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초    록

본 연구에서는 효소면역 분석법(enzyme-linked immunosorbent assay)과 면역크로마토그래픽 기법을 결합하여 Legionella 
pneumophila 검출을 위한 면역스트립을 제작하였다. 면역스트립은 4종의 멤브레인을 이용하여 제작하였다. 니트로셀
룰로오스 멤브레인은 포획항체를 고정화하여 신호 발생을 일으키기 위해 사용되었고, 두 종류의 유리섬유 멤브레인은 
각각 중합체 패드와 시료주입 패드로 사용되었다. 셀룰로오스 멤브레인은 모세관 현상으로 시료흐름을 유도하는 흡수 
패드로 이용하였다. 샌드위치 면역반응과 효소반응에 의해 30 min 이내에 생성된 발색신호는 정성 및 정량 분석이 
가능하였다. 분석조건 하에서 육안에 의한 정성 검출뿐 아니라, 1.3 × 103 - 1.3 × 106 CFU/mL 범위의 L. pneumophila 
농도를 디지털카메라와 자체 제작된 소프트웨어를 이용하여 정량적으로 분석할 수 있었다. 

Abstract
In this study, an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and immuno-chromatographic technique were combined to fab-
ricate immuno-strip sensors for the detection of Legionella pneumophila. The immuno-strip sensor was manufactured with four 
different membranes. A nitrocellulose membrane was used to immobilize capture antibody and generate signals due to the high 
affinity to antibodies, and glass fiber membranes were used as a conjugate release pad and a sample application pad. A cellu-
lose membrane was used as an absorption pad to induce sample flow by the capillarity. Colorimetric signals produced by sand-
wich immuno-reaction and enzyme reaction could be analyzed qualitatively and quantitatively within 30 min. Under the given 
experimental conditions, sensor signals with L. pneumophila samples were observed qualitatively by naked eyes and measured 
quantitatively in a range of 1.3 × 103 - 1.3 × 106 CFU/mL with a digital camera and home-made image analysis software.
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1. 서    론
1)

레지오넬라증은 레지오넬라균이 호흡기 세포를 감염시켜 폐렴이나 

폰티악증 등의 증상을 일으키는 질병으로, 1976년 미국 필라델피아에

서 집단 발생한 폐렴의 원인으로 확인된 후 세계적으로 발생 사례가 

보고되고 있다. 일본에서도 여러 번 집단 발병사례가 보고되었으며, 

특히 2002년에는 300명 이상이 온천에서 L. pneumophila에 감염되어 

8명이 사망한 사례가 보고되어 있다[1]. 우리나라에서도 1984년 종합

병원에서 집단 발병한 사례가 있었으며, 이후 집단 발병 사례는 보고

된 바 없으나 50세 이상의 고령자 중심으로 연간 20-30건의 산발적 
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발병 사례가 있는 것으로 알려져 있다[2]. 

레지오넬라속균은 수계에 주로 서식하는 그람음성 막대균으로 아

메바 세포에 기생하거나 생물막 내에서 번식하며, 자연환경의 수계 

또는 인공시설에 사용되는 용수가 에어로졸을 형성할 때 에어로졸 내

에 포함되어 사람의 호흡기를 통해 감염되는 것으로 알려져 있다[3]. 

레지오넬라균은 상온 이상의 온도를 가지며 재순환되는 시설 용수에

서 활발히 증식할 수 있는데, 특히 대형건물 및 병원의 냉각탑 용수, 

목욕탕수, 분수 등에서 발견 빈도가 높다[1,3]. 

