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Development of Competitive ELISA for Detection of Avian 
Metapneumovirus Antibodies in Chicken 

Kang-Seuk Choi*, Jin-Won Kim, Eun-Kyoung Lee, Woo-Jin Jeon, Mi-Ja Park, 
Yeh-Na Lyoo and Jun-Hun Kwon 

Avian Diseases Division, National Veterinary Research and Quarantine Service, Anyang, Korea 

Avian metapneumovirus (aMPV) causes an acute and highly contagious upper respiratory tract infection in turkeys 
and chickens. In this study, a competitive ELISA (C-ELISA) was developed for the detection of antibodies to aMPV in 
chicken sera and/or their egg yolks. This assay is based on the competitive binding of monoclonal antibody with serum 
antibodies to recombinant aMPV N protein expressed by a recombinant baculovirus. The C-ELISA showed specificity 
and sensitivity of 100% and 98.0%, respectively, when compared to the virus neutralization test. In specific pathogen-free 
chickens experimentally infected with aMPV SC1509 strain, the C-ELISA started to detect antibodies to aMPV as early 
as 5 days post infection from birds infected with aMPV, while a commercial ELISA kit detected first 10 days post 
infection. The C-ELISA was similar or superior to a commercial ELISA kit when serum and egg yolk samples collected 
from chickens on six outbreak farms were tested for diagnosis. The C-ELISA developed in the present work provides a 
short turnaround time and can be a useful diagnostic and screening tool for aMPV infection in the field. 
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서 론 

 

Avian metapneumovirus (aMPV)는 Paramyxoviridae family, 

Pneumovirinae subfamily, Metapneumovirus genus에 속하

는 바이러스이다 (1). aMPV의 게놈 (genome)은 non-

segmented, negative sense single-stranded RNA 형태를 띄고 

있으며, 3'-nucleocapsid protein (N)-phosphoprotein (P)-matrix 

(M)-fusion (F)-second matrix (M2)-small hydrophobic protein 

(SH)-attachment glycoprotein (G)-large polymerase (L)-5'의 순

서대로 8개 바이러스 단백질을 암호화하는 유전자를 포

함하고 있다 (2). 

aMPV는 현재 single serotype만 존재하는 것으로 간주

되고 있으나 (3, 4), 단클론 항체 (monoclonal antibody)에 

의한 바이러스 중화능 (5, 6)이나 G 단백질 유전자 염기

서열 분석 (7)에 따라 4개의 subtype (A, B, C, D)으로 분

류하고 있다. 이중 subtype A와 B는 유럽, 아시아, 중동 

지역에서 주로 유행하고 있으며 (4, 8, 9), subtype C는 미

국지역에서 주로 분리되고 있다 (10). Subtype D는 프랑

스 지역의 오리에서 분리 보고된 바 있다 (11~13). 

aMPV는 칠면조 (14), 닭 (15), 오리 (12, 16), 꿩 (17), 

타조 (18), 비둘기 (19), 기러기 (20), 종달새와 참새 (21) 

등 다양한 조류 species에서도 감염될 수 있어 숙주 범

위는 광범위하다. 이들 조류 species 중 임상 증상 및 

폐사를 유발하는 감수성 조류 species는 칠면조와 닭이

다 (4, 9). aMPV는 칠면조에서는 급성 비기관염 (acute 

rhinotracheitis)을 유발하며, 산란하는 경우 산란저하 및 

기형란 (탈색란) 등의 피해를 줄 수 있다 (9). 닭의 경우 

칠면조에서의 임상 증상과 유사한 형태로 나타나지만, 

병원성은 칠면조에서 보다 약하게 나타난다 (9). 특히 육

계와 종계에서의 두부종창증 (swollen head syndrome)을 

유발하는데 관여하는 주된 병인체로 알려져 있다 (4, 9, 
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13, 22). 또한 닭에서는 subtype A나 subtype B에 속하는 

aMPV 감염에 의하여 발병한 사례들은 보고되고 있지만 

(8, 13, 15), subtype C나 subtype D에 속하는 aMPV 감염에 

의한 닭에서의 발병한 사례는 보고된 바 없다. 

국내의 경우 1992년 경기도 소재 한 종계농장에서 두

부종창증과 산란저하 피해 사례를 보이는 사례가 처음 

보고되었다 (23). 최근에는 일부 연구자에 의하여 aMPV 

감염증이 국내 사육 육용 종계, 육계 및 산란계에서 만

연되어 있음을 혈청학적 검사 결과를 근거로 하여 보고

된 바 있다 (24~27). 최근 국내 연구 결과에 의하면, 국

내 사육 닭에서 subtype A (28)와 subtype B (29)에 속하는 

aMPV가 닭에서 분리 보고된 바 있다. 

aMPV 감염증의 경우 바이러스 분리나 항원 검출 방법

이 매우 까다롭고 어렵기 때문에 양계농장에서의 질병 

진단이나 모니터링 검사를 위하여 바이러스 분리나 항원

검사 방법보다는 항체검사 방법을 일반적으로 많이 사

용하고 있다 (4, 9, 22). 항체검사 방법에는 여러 가지 검

사법들이 있지만, 대량 신속검사가 가능한 enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) 법이 널리 사용되고 있다 

(22). 현재 시판중인 ELISA 검사 킷트는 세포배양법으로 

증식한 바이러스를 추출하여 항원을 사용하고 있다. 최

근 사람 메타뉴모바이러스 (human metapneumovirus) 감

염이나 칠면조에서의 subtype C aMPV에 대한 항체를 

검출할 목적으로 바이러스 항원 대신 재조합 M 단백질 

(30)이나 재조합 N 단백질 (31~33)을 사용한 indirect 

ELISA의 개발이 보고된 바 있다. 

본 연구에서는 aMPV N 단백질을 baculovirus 발현체

계를 이용하여 발현하여 항원으로 사용하고, aMPV N 단

백질 특이 단클론 항체를 생산하여 검출 항체로서 사용

하여, 닭에서 질병을 유발할 수 있는 subtype A 및 B 

aMPV 항체를 모두 검출할 수 있는 competitive ELISA 

(C-ELISA)를 개발하여 그 유효성을 평가하고자 하였다. 

 

재료 및 방법 

공시 바이러스 

본 연구를 위하여 AMPV SC1509 strain을 사용하였다. 

