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서 론

가금인플루엔자(avian influenza, AI)는 Orthomyxoviridae

에 속하는 AI 바이러스(AI virus, AIV)에 의하여 발생하

는 조류의 바이러스성 질병이다. 닭에서의 임상증상은

AIV의 병원성, 감염된 닭의 일령 및 다른 질병과의 복

합감염 정도에 따라 다르며 무증상에서부터 호흡기 증

상, 침울, 계관과 육수의 종대 및 청색증, 안면부종, 산

란저하 또는 정지, 그리고 0%∼80%의 폐사율에 이르기

까지 매우 다양하다
12
.

인플루엔자 바이러스의 형(type)은 nucleoprotein(NP)과

바이러스 입자의 35∼45%를 차지하는 matrix(M) protein

의 항원성에 따라 A, B 및 C형으로 구분된다
21,23

. A형

인플루엔자 바이러스의 혈청형은 두 종류의 glycoprotein,

즉 hemagglutinin (H)과 neuraminidase(N)의 항원적 성질

에 따라 결정되며 현재 15개의 H subtype과 9개의 N

subtype이 보고되었다
22
.

사람에서는 A, B 및 C형의 인플루엔자바이러스가 모

두 병원성을 나타내는 반면, 동물에서는 A형 인플루엔

자 바이러스만이 분리되며 질병을 일으킨다
4
. AIV는 닭,

칠면조등 88종의 조류에서 분리되었으며 다양한 종류의

혈청형이 보고되었다
4
. 특히 철새중 오리에서는 대부분
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Abstract : An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using purified hemagglutinin of swine

influenza virus (H1N1) as antigen was developed for detection of antibody to avian influenza virus (AIV).

The sensitivity and specificity of a developed and commercial available ELISA kits were compared with

those of agar gel precipitation (AGP) test and hemagglutination inhibition (HI) test using sera collected

from chickens under condition of field exposure. The concentration of antigen, serum dilution and

concentration of enzyme-conjugated secondary antibody in developed ELISA (S-ELISA) were 0.5ug/100ul,

1:200 and 0.03ug/100ul, respectively. The correlation coefficients between S-ELISA and commercial ELISA

and HI titers were 0.419 and 0.533, respectively. A significant correlation (p < 0.01) was not found

between HI and ELISA titers. The S-ELISA was found to be as more sensitive and specific than the AGP

test, showing 86.8% sensitivity and 85.3% specificity. It is suggested that the ELISA using the SIV as

antigen may be useful method as an investigating tool for AIV serological surveillance.
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의 subtype의 AIV가 분리되었으며 가금류에 질병을 전

파시키는데 큰 역할을 하는 것으로 알려져 있다
7,20

.

고병원성 AI는 양계산물의 국제교역에 있어 중요한

질병일 뿐만 아니라 양계산업에 심각한 경제적 피해를

입힌다. 미국 펜실베니아에서 1983년부터 1984년까지

발생한 고병원성 AI (A/chicken/Pennsylvania/1370/83

(H5N2))로 인하여 천5백∼천7백만 마리의 닭이 살처분

되었으며 AI 박멸에 5∼6천만 달러가 소요되었다
15
. 국

내에서는 1996년 3월에 경기도 화성군 소재 육용 종계

군에서 약병원성 AI가 처음 발생하였으며 분리된 바이

러스의 혈청형은 H9N2로 보고되었다
19
.

AI의 신속한 진단은 바이러스의 전파와 질병확산을

막는데 매우 중요하다. AI의 진단에는 원인체 분리동정

과 혈청학적 방법이 이용되고 있다. AI 진단에 사용되고

있는 혈청학적 방법에는 한천겔침강(agar gel

precipitation, AGP) 반응
9
, 혈구응집억제(hemagglutination

inhibition, HI) 반응
5
그리고 간접효소면역측정법(indirect

enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
1.25
이 있다.

