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홀스타인종 젖소에 있어서 PCR과 ELISA기법을 이용한 BLV 감염진단
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Abstract : This study was conducted to investigate the farm situation about bovine leukemia virus(BLV) infection that 
greatly influence productivity in dairy cattle and compare the accuracy of diagnosis for BLV infection between PCR 
and ELISA techniques. Blood samples of 193 heads from 5 herds in Chungnam and Chungbuk area were used to analyze 
BLV gene and serum, and the results were obtained as follows. The amplified BLV gene in dairy cattle by PCR technique 
resulted in 226 bp, 596 bp and 434 bp, respectively, for gag, pol and env, which were well amplified. The infection 
rates of BLV virus diagnosed by PCR and ELISA techniques ranged from 80.55 to 100% and from 22.22 to 86.95%, 
respectively, and the infection rates among 5 herds were significantly different in both methods (P<0.05). Further, the 
average infection rates of 5 herds were 87.05 and 63.21%, respectively, for PCR and ELISA techniques. Kappa statistics 
for examining consistency of diagnosis by PCR and ELISA techniques showed 0.246, which represents low consistency. 
Consequently, PCR based BLV technique was considered as a corrective measure for diagnosis of BLV infection in Holstein 
dairy cattle.
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I. 서 론

젖소의 유전능력이 우수하여도 생산능력에 치명적인 영

향을 미치는 질병에 걸렸을 경우 생산성 향상은 기대하기

란 어렵다. 젖소의 생산능력에 지대한 영향을 미치는 소 

백혈병(bovine leukosis, BL)은 전 세계적으로 발병하고 

있는 혈액 종양성 질병이다. 이는 BLV(bovine leukemia 

virus)감염이 원인이 되어 림프세포에 이상증상을 일으키

며 우군에 감염되면 근절하기가 매우 어려운 낙농산업에 

치명적인 손실을 초래하는 전염성 질병이다. 중남미의 경

우 젖소의 30∼50% 정도가 BLV에 감염되어 있으며 이중 

젖소의 20∼30%는 백혈병(BL) 즉 지속성 림프증후군(per-

sistent lymphocytosis, PL)으로 진행되고, 1∼5%가 림프

종양(lymphosarcoma)으로 발전하는 것으로 보고되고 있

다(Xu 등, 1993; Mirsky 등, 1998). 젖소에 BLV가 감염되

어 PL으로 발전하면 이의 지속기간이 증가함에 비례하여 

림프증후군의 상태가 악화되고 유량과 유지량은 현저히 감

소한다(Da 등, 1993). 젖소의 생산성에 지대한 영향을 주는 

백혈병을 근절하기 위해서는 BLV의 조기진단에 의한 감염

된 소의 격리사육과 목장관리에 있어서 철저한 방역 및 위

생관리가 이루어 져야 한다.

소에 감염된 BLV을 조기 진단하는 방법으로 혈청학적 방

법이 개발되었고 주로 BLV glycoprotein antigen과 

core antigene을 BLV persistently infected fetal lamb 
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Table 1. Oligonucleotide primers used for amplification of BLV
genes and GAPDH gene.

Genes Primer sequence Product size(bp)

gag
CTGACCTAGAACAACTTTGC

226
GACGAGTAGGGAGATTTTTCC

pol
GTGTCCTATATGGACGATATCC

596
AGTCTGCAGGTATTGGCATCC

env
GTCTCCCAGATACACCTTGG

434
GAAGGTTCCCAACATATAGC

GAPDH
CATGTTTGTGATGGGCGTGA

504
TGATATTCTGGGCAGCCCCT

kidney (BLV-FLK) 세포를 이용하여 생산된 항원을 사용

하는 Aga Gel immunodiffusion(AGID)방법이 이용되었

으며(Hoff-Jorgensen, 1989), AGID기법에 의한 BLV 감

염진단은 BLV가 감염되어 BLV provirus가 양성이지만 혈

청학적으로는 음성인 경우가 나타나 진단에 대한 정확도가 

많이 떨어진다(Eaves 등, 1994). 따라서 근래에는 BLV 감

염진단에 대한 혈청학적 방법 중 AGID법 보다 정확성 및 

민감도가 높은 ELISA기법이 주로 사용되고 있다( Molloy 

등, 1990; Klintevall 등, 1991; Gibson, 1995). 이 기법은 

BLV항체 생성유무에 의한 진단기법으로 BLV가 감염된 후 

일정기간의 잠복기가 지나야만 항체가 생성되기 때문에 

BLV에 감염되었어도 일정기간이 지나지 않은 경우에는 항

체가 생성되지 않아 BLV음성(-)으로 판정될 수 있다. 그러

나 최근에는 소에 감염된 BLV 유전자를 증폭시켜 진단하는 

PCR기법은 ELISA기법으로는 진단하기 어려운 BLV 감염 

초기에도 진단이 가능하여 비교적 빠른 시간과 높은 정

확성으로 감염우를 진단할 수 있다(Jacobs 등, 1992; 

