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Abstract

This study was carried out to investigate the prevalence of bovine leukemia virus (BLV) infection and 
to compare the results of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and nested polymerase chain 
reaction (nPCR) in dairy farms in northern Gyeonggi province from August through December 2011. 
A total of 625 dairy cattle from 14 dairy farms were tested for antibodies against BLV using commer-
cially available ELISA test kit. The overall seroprevalence of BLV infection was 76.3%. The seropreva-
lence of diary cattle according to age was the highest at 61∼72 months (88.0%, P<0.001). Two hun-
dred fifty one dairy cattle from 7 diary farms were tested ELISA and nPCR. The kappa value of BLV 
between ELISA and nPCR was 0.765. The results indicate that BLV infection spread widely in dairy 
farms and the nPCR is rapid method for the early detection of BLV infection.
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서    론

소 류코시스병(Enzootic bovine leukosis, EBL)의 원

인체는 bovine leukemia virus (BLV)이며, 주로 성우에

서 발생하는 혈액종양성 질병이다(Levkut 등, 1994). 
BLV에 감염된 소는 대부분 무증상형으로 진행된다. 
BLV에 감염 후 30∼70%의 소가 지속적 림프구 증가

증(persistent lymphocytosis, PL)을 일으키고, 1∼5%는 

림프육종을 유발한다(Schwartz와 Lévy, 1994; Burny 
등, 1985). 임상형인 림프육종은 3세 이상의 소에서 

특히 5∼8세의 소에서 주로 나타난다(Marchak 등, 
1962).
  BLV의 진단법에는 agar gel immunodiffusion (AGID) 

(Kono 등, 1982; Trono 등, 2001), enzyme-linked immu-
nosorbent assay (ELISA)(Asfaw 등, 2005; Martin 등, 2001), 
polymerase chain reaction (PCR) (Klintevall 등, 1994; 
Kuckleburg 등, 2003) 등이 이용되고 있다. 혈청학적 검사

에서 ELISA가 AGID보다 민감도 더 높은 것으로 보고되

고 있으며(Wang, 1991; Simard 등, 2000), PCR은 감염 초

기 항체가 형성되기 이전에 항원을 검출하는데 효과적이

다(Klintevall 등, 1994; Kuckleburg 등, 2003).
  국내에서 Chu 등(2007)은 ELISA를 사용하여 전북 

익산지역의 젖소 항체 양성률을 89.6%로 보고하였고, 
Suh 등(2003)은 ELISA를 이용하여 전국적인 젖소의 

항체 양성률을 54.2%로 보고하였으며, Shim 등(1998)
은 AGID를 사용하여 경기도 젖소의 항체 양성률을 

28.2%로 보고하였다. 이처럼 전국적 또는 지역적 

BLV 조사에서 높은 항체 양성률을 보이고 있다. 따
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라서 이번 연구에서는 BLV 감염농장의 동거축 검사

를 통하여 농장 내 감염상태를 파악하고, ELISA와 

nested PCR (nPCR)의 검사방법에 따른 결과를 비교

하여 BLV 방역대책에 활용하고자 한다.

재료 및 방법

공시동물

  2011년 8월부터 12월까지 경기도 북부지역 4개 시ㆍ

군 젖소 사육농가의 도축장 출하축에 대한 류코시스

병 조사 및 농가 질병검사에서 양성으로 판정되어 동

거축 검사를 한 연천군, 양주시, 파주시, 고양시 소재 

14농가 625두의 혈액을 항체검사에 사용하였고, 혈액 

중 7농가 251두는 항체검사와 항원검사를 병행 시행

하였다.

혈액시료 및 DNA 분리

  공시동물로부터 항체검사를 위하여 미정맥에서 혈

액 4 ml을 채취하여 혈청 분리 후 검사 전까지 –20oC
에 냉동 보관하였다가 사용하였고, 항원검사를 위하

여 따로 4 ml을 sodium heparin (BD VacutainerⓇ, USA)
이 들어 있는 튜브에 채취하여 아이스박스에 넣은 후 

실험실로 이동하였고, Viral gene-spinTM viral DNA/RNA 
extraction kit (Intron Biotechnology, Korea)를 사용하여 

전혈에서 DNA를 분리하여 –20oC에 냉동 보관 후 사

용하였다.