이 바이러스는 산란저하와 두부종창증 피해가 발생한 

국내 한 종계장의 닭에서 분리되었다 (29). 이 바이러스

는 Choi 등 (29)이 보고한 방법대로 Vero 세포 (ATCC 

CCL81; American Type Culture Collection, Manassas, VA, 

USA)에서 증식 배양하였다. 배양 바이러스의 감염 역가

는 96-well microplate에서 Vero 세포를 사용하여 측정하였

으며, Reed & Muench (34)의 방법에 따라 세포변성효과 

(cytopathic effect, CPE)가 관찰되는 well이 50% 되는 바이

러스 희석배수의 역수 (50% tissue culture infective dose, 

TCID50)로 표시하였다. 

RT-PCR에 의한 aMPV N 전체 유전자 증폭 및 클

로닝 

국립수의과학검역원에 의뢰되어 subtype A aMPV 감

염이 확인된 닭의 부비동 (nasal turbinate) 조직 시료를 

aMPV N 단백질 유전자 증폭용 시료로 사용하였다. 조

직 시료는 최종 농도 10% (v/v)되게 항생제 (GibcoTM 

antibiotic-antimycotic solution, GibcoBRL, Grand Island, NY, 

USA)를 함유한 0.01 M phosphate buffered saline (PBS) 

(pH 7.2)를 첨가하여 균질화 (homegenization)하여 바이

러스 핵산 추출에 사용하였다. RNeasy RNA extraction kit 

(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 이용하여 제조사에서 제

공하는 실험 매뉴얼에 의거하여 검체 시료로부터 직접 

aMPV genomic RNA를 추출하였다. 추출한 RNA 시료로

부터 aMPV N 유전자에 대한 cDNA 합성 및 증폭을 위

하여 AccuPower® RT/PCR premix kit (Bioneer, Daejeon, 

Korea)를 사용하여 제조사에서 권장하는 방법에 따라 

reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)을 

실시하였다. RT-PCR을 위한 primers는 forward primer NF1 

(5'-GGATCCATGTCTCTTGAAAGTATTAGG-3') 및 reverse 

primer NR1 (5'-GGTACCGAAAGACATTGTTACTTGTCC-

3')를 사용하였다. Primer 염기서열은 subtype A aMPV인 

8544 strain의 공개된 유전정보 (GenBank accession No. 

DQ666911)를 바탕으로 N 유전자의 전체 open reading 

frame (ORF)을 포함한 1,220 nt 크기의 핵산이 증폭되도

록 제작하였으며, primer NF1 및 NR1의 5'-말단에 BamH1

과 Kpn1 제한효소 작용부위를 각각 삽입하였다. PCR 증

폭기 (PTC-220, MJ-research, Waltham, MA, USA)에서 95℃, 

10분간 열처리한 후 94℃ 1분간 denaturation, 55℃ 1분간 

annealing 및 72℃ 1분간 extension을 30회 반복 실시한 

다음 마지막으로 72℃ 5분간 반응시켜 PCR을 완료하였

다. 증폭 산물은 1% (w/v) agarose gel에서 전기영동한 다

음, gel purification kit (Qiagen)을 이용하여 순수 정제한 다

음 자동염기서열 분석장치 (ABI 377, Perkin-Elmer Co., 

Norwalk, CT, USA)를 이용하여 염기서열을 분석하였다. 
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상기에서 RT-PCR에 의해 증폭된 N 유전자 DNA 산물은 

제한효소처리 없이, 바로 pGEM-T easy vector (Promega, 

Madison, WI, USA)에 삽입하여 cloning하여 pGEM/ 

AMPVN을 작성하였다. 

Recombinant baculovirus 작성 

상기의 pGEM/AMPVN 벡터를 제한효소 BamH1 및 

Kpn1으로 처리하여 벡터내 삽입되어 있는 aMPV N 유

전자 DNA 단편을 추출하였다. 그 다음, baculovirus 

polyhedron promoter (PPH)를 가진 pBacPAK8 transfer vector 

(BD Clontech, Palo Alto, CA, USA)의 multicloning site내 

aMPV N 유전자를 삽입하여 pBacPAK/AMPVN를 제작

하였다. 이후 pBacPAK/AMPVN는 baculovirus 발현체계 

(BD Clontech)를 사용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 

DH10Bac 대장균에 형질도입하여 rBac/AMPVN DNA를 

작성하였다. rBac/AMPVN를 linearized baculovirus DNA와 

함께 Spodoptera frugiperda (Sf9) 곤충세포에 co-transfection

시킴으로서 aMPV N 단백질을 발현하는 recombinant 

baculovirus를 작성하였다. Recombinant baculovirus는 1.5% 

low melting agarose gel을 사용한 plaque assay를 실시하여 

cloning하였다. Plaque clone은 Sf9 곤충세포에 각각 증식

시킨 다음 감염세포들을 취하여 aMPV 면역혈청을 이

용한 immunoblotting으로 N 단백질의 발현여부를 최종 

확인하였다. aMPV N 단백질을 발현하는 recombinant 

baculovirus는 rBac/AMPVN라고 명명하였다. 

SDS-PAGE 및 immunoblotting 

Recombinant baculovirus (rBac/AMPVN)에 의한 재조합 

N 단백질의 발현여부 확인을 위하여 immunoblotting을 

실시하였다. 즉, 감염세포에서 추출한 단백질은 NuPAGE® 

Novex bis-tris gel (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA, USA)과 

Xcell SureLockTM Mini-cell (Invitrogen Inc.)을 사용하여 제

조사의 매뉴얼에 따라 전기영동을 실시하여 단백 분획들

을 gel 상에서 Commassie blue로 염색하거나 Xcell IITM 

Blot Module (Invitrogen inc.)을 사용하여 제조사의 매뉴얼

대로 nitrocellulose (NC) membrane으로 전이시켰다. 그 후 

NC membrane 상에 aMPV 면역혈청을 첨가하여 실온에

서 1시간 동안 반응시켰다. 그 다음 항원-항체 anti-

species IgG (H+L) conjugated with alkaline phosphatase와 

BCIP/NBT 기질용액 (Kirkegaard-Perry Laboratories Inc., 

Gaithersburg, MD, USA) 반응을 실온에서 1시간 동안 실

시하여 단백 분획의 발색여부를 관찰하였다. 