Fechner 등, 1996). 우리나라에서는 젖소의 생산성에 지대

한 영향을 미치는 것으로 알려진 소 백혈병의 원인균인 

BLV 조기진단방법으로 ELISA kit을 활용하고 있으나, 

PCR기법에 의한 BLV 감염에 대한 진단보고는 별로 없는 

실정이다.

따라서 본 연구는 젖소의 생산성에 지대한 영향을 미치

는 것으로 알려진 백혈병의 원인균인 BLV 감염에 대한 젖

소목장별 실태를 파악하고, PCR기법과 ELISA기법간의 

BLV 진단에 대한 정확도를 비교 검토하여 이들 기법에 대

한 진단정보를 제공하는데 필요한 기초자료를 얻고자 하는

데 있다.

II. 재료 및 방법

1. 공시동물 및 재료 

본 연구에 이용된 공시동물은 충청남북도 소재 5개 목장 

(U, S, T, C, 및 D)의 1산 이상의 홀스타인종 젖소 총 193두

를 이용하였다. 혈액채취는 젖소의 경정맥에서 3 ㎖의 혈액

을 EDTA가 함유된 진공채혈관 (Vacumtainer tube with 

EDTA)에 채취하였다. Genomic DNA 추출은 DNeasy 

Blood & Tissue Kit(QIAGEN, Germany)를 이용하였으며 

추출된 DNA는 4℃에 보관하여 사용하였다. 

2. PCR 및 ELISA기법을 이용한 BLV감염진단

방법

1) PCR 기법을 이용한 BLV 감염진단방법

젖소의 BLV 감염여부를 확인하기위한 BLV provirus의 

gag, pol 및 env gene의 PCR 증폭은 Sagata 등(1985)이 

보고한 primer를 사용하였으며 DNA의 확인을 위해 inter-

nal control로 GAPDH를 사용하였다(Table 1).

BLV 각 유전자들의 PCR 증폭은 50 ng genomic DNA에 

1× buffer, 1.5 mM MgCl2 buffer, 0.2 mM dNTP, 각 gene

의 forward와 reverse oligonucleotide primer 각각 10 

pmol, 1.5 units AmpliTaq Gold DNA polymerase(Applied 

Biosystems, USA)와 멸균수를 첨가하여 총 25 ㎕ 용량으

로 반응하였다. PCR 반응조건은 최초 denaturation으로 9

5℃에서 10분간 반응시킨 후, 95℃에서 1분, 61℃에서 30

초, 72℃에서 30초를 34회 반복하였으며, 각 cycle마다 2

초씩 증가하였고 마지막으로 55℃에서 2분, 72℃에서 4분

간 반응한 후 4℃에서 종료하였다. 증폭된 각각의 PCR 

product들은 2% agarose gel에 전기 영동하여 증폭여부 및 

크기를 확인하였다.

2) ELISA 기법을 이용한 BLV 감염진단방법

ELISA 기법을 이용한 BLV 감염을 진단하기 위한 BLV 

항체는 혈청 및 혈장용 CHEKIT-Leucotest kit(Dr. Bom-

meli AG., Switzerland)를 사용하여 측정하였다. 불활성

화 된 BLV 항원(+Ag)과 대조항원(-Ag)이 교대로 코팅된 

96 well plate에 10배 희석한 (pH 5.5∼6.0) 세척·희석액

(CHEKIT-washing & dilution solution, CWDs) 180 ㎕
를 분주한 후 가검 혈청과 양성 및 음성대조혈청을 각각 
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1) Gag 2) Pol 3) Env

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis patterns of BLV gag, pol and env gene products using PCR in Korean Holsteins. M: 100 bp
DNA ladder marker (ELPIS, Korea), lane 1, 2 : BLV positive samples, lane 3, 4 :　BLV negative samples, panel 1: gag gene; panel 2:
pol gene; panel 3: env gene.