우리나라에서 수중 레지오넬라균의 관리기준은 질병관리본부의 레

지오넬라증 관리지침[4]과 환경부의 물놀이형 수경시설의 수질관리 

지침[5]이 있다. 레지오넬라증 관리지침에서는 103 CFU/L 미만의 농

도를 처리없이 사용 가능한 수질로 평가하며, 106 CFU/L 이상의 경우

에는 즉각적인 청소와 소독을 요구하고 있다. 물놀이형 수경시설 관

리 지침에서는 질병관리본부의 지침을 준용하되, 200 CFU/100 mL 이

상의 대장균이 검출된 물놀이 시설에 대해서만 레지오넬라균 검사를 

요구하고 있다. 최근에는 냉각탑, 목욕탕, 분수 등의 인공 수계 시설에
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Figure 1. Detection principle of immuno-strip. (a) Configuration of fabricated
immuno-chromatographic strip and (b) Scheme of immuno-reaction
procedure on immuno-strip sensor. 

서 L. pneumophila 발생뿐 아니라 급증하고 있는 바닥분수시설에서의 

발견 사례가 증가하고 있어 L. pneumophila에 대한 분석 필요성이 급

격히 증가되고 있다. 

L. pneumophila 검출을 위해 일반적으로 이용되는 방법은 선택배지 배

양 및 콜로니 계수, 형태학적 동정법, 생화학적 분리방법 등이 있다[6,7]. 

선택배지배양 및 콜로니 계수법은 미생물 검정의 기본적인 방법으로, 높

은 선택성과 특이성 때문에 오랜 기간 사용되어 왔으나, 결과를 얻기까

지 2-7일 정도의 시간이 소요되고 전문 기술을 지닌 인력이 필요한 단점

이 있다. 형태학적 동법과 생화학적 분리법도 고가의 장비와 전문인력이 

요구되는 단점이 있다[7,8]. 근래에 신속하고 정확한 검출을 위하여 핵산 

또는 항체를 기반으로 한 분석방법에 대한 연구가 많이 수행되었다[9]. 

그중에서 DNA probe 방법은 polymerase chain reaction(PCR)을 이용하여 

적은 양의 유전자를 증폭한 후 특정 핵산 서열을 인식할 수 있는 probe와 

결합반응으로 확인하는 것으로[10], 분석 시간 단축, 높은 특이성, 적은 시

료량 사용 등 장점을 가진다. 하지만, 죽은 세포의 DNA증폭, 다단계 연속

적 조작, 전문 인력이 필요한 단점이 있다[11]. 대안으로 표지 분자와 항체 

간 특이적 면역반응에 기초한 면역분석법이 개발되어 있으며, 효소면역측

정(Enyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 키트가 나와 있으나, 반응 

및 세척 등 다단계의 조작과 전문적 지식이 필요한 불편함이 있다.

이러한 단점들을 보완하기 위하여 면역 크로마토그래픽 분석법

(Immuno-chromatographic assay)이 최근 개발되었으며, 이 중 효소표

지에 의한 신호증폭방법은 신속하고 정확한 분석을 가능하게 하였다. 

이 방법은 소량의 시료 요구, 저비용, 육안으로 검출결과를 확인할 수 

있는 등 많은 장점을 가지고 있다[12,13]. 

본 연구에서는 효소면역측정법과 면역크로마토그래픽 분석법을 결

합하여 간편하고 신속하게 L. pneumophila를 분석할 수 효소면역측정 

스트립 센서를 제작하고 이를 이용하여 시료 중 L. pneumophila 분석

을 수행하였다. 

2. 실    험 

2.1. 실험재료

실험에 사용된 L. pneumophila (KCCM 41777)는 한국미생물보존센

터(서울, 한국)에서 구입하여 사용하였다. 배양을 위한 증균배지는 

CYE agar base (CM0655, Oxoid, Hampshire, UK)를 사용하였으며, 콜

로니 계수를 위한 선택배지는 증균배지에 agar powder (A0084, 

Daejung Co., Korea)를 1.5%로 혼합하여 사용하였다. 포획(capture) 항

체로 L. pneumophila에 반응성을 가지는 다클론항체(ab20943), 탐지

(detection) 항체로 L. pneumophila에 반응 특이성을 가지는 horse-

radish peroxidase (HRP)와 결합된 다클론항체(ab20561), control 신호

발생을 위해 rabbit IgG에 반응성을 가지는 다클론항체(ab31193)는 

Abcam plc. Ltd. (Cambridge, UK)에서 구입하여 사용하였다.