aMPV N 단백질 항원의 제조 

곤충세포에서의 재조합 N 단백질 항원 제조는 다음과 

같이 실시하였다. 즉, 미리 Sf9 곤충세포를 단층 배양시

킨 175-cm2 세포배양용 플라스크에 0.1 MOI (multiplicity 

of infection) 농도의 rBac/AMPVN을 접종하여 27℃에서 

90분간 Sf9 세포에 감염시킨 후 27℃에서 5일간 배양

하였다. 그 다음, 상기의 감염세포들을 수확하여 500 

× g에서 20분간 원심분리하여, 상층액은 제거한 후 감

염세포 pellet만을 수확하였다. 그 다음, 감염세포 pellet

에 세포배양액의 1/20 양이 되게 lysis buffer (0.01 M PBS, 

0.05% tween 20, 1 × protease inhibitors) (Roche Molecular 

Biochemicals, Mannheim, Germany)를 첨가하였다. 그 후 

세포 부유액을 얼음물에서 놓고 초음파처리기로 세포를 

파쇄하여 재조합 N 단백질이 추출되도록 하였다. 마지막

으로, 500 × g에서 20분간 원심분리하여 재조합 N 단백

질이 함유되어 있는 상층액만을 수확하여 재조합 N 단

백질 항원을 제조하였다. 제조 항원은 10진 단계 희석한 

다음 단클론 항체 12.2.1 (35)을 사용한 indirect ELISA법

으로 반응성을 측정하여 재조합 N 단백질의 농도를 측

정하였다. 제조한 N 단백질 항원은 glycerol과 동량 혼합

하여 aliquot한 다음 실험에 사용하기 전까지 -70℃에 보

관하였다. 

aMPV N단백질 특이 단클론 항체의 생산 

본 연구에서 C-ELISA의 검출 항체로서 사용하기 위한 

aMPV특이 단클론 항체를 생산하였다. 단클론 항체의 제

작은 Choi 등 (36)의 방법에 의거하여 aMPV 특이 단클

론 항체를 분비하는 융합세포주 (hybridoma)를 작성하였

다. 즉, 상기의 N 단백질 항원 원액을 incomplete Freund 

adjuvant와 동량으로 균질하게 혼합한 다음, Balb/c mouse

의 footpad에 혼합액 0.05 ml씩 접종하였다. 면역 후 10

일에서 15일 사이에 popliteal lymph node의 lymphocyte를 

무균적으로 채취한 다음, polyethylene glycol (PEG) 1500 

(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)을 사용하여 SP2/ 

0-Ag14 mouse myeloma cells과 화학적으로 융합시켰다. 

융합세포는 hypoxanthine aminopterin thymidine (HAT) 배양

액을 사용하여 선택적으로 증식시켜 cloning하였다. 작성

된 융합세포주에서 분비되는 단클론 항체는 재조합 N 

단백질 항원을 사용한 간접 ELISA로 일차 선발한 다음, 
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ELISA 반응을 보인 경우 Choi 등 (29)이 사용한 면역형

광항체법 (immunofluorescent assay, IFA)에 의하여 최종 

확인하였다. 단클론 항체의 isotype은 Mouse Monoclonal 

Antibody Isotyping kit (Roche Applied Science, Indianapolis, 

IN, USA)를 사용하여 제조사의 매뉴얼에 따라 분석하였

다. 국립수의과학검역원 조류질병과에서 보관 중이던 단

클론 항체 12.2.1 복수액 (ascites)도 본 연구에 추가로 사

용되었다. 이 단클론 항체는 aMPV VCO3 strain (subtype 

B)의 N 단백질에 대한 단클론 항체로, IgG2a light chain과 

kappa heavy chain을 가지고 있는 단클론 항체다 (35). 

닭 혈청 및 계란유래 난황추출시료 

질병 병성감정, 농장 질병 모니터링 검사 및 aMPV 감

염 실험 등의 목적으로 국립수의과학검역원 조류질병과

에서 보관중인 닭 혈청 및 계란유래 난황추출시료를 본 

연구에 사용하였다. 이들 시료들에 대하여 바이러스 중

화시험을 실시하여 항체 양성 여부를 최종 판정하였다. 

1) 3주령의 specific pathogen free (SPF) 닭에서의 aMPV 

국내분리주 SC1509 strain (29) 감염 실험 혈청 36점. 

2) aMPV 항체 음성 농장으로 확인된 3개 양계농장 

(종계2, 산란계1)유래 닭 음성혈청 200점. 

3) aMPV 항체 양성 농장으로 확인된 3개 양계농장 

(종계2, 산란계1)유래 닭 양성혈청 102점. 

4) 병성감정으로 의뢰되어 aMPV 감염증 발생으로 진

단된 6개 양계농장 유래 닭 혈청 80점 및 이들 농장에

서 수거한 계란유래 난황추출시료 105점. 

N 단백질에 대한 면역혈청 

C-ELISA의 양성 대조혈청 (positive control)으로 사용

하기 위하여 N 단백질에 대한 면역혈청을 제조하였다. 

즉 3주령의 SPF 닭 (Lohmann, Cuxhaven, Germany)에 상

기에서 제조한 재조합 aMPV N 항원을 Freund adjuvant와 

동량 혼합한 다음 수당 1 ml씩 2주 간격으로 2회 근육내 

접종한 다음 최종 면역 후 3주 후에 채혈하여 제조하였

다. 이때 일차 면역은 complete Freund adjuvant를, 2차 보

강 접종은 incomplete Freund adjuvant를 사용하였다. 또한 

3주령 SPF 닭을 채혈하여 제조한 혈청을 aMPV 음성 대

조혈청으로 사용하였다. 

Indirect ELISA 

C-ELISA에 사용할 재조합 N 단백질 항원의 항원 농

도 및 최적 조건을 측정하기 위하여 indirect ELISA를 

실시하였다. 상기에서 제조한 재조합 N 단백질 항원은 

0.01 M PBS, pH 7.2로 1:50배 되게 희석한 다음 2진 단

계 희석을 실시하여 각 희석액을 Nunc Maxisorp ELISA 

plate (Nunc, Roskilde, Denmark)의 well에 50 μl씩 분주한 

후 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 이때 음성 대조 항

원으로서 정상 곤충세포 추출액을 사용하였다. 그 다

음, ELISA plate에 부착하지 않은 산물들은 PBST buffer 

(0.002 M PBS, 0.05% Tween 20)로 3회 세척하여 제거하였

다. 그 후, blocking buffer [0.01 M PBS, 0.05% (v/v) Tween 

20, 3% (w/v) skimmed milk]으로 1:8000배 희석한 단클론 

항체 12.2.1. 복수액을 well당 50 μl 분주하고, 37℃에서 1

시간 동안 반응하게 하였다. 상기 반응이 끝난 후, PBST

로 3회 세척하고 blocking buffer로 2,000배 희석한 anti-

mouse immunoglobulins peroxidase conjugate (Kirkegaard-

Perry Laboratories Inc.) 용액을 각 well에 50 μl씩 첨가한 

다음 37℃에서 1시간 동안 반응하게 하였다. 상기 반응

이 끝난 후, ELISA plate를 PBST buffer로 3회 세척하고 

OPD (o-phenylenediamine) 용액 (Sigma Chemical Co.)을 각 

well에 50 μl씩 첨가하고 실온에서 10분간 발색시켰다. 

