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초        록

Immunochromatography에 의한 우유 중 

체세포 간편검사법 개발

(지도교수 : 임 윤 규)

김 진 영

제주대학교 대학원 

수의학과

  원유 중의 체세포와 면역단백질의 상관관계를 조사하여 체세포수

를 추정할 수 있는 면역학적 분석법의 가능성을 조사하였다. 이를 

위하여 bovine IgG에 특이적인 단클론항체를 개발하고 sandwich 

ELISA 및  immunochromatography법에 응용하여 혈청 및 우유 중

의 IgG 함량을 측정하였다.

  ELISA법으로 측정한 표준곡선은 bovine IgG 농도 0.1부터 100 

㎍/㎖ 구간에서 용량에 비례하는 상관관계를 보였다. 원유 중의 체

세포수와 IgG 농도는 y=0.0126Log(x)-0.0065 (R2=0.5656)인 추세를 

보였으므로, 원유 중의 IgG 농도는 체세포수에 비례하여 증가하는 

경향을 보였다. 

  Immunochromatography법으로 측정하였을 때 혈청 IgG의 대조 

농도인 100, 10, 1, 및 0.1 ㎍/㎖에 대하여 반정량이 가능하였으며, 

원유의 경우 체세포수 1,000,000 이상의 경우와 200,000 미만의 경우

를 구분할 수 있었다.

 ━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━

주요어 : Milk, Somatic cell count, Bovine IgG,  Monoclonal antibody, 

Sandwich ELISA, Immunochromatography
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Ⅰ.  서     론

  우유는 완전한 식품으로서의 영양적 가치는 물론 건강식품으로서

의 그 가치가 널리 인정되고 있다. 우유의 품질에는 가공하지 않은 

원유의 위생이 큰 영향을 미치기 때문에 원유의 위생 정도를 평가

하는 다양한 방법들이 연구되어 왔다. 정상적인 원유에는 케이신, 

지방, 비타민 등의 영양분은 물론 면역단백질과 체세포와 같은 생체 

면역성분들이 포함되어 있다. 이러한 성분들은 젖소의 건강상태에 

따라 변화하며 (Kitchen, 1981; Harmon, 1994), 특히 체세포의 변화

는 원유의 위생정도를 평가하는 척도가 되고 있다.

원유의 체세포 증가에 영향을 미치는 것은 병원성 미생물의 감염

에 의하여 발생하는 유방염이며 이는 감염된 유선 조직을 정상으로 

회복하려는 생체반응이다 (손, 1997). 젖소의 유방염의 원인으로 

Abildgaard (1967)는 방목시 곤충에 물려 발생하는 것이라 보고하였

으나, 인공감염을 통한 유방염을 유도하고 유즙으로부터 세균검출에 

성공한 Fank와 Glage (1967)에 의하여 유방염이 감염병임을 확인하

였다. Bramley 등 (1992)에 의하면 ‘많은 현장 지도자들은 우유위생 

문제의 약 50%는 유방염 발생 병원균과 관계가 있다’고 지적하였다. 

한편, 유방염은 우유 중 사람에게 유익한 성분은 감소시키고 유해한 

성분을 증가시킨다고 알려져 있다 (Philpot, 1978; 손 등, 1997).

유방염은 일반적으로 준임상형, 임상형 (아급성임상형, 급성전신성

형), 만성형, 비특이성형으로 구분된다 (손, 1997). 임상형은 증상이 

보이는데 반해 준임상형은 육안적으로 증상을 발견하기가 거의 불

가능하다. 실제로 준임상형이 중요한 이유는, 임상유방염보다 발생

율이 15-40배 높으며, 결국 임상형으로 발전되기 때문이다. 또한, 감

염기간도 길고, 우유생산량이 감소되며, 우유의 질을 저하시키므로 

낙농가의 생산성을 저하시킨다. 한편, 유방염의 원인균은 목장내 감

염의 주된 원인으로 작용하기 때문에 유방염을 관리하기 위한 노력
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은 준임상형에 기본을 두어야 한다 (손, 1997). 한국가축위생학회에

서 3년간 (‘91-93) 전국을 대상으로 실시한 유방염 감염률을 보면 

개체별 감염률은 38.3% (준임상형 32.8%, 임상형 5.2%)이었고, 분방

별 감염률은 20.3% (준임상형 18%, 임상형 2.3%)로 조사되었다 (손 

1994).

유방염은 원인균을 분리동정함으로서 확진할 수 있으나 시간이 많

이 소요되고, 유선 내 정상적으로 존재하는 정상세균총으로 인한 판

단의 오류나 바이러스와 같이 분리가 까다로운 미생물에 의한 유방

염의 경우 진단에 많은 어려움이 있다. 따라서 보다 간편하면서도 

신속한 진단법으로 활용되는 방법들은 세포내 화학성분의 변화나 

체세포수의 변화를 측정하는 데 그 기초를 두고 있다. 

특히, 체세포는 우유를 생산하는 정상 유선상피세포와 외부로부터 

들어온 미생물을 제거하여 젖소의 건강을 유지해 주는 백혈구를 통

칭한 것으로서 유방염이 발생할 경우에 증가한다. 

정상원유에는 체세포가 ㎖ 당 25만개 이하이며 대식세포가 60%로 

가장 많고 호중구와 림프구는 약 30% 전후이며 상피세포가 2% 정

도를 차지한다. 그러나 유방염에 걸린 젖소의 원유에는 ㎖ 당 50만

개 이상으로 체세포가 증가하며 그 중 95%가 호중구로 구성된다

(손, 1997). 따라서 원유에 있는 체세포수를 측정함으로서 원유의 위

생정도를 확인할 수 있을 뿐만 아니라 유질개선, 유량증가 그리고 

농가의 경제성 분석에 도움을 주기 때문에 체세포수의 분석은 낙농

장 관리의 지침으로 활용하는 한편 우리나라를 포함한 선진 낙농국

에서는 유대의 산출과 유방염예방을 위한 기초자료로 이용되고 있

다.

