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Abstract : Bovine leukemia virus (BLV) is a delta-retrovirus which causes chronic lymphocytosis in cattle. BLV
infections have been divided into two groups such as enzootic bovine leukosis (EBL) and sporadic bovine leukosis
(SBL) according to the clinical symptoms in infected cattle. The conventional detection method of BLV was
hematological procedure which is determining lymphocytosis in the suspected animals. Recently several sensitive
methods were developed to detect antibody to BLV and nucleic acid of the BLV from infected cattle. In this study
we have compared the difference of positive rates between agar gel immunodiffusion (AGID) and enzyme linked
immunosorbent assay (ELISA) which are using for BLV antibody detection methods. The positive detection rate of
ELISA test was 7.4% greater than the positive rate of AGID. The discrepancy of the positive rate between ELISA
and AGID were showed in the group of age over one year old to under three year old group. The result from each
test agreed very well in the group of over 5 year old cattles. The serological test is very useful method to select
the infected cattle for the eradication or control of the disease in the infected herd. But it has a limit by interference
of the maternal antibody from the cow of under 6 month old. This study shows that 16.2% of these ages group showed
BLV gene positive by polymerase chain reaction (PCR) method. The result suggests that ELISA test need to be used
with PCR to clarify misinterpretation of positive animals by antibody response due to the natural infection from
maternally derived antibody in calves of under 6 months old. 
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서  론

소백혈병바이러스(Bovine leukemia virus, BLV)는 소에서

만성림프구 증가증을 일으키는 Retrovirunae과의 Deltaretro-

virinae속의 C형 retrovirus이다. BLV는 사람에서 만성림프구

증가증을 보이는 T-림프구친화성바이러스(Human T-lym-

photrophic virus, HTLV)와 비슷한 바이러스이다(22). BLV

감염에 의한 병증의 진행은 지방병성소백혈병(Enzootic

bovine leukosis, EBL)과 산발성소백혈병(Sporadic bovine

leukosis, SBL)으로 나타난다(26).

초기 BLV의 진단은 부검을 통한 종양확인과 혈액내 림프

구 증가로 인한 백혈구 수치의 상승을 확인하는 혈액학적 진

단법이 이용되었으나(5), 1976년 Onuma 등(27)에 의해 BLV

와 관련된 항원이 구명되면서부터 한천겔면역환산법(AGID)

(27), 보체결합반응법(CF) (24), 간접형광항체법(IFA) (12), 효

소면역법(ELISA) (8,14), syncytium inhibition test (25) 등

의 혈청학적 진단법이 보고되었다. 최근에는 BLV의 유전자를

진단하는 PCR법이 일반적으로 이용되고 있으며, real-time

PCR을 이용한 진단 기법의 보고도 늘어가고 있다(4,19,20,33).

국내에서 BLV에 대한 조사는 손 등(2)이 1967년에 Goetze

key, Bendixen key에 근거하여 감염우가 감염증상을 나타내

기 전 림프구증다증이 먼저 온다는 혈액학적 검사법을 통해

6.3~8.3%가 양성임을 보고하였다. 1982년 최(7)는 AGID법을

이용한 혈청학적 조사를 실시하였으며, 젖소의 양성률이

28.3%, 한우의 양성률이 2.4%로 보고하였다. BLV 진단에 있

어 혈청학적 검사(AGID)는 과거 혈액학적 진단과 비교하여

민감도 및 특이도가 높아 현재까지 공식적인 BLV 진단 및

방역에 활용되고 있다(9,13). 2003년 서 등(1)에 의해 ELISA

법을 이용한 국내 BLV 항체 분포 조사결과 한우의 항체 양

성률은 0.14%, 젖소의 항체 양성률은 54.2%로 보고되었다. 

본 연구는 최근까지 소개된 다양한 BLV 진단법 가운데
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AGID, ELISA, PCR 진단법을 비교하고, BLV 감염군의 청

정화를 위해 우선 선택해야 할 검사법을 확립하기 위하여 실

시하였다.

재료 및 방법

공시 우

충북 음성지방의 1개 목장에서 사육중인 홀스타인 젖소

164두를 연령에 관계없이 공시하였다.