그 후 1.25 M H2SO4 용액을 well당 100 μl씩 첨가하여 발

색 반응을 중지시키고, 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

이때, 가장 높은 ELISA 흡광도를 보인 재조합 N 단백질 

항원의 희석 농도를 ELISA 항원 최적 조건으로 결정하

였다. 

그 후 본 연구에서 사용한 단클론 항체들의 최적 희

석 조건을 결정하기 위하여 동일한 방법으로 indirect 

ELISA를 실시하였다. 이 때 재조합 N 단백질 항원은 상

기의 최적 조건을 사용하였으며, 검사한 단클론 항체는 

blocking buffer로 2진 단계 희석한 다음 각 희석액을 

ELISA에 적용하였다. 각 단클론 항체당 최고 흡광도의 

75% 수준에 해당하는 ELISA 흡광도를 보이는 항체 희

석배수를 C-ELISA에 사용할 단클론 항체의 최적 반응 

조건으로 결정하였다. 

C-ELISA 

상기의 indirect ELISA를 통하여 결정된 최적 희석 조

건하에 C-ELISA를 다음과 같이 실시하였다. 여기에서 사

용한 각종 용액은 기본적으로 상기 indirect ELISA에서 

사용한 것과 동일하다. 우선, 최적 농도의 재조합 N 단백

질 항원을 Nunc Maxisorp ELISA plate의 모든 well에 50 μl
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씩 분주한 후 37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 그 다음, 

ELISA plate를 PBST buffer로 세척한 다음 최적 농도의 

단클론 항체와 1:5배 희석한 검사 시료 (혈청 또는 난황 

항체)를 동량 혼합하여 각 시료당 두 well씩 반복하여 

well당 50 μl 분주하고 37℃에서 1시간 동안 반응하게 

하였다. 이때 각 ELISA plate마다 양성 대조 닭 혈청과 

음성 대조 닭 혈청을 포함시켰다. 같은 방법으로 ELISA 

plate를 세척한 후 anti-mouse immunoglobulins peroxidase 

conjugate (1:2000배 희석) 용액을 well당 50 μl씩 첨가하

여 37℃에서 1시간 동안 반응하게 하였다. 그 후 항원-

항체 반응의 정도는 OPD 용액과 1.25 M H2SO4 용액을 

사용하여 가시화하여 그 흡광도를 측정하였다. 검사의 

결과는 단클론 항체만 첨가한 well (단클론 항체 대조 

well)의 흡광도 대비 검사 시료 well의 흡광도를 percent 

inhibition (PI)로 환산하여 분석하였다. 검사 well의 PI는 

다음의 술식에 의거하여 산정하였다. 

PI = 100 - (검사 well 흡광도) / 

(단클론 항체 대조 well)*100 

검사 시료의 C-ELISA 결과는 PI치가 50% 이상일 경우 

항체 양성으로 간주하였다. 

바이러스 중화시험 

검사 시료 (혈청 또는 난황추출 시료) 중에 존재하는 

aMPV 중화 항체는 Lee (35)가 사용한 방법에 따라 96 

well-microplate에서 실시하였다. 즉 미리 56℃, 30분간 처

리한 검사 혈청을 1:2배 되게 희석한 다음, 2진 단계 희

석하여 각 희석액을 96 well- microplate의 well당 25 μl씩 

분주한 후 200 TCID50의 바이러스 (aMPV SC1509 strain)

액을 동량으로 첨가하였다. 그 후 37℃, 30분간 반응시

킨 후 Vero 세포 (105개/ml)를 well당 100 μl씩 첨가하여 

37℃에서 5일간 배양하였다. 그 후 CPE가 나타나지 않

은 최종 혈청희석배수의 역수를 중화항체가로 결정하였

다. 검사혈청 시료 중 4배 이상의 중화 항체가를 보인 

경우 aMPV 항체 양성으로 판정하였다. 

Commercial ELISA kit 

본 연구에서 개발된 C-ELISA의 유효성 비교 평가를 

위하여 현재 aMPV 항체 검출용으로 시판중인 FlockCheck 

APV Ab ELISA (IDEXX-ELISA) kit (IDEXX Laboratories, 

Liebefeld-Bern, Switzerland)를 사용하였으며, 제조사에서 

제공하는 검사 방법에 따라 실시하였다. 미리 바이러

스 항원에 부착되어 있는 ELISA plate에 검사혈청 (또

는 난황 시료) 첨가하여 실온에서 30분간 항원-항체 반

응을 실시한 후, kit에서 제공하는 anti-chicken/anti-turkey 

horseradish peroxidase conjugate 용액을 첨가하여 실온에

서 30분, 그리고 TMB 발색용액을 실온에서 15분간 각

각 반응시킨 후 반응중지용액으로 발색을 중지시킨 후 

650 nm에서 흡광도를 측정하였다. 검사 시료의 검사 결

과는 S/P (sample to positive) ratio로 환산하여 분석하였다. 

검사 시료의 S/P ratio가 0.2 이상일 경우 항체 양성으로 

간주하였다. 

S/P ratio = (Sx-Nx) / (Px-Nx) 

여기서 Sx는 검사 시료의 평균 흡광도를, Nx는 음성 

대조 평균 흡광도를, 그리고 Px는 양성 대조 평균 흡광

도를 의미한다. 