체세포수의 측정법으로는 직접현미경법, Fossomatic기기 측정법

으로 형광물질 (ethidium bromide)로 코팅하여 일정량을 디스크에 

도포시켜 순간적으로 통과되는 체세포를 할로겐 램프로 측정하는 

방법이 이루어지고 있지만, 유방염의 관리를 위한 간이법으로 농장

에서 직접 적용할 수 있는 California Mastitis Test (CMT)가 국내

외를 막론하고 가장 많이 이용되고 있다 (Forster 등, 1967; Bodoh 
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등, 1976; Jones 등, 1984;  Reneau, 1986). 그러나, 허 등 (1998)의 

조사에 의하면 74농가 중 35농가 (47%)가 CMT를 실시하지 않는다

고 답하였으며, 그 이유로 귀찮아서라고 답한 농가가 80%, 검사방법

을 몰라서라고 답한 농가가 18%나 되었다. 즉 유방감염여부와 유즙 

상태를 파악하는데 착유 전 CMT 검사가 가장 중요하고 기본적인 

방법으로 요구하고 있으나 1주에 1-2회 이상 실시하는 농가가 29%

에 불과한 것에 감안한다면 대다수의 농가가 유방염 관리를 소홀히 

하고 있음을 볼 수 있다. 이러한 원인은  CMT 진단법은 검사자의 

숙련도에 따라 결과해석이 다양하게 나오므로 반복적인 검사를 통

해서 눈에 익숙해질 때까지 지속적으로 실시해야 하는 단점에 기인

하는 것으로 생각된다.

만일, 체세포 이외에 유방염시 변화할 수 있는 다른 성분들을 대

상으로 육안적으로 간편하게 관찰할 수 있는 방법이 개발된다면 농

장에서 직접 유방염의 유무를 판정하기가 용이할 것이다. 실제로 유

방염 원유에서는 체세포만이 아니라 조직세포로부터 분비되는 우유

성분에도 주요한 변화가 나타난다 (Kitchen, 1981). Anderson 과  

Andews (1977)의 연구에 의하면 균감염 또는 균독소에 의해 α

-lactalbumin, β-lactoglobulin은 미세한 농도로 감소함을 보였으며, 

혈청 알부민과 IgG의 농도는 현저하게 증가하였다고 하였다. 면역글

로불린 중 IgG는 세균, 바이러스 등의 항원에 대한 면역반응에 비교

적 활발한 변화를 보인다. 이와 같이 가축질병의 발생에 관여하는 

제반 면역생리적 요인들 중 혈중 IgG class (IgG1, IgG2)의 농도변

화는 질병 이환의 여부 및 그 상태를 예시하는 중요한 척도가 되고 

있음이 많은 연구자들에 의하여 보고되었다 (Butler 등, 1972; 

Williams 등, 1975; 김 등, 1986). 

이상에서와 같이 유방염시 체세포수는 물론 혈청성분들도 증가한

다는 것은 주지의 사실이지만, 두 종류의 양적 상관관계에 대하여 

비교 분석한 연구보고는 찾아보기 어렵다. 원유 중의 혈청 성분의 

농도와 유방염에 의한 체세포수의 변화 사이에 상관관계가 성립한

다면, ELISA 등의 면역분석법을 이용하여 원유 중의 혈청성분을 정
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량하고 이를 통하여 체세포의 수를 추정할 수 있을 것이다. 또한 

immunochromatography법과 같이 초고속 진단법을 응용할 경우, 간

단한 키트의 형태로 현장에서 우유 중의 혈청성분을 측정할 수도 

있을 것이다.

  이러한 가능성을 확인하기 위하여, 우유 성분 중 염증반응에 관련 

높은 혈청성분인 immunoglobulin (IgG)의 농도를 측정하는 간편한 

ELISA 및 immunochromatography법을 개발하고자 본 연구를 수행

하였다. 이를 위하여 bovine IgG를 정제하고 이에 대한 단클론항체

를 개발하여 원유 중의 IgG 함량과 체세포수 간의 상관관계를 조사

하였으며 현장적용이 가능한 간편진단법으로서의 적용이 가능할 것

인가 여부를 조사하였다.
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Ⅱ.  재료 및 방법

  1. 면역원 준비

  1-1. 재료

  제주축협공판장의 도축장에서 채혈한 교잡우의 전혈 2ℓ로부터 

혈청 400 ㎖를 분리하여 bovine IgG의 분리에 사용하였다.

  1-2. Bovine IgG의 정제

  Protein G Sepharose 4 Fast Flow (Amersham Pharmacia 

Biotech, Sweden)을 이용한 affinity chromatography를 실시하여 

bovine IgG를 분리하였다. 즉, gel에 접합된 protein G와 혈청 중의 

IgG가 결합되도록 하였다. Sepharose gel을 syringe column (16 × 

80 ㎜)에 충진시킨 후, 20mM phosphate buffer, pH 7.2 (PB)로 2배 

희석한 소혈청 100 ㎖을 가하였다 (flow rate : 0.5 ㎖/min). Protein 

G와 결합하지 않은 혈청의 기타 성분들은 약 30 ㎖의 PB로 세척하

여 제거하였다. 결합된 bovine IgG는 3M NaSCN을 가하여 용출시

켰다. 분획은 2 ㎖씩 나누어 회수하고, protein assay kit (Bio-Rad, 

USA)을 이용해서 단백량을 측정하였다. 단백량이 높은 분획은 합한 

후 20mM PB에 투석하고 제균여과하여 냉장보관하며 마우스의 면

역과 단클론항체의 정제를 위한 실험에 사용하였다.
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  1-3. SDS-PAGE

  1) SDS-PAGE 관련 시약 제조

  SDS-PAGE를 위한 시약을 table 1 및 table 2와 같이 준비하였

다. 

Table 1. Compositions of reagents for SDS-PAGE.

Medium Contents Quantity

40% Acrylamide stock Acrylamide 38.67g

Bis-acrylamide 1.33g

         in 100㎖ DDW

Lower gel buffer Tris 90.855g

(4×LGB) 0.4% SDS         10㎖ of 20% SDS

pH 8.8 adjusted with HCl  total  500㎖

Upper gel buffer Tris 30.77g

(4×UGB) 0.4% SDS         10㎖ of 20% SDS

pH 6.8 adjusted with HCl  total  500㎖

10% APS Ammonium persulfate 100㎎/㎖

4× Loading dye 100% glycerol 5㎖

4× UGB 4.4㎖

0.5% bromophenol 0.4㎖

Running Buffer DGB 200㎖

20% SDS 5㎖

DDW total 1ℓ

Coomassie blue 1g

Coomassie gel Methanol 450㎖

staining solution Acetic acid 100㎖

DDW 450㎖

Coomassie gel Methanol 100㎖

destaining solution Acetic acid 100㎖

DDW 800㎖
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  2) SDS-PAGE Gel 제조

Table 2. solutions for SDS-PAGE Gel

12.5% 
Separating 

15% 
Separating

4%
 Stacking 

40% Acrylamide 9.35㎖ 9.38㎖ 500㎕

4×LGB 6.25㎖ 6.25㎖

4×UGB 1.25㎖

DDW 9.07㎖ 9.04㎖  3.18㎖

10% APS 300㎕ 300㎕ 60㎕

TEMED 10㎕ 10㎕ 3㎕

  

  Separating gel은 12.5%를 사용하였으며, stacking gel은 4%의 

gel을 사용하였다.  