AGP 반응은 A형 인플루엔자 바이러스의 공통항원인

NP와 M protein에 대한 항체를 검출하며 HI 반응은 AIV

의 당단백인 hemagglutinin에 대한 혈청형 특이 항체를

검출한다
5,9
. AIV에는 15종의 H 혈청형이 있으며 혈청형

간에 교차반응이 없으므로 HI 반응에 사용한 항원에 대

한 혈청형 특이 항체만이검출된다. 반대로 AGP 반응은

모든 혈청형의 항체를 검출할 수 있지만 반응의 민감도

가 낮은 단점이 있다. 이와 같이 혈청학적 방법에 따라

검출되는 항체가 다르며 그 민감도와 특이성에도 차이

가 있다. 조류로부터 다양한 혈청형의 AIV가 분리되고

있으므로 AI의 혈청학적 진단에는 여러 혈청형의 항체

를 검출하는 진단법의 확립이필요하다. 본 연구는 항원

으로 swine influenza virus(SIV)를 이용한 ELISA 기법을

확립하고 혈청학적 진단법간의 특이성과 민감도를 비교

하고자 실시하였다.

재료 및 방법

바이러스, 항혈청 및 야외혈청 : 실험에는 국립수의

과학검역원 바이러스과에서 분양받은 SIV(A/swine/Iowa/

15/30 (H1N1))와 AIV 국내 분리주 (A/chicken/Yanggam/

HS96(H9N2))를 사용하였다. AIV, 뉴캣슬병(Newcastle

disease, ND) 바이러스(ND virus, NDV), 전염성 기관지염

(infectious bronchitis, IB) 바이러스(IB virus, IBV), 전염성

F낭병 바이러스(infectious bursal disease virus, IBDV) 및

산란저하증 76 (egg drop syndrome 76 , EDS) 바이러스

(EDS virus, EDSV)에 대한 항혈청은 SPAFAS(USA)로부

터구입하였다. ELISA의특이성조사에는 ND생독백신,

ND·IB 생독 혼합백신, ND 불활화 백신 및 ND·IB·

EDS 혼합 불활화 백신을 닭에 접종한 다음 2-3주후에

채혈하여 분리한 혈청을 사용하였다. 음성혈청은 특정

병원체부재(specific pathogen free, SPF) 종란(Hyvac,

USA)에서 부화하여 격리된 장소에서사육된 6-7주령닭

의 혈청과 SPAFAS에서 구입한 혈청을 사용하였다. 야

외혈청은 1996년에 채혈한 닭 혈청을 바이엘코리아(주)

에서 분양 받거나 2001년에 국립수의과학검역원 조류질

병과에 병성감정 의뢰된 혈청을 사용하였다.

바이러스 증식 : 바이러스 증식은 10일령 SPF 발육란

(Hyvac, USA)에서 실시하였다. 즉 요막강(allantoic cavity,

AC)내로 10
5
-10

6
EID50/ml의 바이러스를 0.1ml씩 접종하

고 37℃에서 5일간 배양하였다. 배양후에 접종한 발육란

을 4℃에서 냉각시킨후 혈액과 난황이 혼입되지 않도록

요막강액을 채취하였다. 채취한 요막강액은 2,000xg에서

20분간 원심하고 그 상층액을 -70℃에 보관하면서 실험

에 사용하였다.

항원제조 : HI 반응에 사용한 항원은 H9N2 혈청형의

AIV 국내 분리주(A/chicken/Yanggam/MS96)를 사용하였

으며 AGP 반응용 항원과 ELISA용 항원은 SIV(H1N1)를

사용하여 제조하였다. HI 반응용 항원제조는 다음과 같

이 하였다. 즉, 역가가 10
5
EID50/ml되게 희석한 AIV를

10일령 SPF 발육란의 AC로 0.1ml씩 접종하고 37℃에서

4일간 배양한후 요막강액을 채취하였다. 수확한 요막강

액은 King
16
의 방법에 따라 binary ethylenimine(Sigma,

USA)으로 불활화하고 HA 역가를 측정한 다음 소분하

여 -20℃에 보관하였다. AGP용 항원은 Beard
9
의 방법에

따라 제조하였다. 즉 10
6
EID50/ml로 희석한 SIV를 10일

령의 SPF 발육란의 AC로 0.2ml씩접종하고 37℃에서 24

시간 배양하였다. 배양후 4℃에서 5시간 방치한 후 장뇨

막(chorioallantoic membrane, CAM)을 채취한 다음 인산

완충식염수(phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4)에 세

척하여 혈구와 난황등의 이물질을 제거하였다. 채취한

CAM은 homogenizer (Bellco Biotechnology, USA)로 유제

하고 2,000xg에서 20분간 원심분리하였다. 이렇게 얻은

상층액은 최종농도가 0.1%되게 포르말린을 첨가하여 3

7℃에서 36시간 처리하여 바이러스를 불활화하였다. 제

조된 각각의 항원의 불활화 여부는 10일령 SPF 발육란

에 접종하여 장뇨막강액의 닭 적혈구응집 여부로 확인

하였으며 혈구응집반응이 없으면 항원이 불활화된 것으

로 간주하였다.