혈액 채취 및 전처리

공시우를 보정한 후 꼬리정맥 또는 목정맥(Jugular vein)에

서 채혈을 실시하고 혈액은 항응고제(K2 EDTA)가 포함된

vacutainer(Becton Dickinson, BD 367844, California, USA)

와 혈청분리용 vacutainer(BD 367820)에 각각 3 ml씩 분주

하였다. 채취 혈액은 신속히 실험실로 운송직후 항응고제가

포함된 vacutainer의 혈액은 DNA를 추출하여 효소중합연쇄

반응(PCR)을 실시하였으며, 혈청분리용 vacutainer의 혈액은

혈청분리 후 AGID와 ELISA를 실시하였다.

항체검사

BLV 항체 검사는 AGID kit(BLV AGID Jenobiotech, Korea)

와 ELISA kit(CHEKIT Leucose serum, IDEXX, Switz-

erland)를 이용하였다. 

AGID kit는 p24, gp51에 대한 항체를 검출할 수 있으며,

검사법은 제조사의 protocol에 따라 수행하였다. 지름 90 mm

petri-dish에 2.6 mm 두께로 만든 겔에 7 well agar cutter

를 사용하여 구멍을 뚫어 주변 4개 well에 혈청샘플 73 µl를

넣고, 대각선상의 2개 well에 73 µl의 양성대조 혈청을 넣었

다. 중심 well에 항원액 32 µl를 넣어 72시간 동안 실온의

항습상자에서 반응시킨 후 결과를 판독하였다.

ELISA kit에 의한 항체검사는 불활화된 BLV 항원이 코팅

된 96well microplate에 제조사에서 제공한 표준양성혈청, 음

성혈청, 공시 혈청을 각각 1/10희석하여 100 µl씩 분주하고

37oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 완료 후 내용물을 버

리고 300 µl의 CHEKIT washing solution으로 3회 세척하

고 100 µl CHEKIT-anti-ruminant-IgG-PO conjugate를 각

well에 분주하여 37oC에서 1시간 동안 반응시켰다. 반응 완

료 후 내용물을 버리고 동일한 세척과정을 완료한 후 발색을

위해 100 µl CHEKIT-TMB substrate를 넣고 실온에서 15분

간 반응하고 추가로 100 µl의 CHEKIT-Stop solution을 넣어

발색 반응을 중지시켰다. 결과 측정을 위해 ELISA reader

(Sunrise, TECAN, Switzerland)의 450 nm 파장에서 optical

density(OD)를 측정하였다.

ELISA 결과 판정은 제조사의 계산식(ODsample − ODnegative/

ODpositive−ODnegative× 100)에 따라 Value(%)값을 얻었다. BLV

항체 보유 유무의 판정은 < 30%일 때 음성, ≥ 30% ~ < 40%

의양성, ≥ 40%일 때 양성으로 판정하였다.

항원검사

6개월령 이하의 공시우를 대상으로 혈액 중 BLV proviral

DNA 검사를 실시하였다. 혈액 중 DNA추출은 viral gene

spin(Intron, Korea)을 이용하여 제조사의 방식에 따라 진행

하였다. PCR primer(33)는 BLV genome의 long terminal

repeat(TLR) region을 증폭할 수 있는 BLV-LTR256 (5’-GA-

GCTCTCTTGCTCCCGAGAC-3’), BLV-LTR453 (5’-GAAA-

CAAACGCGGGTGCAAGCCAG-3’) 각 20pmol, PCR master

mix(i-taq polymerase, Intron, Korea)와 혼합하여 PCR기계에

서 95oC 5분간 예비 denature 시킨 후, 96oC 30초 denature,

60oC 40초 annealing, 72oC 1분 extension 반응을 35회 실시

하고, 최종적으로 72oC 5분 final extension 반응을 실시하였

다. PCR 증폭을 완료한 산물 10 µl를 1.5% agar gel에 전기

영동(100v, 25분)한 후 Ethidium bromide로 염색하여

197bp의 증폭 DNA를 확인하였다.

통계분석

혈청검사 결과에 대한 통계학적 분석은 과거부터 사용한

AGID 검사 결과를 표준으로 하여 ELISA 검사법의 결과 사

이의 민감도와 특이도를 피셔분석(Fisher analysis)을 통해 계

산하였고, 두 검사법의 결과에 대한 동일성 분석은 계수형

kappa 통계량을 계산하였다. 모든 통계분석은 Execel(version

2007, Microsoft, USA)과 SPSS(version 10.0.7, SPSS INC.,

USA) 를 사용하였다.