  전기영동을 위하여 separating gel은 table 2와 같이 조제하여 gel 

plate에 분주하기 직전에 10% APS와 TEMED를 가하고 잘 혼합한 

후 사용하였다. 기포가 생기기 않도록 분주하고 well의 끝에서 1 cm

정도의 stacking gel을 위한 공간을 남겨두고 증류수를 채워 gel이 

수평이 되도록 하여 30분 정도 굳혔다. Stacking gel을 table 2와 같

이 조성하고 그 혼합액을 분주 전 10% APS와 TEMED을 가하여 

잘 교반한 후 gel plate 상단까지 분주하고 comb를 장착하여 완전히 

굳힌 후 사용하였다. Gel이 굳은 것을 확인하고 comb를 조심스럽게 

뽑아 well내를 증류수로 3회 세척하고 gel caster를 떼어 내었다. 

Gel 밖에 묻어 있는 acrylamide를 완전히 제거하고 gel running 

tank에 장착한 후 upper tank와 lower tank에 running buffer를 채

웠다. 

  3) 전기영동 sample 처리

  정제한 bovine IgG sample에 sample buffer를 가하여 3분 동안 

100℃에서 중탕하였다. 뚜껑에 증발된 수증기를 모으기 위해 원심분

리하여 사용하였다. Standard size marker는 7 ㎕를, 정제된 bovine 

IgG는 5 ㎕씩 loading하였다. 
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  4) 전기영동

  전기영동의 조건은 10mA로 영동장치에 전원을 40V로 조정하고 

bromophenol blue dye가 stacking gel을 벗어날 때까지 약 20-30분

간 영동하였다. 이후에는 100V으로 승압시켜 bromophenol blue dye

가 바닥에 도달할 때까지 전기영동을 실시하였다.

  5) 염색

  Coomassie gel staining solution으로  1시간동안 염색하였고 염색

시 74 rpm으로 교반하였다. 탈색은 Coomassie gel destaining 

solution 으로 1-2시간 정도 교반하며 탈색하였다. 
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  2.   BALB/c mouse 면역

 

  6 주령의 암컷 BALB/c mouse 2마리에 매 접종시 bovine IgG 항

원 130 ㎍/100 ㎕씩 투여하였다. 

   Fig. 1과 같이 1차 접종 시 Freund's complete  adjuvant와 면역

용 항원을 동량으로 섞어 emulsion 상태로 조제하여 마우스 복강 

내에 접종하였다. 2차와 3차 추가접종은 Freund's incomplete 

adjuvant와 섞어 emulsion 상태로 조제하여 접종하였다. 4, 5, 6차 

면역은 24시간 간격으로 항원만 3회 접종하며 마지막 접종 24시간

후에 세포융합을 실시하였다.

　    1st           2nd          3rd                         4, 5, 6th  Fusion 

     ↓            ↓            ↓                         ↓↓↓     ↓ 

 

      0            14            28                         57 58 59    60

 days       

 Fig. 1. Immunization schedule for the cloning of hybridoma.

         BALB/c mouse, female, 6 w.o. Dose: 130 ㎍/head.  
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  3.  Hybridoma cloning 

  3-1. Fusion

  1) Fusion 관련 시약 

  SP/2 세포와 fusion 및 hybridoma 배양을 위한 배지는 table 3과 같이 

조제하였다.

  

Table 3. Compositions of culture media for cloning.

Medium Contents Quantity

DMEM(GIBCO BRL NO12100-046)  500㎖

Culture medium  FBS 100㎖

(pH 7.0) 7.5% Sodium bicarbonate 14.5㎖

gentamycin 2㎖

10% L-glucose 5㎖

Antibiotic mycotic 5㎖

Washing Medium  DMEM 500㎖

(pH 7.2) 1M HEPES 5㎖

HAT medium  DMEM 100㎖

100×HAT 1㎖

HT medium DMEM 100㎖

100×HT 1㎖

Cloning Medium  DMEM 100㎖

conditioning Medium 100㎖

Freezing Medium  DMSO(dimetyl sulfoxide) 5㎖

culture medium 50㎖

  2) Fusion

  면역된 BALB/c 마우스의 비장을 취하여 세포융합에 사용하였다. 

심장을 통하여 전 채혈하고, 경추탈구법으로 안락사 시킨 후, 70% 

ethanol로 소독하였다.  가위와 포셉을 사용하여 clean bench내에서 

비장을 적출한 후, 70% ethanol에 1회, washing medium에 2회 침

적하였다. 세포융합에 사용되는 모든 용액은 37℃로 미리 가온하여 

사용하였다. 
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  비장세포의 적출을 위하여 50 ㎖ tube 위에 불에 달군 stainless 

steel mesh (400목)을 놓았다. 그 위에 분리된 비장을 놓고 2 ㎖ 주

사기를 이용하여 비장 내에 washing medium을 주입시켜 부풀린 후 

비장세포을 분리한 후 washing medium 20 ㎖를 첨가하였다. 이후 

3회 원심분리 (1500 rpm, 3분, RT)하여 세척하였다. 비장세포의 2회 

세척시 지수분열기 상태로 배양된 SP/2 myeloma cell을 50 ㎖  

tube에 넣고 동시에 원심분리 (1500 rpm, 3분, RT)하여 2회 세척하

였다. 원심분리 후 침전된 세포량 (packed cell volume)이 동일하게 

(SP/2 : 비장세포 = 1 : 5-6) 되도록 세포량을 조절하고 비장세포와 

SP/2 cell을 혼합하였다. 이후 3회 더 원심분리를 실시하여 혈청성분

을 완전히 제거하였다. 마지막 세척 후 washing medium을 완전히 

제거한 상태에서 침전된 세포들을 부드럽게 tapping하여 tube바닥에 

골고루 얇게 퍼지게 한 후, PEG-1500 (Roche, Germany)를 가하여 

세포융합이 이루어지게 하였다.  