AGP 반응용 항원의 제조방법에 따른 반응의 민감도

를 비교하고자 Meulenmans et al
18
의 방법에 따라 AGP

반응용 항원을 제조하였다. 즉 SIV를 10일령 SPF 발육
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란의 AC로 접종한 후 5일에 채취한 장뇨막강액의 pH를

HCl(1N)로 3.5로 교정하여 얼음물에 1시간 방치한후

2,000xg에서 10분간 원심분리하였다. 원심후 얻은 침전

물을 최초양의 1/15 용량의 glycine-sarkosyl buffer(1%

sodium lauroly sarcosinate, 0.5M glycine, pH 9.0)에 재부

유한 후 4℃에서 PBS(pH 7.4)로 투석하여 제조하였다.

ELISA용 항원은 SIV를 사용하여 제조하였다. 즉 SIV

를 10
5
-10

6
EID50/ml로 희석하여 0.1ml씩 10일령의 SPF

발육란의 AC로 접종하고 37℃에서 3일간 배양하였다.

배양 3일후에 장뇨막강액을 채취하여 Abraham et al
3
의

방법에 따라 농축하였다. 농축한 항원은 Sephacry

S-300(Pharmacia, USA)을 이용하여 column(350mm x 20mm)

에서 분획 정제하고 단백질 정량 킷트(Sigma, USA)로

단백질의 농도를 측정하였다. 정제한 항원은 Arenas et

al
6
의 방법에 따라 처리하여 -70℃에 보관하면서 ELISA

용 항원으로 사용하였다.

AIV 항체가 측정 : HI 항체는 Thayer와 Beard
27
의 방

법에 따라 4 hemagglutinin(HA) unit의 항원(H9)과 25ul의

혈청을 이용하여 96-well microplate(U자형)에서 측정하

였으며 항체가는 혈구응집을 억제시키는 최고희석배수

로 표기하고 항체가가 2이상인 혈청을 항체양성으로 하

였다. AGP 항체는 배지(8% NaCl, 1% agar, 0.1M PBS,

pH 7.2) 20ml를 Petri dish(85mm x 15mm)에 굳힌 다음

직경 및 well간의 간격이 각각 4mm되게 만든 well을 이

용하여 Beard
9
의 방법에 준하여 측정하였다. AGP 항체

는 양성대조혈청과 특이적인 침전띠를 형성하는 것을

양성으로 판정하였다.

SIV 항원을 이용한 ELISA(S-ELISA)는 본 연구에서

설정된 방법에 따라 실시하였으며 상용화된 ELISA kit

(Idexx, USA)는 제조사가 제시하는 방법에 따라 항체가

를 측정하였다.

S-ELISA 조건 설정 : S-ELISA의 항원농도, 혈청 및

효소표지 2차 항체의 희석배수의 조건은 AIV 양성혈청

과 음성혈청과의 흡광도 비(P/N ratio)가 최고인 조건으

로 결정하였으며 P/N ratio는 음성혈청의 흡광도에 대한

양성혈청의 흡광도의 비로 표기하였다. 정제된 항원을

carbonate-bicarbonate buffer(pH 9.6)에 희석하여 96-well

microplate(Nunc, USA) 각각의 well에 100ul씩 분주하여

4℃에서 16시간 coating을 실시하였다. 항원이 coating된

microplate는 Tween 20(Sigma, USA)이 0.1% 함유된

PBS(PBST, pH 7.4)로 1회 세척한 다음 10% 탈지분유로

37℃에서 90분간 blocking하고 PBST로 다시 3회 세척하

였다. 항원 coating이 완료된 plate는 실온에서 건조한 다

음 -20℃에 보관하거나 즉시 다음 실험에 사용하였다.