스트립 제작을 위한 멤브레인은 니트로셀룰로오스 멤브레인(10 µm 

pore size, CNPE-SN12), 셀룰로오스 멤브레인(AP045), 두 종류의 유

리섬유 멤브레인(PT-R5와 GFB-R4)을 Advanced Microdevices Pvt. 

Ltd. (Ambala, India)에서 구입하여 사용하였다. 5% casein 용액

(C4765), ascorbic acid (A2343), trehalose 용액(T5251), 혈청알부민

(BSA, B4782)과 Tween 20 (P1379) 등의 시약은 Sigma-Aldrich Co. 

(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. HRP 반응을 위한 발색기질인 

3,3’,5,5’-tetramethylbenzidene (TMB) 용액은 BioFX laboratories (Owings 

Mills, MD, USA)에서 구입하여 사용하였다. 

2.2. 효소면역반응 크로마토그래픽 스트립 제작

신호발생패드는 1차 면역복합체와 포획항체와의 면역반응과 효소

반응으로 발색신호를 생성하는 영역으로 니트로셀룰로오스 멤브레인

(0.4 cm × 2.5 cm)을 사용하였다. 1 mg/mL의 포획항체용액은 신호발

생패드 아래에서부터 1 cm에 위치한 곳에 1 µL를 분주하였다. 면역센

서 스트립의 작동여부를 확인하기 위한 control 신호 발생을 위하여 

탐지항체에 특이적 반응성을 가지는 0.1 mg/mL 농도의 다클론항체를 

멤브레인 아래에서 1.7 cm에 위치한 곳에 1 µL 분주한 후, 37 ℃ 배

양기에서 1 h 동안 배양하여 고정화시켰다. 

유리섬유 멤브레인(0.4 cm × 0.5 cm)으로 이루어진 중합체 패드에

는 HRP가 중합된 탐지항체를 분주하여 잔류하게 함으로써 시료 내의 

L. pneumophila와 1차 면역복합체를 형성하게 하였다. 탐지항체용액

은 1 mg/mL 농도의 탐지항체 0.1 µL, 40% trehalose 용액 2.5 µL, 40 

mM ascorbic acid 용액 1 µL와 5% casein 용액 4 µL를 혼합하여 제조

하였다. 준비된 탐지항체용액은 유리섬유 멤브레인에 흡수시킨 후 55 

℃에서 30 min간 건조하여 준비하였다. 

스트립 센서는 범용 OHP 필름(0.4 cm × 5.7 cm)을 기판으로 사용하

여, 다음의 순서로 제작하였다. 신호발생 패드는 필름 하단에서 1.4 cm 

위에 위치하도록 가정 먼저 고정하였다. 중합체 패드는 신호발생 패드 

아래 쪽으로 0.1∼0.2 cm 겹쳐 부착하고, 모세관 현상에 의한 시료 흐

름을 유도하는 역할을 하는 흡수 패드인 셀룰로오스 멤브레인(0.4 cm × 

1.5 cm)은 신호발생 패드와 0.1∼0.2 cm 겹쳐서 필름의 가장 상단에 위

치시켰다. 유리섬유 멤브레인을 사용한 시료주입 패드(0.4 cm × 1.5 

cm)는 중합체 패드와 0.1∼0.2 cm 겹치도록 필름 가장 하단에 고정하

였다. Figure 1(a)에 완성된 스트립의 개략적 구성도를 나타내었다.

