시하였고, 검증시험에 필

요한 바이러스 핵산은 해당 바이러스 배양액으로부

터 시판 RNA추출키트(Qiagen RNeasy mini kit, Germany)
를 이용하여 매뉴얼에 따라 RNA를 추출한 다음 −70°C
에서 보관하면서 시험에 사용하였다.

PNA를 기반으로 한 multiplex real-time PCR 조건

  TaqMan probe를 사용하는 rRT-PCR과는 달리, PNA 
probe를 사용한 rRT-PCR은 melting과정을 포함한다. 
50°C에서 30분간 역전사반응 및 95°C에서 10분간 de-
naturation과정을 거친 후, 45 회전의 PCR 과정(denatu-
ration 95°C 20초, annealing 55°C 30초, elongation 74°C 
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Fig. 1. Results of PNA probe mediated real-time reverse transcription-polymerase chain reaction(rRT-PCR) using 9 FMDV A strains. All strains 
(n=9) of FMDV A were identified in the hexachloro fluorescein (HEX) channel at 49∼66°C. The Yeoncheon strain (I) was identified in the FAM 
channel at 66°C. The A/Yeoncheon 96% similarity strains (A, B, C, F, G, H and I) were identified in the TxR channel at 60∼73°C. Moreover, 
FMDV A/Iran-05 and FMDV A/A22Iraq which were different genotype with FMDVA/ASIA/SEA97 were only identified in HEX channel at 49°C 
and 64°C respectively. (A) FMDVA/Pocheon, (B) FMDV A/Vietnam (VN15), (C) FMDVA/Malaysia97, (D) FMDVA/Iran05, (E) FMDVA/A22 
Iraq, (F) FMDVA/zabaykalsky, (G) FMDVA/Vietnam(VN/2013), (H) FMDVA/Vietnam (VN18), (I) FMDV A/Yeoncheon.

45초)을 진행한 다음, post denaturation 과정을 95°C에

서 3분간 처리하였다. 또한, melting 과정에서 온도를 

40°C에서 90°C로 1초당 5°C씩 rkath하여 측정하였다. 
이러한 과정을 CFX96 (Bio-Rad, USA)으로 수행했고, 
RNA 샘플 5 L, 2X qRT-PCR PreMix (Seasun 
Biomaterials, Korea) 10 L, primer (0.5 L) 및 PNA 
probe (0.5 L) 혼합물과 RNase free water을 첨가하여 

총 20 L를 실험에 사용하였다. 각 형광신호 (FAM, 
HEX, TxR)가 melting range 안에 검출되며 해당 

cut-off line이상인 경우 양성으로 판정하고 cut-off line 
이하 및 melting range 안에 속하지 않을 경우 음성으

로 판정하였다.
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Fig. 2. Results of PNA probe mediated rRT-PCR using the total of 32 strains (FMDV (n=31) and SVV (n=1). The six FMDV serotypes (FMDVO 
(n=15), FMDVAsia1 (n=3), FMDVC (n=1), FMDVSAT1 (n=1), FMDVSAT2 (n=1), FMDVSAT3 (n=1)) and Seneca Valley virus (n=1) were used 
to assess the specificity of the PNA mediated rRT-PCR. There were no melting curve peaks in all 32 viruses. (A) FMDVO(n=15), (B) FMDV Asia1 
(n=3), (C) FMDVC (n=1), (D) SAT1 (n=1), (E) SAT2 (n=1), (F) SAT3 (n=1), (G) Seneca valley virus (SVV) (n=1) and (H) Non-template control 
(NTC).

결    과

PNA 기반으로 한 rRT-PCR 진단법의 FMDVA 검출 능

  FMDV 혈청형 A의 검출(HEX)은 Cut off line (초록

선) 이상에서 49°C∼66°C의 범위 내 Peak이 확인되었

으며 A/연천/2017을 특이적으로 검출하는 FAM 파장

은 66°C에서 Peak이 확인되었다. 또한 A/연천/2017과 

96% 유사한 A/zabaykalsky, A/Vietnam (Bac/Ninh/ 

VN/2013), A/Vietnam (VN18) 및 A/Vietnam (VN15)를 

검출하는 TxR 파장에서는 Peak을 60∼73°C 범위 내

에서 확인했다. 이 결과를 통해 HEX 파장은 지역형

(topotype)에 관계없이 혈청형 A에 널리 적용 가능함

을 확인하였으며 FAM 파장을 통해 2017년 한국에서 

발생한 A/연천/2017 바이러스만을 특이적으로 검출

함을 알 수 있었다. 또한 TxR의 파장을 이용하여 A/
연천/2017 바이러스와 96% 유사한 바이러스 또한 감

별할 수 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 1).
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PNA 기반으로 한 rRT-PCR 진단법의 다른 혈청형과의 

교차반응 조사

  개발된 PNA 기반 rRT-PCR을 이용하여 구제역바이

러스 혈청형 A을 제외한 6가지 혈청형 20주와 구제

역 유사 수포성질병인 SVV 1주 포함하여 총 21주에 

대해 그 특이성을 조사하였다. 그 결과는 Fig. 2에 잘 

나타나 있듯이 15종의 혈청형 O에 대해 Cut off 라인

(초록색 선) 주위에서 약간의 peak 이 불규칙하게 나

타나는 것이 관찰되었지만 Cut off 라인 이상에서의 

Melting curve peak이 확인 되지 않아 그 특이성이 인

정되었다. 뿐만 아니라 3종의 Asia1형과 1종의 C형 

그리고 각각 1종씩인 SAT1, SAT2, SAT3형에서도 혈

청형 O와 마찬가지로 Melting curve peak이 Cut off 라
인 이상에서 확인되지 않았다. 또한 SVV도 구제역과 

감별되는 것을 알 수 있었다(Fig. 2).