ELISA

  소류코시스병에 대한 항체검사는 Bovine Leucosis 
virus Antibody Test Kit (IDEXX, Switzerland)를 이용

하여 제조회사에서 공급하는 실험방법에 따라 실시

하였다. ELISA reader (Sunrise, TECAN, Switzerland)
를 이용하여 450 nm의 파장에서 optical density (OD)
값을 측정하였다.

nPCR

유전자 증폭기는 PTC-220 (Bio-rad, USA)를 사용하

였다. 혈액 내 DNA 확인을 위한 PCR의 primer는 

OBLV1A 5'-CCTTGTGTGCCAAGTCTCCCAGATACA-3'

와 OBLV6A 5'-CCAACATATAGCACAGTCTGGGA 
AGGC-3'를 사용하였고, nPCR의 primer는 OBLV3 5'- 
CTGTAAATGGCTATCCTAAGATCTACTGGC-3'와 

OBLV5 5'-GACAGAGGGAACCCAGTCACTGTTCAA 
CTG-3'를 사용하였다(OIE, 2008). PCR 반응은 Accu-
PowerⓇ PCR Premix Kit (Bioneer, Korea)를 사용하였

다. PCR의 예상증폭 크기는 440 bp이며 조건은 

pre-denaturation은 95oC 5분간 실시 후 94oC 45초, 
60oC 60초, 72oC 90초 총 5회 반응하고 94oC 45초, 
55oC 60초, 72oC 90초 총 30회 증폭시킨 후 post-poly-
merization은 72oC에서 5분간 실시하였다. PCR prod-
uct를 DNA로 사용하여 nPCR을 수행하였다. nPCR의 

예상증폭 크기는 341 bp이며 조건은 pre-denaturation
은 95oC 5분간 실시 후 94oC 45초, 58oC 60초, 72oC 
90초 총 5회 반응하고 94oC 45초, 53oC 60초, 72oC 90
초 총 30회 증폭시킨 후 post-polymerization은 72oC에

서 5분간 실시하였다. 증폭된 nPCR 산물은 0.5 μg/ml 
ethidium bromide (Bioneer, Korea)가 함유된 2% agar-
ose gel로 전기영동하여 UV transilluminator로 특이 밴

드 증폭 유무를 확인하였다.

통계 분석

  통계분석은 SPSS (statistical package for the social 
sciences, V.20.0)을 이용하였다. BLV 연령별 항체 양

성률의 유의성을 검정하기 위하여 Chi-square test를 

실시하였다.
  소 혈액을 대상으로 한 ELISA와 nPCR의 민감도와 

특이도를 비교하였다. 이들 두 검사 사이의 일치도는 

Cohen's Kappa 분석을 실시하였다(Fleiss와 Cohen, 
1973).

결    과

항체 양성률

  경기도 북부지역 도축장 출하축 및 농장 질병 검사

에서 소류코시스병 양성 판정된 젖소 사육농장의 동

거축 감염실태를 조사하기 위하여 총 14농가 625두
를 대상으로 검사를 한 결과, 477두에서 양성이 확인

되어 평균 76.3%의 항체 양성률이 관찰되었다. 연령

에 따른 BLV 항체 양성률은 유의성 있는 차이가 있

었다(P<0.001). 61∼72개월령에서 88.0%로 가장 높았
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Table 1. Seroprevalence of bovine leukosis in dairy cows 
according to age

Age (month) No. of serum No. of positive Prevalence (%)

13∼24 21 17 80.9*
25∼36 139 80 57.5*
37∼48 147 109 74.1*
49∼60 123 104 84.5*
61∼72 75 66 88.0*
73∼84 64 55 85.9*
85∼96 34 28 82.3*
≥97 22 18 81.8*
Total 625 477 76.3

*Significant statistical difference (P＜0.001).

Table 2.  Relationship between the results of the ELISA and nPCR 
of 251 dairy cows

ELISA results
nPCR results

Total Kappa index
Positive Negative

Positive 178 18 196
0.765Negative 4 51 55

Total 182 69 251

고 25∼36개월령에서 57.5%로 가장 낮았다(Table 1). 

ELISA와 nPCR 결과 비교

  7농가 251두의 ELISA와 nPCR 검사결과는 Table 2
와 같았다. ELISA에서 양성인 시료 196개 중 nPCR 
검사 결과 178개 시료에서 양성으로 확인되어 민감

도는 90.8%이었으며, ELISA에서 음성인 55개 시료에 

대한 nPCR을 적용한 결과 51개 시료에서 음성으로 

확인되어 특이도는 92.7%이었다. 그리고 ELISA에서 

확인된 양성과 음성 시료에 대한 nPCR의 정확도는 

91.2%이었다. ELISA와 nPCR의 검사 일치도(Kappa)
는 0.765이었다.