2.3. 스트립을 이용한 L. pneumophila 분석

 L. pneumophila를 포함한 시료용액 100 µL가 담긴 시험관에 시료

주입패드가 잠기도록 스트립을 거치한다. 스트립을 따라 시료 주입패

드에서 흡수 패드 방향으로 흐르는 시료에 존재하는 L. pneumophila 

는 항원-항체 반응에 의해 중합체 패드의 탐지항체와 1차 면역복합체

를 형성한다. 그 후 신호발생 패드에서 1차 면역복합체와 포획항체간 

2차 면역복합체를 형성하며, 반응하지 않은 탐지항체는 control 항체
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Figure 2. Images of colorimetric signal with concentration of L. 
pneumophila. (a) Control sample (without L. pneumophila), (b) 1.3 ×
103 CFU/mL, (c) 1.3 × 104 CFU/mL, (d) 1.3 × 105 CFU/mL, and (e)
1.3 × 106 CFU/mL.

Figure 3. Calibration curve of colorimetric signal with L. pneumophila
concentration. Solid line is first-order calibration curve and dashed line
is signal intensity obtained from control sample without L. 
pneumophila.

와 결합한다. 위에서 기술한 면역반응의 순서는 Figure 1(b)에 도식적

으로 설명하였다. 15 min간 면역반응을 위한 시료흐름이 완료된 후, 

효소기질 주입 패드인 유리섬유 멤브레인(GFB-R4, 1.2 cm × 1.5 cm)

과 효소기질 흡수패드인 셀룰로오스 멤브레인(1.2 cm × 1.5 cm)을 각

각 신호발생 패드의 반대방향 측면에 0.1 cm씩 겹쳐 고정시켰다. 효소

반응의 기질용액인 TMB 용액을 효소기질주입 패드에 분주한 후 흡

수패드로의 흐름에 의한 효소반응을 충분히 일으키도록 5-10 min간 

방치한다. 효소 반응에 의해 생성된 발색 신호는 육안에 의한 정성적 

관찰이 가능하나, 정량적 분석을 위해 디지털 카메라(S750, Olympus, 

Japan)를 이용하여 이미지를 얻었다(해상도 1920 × 2560 pixels, 노출

시간 1/8 s, ISO 감도 200). 이미지는 자체 제작된 이미지분석 소프트

웨어를 이용하여 발색 신호에 맞춰 픽셀크기를 조절하고 선택된 픽셀

들의 발색신호를 RGB 삼원색으로 분리하여 각각의 원색 세기의 평균

값으로 발색신호 세기를 수치화하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 면역 스트립 발색신호의 정성적 분석

시료 중 L. pneumophila 농도에 따라 얻어진 발색 세기변화를 

Figure 2와 같이 얻을 수 있었다. 이미지 하단의 탐지 신호는 시료 안

에 존재하는 L. pneumophila와 HRP 중합 탐지항체간 면역반응에 의

한 1차 면역복합체가 포획항체와 샌드위치 면역반응에 의하여 2차 면

역복합체를 형성하여 발색 효소반응에 의해 생성된 것이고, 상단의 

control 신호는 L. pneumophila와 반응하지 못한 HRP 중합 탐지항체

가 control 항체와 결합한 위치에서 발색 효소반응에 의해 생성된 것

으로 면역효소반응 스트립의 정상 작동 여부를 확인시켜준다. 사용된 

L. pneumophila 시료의 농도 범위는 1.3 × 103 – 1.3 × 106 CFU/mL였

으며, 농도가 증가함에 비례하여 더 짙은 발색신호를 발생하는 것을 

정성적으로 확인할 수 있었다.