S-ELISA를 이용한 항체측정은 적정희수배수로 희석한

혈청을 항원이 coating된 microplate에 well당 100ul씩 분

주하여 37℃에서 1시간 반응시킨후 PBST로 3회 세척하

였다. 여기에 horseradish-peroxidase가 결합된 2차 항체

(0.5mg/ml, KPL, USA)를 적정희석배수로 희석하여 well

당 100ul씩 분주하여 37℃에서 60분간 반응 후 ABTS

(KPL, USA)로 발색하여 405nm에서 흡광도를 측정하

였다.

S-ELISA 양성기준 설정 및 특이성 조사 : S-ELISA

의 양성판정 기준을 설정하고자 ND·IB·EDS 혼합 불

활화 백신 및 ND·IB 혼합 생독백신을 접종하여접종 2

주후에 채혈한 SPF 닭 혈청, 6-7주령 SPF 닭 혈청 및

SPAFAS에서 구입한 음성혈청을 포함하여 총 87개의혈

청을 설정된 S-ELISA 조건하에서 흡광도를 측정하였다.

양성기준은 음성혈청의 흡광도의 평균값에 표준편차를

2배한 값의 합보다 흡광도가 높은 것으로 하였다.

S-ELISA의 특이성은 NDV, IBV, IBDV 및 EDSV에 대한

항혈청과의 교차반응 유무로 조사하였다.

HI, AGP 및 ELISA 진단법 비교 : HI 반응, AGP 반

응, S-ELISA 및 시판되고 있는 ELISA 킷트(Idexx, USA)

의 민감도와 특이성을 AI 항체양성으로 판정된 계군의

혈청을 이용하여 비교하였다. AGP 반응과 ELISA의 민

감도와 특이성은 HI 반응에 대한 상대적인 민감도와 특

이성으로 산출하였다. 즉 민감도는 HI 반응에서 항체양

성인 개체에 대한 AGP 반응 및 ELISA에서 항체양성인

비율(%)로 산출하였으며 특이성은 HI 반응에서 항체 음

성인 개체에 대한 AGP 반응 및 ELISA의 항체 음성인

비율(%)로 산출하였다.

통계처리 : AI의 HI 항체가와 ELISA 항체가의 상관

관계는 SAS 통계프로그램을 이용하여 상관분석법으로

분석하였다.

결 과

ELISA 항원정제 : SIV 항원을 PEG-8000으로 농축한

결과 128 HA unit에서 4,096 HA unit로 32배 농축되었으

며 농축된 항원 5ml를 Sephacry S-300(Pharmacia)을 이용

하여 gel chromatography하여 정제하였다. Ependorf tube

에 500ul씩 수집한 항원의분획별 HA unit와 단백질량을

정량한 결과는 Fig 1과 같다. 혈구응집을 나타내는 분획

은 3개의 peak중 첫번째 peak에 위치하였으며 나머지 두

개의 peak에서는 적혈구 응집력이 나타나지 않았다.

ELISA용 항원은 첫 번째 peak중 HA unit가 128배 이상

인 분획을 합하여 사용하였으며 단백질 총량은

0.22-0.32mg/ml, 평균 HA unit는 256배였다.
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Fig 1. Gel filtration profile oswine influenza virus antigen

to purify the ELISA antigen. The antigen for ELISA was

determined by hemagglutination (HA) titer and protein

concentration.

S-ELISA 조건설정을 위한 항원, 혈청 및 효소표지

항체의 적정희석농도 : 항원은 well당 4ug에서 0.125ug

까지 2진 희석하였으며 혈청은 1:100배에서 1:1,600배까

지, 그리고 효소표지 항체는 1:200배에서 1:6,400배까지

2진 희석하여 P/N ratio가 가장 큰 희석배수를 적정희석

농도로 결정하였다.

항원의 농도가 0.125ug에서 0.5ug까지 증가함에 따라

P/N ratio도 증가하였으나 항원농도가 1.0ug 이상으로 증

가하면 음성혈청의 흡광도가 증가하여 결과적으로 P/N

ratio는감소하였다(Fig 2). 가장큰 P/N ratio를보인항원

농도는 0.5ug이였다. 혈청의 적정희석배수를 결정한 실

험에서 1:100배 희석된 혈청은 음성대조혈청의 흡광도

가 높아 비특이 반응이 많았으나 1:200배로 희석한 음성

대조혈청은 1:400배 이상 희석한 음성대조혈청과 유사

한 수준의 낮은 흡광도를 보였다(Fig 3). 양성혈청의 흡

광도는 희석배수가 증가함에 따라 감소하였으며 가장

높은 P/N ratio는 희석배수 1:200배에서 측정되었다. 효

소표지 2차 항체는 희석배수가 증가함에 따라 P/N ratio

가 증가하다가 1:3,200배 이상부터는 감소하였다(Fig 4).