고    찰

  이번 연구에서 젖소 사육 14농가 625두의 BLV의 

항체 양성률은 76.3%였는데 이는 Suh 등(2003)의 전

국적인 개체별 항체 양성률 36.7∼67.9%보다는 높았

고, Chu 등(2007)의 전라북도 익산, 군산지역 개체별 

항체 양성률 89.6%보다는 낮았다.  
  연령에 따른 항체 양성률의 차이는 연구자에 따라 

차이가 있다. Murakami 등(2011)은 일본의 젖소에서 

연령에 따라 BLV 항체 양성률의 차이가 있다고 보고

하였고, Suh 등(2003)은 국내 젖소의 연령에 따른 항

체 양성률 차이가 없다고 보고하였다. 이번 연구에서

는 연령에 따라 BLV 항체 양성률의 차이가 있는 것

으로 확인되었다. BLV 양성축의 초유를 통한 송아지

의 모체이행항체는 6개월까지 지속하며(Burridge 등, 
1982), BLV 감염 위험으로부터 송아지를 보호해준다

(Nagy 등, 2007). BLV 감염률이 높은 농장에서 모체

이행항체가 소실되는 6개월령 이후 송아지는 감염에 

쉽게 노출될 수 있다. 이 연구의 13∼24개월령에서 

80.9%의 높은 항체 양성률을 보이는 것은 BLV 감염

률이 높은 농장에서 모체이행항체가 소실된 이후 감

염된 것으로 추정된다. Emanuelson 등(1992)은 BLV 
감염축은 음성축보다 질병 발생률과 도태율이 높다

고 보고하였고, Thurmond 등(1985)은 BLV 항체 음성

축은 항체 양성축보다 3.5년 더 오래 생존한다고 보

고하였다. 이 연구에서 61∼72개월령 88.0%, 73∼84
개월령 85.9%, 85∼96개월령 82.3%, 97개월령 이상 

81.8%로 연령이 증가함에 따라 항체 양성률이 조금

씩 감소하는 이유는 BLV 감염축이 도태되기 때문이

라고 추정된다.
  검사 일치도(Kappa)의 해석은 0.41∼0.60은 일치도 

보통(moderate agreement), 0.61∼0.80은 일치도 높음

(substantial agreement), 0.81∼1.00은 일치도 매우 높

음(almost perfect agreement)으로 판정한다(Landis와 

Koch, 1977). 이번 연구의 ELISA와 nPCR의 결과 비

교에서 검사 일치도(Kappa)는 0.765로 높은 일치도를 

확인할 수 있었다.
  BLV 감염초기에 혈청검사와 PCR 진단 비교연구

에서 Klintevall 등(1994)은 BLV를 실험적으로 감염시

킨 후 7일에 PCR에서 첫 검출, 26일에 항체가 검출된

다고 보고하였고, Kelly 등(1993)은 실험적 감염에서 

BLV를 혈청검사보다 PCR에서 2∼4주 일찍 검출할 

수 있다고 보고하였다. 이번 연구의 nPCR 양성, 
ELISA 음성 4두는 감염초기라서 혈액 내에서 BLV가 

검출되었지만, 항체는 검출되지 않은 것으로 판단된

다.
  이 연구의 ELISA와 nPCR의 결과 비교에서 ELISA 
양성, nPCR 음성 개체는 18두로 관찰되었다. 혈액에

서 BLV PCR 진단을 위한 DNA 추출 재료는 periph-
eral blood mononuclear cells (PBMC), buffy coat, 전혈

을 사용할 수 있다(OIE, 2008). BLV는 감염축의 림프

구에 provirus 형태로 존재하므로(Mirsky 등, 1996), 여
러 연구자가 PBMC에서 DNA를 추출하여 PCR 검사
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를 하였다(Asfaw 등, 2005; Kuckleburg 등, 2003; 
Martin 등, 2001; Klintevall 등, 1994). 이번 연구에서

는 전혈에서 DNA를 추출하여 nPCR 검사를 하였으

나, 전혈에서 PBMC을 추출하고 DNA를 분리한 후 

nPCR 검사를 할 경우 BLV의 nPCR 진단율이 더 높

을 것으로 판단된다.

결    론

  이번 연구는 2011년 8∼12월까지 도축장 출하축 

조사와 농가 질병검사에서 양성으로 판정되어 동거

축 검사를 한 경기도 북부지역 14농가 625두에 관한 

결과이며, 76.3%의 항체 양성률이 관찰되었다. 연령

별 항체 양성률은 37개월령 이상에서 74.1∼88.0%로 

관찰되었고, 61∼72개월령에서 88.0%로 가장 높게 관

찰되었다. 7농가 251두의 ELISA 및 nPCR 결과 비교

에서 정확도는 91.2% (229/251)이었고, 검사 일치도

(Kappa)는 0.765로 높은 일치도를 확인할 수 있었다. 
항체가 형성되지 않은 감염초기 개체를 검출하기 위

해 발생농장 검사 시 항체검사와 nPCR 검사를 병행 

시행해야 할 것으로 생각한다.
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