 

결 과 

aMPV N 전체 유전자의 증폭 

감염계 양성 시료로부터 추출한 RNA 시료를 대상으

로 NF1 primer와 NR1 primer를 사용하여 aMPV N 유전

자 전체를 포함한 1,220 nt 크기의 핵산 (Fig. 1A)을 증

폭시키기 위하여 RT-PCR법을 실시하였다. 그 결과 예

측한 대로 1.220 bp의 크기에 해당하는 DNA 산물이 성

공적으로 증폭되었다 (Fig. 1B). 핵산 염기서열 분석을 

실시한 결과 RT-PCR에 의해 증폭된 DNA 산물은 N 단

백질을 구성하는 391개의 아미노산을 암호화하는 open 

reading frame (ORF)을 포함하고 있었다. 분석된 N 유전

자의 ORF 염기서열은 GenBank에 등록하였다 (accession 

No. HM638199). N 유전자 ORF를 구성하는 아미노산 서

열을 분석하였을 때 subtype A (8544 strain)와 subtype B 

(2119 strain)와는 각각 99.1%와 91.1%의 homology를 보였

다. 그러므로 본 연구에서 증폭한 유전자 산물은 subtype 

A에 속하는 aMPV 유전자가 증폭된 것임을 나타낸다. 

aMPV 재조합 N 단백질의 발현 

aMPV N 유전자를 포함하는 recombinant baculovirus 

(rBac/AMPVN)를 Sf9 세포에 접종한 후 감염 4일에서 5

일째에 감염세포들을 수확한 다음, 단백질을 추출하여 

aMPV N 단백질이 발현되었는지 여부를 조사하였다. 우

선, 추출 단백질을 SDS-PAGE를 실시한 후 분획된 단백

질의 분자량을 측정한 결과 감염세포에서 aMPV N 단백
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질의 예측되는 분자량에 해당하는 약 44 kDa의 단백질

이 발현되어 있음을 확인하였다 (Fig. 2A). 그러나 정상 

Sf9 세포에서는 44 kDa에 해당하는 단백질 분획이 검출

되지 않았다. 이들 단백질을 immunoblotting법으로 분석

하였을 때, 감염세포에서 발현된 44 kDa의 단백질 분획

은 aMPV 닭 면역혈청과 강한 항원-항체 반응을 나타내

었다 (Fig. 2B). 또한 ELISA로 분석한 결과, 감염세포에

서 추출한 단백질은 단백질 농도에 따라 aMPV N 단백

질 특이 단클론 항체 12.2.1과 전형적인 항원-항체 반응

곡선을 나타내었으며, 항원을 최대 6,400배 이상 희석한 

농도에서도 단클론 항체 12.2.1과의 양성 반응 (흡광도 

0.2 이상)을 보였다. 그러나 정상 Sf9 곤충세포 추출물과

는 희석배수와 관계없이 0.2 이하의 흡광도를 나타내었

다 (Fig. 2C). 이러한 결과를 종합해 볼 때 발현된 단백

질은 약 44 kDa에 해당하는 분자량을 가진 aMPV N 단

백질이 감염 곤충세포에서 고농도로 발현되었음을 나타

낸다. 

aMPV N 단백질 특이 단클론 항체의 생산 

상기에서 발현한 재조합 N 단백질 항원을 면역원으

로 사용하여 마우스 단클론 항체를 작성하였다. 그 결과 

aMPV에 반응하는 단클론 항체 1G11, 4G5, 5D7, 5H7, 

M 1

N P M F G L 5'SH 

NF1 NR1RT-PCR product (1,220 bp)

N (1,776 nt) P

M2 3' 

A B 

Figure 1. RT-PCR amplification of full-length N gene of aMPV from a nasal turbinate sample of aMPV-infected chicken. (A) Schematic
diagram for amplification of full-length N gene of aMPV by RT-PCR using primers NF1 and NR1. (B) RT-PCR result. M, molecular marker;
Lane 1, nasal turninate sample. 
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Figure 2. Expression of recombinant aMPV N protein by the rBac/AMPVN. The cell extracts of expressed protein were either fractionated
using SDS-PAGE and then visualized by Commassie blue staining (A) and immunoblotting using anti-aMPV antiserum (B) or titrated by 
ELISA using mAb12.2.1 (C). Lane 1, normal Sf9 cells; lane 2, Sf9 cells infected with rBac/AMPVN; M, molecular marker. Arrow 
represents recombinant protein having molecular weight of 44 kDa. 
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6A7를 분비하는 융합세포주 5종을 최종 클로닝하였다. 

이들 단클론 항체의 isotype을 조사한 결과 모두 kappa 

heavy chain을 가지고 있었으며, 3종의 단클론 항체 (1G11, 

4G5, 6A7)는 IgM, 단클론 항체 5D7은 IgG2b, 단클론 항

체 5H7은 IgG2a의 light chain을 가지고 있었다. 

개발된 C-ELISA의 최적 조건 확립 

닭에서 aMPV 항체를 검출하기 위한 C-ELISA에 사용

하는 재조합 N 단백질 항원과 단클론 항체의 최적 반응 

조건을 조사하였다. 재조합 N 단백질 항원은 Figure 2C

에서 보는 바와 같이, 1:1600배 희석한 조건에서 가장 높

은 흡광도를 나타내었다. 그러므로, C-ELISA에 사용한 

재조합 N 단백질 항원의 최적 희석 농도는 1:1600배로 

결정하였다. 재조합 N 단백질 항원의 최적 희석 농도 조

건하에서 단클론 항체들의 최적 희석배수 조건 (최고 흡

광도의 75% 수준)을 조사하였다. 조사 대상 단클론 항

체는 본 연구에서 생산한 5종의 단클론 항체 (세포배양 

상층액)와 기존에 생산되어 보관 중이던 단클론 항체 

12.2.1 (복수액)이었다. 그 결과 단클론 항체 1G11의 경우 

1:80배, 4G4의 경우 1:100배, 5D7의 경우 1:20배, 5H7의 

경우 1:40배, 그리고 12.2.1의 경우 1:16,000배일 때 최적 

반응 조건을 나타내었다. 