최고의 P/N ratio는 효소표지 2차 항체가 1:1,600배

(0.03ug/ 100ul)로 희석하였을 때 측정되었다. 이상의 결

과로 S-ELISA의 조건은 항원농도가 0.5ug/well, 혈청희

석배수는 1:200배, 그리고 효소표지 항체의 적정농도는

1:1,600배로 결정하였다.

Fig 2. Checkboard titration to determine the optimal
antigen concentration at 1/200 dilution of serum and 1/1000
dilution of horseradish peroxidase-labeled anti-chicken IgG.

Fig 3. Checkboard titration to determine the optimal serum
dilution at 1ug/well of antigen concentration and 1/4000
dilution of horseradish peroxidase-labeled anti-chicken IgG.

Fig 4. Checkboard titration to determine the optimal
horseradish peroxidase(HRP)-labeled antibody concentration
at 1ug per well of antigen concentration and 1/200 or 1/400
dilution of serum.
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S-ELISA 양성기준 : AIV 항체에 대한 양성기준을 설

정하기 위하여 SPF 닭 혈청을 포함한 총 87개 혈청을

이용하여 ELISA를 실시하였다. 이들 혈청의 흡광도의

평균±표준편차는 0.142±0.022이었다. 따라서 양성기준

은 음성혈청 흡광도의 표준편차를 3배한 값에 평균 흡

광도를 더한 값으로 최소한계를 설정하여 흡광도 0.208

이상을 양성으로 판정하였다.

S-ELISA의 특이성 : S-ELISA의 특이성은 NDV, IBV,

IBDV 및 EDSV의 표준양성혈청에 대한 교차반응으로

조사하였다. 이들 양성혈청에 대한 흡광도는 각각 0.111

±0.01, 0.067±0.012, 0.084±0.01 및 0.096±0.014로 ELISA

양성기준인 0.208보다 낮아 모두 음성이었다. 또한 ND

생독백신, ND 불활화백신 및 ND·IB·EDS 혼합 불활화

백신을 접종한 2-3주후에 채혈하여 분리한 혈청 10개씩의

평균 흡광도는 각각 0.150±0.06, 0.101±0.017 및 0.130±

0.099로서 양성판정 기준 흡광도인 0.208보다 낮았다.

HI 반응, AGP 반응 및 ELISA의 항체 검출율 비교 :

혈청학적 방법에 따른 항체 검출율을 비교하였다. 먼저

1996년에 채혈한 혈청에 대한 AIV 항체를 HI 반응과

AGP 반응으로 조사한 결과, 344개 농장, 412개 계군,

5,536수중 15개 농장(4.36%), 20개 계군(4.42%), 121수

(2.19%)가 AIV 항체양성을 보였다. 이들 혈청중 AIV 항

체 양성이었던 10개 농장, 14개 계군, 110수의 혈청을

이용하여 검사방법에 따른 AIV 항체 검출율을 비교하

였다. 그 결과 혈청형 특이항체를 검출하는 HI 반응은

AGP 반응과 S-ELISA에 비하여 항체 검출율이 높았다

(Table 1). 즉, HI 항체 양성율은 검사한 110수중 76수가

항체양성을 보여 69.0%였다. AGP 반응 및 S-ELISA 항

체 양성율은 각각 33.6%(37수/110수) 및 64.5%(71수/110

수)로 HI 반응보다 항체 검출율이 낮았으며 ELISA가

AGP 반응보다 항체 검출율이 높았다. AGP 반응 및

S-ELISA의 HI 반응에 대한 민감도는 각각 43.4%(33수

/76수) 및 86.8%(66수/76수)이였으며 특이성은 각각

88.2%(30수/34수)와 85.3%(29수/34수)이였다.