well에 20 ㎕씩 첨가하여 10배 희석하였다. CWDs와 혈청

을 잘 혼합한 후 plate를 덮어 항습배양기에서 90분 동안 

실온(18∼20℃)에서 배양한 후 내용물을 버리고 well당 

300 ㎕ CWDs를 넣어 3회 세척하였다. Peroxidase로 표지

한 anti-ruminant IgG conjugate를 CWDs로 1:400으로 

희석한 후 200 ㎕씩 넣고 실온의 항습배양기에서 30분 동

안 배양한 후 300 ㎕의 CWDs로 3회 세척하였다. 발색을 

위해 chromogen substrate를 200 ㎕씩 분주하고 실온에서 

10∼30분간 정치한 후 spectrophotometer(Spectra Rain-

bow, Teacan, USA)로 405 nm 파장에서 optical density 

(OD) 값을 측정하여 양성대조혈청의 순흡광도(Net extinction, 

NE)가 0.4이상일 때 stop solution을 50 ㎕씩 분주하여 

반응을 중지시킨 후 OD값을 측정하였다. 양성 및 음성대조

구와 가검재료의 NE 값은 각각 +Ag이 코팅된 well에서 얻

은 OD값으로부터 -Ag이 코팅된 well에서 얻은 OD값을 빼

서 계산하였다. 재료내의 BLV에 대한 항체 유무는 다음과 

같은 계산식으로 산출하여 얻은 값으로 판정하였다. BLV 

항체의 유무는 S/P 값이 30% 이하 일 때 음성, 30% 이상 

일 때 양성으로 판정하였으며, S/P Value 값의 계산식은 

아래와 같다.

S/P Value(%)     

    
×

여기서,

Net extinction(NE) = (OD+Ag) - (OD-Ag)

NEsample : 혈청시료의 NE

NEpos. : 양성표준혈청(control-serum positive)의 NE

NEneg. : 음성표준혈청(control-serum negative)의 NE

3. PCR과 ELISA 기법간 BLV 진단율의 일치도 검정

PCR과 ELISA 기법간의 BLV 진단율의 일치의 정도를 

알아보기 위해 Kappa통계량을 사용하였으며, 두 BLV 진

단기법에 대한 일치의 정도인 Kappa치는 -1.0(완전불일

치), 0.0(우연일치) 그리고 +1.0(완전일치)까지의 범주를 

갖는다. 검사법사이의 kappa치는 0.0-0.2는 미약한 일치, 

0.2-0.4는 약간의 일치, 0.4-0.6은 중등의 일치, 0.6-0.8

은 상당한 일치, 그리고 0.8-1.0은 거의 완전한 일치로 

판단하며 이의 계산식은 아래와 같다(Cohen, 1960; 

Carletta, 1996).

  
   

여기서, 

Pr(a) : ELISA 진단과 PCR 진단 결과 BLV 양성인 

sample의 비율

Pr(e) : ELISA 진단과 PCR 진단 결과 음성인 sample

의 비율

III. 결과 및 고찰

1. PCR기법을 이용한 BLV 유전자의 전기영동양상

홀스타인종 젖소 BLV 유전자의 증폭 및 감염유무를 확

인하기 위하여 BLV gag, pol 및 env 유전자를 PCR 기법을 

이용하여 증폭한 결과는 Fig. 1에 나타낸 바와 같다.

Fig. 1에서 보는 바와 같이 BLV gag, pol 및 env 유전자

의 증폭산물이 lane 1과 2에서 각각 226 bp, 596 bp 및 

434 bp의 크기로 잘 증폭되었음을 확인할 수 있었다. 이는 
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Table 2. Distribution of BLV infections using PCR and ELISA techniques in dairy cattle farms.

Dairy cattle farm No. of individual
PCR ELISA 

No. of infection % No.of infection %
U 16 16 100.00±0.00a 12 75.00±0.07ab
S 36 29 80.55±0.07b 8 22.22±0.02c
T 52 46 88.46±0.04ab 31 59.61±0.07b
C 23 21 91.30±0.06ab 20 86.95±0.11a
D 66 56 84.84±0.04ab 51 77.27±0.05ab

Total 193 168 87.05±0.02 122 63.21±0.03
* Same letters in superscripts of % represent non-significant at level of P < 0.05.