  PEG 처리는 다음과 같다. 즉, 1분에 걸쳐  PEG를 1 ㎖를 천천히 

첨가한 후, 30초 정치하였다. 그 다음 washing medium를 1분 동

안 1 ㎖를 가하고 30초 정치한 후 washing medium를 1분간 2 ㎖ 

가하고 이어 washing medium을 30초간 가하였다. 30초 정치 후 

washing medium 10 ㎖를 30초간  가한 후 pipette을 이용하여 세포

를 풀어 주었다. 

  융합이 완료된 세포들은 washing medium으로 2회 원심분리 

(1,000 rpm, 5분, RT)하여 세척하였다. DMEM 100 ㎖에 침전된 세

포을 부유시켜  96 well flat bottom plate에 100 ㎕씩 분주하였다. 

24시간 경과 후 HAT medium (Gibco, USA)를 각 well 당 100 ㎕

씩 가하여 융합된 hybridoma를 배양하였다. 약 5일간 HAT 

medium을 가하며 세포융합이 되지 않은 SP/2 세포를 사멸시켰다. 

이 후 3일간 HT medium을 분주하였다. 세포의 증식정도에 따라 배

양액 교환주기를 조절하였다.
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  3-2. 특이항체를 분비하는 hybridoma screening을 위한 ELISA

  1) ELISA 관련 시약 제조

  면역시킨 항원에 대한 면역성 여부와 hybridoma 세포의 선별에 

사용하기 위해 table 4와 같이 시약을 조제하였다.

Table 4. Chemical composition of reagents for ELISA.

Solution Contents Quantity

Coating buffer Na2CO3 1.59g

(carbonate-bicarbonate NaHCO3 2.93g

 pH9.6) Distilled water adjusted to 1ℓ

Phosphate- buffered NaCl 8g

saline (PBS) KH2PO4 0.2g

(pH7.2) Na2HPO4 1.15g

KCl 0.2g

Distilled water adjusted to 1ℓ

PBS- T PBS 100㎖

Tween 20 50㎕

Sample buffer PBS-T 100㎖

10% NaN3 500㎕

Chromogen buffer 0.1M Citric acid 24.3㎖

pH 5.0 0.2M Phosphate 25.7㎖

Distilled water 50㎖

Substrate buffer chromogen buffer 10㎖

H2O2(30%) 4㎕

ABTS 0.01g

  

  

  2) ELISA 

  특이항체를 분비하는 hybridoma 세포를 선별하기 위하여 세포가 

well 바닥의 1/3 정도 분열하였을때 배양 상층액을 100 ㎕씩 취하여 

ELISA를 실시하였다. 즉, 면역원으로 사용한 정제된 bovine IgG를 

coating buffer로 5 ㎍/㎖ 희석한 후 microplate에 분주하여 4℃에서 

16시간동안 흡착시켰다. 상층액을 제거하고 PBS로 3회 세척 후, 비

특이적인 항원의 결합을 억제하기 위하여 0.2%의 BSA blocking 용

액 200 ㎕를 각 well에 분주하여 4℃에서 2시간 정치하였다. 상층액
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을 제거한 후 PBS로 3회 세척하여 bovine IgG가 흡착된 ELISA 

plate를 준비하였다. Hybridoma 세포 상층액을 100 ㎕씩 ELISA 

plate의 well에 가한 후 실온에서 30분 반응시킨 후 PBS로 3회 세

척하고  goat anti-mouse IgG-HRP (BioDom, Korea) conjugate 

buffer로 희석하여 100 ㎕씩 가하고, 실온에서 30분 반응시켰다. 

PBS로 3회 세척하고  chromogen buffer에 0.1% ABTS (Sigma, 

USA)와 0.02%의 과산화 수소를 함유한 액을 각 well에 100 ㎕씩 

첨가하고 실온에 30분간 반응시킨 후  405nm (referance 파장 

492nm)에서 흡광도를 측정하였다 (Spectra Ⅲ, Austria). 특이항체를 

생산하는 hybridoma 세포를 24 well plate에 옮겨 배양하고 2개의 

well 당 세포가 1개씩 들어가도록 한계희석하여 분주한 후 위와 같

은 선별 과정을 수행하였다. 

  

  3-3. Hybridoma 세포의 동결보존

  특이항체를 분비하는 hybridoma 세포를 동결보존하기 위하여 세

포가 지수분열기 상태로 자란 세포배양액을 멸균된 cornical tube에 

모아 1,600 rpm에서 10분간 원심하여 상층은 제거하고 침전물을 냉

동보관용 배지 (freezing medium) 5 ㎖을 추가하여 이를 부드럽게 

흔들어서 충분히 부유시킨 후, 이를 각각 1.8 ㎖ cryogenic vials 

(Costar, USA)에 1.5 ㎖씩 나누어 분주하고 4℃에서 30분간 보관 후

에 -70℃, 24시간 보관하였다가 다음날 액체질소에 동결 보존하였

다.
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  4.  단클론항체 생산 

  4-1. 복수 생산

  선정된 clone은 고역가의 단클론항체를 생산하기 위하여 pristane 

(2, 6, 10, 14-tetra-methyl-pentadecane: Sigma, USA)으로 일주일

전에 감작시킨  BALB/C 마우스 (8주령, 암컷)의 복강내로 10
6
∼10

7

개씩 접종하여 10일∼15일 후, 생성된 복수를 채취하여 단클론항체

를 정제하였다. 

  4-2. 단클론항체 정제

  마우스에서 얻은 복수를 affinity chromatography를 이용하여 

bovine IgG에 대한 특이항체를 정제하였다. 동결건조된 CNBr- 

activated sepharose 4B 2g을 1mM HCl 20 ㎖에 현탁시킨 후 15분

간 팽윤시켰다. 팽윤시킨 gel은 sintered glass funnel을 사용하여 세

척하였다. 세척은 400 ㎖의 1mM HCl을 coupling 용액 (0.5M NaCl

을 포함한 0.1M NaHCO3 buffer (pH 8.3)) 20 ㎖에 bovine IgG 30 

㎎을 가한 후 즉시 gel과 혼합하여 2시간동안 실온에서 저어주었다. 