Table 1. Comparison of the AGP test and ELISA using

SIV antigen with the HI test for detection of

avian influenza virus antibodies from field serum

samples collected in 1996

HI result
AGP result ELISA result

Positive Negative Positive Negative

Positive 33 43 66 10

Negative 4 30 5 29

Sensitivity (%) 43.4 86.8

Specificity (%) 88.2 85.3

시판중인 ELISA kit(Idexx)의 민감도 및 특이성을 조

사하였다. 2001년에 채혈한 혈청중에서 항체양성인 14

개 농장 17개 계군의 개체별 HI 항체 양성율은

83.9%(203수/242수)로 AGP 반응 및 ELISA에 대한 각각

의 항체 양성율 19.8%(48수/242수) 및 54.5%(132수/242

수)에 비하여 높았다(Table 2). 또한 HI 반응에 대한 상

대적인 민감도와 특이성은 AGP 반응이 각각 23.6%(48

수/203수) 및 100%(39수/39수)이였으며 ELISA는 각각

65.01%(132수/203수) 및 84.6%(33수/39수)이였다.

Table 2. Comparison of the AGP test and commercial
ELISA kit with the HI test for detection of avian
influenza virus antibodies from field serum
samples collected in 2001

HI result
AGP result ELISA result

Positive Negative Positive Negative

Positive 48 155 126 77

Negative 0 39 6 33

Sensitivity(%) 23.6 65.0

Specificity(%) 100 84.6

(A)

(B)

Fig 5. Correlation between HI titer(log2) and absorbance of

S-ELISA (A) and commercial ELISA kit (B) for AIV.

77



한명국, 박경윤, 권용국, 김재홍

항원 제조법에 따른 AGP 반응 차이 : AGP 항원의

제조방법에 따른 AIV 항체 검출율의 차이를 비교하였

다. AGP 항원 제조법에 따른 항체 검출율에는 차이가

없었으나 Beard
9
의방법으로제조한 항원은 양성혈청 사

이에 형성된 침전띠가 3-4일간 선명하게 유지되어 판독

이 용이하였으나(data not shown) Meulenmans et al
18
의

방법에 따라 제조된 항원을 사용하였을 때는 형성된 침

전선이 반응 2일후부터는 양방향으로 확산되어 판독이

용이하지 않았다.

HI 및 ELISA 역가의 상관성 : AI의 HI 항체가와

ELISA 항체가의 상관성을 야외에서 수집한 혈청을 사

용하여 상관분석법으로 분석하였다. HI 역가와 S-ELISA

및 시판 ELISA kit의 흡광도간의 상관계수(r)는 각각

0.419와 0.533였으며(Fig 5) 유의성(p < 0.01)은 없었다.

고 찰

AI의 혈청학적 모니터링은 질병의 조기검색과 질병박

멸에 있어 매우 중요한 부분이다. AIV에는 15종의 H 혈

청형이 존재하므로 혈청학적 모니터링 방법을 결정함에

있어 방법간의 특성파악이 중요하다. AGP 반응은 결과

판독에 24-48시간이 소요되며 조류의 종류에 따라 NP

및 M protein에 대한 항체형성정도가 다르므로 모든 조

류의 혈청에 적용하기가 어렵다. NP에 대한 항체는 칠

면조와 꿩에서 가장 잘 형성되지만 AIV에 감염된 오리

에서는 NP에 대한 항체가 형성되지 않을 수 있다
24
. 또

한 HI반응은 AGP 반응보다 빠르고 민감하지만 혈청형

특이 항체만을 검출하므로 항원으로 15종의 혈청형을

사용하여야 하는 어려움이 있다.

AI의 혈청학적 진단에 이용되는 ELISA는 HI 반응이

나 AGP 반응보다 민감하며
2
type 특이항체뿐만 아니라

subtype간에도 교차반응을 나타내어 다양한 종류의

subtype에 대한 혈청학적 진단이 가능하다
14,17,26

. 또한 A

형 인플루엔자 바이러스 공통항원인 NP를 이용하여

type 특이항체를 검출하는 ELISA도 형광항체반응이나

보체결합반응보다 매우 민감하다
17
.

본 연구는 국내에서 AIV가 발생하지 않은 시점에서

AIV의 도입과 취급이 어려워 ELISA용 항원으로

SIV(H1N1)를 사용한 ELISA를 AIV 혈청학적 모니터링

에 이용하고자 연구를 수행하였다. 확립된 S-ELISA는

다른 질병의 항체에는 반응하지 않았으며 HI 반응에 대

한 민감도와 특이성을 비교한 결과 AGP 반응보다 높아

혈청학적 모니터링에 이용 가능할 것으로 판단되었다.