aMPV N 단백질 특이 단클론 항체의 선발 

aMPV N 단백질에 존재하는 immunodominant epitope

에 반응하고, 비특이적 반응이 낮은 단클론 항체를 선발

하기 위하여 C-ELISA를 실시하였다. 이를 위한 평가 혈

청으로서 aMPV 항체 양성 및 항체 음성 닭 야외혈청 

각각 10점씩 사용하였다. 대조혈청을 포함하여 모든 검

사혈청은 1:5배 희석한 농도에서 실시하였다. 그 결과 

Figure 3에서 보는 바와 같이 단클론 항체에 따라 검사

혈청과의 경합 반응 정도는 다양하게 나타났다. AMPV 

양성혈청 및 음성혈청에 대하여 1G11의 경우 각각 26±

13.5와 7±3.7, 4G5의 경우 각각 40±15.3과 15±5.7, 5D7

의 경우 각각 73±12.7과 13±3.4, 5H7의 경우 각각 75±

13.0과 9±4.6, 그리고 6A7의 경우 각각 16±24.4과 -10

±19.6, 12.2.1의 경우 각각 56±24.2와 14±6.6의 평균 

percent inhibition (PI)을 나타내었다. 이 결과로 볼 때, 검

사한 단클론 항체들 중 5H7 항체를 사용하였을 때 양성

혈청에 대하여 가장 높은 평균 PI치를 보였을 뿐만 아

니라 양성혈청과 음성혈청간 평균 PI치의 차이에서도 다

른 단클론 항체들보다 크게 나타났다. 
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Figure 3. Competitive binding of mAbs and serum antibodies to the recombinant aMPV N protein in a competitive ELISA. Serum
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개발된 C-ELISA의 특이도 및 민감도 

상기의 결과를 바탕으로 검출 항체로서 단클론 항체 

5H7을 선발하여 C-ELISA를 개발하였다. C-ELISA 검사 

결과의 유효성 검증을 위하여 aMPV N 단백질에 대한 

닭 면역혈청을 음성혈청 (SPF 닭 혈청)으로 단계 희석하

여 90 이상 및 50내지 70의 PI치를 가지도록 각각 강양

성 (strong positive) 및 약양성 (weak positive) 대조혈청을 

제조하여 사용하였다. 개발된 C-ELISA의 검사 결과는 검

사혈청이 PI치가 50% 이상일 경우 양성, 50% 미만일 경

우 음성으로 판정하였다. 바이러스 중화시험을 실시하여 

최종 확인된 aMPV 항체 음성 닭 혈청 200점, aMPV 항

체 양성 닭 혈청 102점을 검사하여 개발된 C-ELISA의 

특이도와 민감도를 측정하였다 (Fig. 4). 그 결과 aMPV 

항체 음성혈청의 경우 14.6±13.0의 평균 ELISA PI치를 

보였으며, 검사혈청 모두 50 이하의 PI치를 나타내었다. 

그러므로 C-ELISA의 특이도 (specificity)는 100%로 평가

되었다. aMPV 항체 양성혈청의 경우 87.7±12.2의 평균 

ELISA PI치를 보였다. 검사한 양성혈청 102점 중 100점

은 50 이상의 PI치를 나타내었으며, 나머지 2점의 혈청

은 40과 45의 PI치를 나타내었다. 그러므로 C-ELISA의 

민감도 (sensitivity)는 98.0%로 평가되었다. 또한 이들 혈

청을 현재 시판중인 IDEXX-ELISA 킷트로 검사하였을 

때 이들 검사혈청 모두 본 연구에서 개발된 C-ELISA 검

사 결과와 일치하였다. 

실험감염 SPF 닭으로부터 aMPV 항체 검출 

aMPV 감염된 닭에서의 항체 출현 (검출) 시기를 조사

하기 위하여 실험감염 닭 혈청을 사용하여 C-ELISA로 

검사하였다. 이를 위하여 aMPV SC1509 strain (subtype B) 

실험접종군 (SPF 닭 6수) 및 대조군 (닭 6수)로부터 각

각 접종 전, 접종 후 5일째 및 접종 후 10일째 채혈하여 

국립수의과학검역원 조류질병과에 보관중인 닭 혈청 36

점을 사용하였다 (Fig. 5). C-ELISA에 의한 검사 결과는 

시판중인 IDEXX-ELISA 검사 킷트의 검사 결과와 비교

하였다. aMPV 접종 전 혈청은 모두 C-ELISA와 IDEXX-

ELISA 검사 킷트 검사 결과 항체 음성으로 판정되었다. 

접종 5일째 감염 닭 혈청의 경우 개발된 C-ELISA에서

는 6수 중 4수에서 항체가 검출되었으나, IDEXX-ELISA 

검사 킷트에서는 모두 항체 음성이었다. 접종 10일째 감

염 닭 혈청의 경우 개발된 C-ELISA에서는 6수 모두에서 

항체가 검출되었으나, IDEXX-ELISA 검사 킷트는 6수 

중 3수에서 항체를 검출하였다. 대조군 닭 혈청의 경우 

C-ELISA와 IDEXX-ELISA로 검사하였을 때 실험기간 동

안 채취한 닭 혈청들은 모두 항체 음성이었다. 

야외감염사례 적용시험 

개발된 C-ELISA가 실제 야외농장에서 발생농장에서 

aMPV 항체를 효과적으로 검출할 수 있는지 여부를 조

사하였다. 이를 위하여 최근 국립수의과학검역원에 의

뢰되어 aMPV 감염증으로 진단된 6개 양계농장의 혈청 

(n=80) 또는 난황 시료 (n=105)를 대상으로 C-ELISA를 

실시하였다 (Table 1). 의뢰 당시 2개 농장 (KS 및 SD)

은 subtype A aMPV, 나머지 4개 농장 (SJ, HM, PA 및 CS)

은 subtype B aMPV에 감염된 것으로 진단된 사례였다. 

C-ELISA에 의한 검사 결과는 시판중인 IDEXX-ELISA 

검사 킷트의 검사 결과와 비교하였다. C-ELISA로 검사

한 결과 aMPV 발생농장에서 개체별 항체 검출율이 40%
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Figure 4. Sensitivity and specificity of a 
competitive ELISA using positive (n=102) and 
negative (n=200) chicken sera. Arrow indicates
the cutoff value of 50 in the C-ELISA. 
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에서 100%까지 다양하게 검출되었다. IDEXX-ELISA 검

사 킷트에 의한 검사 결과와 비교하였을 때 16주령의 

HM 농장 시료를 제외한 나머지 모든 사례 건에서 

C-ELISA 검사 결과는 유의성 있는 차이를 보이지 않았

다. HM 농장의 경우 C-ELISA의 경우 바이러스가 검출

된 16주령에서는 항체 검출율이 90%이었으나, IDEXX-

ELISA에서는 40%의 항체 검출율을 나타내어 두 검사

법간에 유의성 있는 차이를 나타내었다 (Duncan test, p 

< 0.05). 그러나, 동일 농장 계군 (flock)에 대하여 4주 후 

채혈하여 검사하였을 때 검사 대상 시료 모두에서 

C-ELISA와 IDEXX-ELISA 검사 킷트에 의하여 항체가 검

출되었다. 