고    찰

  구제역은 전염성이 높으며 전 세계적으로 축산업

에 심각한 피해를 주는 주요한 질병으로 국내에서는 

전국적 백신 접종 정책을 수행하고 있지만 2014년 이

후 매년 구제역이 발생하고 있는 실정이다. 또한, 
2017년에 최초로 구제역 혈청형 O와 A가 동시에 발

생한 이후 신속한 혈청형 감별은 백신수급 결정 등 

국가방역에 매우 중요하기 때문에 혈청형 진단의 중

요성이 더 커졌다. 그러나 국내 구제역 발생은 백신

접종으로 인해 수포형성 등 전형적인 임상증상 관찰

이 어려울 뿐만 아니라 바이러스가 타액으로 분비되

는 양이 낮아 혈청형 감별이 어려울 수 있어 이에 대

한 대책이 필요한 실정이다. 본 연구에서는 높은 안

정성과 유전자 결합성을 가진 인공 핵산 분자로서

(Pooga et al, 2001; Vilaivan et al, 2018) 민감도가 높

으며 변이에 따라 Tm 값만 변해 변이에 안정적인 특

징을 가지고 있는 PNA probe를 기반으로 한 rRT-PCR 
방법을 고안하였다. PNA 기반 rRT-PCR은 구제역 혈

청형 A 모두를 진단함과 동시에 2017년 연천에서 발

생한 FMDVA/ASIA/SEA97을 특이적으로 감별하도록 

설계되었다. 뿐만 아니라 2017년 연천 주와 96% 유
사한 바이러스도 동시에 진단될 수 있도록 개발되었

다. 31종의 구제역 바이러스와 세네카밸리바이러스

(SVV) 1종을 포함하여 총 32개의 바이러스를 이용하

여 FMDV A형을 검출(HEX파장)할 수 있는지에 대한 

평가하였으며 A형(9종) 모두에서 49∼66°C의 범위 

내에서 Peak가 확인되었으며 다른 혈청형에서는 Peak 
이 확인되지 않았다. 또한, A/연천/2017 바이러스를 

특이적으로 검출하는 FAM 파장은 67°C에서 Peak가 

확인되어 그 특이성이 인정되었다. 그 외 구제역 Pool 
1지역인 우리나라 인근지역에서 발생한 FMDVA/ 
ASIA/SEA97형인 A/zabaykalsky, A/Vietnam (Bac/Ninh/ 
VN/2013), A/Vietnam (VN18) 및 A/Vietnam (VN15)의 

경우에는 TxR 파장의 60∼73°C범위에서 특이적인 

Peak이 확인되어 2017년 연천 주와 96% 유사한 바이

러스 진단에서도 모두 정상적으로 검출된 것을 확인 

할 수 있었다. 그러나, FMDVA/Iran05 및 FMDVA22 
Iraq 바이러스의 경우는 FMDVA/ASIA/SEA97과 유전

자형이 달라 Peak이 확인되지 않아 특이도가 높음을 

알 수 있었다. TaqMan probe 방식의 rRT-PCR의 경우

는 Primer나 Probe 유전자 서열과 적은 수의 mismatch
가 발생하더라도 유전자가 검출 되지 않을 수 있다. 
그러나 PNA probe를 기반의 rRT-PCR 은 Primer 및 

Probe 내 염기서열의 mismatch가 발생하더라도 음성

이 아니라 Tm 값이 이동하는 경향을 나타냄으로서 

돌연변이 연구에 유용하게 적용되고 있다(Hur et al, 
2015). 본 연구에서 개발된 PNA 기반 rRT-PCR은 높

은 민감성으로 VP1 염기서열 분석이나 항원 ELISA
를 적용할 수 없는 낮은 역가의 항원샘플에도 적용할 

수 있으며 약간의 변이가 발생한 경우라도 안정적으

로 진단할 수 있는 장점이 있다. 이로서 향후 구제역 

혈청형 A 발생 시 신속하게 A형 감별 및 2017년 연

천 바이러스가 순환하고 있는지의 여부까지도 확인 

가능할 수 있게 되었다. 또한 인근의 구제역 상재국

가에서 A/ASIA/SEA97 유전자형이 유입될 경우에도 

2017년 연천 주와 96% 유사한 것으로 진단될 가능성

이 아주 높아 그 효용성은 아주 높을 것으로 기대된다.

결    론

  국내 구제역 방역정책은 전국적 예방 접종을 기반

으로 하고 있어 백신 미접종 혈청형의 구제역이 발생 

할 경우에 축산업에 큰 피해를 끼칠 수 있다. 그러므

로 구제역의 신속하고 정확한 혈청형 감별은 백신수

급 결정 등 방역정책과 연계되어 피해를 최소화 할 

수 있어 아주 중요하다. 따라서 본 연구는 민감도와 

안정성이 높은 PNA를 이용하여 구제역 혈청형 A를 

감별하고 동시에 2017년 연천 발생 바이러스와 연천 
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유사바이러스(96%)를 감별할 수 있는 다중 rRT-PCR
을 개발 하였다. 이에 따라 향후 구제역 혈청형 A 발
생 시 신속하게 A형에 대한 감별 뿐만 아니라 2017
년 연천발생 바이러스가 순환하고 있는지의 여부까

지도 확인 가능하게 되었다. 더 나아가 인근 구제역 

상재국가에서 A형 중 가장 많이 발생하고 있는 

ASIA/SEA97 유전자형이 유입될 경우에도 대비할 수 

있게 되었다. 따라서 PNA 기반의 rRT-PCR은 구제역 

초기방역에 크게 기여할 것으로 여겨진다.
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