HI 반응에 대한 민감도와 특이성을 비교하면

S-ELISA가 시판 ELISA kit에 비하여 매우 높은 민감도

를 보였다. 시판 kit에 사용된 항원은 A형 AIV의 M

protein을 항원으로 사용하므로 AGP 반응과 같이 A형

인플루엔자 바이러스의 공통항원인 M protein에 대한

항체를 검출한다(personal communication). 따라서 두

ELISA간의 민감도 차이가 사용한 항원, 즉 HA protein

과 M protein의 차이에 기인한 것인지 아니면 각각의

AIV 항원에 대한 항체의 형성시기 및 지속기간의 차이

에 의한 것인지는 명확하지 않다. Wit et al
28
은 상용화된

5종의 IBDV 항체검출용 ELISA kit의 민감도와 특이성

을 비교한 결과 kit에 따라 큰 차이가 있다고 하였다. 현

재 시판되고 있는 AIV 항체검출용 ELISA kit는 Idexx

Laboratiries (USA), Kirkegaard & Perry Laboratories(USA)

및 BioChek B.V.(Holland)에서 생산 시판되고 있다. 각각

의 kit는 사용하는 항원이 다르므로 kit간에 민감도와 특

이성에 차이가 있을 수 있다. 그러므로 혈청학적모니터

링을 위하여 ELISA kit를 선정할때 kit간의 민감도와 특

이성에 차이를 염두에 두어야 할 것이다.

AIV에 대한 항체 검출율에는 혈청학적 방법, 감염경

로 그리고 감염후 경과된 시간에 따라 차이가 있다.

Beck와 Swayne
10
에 의하면 4주령 SPF 닭의 비강으로

AIV를 접종하고 접종후 5일, 10일 그리고 15일에 채혈

하여 AGP 반응, HI 반응 그리고 ELISA로 항체를 검출

한 결과 AGP 반응으로는 접종 5일부터 검사한 전 개체

에서 항체가 검출된반면 HI 반응및 ELISA로는 접종후

5일에 채혈한 혈청에서는 항체가 검출된 개체가 없었으

며 이후 10일부터 채혈한 개체에서 항체가 검출되었다.

또한 AIV를 정맥내로 접종한 결과 AIV 항체는 접종후

5일부터 위의 3가지 혈청학적 방법으로 검출은 되었으

나 비강접종에서와 마찬가지로 AGP 반응의 검출율은

100%인 반면 HI 반응 및 ELISA의 검출율은 각각 7.7%

및 53.8%로 낮았다. 야외상황에서 AIV는 주로 호흡기

또는 오염된 사료나 물을 섭취함으로써 감염되므로 실

험적으로 접종한 개체보다 항체형성 시기는 더 늦을 것

이다. 이러한 결과에 근거할 때 AIV 감염초기 항체 검

출율은 AGP 반응이 다른방법보다 높을 것이다. 그러나

Meulemans et al
18
에 의하면 HI 항체는 접종후 4일부터

검출되었으나 AGP 반응과 ELISA로는 각각 접종후 7일

-19일 및 6일-11일 사이에 항체가 검출되어 앞의 결과와

차이를 보였다. 이러한 두 결과의 차이는 접종한바이러

스의 혈청형, 바이러스 역가, 양성판정 기준 및 사용한

항원의 함량 차이에기인한 것으로 추측된다. 즉 Beck와

Swayne
10
은 1/10배 희석한 혈청을 사용하여 HI 항체를

측정하였으므로 이점을 감안하여 Meulemans et al
18
의

결과를 분석하면 10배 이상의 HI 항체가가 검출되는 시

기는 접종후 7일로 두 결과간에 검출시기가 비슷하며
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ELISA 항체 검출시기도 두 결과가 비슷하다. 그러나

AGP 항체 검출시기는 큰 차이를 보여 대조를 이루었으

며 이러한 차이가 사용한 항원의 제조방법에 의한 것이

지는 명확하지 않다. Synder et al
25
의 보고에 의하면

AIV(H9N2)를 접종한 닭에서 항체를 검사한 결과 AGP

항체는 접종후 35일까지 검출되지 않았으나 HI 항체는

접종후 21일부터 검출되었고 ELISA 항체는 접종후 8일

에 검출되어 위의 연구결과와 대조를 이루었다.