Blocking agent인 0.2M glycine을 400 ㎕넣고 4℃에서 overnight한 

다음 column에 충진시켰다. 충진된 column에 0.5M NaCl을 포함하

는 0.1M NaHCO3 buffer (pH 8.3)와 0.5M NaCl을 포함하는 sodium 

acetate buffer 0.1M (pH 4)를 교대로 4-5차례 흘려주었다. PBS로 

repacking하기 위해 60 ㎖ 흘려주면서 기포을 제거하였다. 다시 PB 

(20mM phosphate buffer with 0.02% NaN3)로 세척하고 3M 

NaSCN을 20 ㎖ 정도 흘려주었다. 이 과정을 2번 반복한 다음 

20mM PB로 세척하고 각 clone에 대한 복수를 흘려주었다. 그리고 

다시 20mM PB로 세척하였다. 3M NaSCN을 흘려주어 컬럼에 부착

되어있는 단클론항체를 분리하였다. Bio-Rad 단백정량 시약으로 단

백량을 체크하면서 2 ㎖씩 분취하였다. 단백량이 높게 나온 분획은 

즉시 20mM PB에 투석하였다. 
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  4-3. 단클론항체의 Isotype

  단클론항체의 isotype을 확인하기 위하여 Sigma ImmunoType 

Mouse Monoclonal Antibody Isotyping kit (Sigma, USA)를 사용하

였다. Strip을 12 × 75 mm test tube에 삽입하고 단클론항체를 생

산하는 hybridoma 세포배양액 2 ㎖을 분주하였다.  실온에서 30분

간 반응시킨 후 배양액을 제거하고 PBS-T-BSA (세척액) 4 ㎖에 5

분동안 침적하여 strip을 세척하였다. 세척액을 완전히 제거한 후 준

비된 biotinylated second antibody을 분주하여 5분동안 반응시키고, 

antibody를 제거한 후 세척액으로 strip을 5분간 세척하였다. 세척액

을 완전히 제거한 후 준비된 Avidin-Peroxidase을 tube에 가한 후 

5분간 반응시켰다. 반응액을 제거하고 4 ㎖ 세척액에 strip을 세척하

고 마지막으로 PBS에 5분 세척하였다. 세척액을 완전히 제거하고 

substrate solution을 test tube에 넣고 insoluble signal이 붉고 선명

할 때까지 반응시켰다. Isotype signal이 보이면 tube에서 즉시 꺼내 

여과지에 놓고 건조하였다. 

  5.  유 중 혈청 IgG 측정용 ELISA 

5-1. 단클론항체 흡착 plate 준비 

정제된 단클론항체들을 coating buffer로 희석하고, 이를  ELISA 

plate (Polysorp, Nunc, USA)에 100 ㎕씩 분주하여 37℃의 항온기에 

2시간 정치한 후에 4℃에서 16시간동안 흡착시켰다.

5-2. HRP labeled conjugate 제조

Two-step glutaraldehyde법을 실시하였다 (Wilson, 1978).

Peroxidase (Sigma, USA, RZ=3) 10 ㎎을 0.1M phosphate buffer 

(pH 6.8) 0.2 ㎖에 용해하고 1.25% glutaraldehyde (Sigma, USA)를

함유하여 실온에서 18시간 정치하였다. 0.15M NaCl로 PD10 column 
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(Pharmasia, Sweden)을 평형시키고 활성화시킨 peroxidase를 가하

여 glutaraldehyde를 제거하였다. 이 후 단클론항체 (5 ㎎ in saline)

를 가한 후 sodium carbonate-bicarbonate buffer를 이용하여 pH를 

9.5까지 올려주었다. 4℃에서 24시간 정치한 후 0.2M glycine 0.1 ㎖

을 가하고 2시간동안 4℃에 정치한 후 PBS로 투석하였다

5-3. Antibody pair 결정

준비된 plate를 DDW로 3회 세척하고 bovine IgG 농도를 100, 10, 

1, 0.1 ㎍/㎖되게 PBS-T에 희석하여 well당 100 ㎕씩 분주하고 실

온에서 30분간 다시 정치한 후 PBS로 3회 세척하였다. 이후 

enzyme 표지된 항체를 PBS-T에 희석하고 각 well에 100 ㎕씩 분

주하고 실온에서 30분간 방치 한 후에 PBS로 3회 세척하였다. 여기

에 substrate buffer를 100 ㎕씩 분주하고 30분 후에 파장 405nm와 

reference 492nm에서 OD값을 측정하였다. OD값이 큰 pair를 

ELISA 및 immunochromatography를 위한 antibody pair로 선정하

였다.

  

  5-4. Assay

  정제된 단클론항체 5 ㎍/㎖되게 PBS에 희석하고, 이를 ELISA 

plate (Polysorp, Nunc, USA)에 100 ㎕씩 분주하며 37℃의 항온기에 

1시간 흡착시켰다. PBS로 3회 세척하고 standard curve로 bovine 

IgG를 PBS-T에 100, 10, 1, 0.1 ㎍/㎖ 되게 희석하여 well당 100 ㎕

씩 분주하고 실온에 30분 정치하였다. 또한 Fossmatic 300 (Foss 

Electric, Denmark)기기로 체세포수를 측정한 원유를 20배 희석하여 

100 ㎕씩 분주하고 실온에 30분 정치하였다. 다시 PBS로 3회 세척

하였다. 이 후 enzyme 표지된 항체를 PBS-T에 희석하고 각 well에 

100 ㎕씩 분주하고 실온에서 30분간 방치한 후에 PBS로 3회 세척

하였다. Substrate buffer를 100 ㎕씩 분주하고 30분 후에 이를 파장 

405nm와 reference 492nm에서 OD 값을 측정하였다



- 17 -

6. Immunochromartography

6-1. Colloidal gold 접합체 제조 

1) 20nm colloidal gold (100 ㎖)의 제조

3차 증류수 89 ㎖를 60℃로 가열하면서, 1% gold chloride 1 ㎖을 

가한 후 0.4% sodium citrate 10 ㎖를 가열된 gold chloride의 중앙

에 첨가하였다. 용액이 적색으로 변할 때까지 약 50분간 가열하였다

가 5분간 끊인 후 실온에 정치하였다. 

2) 40nm colloidal gold (100 ㎖)의 제조

20nm gold 25 ㎖에 증류수 153 ㎖을 가한 다음 끓였다. 1% 

sodium citrate 2 ㎖을 가하여 0.01%가 되게 하였다. 1% gold 

chloride 2 ㎖을 물 18 ㎖과 섞은 후 1 ㎖/min 속도로 점적하였다. 