결  과

162두의 혈청을 AGID와 ELISA법을 이용하여 검사한 결

과 AGID 검사에서 BLV 항체 양성 102두, 음성 60두로 양

성률은 63.0%를 나타내었으며, ELISA 검사에서 BLV 항체

양성 114두, 음성 37두, 의양성 11두로 양성률은 70.4%(의양

성은 음성으로 판정)로 나타났다. AGID와 ELISA검사법 간

에 ELISA 항체 진단법의 양성 진단율이 7.4% 더 높게 나

타났다.

공시우의 연령이 생후 1년 이상 3년 미만인 개체에서

AGID와 ELISA 검사간의 항체 양성률에 큰 차이를 보였다.

공시우의 연령에 따른 항체 양성률 비교에서 생후 1년 이상

2년 미만인 그룹에서 30%, 생후 2년부터 3년 미만의 그룹에

서 9.6%로 ELISA 진단법의 양성률이 더 높게 나타났다.

PCR 진단법을 이용한 BLV 유전자 진단율은 공시우 평균

25.3%의 양성률을 보였으며, 생후 1년 미만에서 14.5%, 생후

1년 이상부터 4년 미만까지 30%이상의 양성률을 보였으며

생후 4년 이상부터 양성률이 감소하였다(Table 1).

AGID와 비교한 ELISA kit의 특이도와 민감도를 ELISA

결과 의양성 수치를 나타내는 개체값을 제외하고 분석한 결

과 AGID에서 BLV 항체 음성을 보였지만 ELISA에서 양성

을 보인 경우가 13.9%로 나타났다. BLV-AGID(JENO.)항체

검사 결과와 비교한 BLV-ELISA(IDEXX)의 민감도는 93.9%,

특이도 59.6%, 양성예측도 81.6%, 음성예측도 83.8%로 나타
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났다(Table 2). 

BLV-AGID 항체 양성에 대한 ELISA 항체 양성률과,

AGID 항체 음성에 대한 ELISA 항체 음성률의 비를 비교한

결과 두 검사법의 양성항체에 대한 동일성은 높았으나 항체

음성 샘플에 대한 동일성 낮게 나타났다. 고연령의 공시우에

서는 kappa값이 1.00을 보이고 있어 두 검사법간의 결과의

차이가 없음을 나타내고 있다(Table 3).

고  찰

현재까지 BLV 감염을 판정하기 위한 다양한 진단법이 알

려져 있으나 각각의 장단점이 있어 2가지 이상의 진단기법

을 이용할 필요가 있다. 

과거 혈액학적인 변화로 BLV의 감염을 진단하는 경우 소

의 품종, 연령에 따라 백혈구 및 림프구의 정상 수치가 다소

차이가 있으므로 주의가 필요하며 다른 질병의 감염에 의한

일시적인 림프구증가와도 구별이 필요하다(28,31,34,35). 윤

등(3)이 유세포분석기(flowcyometer)와 단클론항체(Mab)를

이용하여 BLV감염우군과 비감염우군의 PBMC(Peripheral

Blood Mononuclear Cells)를 분석한 결과 백혈구 증가를 보

이지 않은 BLV감염우군의 경우 림프아군의 변화가 없었으

며, 백혈구증다증을 보이는 BLV감염우의 경우 CD5+과 B+

림프구의 절대적 수치가 증가함을 보고하였다. 이를 다시 해

석하면, 혈액세포를 이용한 BLV의 진단의 경우 백혈구증다

증을 보이지 않는 BLV 감염우의 경우 확진을 하기 어렵다

는 한계성이 있다.

항체 검출기법으로 AGID법은 1977년 표준 BLV 진단법

으로 제안된 이래 세계각국에서 유용하게 사용되고 있다(23).