3.2. 면역 스트립 발색신호의 정량적 분석

개발된 면역효소반응 스트립 센서의 정량적 분석 성능을 평가하기 

위하여, 디지털카메라로 얻어진 발색신호 이미지는 자체 제작된 이미

지 분석 소프트웨어를 이용하여 해석하였다. 발색 부위에서 선택된 

픽셀들의 색도는 RGB 삼원색으로 분리하여, 각 원색의 세기를 수치

화하였다. 각 원색의 세기는 0∼255 사이의 값으로 상대적인 세기를 

표현하였으며, 수치는 색의 짙음에 반비례하여 색이 짙을수록 상대적 

수치는 작은 값을 나타낸다. 다양한 L. pneumophila 농도범위에서 얻

어진 발색 신호는 삼원색의 수치화된 세기를 평균하여 전체 발색 세

기 값을 그래프로 표현하였으며, 그 결과는 Figure 3과 같다. 사용된 

L. pneumophila 시료 농도 범위인 1.3 × 103 – 1.3 × 106 CFU/mL에서 

얻어진 발색 신호의 정량적 데이터는 L. pneumophila를 포함하지 않

는 대조군의 발색신호와 뚜렷이 구분되었으며, 균주 농도와 발색 신

호 데이터간 선형적 검량선을 얻을 수 있었다. 계산된 선형 검량선의 

기울기와 절편값은 Figure 3에 표기하였고, 검량선과 데이터 간의 상

관계수(correlation coefficient)는 0.955로 매우 높게 확인되었다. 따라

서, 개발된 효소면역반응 스트립 센서는 L. pneumophila를 육안에 의

한 정성적 분석뿐 아니라, 이미지 분석방법에 의한 정량적 분석에도 

유용함을 확인할 수 있었다.

3.3. 면역 스트립의 교차 반응성 검증

오염된 수체는 L. pneumophila뿐만 아니라 다양한 병원성 미생물에 

의한 오염 가능성이 있기 때문에, L. pneumophila 검출용 면역스트립

의 타 병원성균과의 반응 특이성이 없음을 검증하는 교차반응성 검증

은 매우 중요하다. 교차반응성을 관찰하기 위해 측정대상 외 병원성 

세균으로 Escherichia coli O157 : H7, Salmonella typhimurium, 

Staphylococcus aureus를 이용하여 교차반응성 검증을 수행하였다

[14]. 제작된 면역스트립에 다른 종류의 병원성 세균이 존재하는 시료

용액을 흘려주어 반응시킨 후, 발색신호의 발생여부를 관찰하였으며

(데이터 수록하지 않음), 교차 반응성 실험을 위해 사용된 세 종류의 

병원성 미생물은 L. pneumophila와 특이적 반응성을 가지는 포획항체, 

탐지항체와 반응하지 않고 제작된 면역스트립에 대한 positive false 

신호 발생이 일어나지 않는 것을 확인하였다[14]. 

4. 결    론

본 연구에서는 효소면역 측정법(ELISA)과 면역크로마토그래픽 분

석법을 결합하여 L. pneumophila 측정용 면역스트립 센서를 제작하였

다. 개발된 면역스트립 센서는 L. pneumophila의 정성적 검출 및 정량

적 측정에 성공적으로 적용되었으며, HRP에 의한 발색효소반응으로 

센서의 민감도가 향상되어, L. pneumophila의 농도 1.3 × 103 – 1.3 × 

106 CFU/mL 범위에서 사용 유효성을 보였으며, 30 min 이내에 전 분

석과정의 수행이 가능하였다. 우리나라의 수중 레지오넬라균 관리기
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준인 질병관리본부의 레지오넬라증 관리지침[4]에서는 103 CFU/L 미

만의 농도를 안전한 수질로, 106 CFU/L 이상의 경우를 에는 즉시 대

응이 필요한 수준으로 결정하였다. 따라서 본 연구를 통해 개발된 효

소면역반응 크로마토그래픽 스트립을 레지오넬라균 관리에 사용하기 

위해서는 1000배의 농축이 요구되며, 이를 위한 전처리 설비가 필요

하다. 개발된 면역스트립 센서는 간단하고, 사용하기 쉬우며, 제작비

용이 저렴하고, 신호의 정성 및 정량 분석이 가능하다는 장점을 가지

므로, 농축 전처리 장치와 같이 결합하여 수질 관리에 적용될 수 있을 

것이다. 
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