이후 온도를 유지하며 20분간 끓인 후 gold 접합체 제조에 사용하였

다.

3) Gold 접합체 제조

Gold 접합체를 만들기 위하여 시작 조건은 plain gold의 OD514값

이 1.0이 되게 하고 단백농도는 0.1 ㎎/㎖이 되게 하였다. 접합체 제

조를 위하여 pH 7.5로 조정한 plain gold 50 ㎖에 단클론항체를 점

적한 후 30분간 정치한 후  1.0N NaOH로 pH를 9까지 올린 후, 2 

㎖의 정상 마혈청을 가하였다. 10분간 반응시킨 후 pH 7.5로 조정하

고, 이를 원심분리 (10,000g 30분, 4℃, Kontron Centrikon T-324, 

Italy)하여  맑은 상층액을 걷어내고 2 ㎖의 gold 접합체 희석액에 

재부유하였다. 이렇게 준비한 농축 gold 접합체는 gold 접합체 희석

액 (2% T-20, 10% 마혈청, 5% sucrose, 0.05% NaN3, 100 mM PB)

으로 적당한 조건이 되도록 희석하여 분석에 사용하였다.   
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6-2. Immunochromatography

Nitrocellulose transfer membrane (SP 003, Whatman, USA)을 3 

㎜폭으로 절단하고, 정제된 항체 2.5 ㎎/㎖을 1.0 ㎕씩 점적하여 실

온에서 건조시킨 후 immunochromatography를 실시하였다. 

96 well plate의 각 well 당 농축된 gold 접합체는 5 ㎕, gold 접

합체 희석액 10 ㎕, bovine IgG 농도를 0.1에서 100 ㎍/㎖까지 달리

하여 각 농도별 희석액 8 ㎕씩 가하였다. 이후 단클론항체가 흡착된

strip을 삽입하여 혼합액이 스며들며 흡착된 항체와 항원 및 gold 

conjugate가 반응되어 적색으로 변색되는 현상을 관찰하였다. 이와 

같은 조건으로 원유, 소혈청도 각 8 ㎕씩  well에 분주하여 분석하

였다. 
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Ⅲ.  결     과

  1. Bovine IgG 항원 정제

  Protein G sepharose gel을 이용하여 affinity chromatography법으

로 bovine IgG를 정제하였다 (Fig. 2).

  OD280값이 2.0 이상을 보이는 분획을 취하여 이틀간 투석한 후  

bovine IgG 단백량이 30 ㎍/㎖인 9 ㎖를 얻었다.   

Fig. 2. Affinity purification of bovine IgG antigen. Bovine serum  was  

applied on the gel coupled with protein G. The concentration of each 

bovine IgG fraction was measured in optic density at 280nm.



- 20 -

 2.  면역원의 정제도

  분리한 bovine IgG의 정제 정도를 확인하기 위하여 12.5% gel로 

SDS-PAGE를 수행하였다. Heavy chain 과 light chain으로 여겨지

는 2개의 분획은 각 55 kDa, 25 kDa으로 나타났다 (Fig 3). 

Fig. 3. SDS-PAGE profile of purified 

bovine IgG 

M : Low range marker (Sigma)

B : Purified bovine IgG
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  3.  단클론항체

  3-1. 단클론항체 복수 역가

  2 회 (A: 제 1차 fusion, B: 제 2차 fusion)에 걸쳐 얻어낸 

hybridoma 세포를 마우스 복강내에 접종하여 수확한 복수의 항체 

역가를 조사하였다 (Fig. 4). ×100,000 이상의 역가를 보이는 2G1, 

2G2 및 11E2의 3종의 clone을 선정하여 이후의 면역분석에 사용하

였다.

      A 

     B 

Fig. 4.  Titer of monoclonal antibody against bovine IgG by ELISA
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Clone No. Isotypes

2G1 IgG2b

2G2 IgG1

6D1 IgG1

9E1 IgG1

9G1 IgG1

11C5 IgG2b

11E2 IgG1

12B8 IgG2b

  3-2. 단클론항체의 Isotype

  Bovine IgG에 대한 단클론항체는 IgG1 type 5종 (2G2, 6D1, 9G1, 

9E1, 11E2) 및 IgG2b type 3종 (2G1, 11C5, 12B8)이었다 (Table 5).

Table 5. Isotypes of cloned monoclonal antibodies against bovine IgG 
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  4. ELISA

  4-1. Antibody pair 결정

  복수의 역가가 높은 clone 2G1, 2G2, 11E2 복수를 정제하여 

antibody pair 선정을 위한 조건을 조사하였다. 각각의 단클론항체의 

HRP 접합체와 ELISA plate 흡착조건을 달리하여 최적의 조건을 조

사하였다. 이 중 2G1 항체를 5 ㎍/㎖ 로 ELISA plate에 흡착시키고, 

2G2 및 11E2의 HRP 접합체를 희석하여 bovine IgG를 측정한 반응

곡선은 fig. 5와 같았으며, 2G2-HRP 접합체 희석 배수 ×400인 경

우에 bovine IgG 농도 0.1 ㎍/㎖부터 100 ㎍/㎖의 범위에서 용량에 

비례하는 반응곡선이 표출되었다. 따라서 이후의 분석에서는 2G1항

체 흡착, 2G2-HRP 접합체의 조건을 이용하였다. 

          

Fig. 5. Pairing of IgG coated plate and HRP-conjugated IgG in ELISA.

In this pairing, as a anti-bovine IgG coated on plates, 2G1 was used. As 

HRP-conjugated anti-bovine IgG, 11E2 and 2G2 were added. The pair of 

×400 diluted HRP-conjugated 2G2 with 2G1 showed a concentration 

response curve with the hightest sensitivity by bovine IgG.  
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  4-2. 우유 중 IgG 함량의 측정

  원유는 sample buffer로 20배 희석하여 ELISA를 실시하였으며, 

체세포수와 IgG 농도를 반영하는 흡광도 간에는 y=0.0126Log(X)- 

0.0065의 함수관계를 나타내었다. 비교적 OD 치가 낮았고 체세포수

와 IgG의 반응성이 항상 일치하지는 않았으나, R
2 
가 0.5656로 나타

나 체세포수가 증가할수록 IgG 함량도 증가하는 것으로 판단되었다 

(Fig. 6).