 

 

Table 1. Detection of antibodies to aMPV in clinical samples of infected chicken farms in Korea by competitive ELISA 

Serum Yolk 
Farma SHSb Age 

(w.o) C-ELISA IDEXX-ELISA C-ELISA IDEXX-ELISA 

KS (B) Yes 32 38/40 (95%)c 39/40 (98%) NT NT 

SJ (B) Yes 30 NT NT  9/15 (60%) 10/15 (67%) 

SD (A) Yes 35 NT NT 12/30 (40%) 11/30 (37%) 

16 9/10 (90%)*  4/10 (40%)* NT NT 
HM (A)d No 

20 10/10 (100%) 10/10 (100%) NT NT 

PA (B) Yes 30 NT NT 21/30 (70%) 23/30 (77%) 

CS (B) No 65 18/20 (90%) 19/20 (95%) 29/30 (97%) 28/30 (93%) 

a Letter in parenthesis represents subtype of aMPV at the time of diagnosis. aMPV subtype was determined by phylogenetic analysis based 
on the sequence of G protein gene of aMPV (7). 

b SHS represents swollen head syndrome observed in affected birds at the time of diagnosis. 
c No. positive/No. tested (percent positive). NT, not tested. 
d HN farm was diagnosed as aMPV infection at the 16 weeks old and 4 weeks later re-sampled from the same chicken flock. 
* Values between C-ELISA and IDEXX-ELISA differ significantly (Duncan test, p < 0.05) 
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고 찰 

 

본 연구를 통하여 aMPV 항체를 검출할 수 있는 

C-ELISA를 개발하였다. aMPV 항체를 검출하는데 있어

서 재조합 단백질 항원을 사용하여 C-ELISA 형태로 개

발된 최초의 사례로서 그 의의가 크다 하겠다. 본 연구에

서 발현한 N 단백질의 경우 당단백질이 아니기 때문에 

대장균 발현 system을 사용할 수 있으나, 대장균의 경우 

닭에서 흔한 병원체이기 때문에 검사혈청 내 존재할 수 

있는 대장균 유래 성분과의 비특이 반응 가능성을 배제

하기 위하여 대장균 발현체계 대신 baculovirus 발현체

계를 사용하였다. 특히 본 연구에서 개발한 C-ELISA는 

현재 시판중인 ELISA 검사 킷트와 비교하였을 때 여

러 가지 장점을 가지고 있다. 첫째, 본 연구에서 개발한 

C-ELISA는 바이러스 항원대신에 재조합 단백질을 사용

하고 있다는 점이다. 감염성이 있는 aMPV를 증식시켜 

제조하는 바이러스 항원과 달리, 재조합 단백질은 합성 

단백질 형태이기 때문에 일반 실험실에서 항원 제조 과

정 중 병원체에 의한 오염 가능성이 없다. 둘째, 본 연구

에서 개발한 C-ELISA는 aMPV 닭 감염 항체와 경쟁적

으로 반응하는 단클론 항체를 검출 항체로 사용하기 때

문에 다양한 조류 species에서도 항체검사용으로 적용이 

가능하다는 점이다. IDEXX-ELISA와 같이 indirect ELISA

의 경우 다양한 조류 species에서 aMPV 감염여부를 검

사하고자 할 때 검사 대상 조류 species 별로 anti-species 

secondary antibody를 사용하여야 한다. 셋째, 본 연구에

서 개발한 C-ELISA는 aMPV 닭 감염 항체와 단클론 항

체와의 경합 반응에 의해 항체 양성 여부를 판정하기 때

문에 혈중 또는 난황내 존재하는 항체의 isotype (예를 들

면, IgG, IgA, IgM)과 관계없이 검사 시료내 aMPV 항체 

존재여부를 판정할 수 있다. 그러므로 단클론 항체를 사

용하는 C-ELISA는 감염 초기 출현하는 IgM 항체나 점

막면역에 관여하는 IgA 항체를 검출하는데 효과적일 수 

있다. 

일반적으로 재조합 N 단백질은 비특이 반응 (non-

specific reaction)을 유발할 수 있는 세포유래 성분을 제거

하기 위하여 6xHis과 같은 단백질을 융합시킨 형태로 발

현한 다음 정제 과정을 거쳐서 항원을 제조한다 (31~33). 

그러나 본 연구에서는 N 단백질을 6xHis과 같은 단백질

과 융합시키지 않은 형태로 발현하였으며, 감염세포로부

터 발현 단백질을 detergent로 추출한 후 단백질 정제 과

정을 거치지 않은 상태로 C-ELISA에 사용하였다. 이것

은 비특이 반응을 유발하지 않는 단클론 항체를 검출 항

체로 사용하기 때문에 가능하였다. 또한 항원 제조 과정 

및 보관 과정에서 세포 성분에 의한 N 단백질의 변성을 

방지하기 위하여 protease inhibitor를 첨가하였다. 본 연구

에서 발현한 단백질은 감염 곤충세포로부터 단백질 추

출 과정에서 세포배양 원액의 1/20이 되게 농축하여 제

조하였으며, ELISA를 위한 적정 항원량은 제조 항원을 

1600배 희석한 농도에서 결정되었다. 예를 들면, 두 개의 

175-cm2 flask (약 100 ml 배양액)를 사용하여 5 ml의 재조

합 N 단백질 항원을 제조할 경우 약 8만수 분의 혈청을 

검사할 수 있는 ELISA 항원 용액 8 L (5 ml × 1,600배 

희석)를 제조할 수 있다. 그러므로 곤충세포에서 N 단백

질이 높은 농도로 발현되기 때문에 적은 량의 세포배양

액만으로도 다량의 단백질 항원을 제조할 수 있다는 것

을 의미한다. 이러한 사실은 Paramyxovidiae family에 속

하는 여러 바이러스 N 단백질 발현 사례에서도 보고된 

바 있다 (37~39). 