Sagata 등(1985)이 보고한 BLV gag, pol 및 env 유전자의 

증폭양상이 각각 226 bp, 596 bp 및 434 bp라고 보고한 

결과와 잘 일치하였다. 또한, 이들 유전자의 증폭산물이 

BLV 유전자와 일치되는 것인지를 확인하기 위해 BLV 각 

유전자를 sequencing하여 NCBI에 보고된 BLV sequence

와 비교한 결과 BLV gag, pol 및 env 유전자의 sequence

와 일치하는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 젖소의 BLV 

감염 여부의 진단은 PCR기법에 의한 이들 유전자의 증폭과 

전기영동양상에 의거 BLV 유전자의 종류와 신속한 BLV 

감염여부의 확인이 가능함을 알 수 있었다. 

2. PCR과 ELISA 기법의 목장별 BLV 감염분포

충청남북도 소재 5개 젖소목장(U, S, T, C, 및 D)에서 

사육중인 193두의 홀스타인종 젖소에 대한 BLV감염유무

를 확인하기위하여 PCR과 ELISA 기법에 의한 진단 결과는 

Table 2와 같다.

5개 목장(U, S, T, C 및 D) 193두에 대한 PCR 기법에 

의한 BLV 감염여부를 진단한 결과 168두의 젖소가 BLV에 

감염된 것으로 확인되어 평균 87.05%의 매우 높은 감염률

을 보였다. 한편, ELISA 기법에 의한 BLV 감염여부의 진

단결과는 5개 목장 총 193두 중 BLV 양성(+)이 122두이고 

음성(-)이 71두로 BLV 양성률은 63.21%로 이는 PCR 기법

의 BLV 감염률 87.05%보다 낮은 수치를 보였다. 

이와 같은 결과는 ELISA 기법에 의한 BLV 진단결과 우

리나라 젖소의 전국 평균 감염률은 54.2%, 지역별 BLV 감

염률의 범위 50∼70% 보다는 PCR기법의 경우에는 아주 

높은 감염률을 보인 반면 ELISA 기법은 다소 높은 수치를 

보였다(서, 2004). PCR기법에 의한 젖소목장별로 BLV 감

염진단 결과를 살펴보면 U, S, T, C 및 D 목장의 BLV 감염

률은 각각 100, 80.55, 84.46, 91.30 및 84.84%로 각 목장

의 BLV 감염률은 대체로 높은 수준을 보였다. 한편, 젖소

목장별로 BLV 감염률을 비교하여 보면 S목장이 조사두수 

36두 중 29두가 BLV에 감염되어 80.55%로 가장 낮은 감염

률을 보여 U목장의 100% 간에는 유의적인 차이(P<0.05)를 

보였으나 T, C 및 D목장의 BLV 감염률의 범위는 84.84∼
91.30%로 이들 젖소목장 간에는 유의적인 차이가 인정되

지 않았다. 그리고 ELISA 기법에 의한 젖소목장별 BLV 감

염진단 결과를 살펴보면 U, S, T, C, 및 D목장의 BLV 양성

률은 각각 75.00, 22.22, 59.61, 86.95 및 77.27%로 S목장

을 제외하고 다른 목장들은 대체로 높은 수준의 BLV 양성

률을 보였다. 한편, 젖소 목장별 BLV 양성률을 비교하여 

보면 S목장은 조사두수 36두 중 8두가 BLV 양성으로 

22.22%의 양성률을 보여 다른 목장들과는 유의적인 차이

(P<0.05)로 낮은 양성률을 보였다. 그러나 T목장의 BLV 

양성률은 59.61%로 C목장의 86.95%간 에는 유의적인 차

이(P<0.05)를 보였으나, U 및 D목장의 BLV 양성률 75.00 

및 77.27% 간 에는 유의적인 차이는 보이지 않았다. 이와 

같이 젖소목장 간에 BLV 감염률에 차이를 보이는 것은 목

장관리에 있어서 목장주의 질병에 대한 방역 및 위생관리 

등과 밀접한 관계가 있는 것으로 생각된다. 또한, PCR 기

법과 ELISA 기법에 의한 BLV 진단 결과는 조사된 5개 목

장 총 193두에 대한 BLV 감염진단 분포에 있어서 BLV 양

성우 두수는 각각 168두와 122두로 양성률은 각각 87.05%

와 63.21%로서 두 기법 간에 23.84%의 차이를 보였다. 이

와 같은 결과는 ELISA 기법의 경우 젖소에서 BLV가 감염

된 후 일정기간의 잠복기가 지나야만 생성되는 항체의 유

무로 판단하기 때문에 BLV에 감염되었어도 일정기간이 지

나지 않은 경우에는 항체가 생성되지 않아 BLV 음성(-)으

로 판정될 수 있다. 그러나 PCR 기법에 의한 BLV 감염진단
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Table 3. Kappa statistics of consistency between PCR and ELISA techniques for diagonosis of BLV infection in Holstein dairy cattle.