        .

y  = 0.0126Ln(x) - 0.0065

R2 = 0.5656
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Fig. 6. Quantitative Relationship of bovine IgG concentration and the 

number of somatic cells in milk using 2G1 MAb as capture antibody 

and HRP-conjugated 2G2 MAb.
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  위의 조건과는 달리 2G1을 흡착시키고, conjugate를 HRP 표지한 

11E2를 사용하여 우유 중 IgG의 농도와 체세포수와의 상관관계를 

보면, y=0.0046Log(X)+0.0871 (R
2
=0.3962)의 함수가 성립되었다 

(Fig. 7).
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Fig. 7. Quantitative Relationship of bovine IgG concentration and the 

number of somatic cells in milk using 2G1 MAb as capture 

antibody and HRP-conjugated 11G2 MAb.
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  5. Dot blotting에 의한 Immunochromatography

   Nitrocellulose transfer membrane (Whatman, SP 003, USA)에 

2G1 단클론항체 (2.5 ㎎/㎖) 1 ㎕씩을 6 ㎜간격으로 4개소에 점적한 

후, 11E2-gold conjugate (사진 A) 및 2G2-gold conjugate (사진 B)

를 사용하여 bovine IgG 농도 100, 10, 1 및 0.1 ㎍/㎖의 반응양상을 

관찰하였다. 두가지 경우에서 각 농도별의 구분이 가능하였으나, 저

농도 용액의 구분은 2G2-gold conjugate의 경우가 비교적 구분이 

용이한 것으로 판단되어, 이후의 실험에는 2G1 coating에 2G2-gold 

conjugate pair를 선정하여 혈청 혹은 우유 중의 IgG 함량 측정에 

사용하였다 (Fig. 8).

Fig 8. Immunochromatography by dot blotting to determine the detection 

limits of bovine IgG. MAb 2G1 was blotted at regular distance on 4 

different sites of each NCM sheet, gold-conjugated MAb 11E2 (A) and 

2G2 (B) used as secondary antibodies mixed with different concentrations 

(100, 10, 1 and 0.1 ㎍/ml) of bovine IgG were absorbed from the below of 

sheet.



- 27 -

 우유의 경우는 fig. 9와 같이 우유 내의 체세포 함량에 비례하는 양

상을 보였다. 즉, 체세포수가 1,000,000 이상인 경우는 4번째 dot까지 

반응을 보이는 반면, 200,000 미만인 경우는 2번째 dot까지 반응을 

나타내었다.

           

 

Fig. 9. Immunochromatography of milk using dot blotting. MAb 2G1(2.5 

㎎/㎖) was blotted at regular distance on 4 different sites of each NCM 

sheet and gold-conjugated MAb 2G2 was mixed with milk. The milks 

containing various somatic cell counts (1: 8,295,000 cells, 2: 5,303,000 

cells, 3: 1.379,000 cells 4. 172,000 cells, 5: 69,000 cells, 6: 51,000 cells.) 

were applied.
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  Bovine IgG 농도를 측정할 때 적정한 측정 범위의 설정이 필요한

지 여부를 알아보기 위하여, 정상 소혈청을 8 ㎕ , 및 2 ㎕ 씩 가하

여 비교한 결과 혈청을 2 ㎕ 점적한 strip이 8 ㎕보다 오히려 뚜렷

한 반응을 나타내었다 (Fig. 10).

                 

   

Fig. 10. Immunochromatography of bovine serum using dot blotting.

MAb 2G1(2.5 ㎎/㎖) was blotted at regular distance on 4 different sites 

of each NCM sheet, gold-conjugated MAb 2G2 was tested on the strip 1 

or 2, 8 or 2  ㎕  of bovine serum were applied, respectively.
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Ⅳ.  고     찰

   낙농가의 경제적 손실을 일으키는 주된 원인이 우유 중 체세포 

함량임에도 불구하고 농가 현장에서 쉽게 체세포 함량을 관리하기

에 어려움이 많다. 이는 체세포의 측정 방법이 고가의 분석장비나 

전문가에 의한 현미경 검경을 필요로 할뿐만 아니라 현장검사법들

도 숙달된 사람이 아니면 판정하기 어려운 경우가 많기 때문이다.

  기존 연구자들의 보고에 따르면 야외에서의 체세포 측정은 국내

외를 막론하고 California Mastitis Test (CMT)를 많이 이용한다고 

하지만 (Forster 등, 1967; Jones 등, 1984; Bodoh 등, 1976; Reneau. 

1986), 우리나라의 경우 허 등(1998)에 따르면 74농가 중 35농가 

(47%)가 CMT를 실시하지 않는다고 하였다. 즉 농가에서 직접 체세

포수를 측정하는 간이검사법으로 활용되고 있는 최고의 방법이 

CMT이지만 여전히 농가에서 직접 검사하기에는 이 방법에 문제점

이 많다는 것을 암시한다고 할 것이다. 

  따라서 본 연구는 유방염 감염시 체세포 수치가 높아 질 뿐만 아

니라 면역글로불린 수치도 높아진다는 보고(Kitchen, 1981)를 기초

로 원유 중 면역글로블린을 간편하게 측정할수 있는 방법을 개발하

여 낙농현장에서 효과적으로 유방염을 관리하는 데 도움을 주고자 

하였다. 

  Affinity chromatography에 의하여 정제된 bovine IgG를 SDS- 

PAGE로 확인한 결과 두 개의 분획이 관찰되었다. 두 개의 분획은 

각각 그 분자량이 55 kDa과 25 kDa으로  bovine IgG의 heavy 

chain과 light chain으로 판정되어 순수하게 정제되었음을 확인할 수 

있었다. 

  Bovine IgG에 대한 단클론항체를 생산하는 잡종세포주는 2G1, 

2G2, 6D1, 9G1, 9E1, 11C5, 11E2, 그리고 12B8으로 총 8종을 선별하
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였다. 각 단클론항체는 IgG2b type의 클론이 3주, IgG1 type의 클론

이 5주였다 (Table 5.).

  Bovine IgG에 대한 항체를 생성하는 hybridoma 세포들이 분비하

는 항체 역가는 다양하였고 항체의 역가를 최고치로 만들기 위하여 

잡종세포주를 마우스의 복강에 접종하여 복수를 채취한 결과 이들 

세포주 중에서 복수에서의 역가가 높은 2G1, 2G2, 11E2, 3종류를 선

택할 수 있었다. Sandwich ELISA를 위한 적합한 항체의 pair를 조

사한 결과 2G1 흡착 및  2G2-HRP conjugate pair의 경우가 bovine 

IgG 농도에 따른 반응곡선이 이상적으로 표출되었으므로 ELISA 분

석계의 응용에 이들 pair를 적용하였다. 