그러나 최근에는 ELISA 및 PCR을 이용한 진단법이 많이

이용되고 있다. 일부 보고에서는 AGID법과 ELISA법의 민

감도에 대해 동일한 진단결과를 보인다는 보고도 있지만

(15,29,32), 본 연구 결과뿐 아니라 다른 보고에서 ELISA법

이 항체 수준의 변화를 빠르게 진단하며, 적은 양의 항체를

진단하기에 더 우세하다고 평가한다(16,30). Simard 등(30)의

보고에 의하면 동일 양성 혈청에 대해 AGID 진단법의 검출

한계는 1/100 희석이었으나, ELISA검사법의 경우 1/4,000~

1/20,000까지 검출이 가능하였다. 본 연구에서 생후 1년 이상

3년 미만의 그룹에서 AGID-ELISA의 양성률 차이가 발생하

는 이유에 대해 감염초기 또는 낮은 항체 수준의 잠복기에

대한 검출 한계 차이로 생각된다. 민감도가 높은 ELISA 검

사법은 다수의 혈청을 혼합한(pooled serum sample) 검사가

유효(17)하므로 청정우군 관리와 검사 비용의 경제적인 이득

을 얻을 수 있다.

어린 송아지의 경우 AGID와 ELISA 검사법 등 혈청학적

진단을 실시할 경우 모체이행항체에 의한 혈청학적 양성 결

과를 나타내므로 감별이 필요하다. BLV항체 양성우의 초유

를 섭취할 경우 초유를 통한 모체이행항체 때문에 1~6개월

간 항체 양성을 보이며, BLV 감염이 없을 경우 일정 기간

이 경과하면 항체 음성을 나타낸다(6,18). 따라서 6개월령 이

전의 송아지에 대해서는 BLV 항원을 검출하는 진단 방법이

요구된다. 

혈액중의 BLV 유전자 진단은 BLV 유전자의 pol, env, tax

등 다양한 부위에 대한 PCR 진단이 이루어지고 있고 민감도

를 높이기 위한 nested PCR(nPCR) 또는 real-time PCR

(rtPCR) 등 다양한 실험이 보고되고 있으며, 샘플 및 primer

의 조건에 따라 검출률에 차이를 보이고 있다(4,10,11,19,21).

ELISA법을 이용한 항체 진단은 감염후 항체가 형성되는 4~8

주 후에 진단이 가능하지만 PCR진단법을 이용한 항원진단

은 감염후 7일만에 감염을 진단할 수 있다(16). 본 연구에서

일반 PCR기법을 이용한 검출이었으나 nPCR 또는 rtPCR을

이용할 경우 BLV 유전자 양성률 진단율이 더 높게 나타날

것이다.

Table 3. Percentage of total negative and positive agreement
between the AGID and ELISA and their corresponding kappa
value according to age

Age
Percentage of total 
negative agreement

Percentage of total 
positive agreement

κ

0 ~ < 1 77.78 88.00 0.795

1 ~ < 2 22.22 100.00 0.222

2 ~ < 3 60.00 100.00 0.600

3 ~ < 4 50.00 82.35 0.607

4 ~ < 5 - 100.00 -

5 ~ < 9 100 100.00 1.000

Total 62.00 94.12 0.659

Table 1. Prevalence of BLV antibody and antigen positive cattle
according to age

Age Heads
AGID 
pos.(%)

ELISA 
pos.(%)

PCR pos.(%)

0 ~ < 1 55 25(45.5) 28(50.9) 8(14.5)*

1 ~ < 2 20 10(50.0) 16(80.0) 6(30.0)

2 ~ < 3 21 15(71.4) 17(81.0) 7(33.3)

3 ~ < 4 25 17(68.0) 17(68.0) 9(36.0)

4 ~ < 5 17 14(82.4) 15(88.2) 5(29.4)

5 ~ < 9 24 21(87.5) 21(87.5) 6(25.0)

Total 162 102(63.0) 114(70.4) 41(25.3)
*Under 6 months of age group: 16.2%.

Table 2. Relationship between the result of ELISA and AGID
(except the serum suspect result in ELISA)

AGID test

ELISA kit Positive Negative Total

Positive 93 21 114

Negative 6 31 37

Total 99 52 151
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결  론

BLV 청정화 작업을 위해서는 ELISA진단법을 이용한 혈

청학적 진단과 PCR진단법을 이용한 항원진단이 병행될 필

요가 있으며, 6개월령 이하의 송아지에서는 PCR 진단법을

이용한 도태우 선정이 우선되어야 한다.
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