AIV 항체의 HI 역가와 ELISA 역가간의 상관성에 대

하여 알려진 것이 거의 없으나 NDV의 HI 반응과

ELISA의 항체가간의 상관성은 매우 높은 것으로 보고

되었다
11
. 본 연구결과 AI의 HI 항체가와 ELISA 항체가

의 상관성은 매우 낮았으며 S-ELISA가 시판 ELISA kit

에 비하여 낮은 상관관계를 보였다. AI의 HI 역가와

ELISA 역가간의 상관성에 대하여는 추가연구가 필요하

며 ELISA에 사용한 항원의 혈청형 및 바이러스 구성성

분에 대한 검토가 필요할 것이다.

AI는 양계산물의 국제무역에 있어 매우 중요한 가금

질병이다. 국내에서 AI는 1996년 3월에 경기도 화성지

역의 3개육용종계군에서처음 발생하였으며같은해 5

월과 8월에 전북 정읍과 경북 영천의 육용 종계군에서

의 발병을 합하여 총 3건이 발생하였으며 혈청검사 결

과 1995년 이전에는 닭에서의 감염은 없었다고 보고되

었다
29
. 본 연구에서 1996년에 채혈한 344개 농장 452개

계군 5,536수의 혈청을대상으로 HI 반응과 AGP 반응으

로 AIV 항체를 조사한 결과 농장별, 계군별 그리고 개

체별로 항체 양성율이 각각 4.36%, 4.42% 및 2.19%를

보여 전국적으로 AI가 확산된 것으로 추정되었다.

AI의 국내유입 경로에 대하여 밝혀진 것은 없으나 철

새에 의한 전파가능성도 있다. 따라서 야생조류에 대한

혈청학적 모니터링도 가금의 혈청검사 못지 않게 중요

하다. 혈청학적 모니터링에 사용할 방법 선정에는 민감

도, 특이성 이외에도 초기항체 검출율, 검사시료 처리능

력 등을 고려하여야 한다. Fatunmbi et al
13
은 혈청형이

다른 6가지 AIV를 항원으로 사용한 ELISA에서 다른 혈

청형에 대하여 가장 넓은 교차반응을 보이는 혈청형이

H9이라고 하였다. 국내에서 유행하고 있는 AIV의 혈청

형이 H9N2이므로 국내의 AI 혈청학적 검사를 위한

ELISA 항원으로는 H9이 적합할 것이다. AIV의 혈청학

적 모니터링을 통하여 AIV 감염 초기항체 검출은 감염

계군의 격리등의 방역조치를 통한 질병확산 방지에 중

요하므로 민감도가 높은 감염초기 항체 검출법의 확립

이 요구되며 혈청학적 실험법간에 감염초기항체 검출율

의 차이를 규명하기 위한 추가 연구가 필요하다.

결 론

AI의 혈청학적 모니터링을 위하여 SIV(H1N1)를 항원

으로 사용한 ELISA(S-ELISA) 기법을 확립하고 HI 반응

에 대한 민감도와 특이성을 AGP 반응 및 시판되는

ELISA kit와 비교하였다. 또한 HI 항체가와 ELISA의 흡

광도의 상관관계를 분석하였다. 항원으로 SIV의

hemagglutinin을 사용한 S-ELISA는 항원농도 0.5ug, 혈청

희석배수 1:200, 효소표지 2차 항체농도 0.03ug의 조건

에서 흡광도 0.208 이상을 항체양성으로 설정하였다. 야

외 혈청시료를 이용하여 S-ELISA와 시판 ELISA kit의

HI반응에 대한 민감도와 특이성을 AGP 반응과 비교한

결과 ELISA가 AGP 반응보다 높았으며 HI 반응에 대한

S-ELISA와 AGP의 민감도는 각각 86.8% 및 43.4%, 그리

고 특이성은 각각 85.3% 및 88.2%를 나타내었다. HI 항

체가와 S-ELISA 및 시판 ELISA kit의 흡광도간의 상관

성은 상관계수가 각각 0.419 및 0.533였으며 유의성은

없었다(P<0.01). 이상의 결과를 종합할 때 AIV 혈청학적

모니터링에는 형(type) 특이항체 검출이 가능하면서 민

감도가 높은 ELISA를 적용하는 것이 바람직하며 본 연

구에서 확립된 SIV(H1N1)를 항원으로 사용한 ELISA도

AIV 혈청학적 모니터링에 사용이 가능할 것으로 판단

되었다.
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