  본 실험에서는 체세포수 측정법 대신 면역글로불린의 양을 측정

하는 것이 유방염의 진단과 원유의 위생도를 측정하는 데 응용될 

수 있는지를 관찰하기 위하여 먼저 원유 중 IgG 농도와 체세포 수

와의 상관관계를 조사하였다. 두 인자의 R2값이 0.5656을 보여 다소

의 상관관계를 보였다. 한편, ELISA의 감도는 본 연구에서는 HRP

와의 접합이 만족스럽지 않았던 것으로 사료되며, 추후 최적의 조건 

조사가 필요할 것이다 

  이와 같은 상관관계를 토대로 immunochromatography에 의한 

IgG의 검출한계를 측정하기 위하여 먼저 immunochromatography의 

민감도를 관찰하였다. 2G1 단클론항체를 nitrocellulose transfer 

membrane (NCM)에 dot-blotting하고 각각 100, 10, 1 및 0.1 ㎍/㎖

의 표준 bovine IgG와 gold 표지된 11E2 혹은 2G2 반응액이 NCM

의 아래쪽부터 흡수되도록 고안하였다. 결과적으로 bovine IgG 항원

과 gold conjugated 단클론항체 (anti-bovine IgG) 반응액이 처음 

dot와 반응하고 남은 여분의 gold conjugated 단클론항체가 다음의 

dot와 순차적으로 반응하여 항원과 항체의 반응성이 점차 약해지는 

것을 확인할 수 있었다. 이는 시료 내에 있는 항원 즉 본 실험에서

의 경우 bovine IgG의 양을 반정량적으로 측정할 수 있는 방법으로

서 표준 bovine IgG 용액을 100, 10, 1 및 0.1 ㎍/㎖로 나누어 측정

하였을 때 최소 0.1 ㎍/㎖ 까지 측정이 가능한 것으로 관찰되었다. 
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Fig. 8에서 gold 표지된 11E2보다 2G2의 적용이 표준 bovine IgG 

용액의 농도에 따른 반응정도가 더 뚜렷하기에 gold 표지된 2G2를 

선택하였다. 

  측정이 가능한 bovine IgG 농도의 설정이 필요한 가에 대한 조사

를 하기 위하여 일반 정상혈청의 용량을 달리하여 실험한 결과, 혈

청을 2 ㎕ 점적한 strip이 8 ㎕보다 뚜렷하게 나타났다. 이는 정상혈

청중의 IgG 농도가 약 10 ㎎/㎖인 것을 감안하면, immunochroma- 

tography로 측정될 수 있는 적정 IgG의 량은 20 ㎍ 전 후의 값이 

될것임을 의미하기 때문에 검사시료의 IgG량이 20 ㎍정도가 되도록 

조건을 설정하는 것이 바람직할 것으로 사료된다. 

  이를 위하여, 충분한 반응이 이루어질 수 있도록 flow가 늦은 

NCM의 적용도 고려해야 할 것으로 생각된다. 또한 우유 중의 정상 

IgG의 농도를 감안하여 흡착 단클론항체의 용량 및 gold conjugate

의 단클론항체 접합 용량 등의 세부적인 조건조사가 이루어져야 할 

것으로 사료된다.

  실험실적으로 개발한 immunochromatography에서 체세포 100만 

이상과 20만 미만의 우유간에 구분이 가능한 차이를 보여주었는데, 

이는 보다 세부적인 체세포수의 차이를 구분할 수 있도록 조건을 

개선시킨다면 현장적용이 가능한 신속진단법으로서의 개발 가능성

을 보여준 것으로 판단된다.
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Ⅴ.  결     론

  Bovine IgG에 대한 단클론항체를 생산하고 이를 이용하여 우유 

중의 체세포수와 IgG 농도간의 상관관계를 알아보기 위하여 

sandwich ELISA를 실시하였다. 표준 bovine IgG 농도 100 ㎍/㎖ 

부터 0.1 ㎍/㎖ 구간에서 용량에 비례하는 표준곡선이 형성되었다. 

원유 중의 체세포수와 IgG 농도는 y=0.0126Log(x)-0.0065 (R
2
=0.5656)

인 경향을 보였다.

  이러한 결과를 바탕으로 농가현장적용이 가능한 신속측정법을 개

발하기 위하여 실험실적인 immunochromatography법을 적용한 결

과, 표준 bovine IgG 농도 100, 10, 1, 및 0.1 ㎍/㎖에 대하여 반정량

이 가능하였다. 원유의 경우에 적용하였을 때, 체세포수 1,000,000 

이상의 경우와 200,000 미만의 경우를 구분할 수 있었다.

  이러한 결과는 우유 중 혈청 IgG의 정상치 범위내에서 측정이 가

능하도록 추가적인 조건이 보완될 경우 현장적용이 가능한 신속진

단법으로서의 immunochromatography법 개발의 가능성을 보여준 

것으로 판단된다.
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(Supervised by Professor  Lim Yoon-Kyu)

Department of Veterinary Medicine 

Graduate School, Cheju National University

Jeju, Korea

  This study was carried out to develope the immunoassay 

method for the estimating somatic cell counts in raw milk. For 

the purpose, bovine  IgG was purified and monoclonal antibody 

was raised against bovine IgG. The concentration of bovine IgG 

was measured by sandwich ELISA based on the monoclonal 

anti-bovine IgG antibodies. The standard curve was marked 

linear between the range of bovine IgG concentration from 0.1㎍/

㎖ to 100㎍/㎖. Between  the concentration of bovine IgG and the 

somatic cell counts, the regression curve is marked as Y=0.0126 

Log(x)-0.0065 (R2=0.5656), hence there exist a trend of 

relationship between the two factors. Raw milk containing high 

level of somatic cells (more than 1,000,000 cells/㎖) was 

distinguishable with that of low level (less than 200,000 cells/㎖) 

with immunochromatography assay developed in this study. 

These results suggest the possibility of developing a rapid 

semi-quantitative immunochromatography kit of somatic cell 

counts in raw milk providing that additional optimization of assay 

system is performed.
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Key words: Milk, Somatic cell count, Bovine IgG,  Monoclonal 

antibody, Sandwich ELISA, Immunochromatography.
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