aMPV의 경우 비록 단일 혈청형만 존재하고 있지만, 

4개의 subtype이 존재하고 있고 이들 subtype간 항원성 

차이가 존재하는 것으로 알려져 있다 (9). 국내의 경우 닭

에서 병원성을 유발할 수 있는 subtype A와 subtype B에 

해당하는 aMPV가 동시에 유행하고 있는 실정이다 (28, 

29). 그러므로 국내 사육 닭을 대상으로 aMPV 항체를 

바이러스 subtype과 관계없이 효과적으로 검출하기 위해

서는 aMPV subtype들 사이에 공통적인 항원적 성상을 가

진 단백질을 ELISA 항원으로 사용하여야 한다. 그런 측

면에서 보면 N 단백질은 aMPV subtype간 매우 conserve

한 부위이면서 감염 조류에서 강한 면역 반응을 유도하

는 바이러스 구조 단백질로 알려져 있다 (40~43). 본 연

구에서 발현한 N 단백질의 경우 subtype A 및 subtype B

에 속하는 aMPV와 최소한 90% 이상의 높은 아미노산 

homology를 보였다. 그러므로 본 연구에서 N 단백질을 

진단 항원 후보 단백질로 선정하여 발현하였다. Gualti 등 

(31)은 대장균 발현체계를 이용하여 subtype C aMPV N 

단백질을 발현하여 ELISA법을 개발하였으며, 칠면조 감

염혈청을 사용하여 조사한 결과 발현 단백질 항원은 바

이러스 항원보다 민감도와 특이도가 우수하였다고 보고

한 바 있다. 최근 baculovirus 발현체계를 이용하여 발현

한 hMPV N 단백질을 indirect ELISA에 적용한 결과 사
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람에서 hMPV 항체를 검출할 수 있는 진단 항원 항원으

로서 가능성이 보고되었다 (33). 본 연구에서 생산한 재

조합 N 단백질을 ELISA에 적용하였을 때 100%의 특이

도와 98%의 민감도를 나타내었다. 

C-ELISA에 사용되는 단클론 항체는 검사 방법의 특이

도와 민감도를 좌우하는 데 매우 중요하다. C-ELISA에 

적용하였을 때 5H7 단클론 항체는 검사한 모든 aMPV 

양성혈청 시료에서 양성 반응을 나타내었다. 이것은 단

클론 항체 5H7의 결합 부위가 감염 닭에서 면역반응을 

강하게 유발하는 immunodominant epitope라는 것을 시사

해 준다. 향후 5H7 단클론 항체를 이용한 epitope map- 

ping을 통하여 N 단백질상에 존재하는 immunodominant 

epitope에 대한 추가적인 연구가 필요하다. 본 연구에서 

ELISA 검출 항체로 선발된 단클론 항체 5H7은 비록 

subtype A에 속하는 aMPV의 N 단백질 항원으로 작성

하였지만, C-ELISA에서 subtype A aMPV 뿐만 아니라 

subtype B에 해당하는 aMPV 감염 항체들과도 경합 반

응을 나타낼 수 있음을 나타낸다 (Fig. 5). 이것은 단클론 

항체 5H7가 반응하는 epitope 부위가 최소한 subtype A

와 subtype B aMPV에서 공통적으로 존재하는 conserved 

region임을 나타낸다. 이러한 결과는 실제 야외감염 농장 

사례에 대한 검사에서도 뒷받침되었다. 실제 야외감염 농

장의 닭에 적용하였을 때 본 연구에서 개발한 C-ELISA

는 aMPV subtype에 관계없이 모든 감염 사례의 닭에서 

aMPV 감염 항체를 검출할 수 있었다 (Table 1). 이러한 

결과는 본 연구에서 사용한 N 단백질이 칠면조 (aMPV 

subtype C)나 사람 (hMPV)뿐만 아니라 닭 (aMPV 

syubtypes A and B)에서 항체를 검출하는 데 사용할 수 

있는 유용한 바이러스 단백질임을 나타낸다. 

흥미롭게도 aMPV 인공감염 10일 전후에 항체 검출

이 가능한 IDEXX-ELISA와 달리 본 연구에서 개발한 

C-ELISA는 감염 후 5일부터 항체 검출이 가능하였다. 

이러한 결과는 aMPV 감염시 N 단백질에 대한 숙주 면

역반응이 감염 초기에 매우 강하게 유도된다는 것을 나

타내며, 진단학적 측면에서 볼 때 본 연구의 C-ELISA가 

감염직후 조기에 항체 검출이 가능하여 질병 진단에 유

용할 수 있음을 나타낸다. 야외 감염 사례에 적용한 검사 

결과 (Table 1)는 본 연구에서 개발한 C-ELISA가 질병을 

조기에 진단함에 있어서 유용성이 있음을 보여주고 있

다. 즉 야외 감염 사례들 중 HM 농장의 경우 16주령 닭

에서 검사한 결과 C-ELISA는 IDEXX-ELISA (40%)와 달

리 대부분의 닭 (90%)에서 항체를 검출하였다. 동일 농

장에 대하여 4주 후 다시 검사하였을 때 모든 닭 혈청 

시료에서 항체가 검출되었다는 점과 실험감염 닭 혈청 

검사 결과 (Fig. 5)를 바탕으로 미루어 볼 때 16주령의 

닭에서 시료를 채취할 당시 HM 농장은 aMPV 감염 초

기 상태이었을 가능성이 높다는 것을 말해준다. 

결론적으로 본 연구에서 개발한 C-ELISA가 병성감

정이나 질병모니터링 검사를 위한 검사법으로 유용하게 

사용할 수 있다. 그럼에도 불구하고 현재 국내 양계농장

에 aMPV 감염이 만연되어 있는 상황 (24~27)이기 때문

에 검사 시료에서 aMPV 항체가 검출되었다는 사실만 가

지고 aMPV 감염증을 진단하는 데 있어서 한계가 있다

는 점을 염두에 두어야 한다. 혈청을 희석하여 항체가 

(antibody titer)를 측정하는 보완된 방법을 개발하여 감염 

닭에서의 aMPV에 대한 항체 반응 패턴을 분석하거나 일

정 간격 (예를 들면 2주 간격)으로 동일 계군을 모니터링 

검사를 실시하는 방법을 통하여 이러한 한계를 보완할 

필요가 있다. 가능하다면 감염 초기에 검출되는 aMPV

특이 IgM 항체만을 특이적으로 검출하는 방법을 개발

한다면 혈청학적으로 진단하는 데 유용할 수 있다. 향

후 aMPV 전염에 있어서 야생 조류에서의 역할을 규명

하기 위하여 야생 조류를 대상으로 본 연구에서 개발된 

C-ELISA를 적용한 예찰 연구 등이 필요하다. 
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