Dairy cattle farm
PCR+ PCR-

Kappa statistics
ELISA+ ELISA- ELISA+ ELISA-

U 12 4 0 0 0.000
S 8 21 2 5 -0.005
T 31 15 3 3 0.093
C 20 1 1 1 0.452
D 51 5 2 8 0.633

Total 122 46 8 17 0.246

은 감염과 동시에 BLV 유전자에 의해 감염여부의 진단이 

가능하기 때문에 ELISA 기법보다 PCR 기법에 의한  BLV 

양성율이 높게 진단된 것으로 사료된다. 

3. PCR과 ELISA 기법간의 BLV 진단율의 일치도

PCR 기법과 ELISA 기법 간의 BLV 진단율의 일치도를 

알아보기 위한 Kappa statistics를 분석한 결과는 Table 3

과 같다. PCR 기법과 ELISA 기법 간의 목장별 BLV진단 

양성율에 대한 일치도인 Kappa 통계치는 S, U 및 D목장이 

각각 -0.005, 0.000 및 0.093의 아주 낮은 수치로 두 BLV

진단기법 간에 극히 미약한 일치의 정도를 보였다. 그러나 

C 및 D목장의 경우 Kappa 통계치는 각각 0.452 및 0.633으

로 중등도의 일치와 상당한 일치를 보여 두 기법 간에 BLV

양성율 진단에 상당한 일치를 보였다. 한편, 5개 젖소목장

의 Kappa 통계치의 평균은 0.246으로 PCR 기법과 ELISA 

기법 간의 BLV감염진단율의 일치도는 다소 낮은 약간의 

일치를 보였다. 이러한 결과는 ELISA 기법은 BLV항체 생

성유무에 의한 진단기법으로 BLV가 감염된 후 일정기간의 

잠복기가 지나야만 항체가 생성되기 때문에 BLV에 감염되

었어도 일정기간이 지나지 않은 경우에는 항체가 생성되지 

않아 BLV음성(-)으로 판정될 수 있기 때문인 것으로 사료

된다. 그러나 PCR기법은 젖소에 감염된 BLV 유전자를 직

접 증폭시켜 진단하는 기법으로 ELISA기법으로는 진단하

기 어려운 BLV 감염 초기에도 진단이 가능하여 비교적 빠

른 시간과 높은 정확성으로 감염우를 진단할 수 있기 때문

인 것으로 판단된다. 따라서 PCR 기법과 ELISA 기법 간의 

BLV감염진단율의 일치도가 낮은 것으로 판단되어 젖소의 

BLV감염진단시 ELISA 기법에 비하여 PCR기법을 이용하

는 것이 진단율의 정확도를 증대시킬 수 있을 것으로 사료

된다.

IV. 결  론

본 연구는 젖소의 생산성에 지대한 영향을 미치는 것으

로 알려진 소 백혈병의 원인균인 bovine leukemia virus 

(BLV)의 감염에 대한 목장의 실태를 파악하고, PCR기법과 

ELISA기법 간의 BLV 감염진단에 대한 정확도를 비교하고

자 수행하였다. 공시재료는 충청남북도 소재의 5개 젖소목

장(U, S, T, C 및 D)의 홀스타인종 젖소 193두의 혈액으로

부터 BLV유전자 및 혈청을 분석하여 얻어진 결과는 다음과 

같다.

젖소에 감염된 BLV유전자를 PCR기법을 이용하여 증폭

한 결과 gag, pol 및 env 유전자가 각각 226bp, 596bp 및 

434 bp로 잘 증폭되었음을 확인할 수 있었다. PCR과 ELISA 

기법에 의한 5개목장의 BLV진단 감염율의 법위는 각각 

80.55∼100%와 22.22∼86.95%로 두 기법 모두 5개 목장 

간에 유의차인 차이를 보였다(P<0.05). 또한, PCR과 

LIASA기법에 대한 5개목장의 BLV진단 감염율의 평균은 

각각 87.05%와 63.21%로 PCR기법이 23.84%가 높았다. 

PCR과 LIASA기법간의 BLV진단 감염율에 대한 Kappa 

Statistics에 의한 평균 일치도는 0.246으로 두 기법간에 

약간의 일치만을 보였다. 따라서 홀스타인종 젖소에 있어

서 PCR기법이 ELISA기법보다 BLV감염진단의 정확도를 

증대시킬 수 있을 것으로 사료된다.
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