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초        록

꿀벌 미국부저병 진단 Kit 개발

(지도교수 : 임 윤 규)

강   원   명

제주대학교 대학원 

수의학과

Paenibacillus larvae에 의한 세균성 질병인 미국부저병은 꿀벌의 유충에 감

염되어 양봉산업에 막대한 영향을 주고 있다. 미국부저병 진단을 위하여, P. larvae 

아포에 대한 마우스 단클론항체를 수립하여 ELISA 및 immunochromatographic 

assay (ICA)를 개발에 적용하였다. P. larvae에 대한 특이 단클론항체 Pla03, 

Pla06, Pla07 및 Pla26은 IgG1 type였으며, Pla23은 IgG2b type이었으며, 

13종의 기타 세균과 교차반응을 보이지 않았다. ELISA 및 ICA에 적용한 흡착항

체는 Pla07, 접합체로는 Pla06을 pair로 구성하였다. 배양된 P. larvae의 아포

를 희석하여 검사한 ELISA법의 검출한계는 10
5
spore/㎖이었으며, PCR의 결과

와 비교한 민감도 및 특이도는 96.0% 와 100%를 보였다. ICA의 검출한계는 

107spore/㎖이었으며, PCR 결과와 비교한 민감도 및 특이도는 92.0% 와 100%

를 보였다. 본 연구에서 개발된 ELISA kit과 ICA kit은 꿀벌의 미국부저병 감염

진단을 위한 실험실적 및 현장검출법으로 적용이 가능할 것으로 판단되었다.

주요어 : 미국부저병, 꿀벌, Paenibacillus larvae, 단클론항체, Immunochromatographic 

assay, ELISA
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Ⅰ. 서     론

미국부저병(American foulbrood, AFB)은 Paenibacillus larvae subsp. 

larvae에 의한 꿀벌의 세균성 질병으로 가장 많이 발생되고 치명적인 질병이다 

(양과 윤, 2001; Bailey and Ball, 1991).

이 병원체는 꿀벌만을 숙주로 하여 꿀벌의 유충에 침입하고, 내생포자에 의해 

전염되며, 감염 후 잠복기간이 길고, 감염속도도 빠르며, 높은 치사율을 보여 양봉

산업에 막대한 피해를 주고 있다 (Bamrick, 1964; Atkins 등, 1970). 국내에

서도 1950년대 이래 전국에서 지속적으로 발생하고 있는데, 감염된 유충은 500만

개 이상의 아포를 만들어 2차 전염원이 되며 아포가 내열성 및 내화학성이 강해 

같은 장소에서 매년 연속적으로 발생하기도 한다 (양과 윤, 2001). 

미국부저병은 국내 양봉산업에 가장 심각한 피해를 입히고 있어 현재 이 질병

은 제2종가축전염병으로 분류, 관리되고 있다 (가축전염병예방법 제2조).

P. larvae subsp. larvae는 그람양성 간균 (2.5~5.0㎛×0.7~0.8㎛)으로 

편모에 의한 운동성이 있고, 대부분의 세균은 4-5개 층으로 둘러싸인 아포를 형성

하지만, 이 세균은 7개 층으로 둘러싸여 더욱 강력하다 (Bakhiet 과 Stahly, 

1985). 이로 인해 열이나 항생제에 저항성이 강하며, 건조상태에서도 수십 년간 

병원성을 보유하며, 35-50년간 생존 한다 (Bakhiet 과 Stahly, 1985). 

AFB의 진단은 주로 균을 분리하여 현미경 검경과 생화학적 검사를 통해 이루

어지고 있으나, 봉군 내 감염된 애벌레는 일벌에 의해 제거되는 경우가 많으며, 세

균의 배양과정에서 미국 부저병의 2차 침입세균인 Paenibacillus larvae subsp. 

alvei 등과 복합 감염되어 초기 배양에서 실패하는 경우가 많다. 또한 많은 균주가 

잠시 성장 후 자가 용해되는 특성을 가지고 있고, 생화학적 특성이 매우 빈약하여 

AFB의 진단이 부정확하고 신속한 진단이 어려운 실정이다 (Sneath 등, 1986). 

미국부저병의 발병이후 정확한 처치와 발병이전의 봉군이 원인균인 P. larvae

에 의해 오염되었는지 여부를 판단하기 위해서는 정확하고 신속한 진단방법은 매우 

중요한 도구이다.
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최근에는 면역분석을 의한 특이항체의 개발이 시도된 바 있다 (백 등, 2002). 

또한, P. larvae에 대한 polymerase chain reaction (PCR) 검출법이 개발되었

으며 (Govan 등, 1998; 양과 윤, 2001), 신속한 진단을 위해 nested PCR 

(Lauro 등, 2003)과 정량성이 매우 뛰어난 Real-Time PCR (이 등, 2004)이 

개발되어 보다 향상된 검색 및 진단법의 개발을 위한 노력이 계속되고 있다.

한편, 대량으로 시료를 빠르게 처리해야 할 경우나 현장에서 별도의 기기 없이 

신속한 진단을 위한 ELISA나 Immunochromatographic assay (ICA)의 개발

이 요구되고 있다.

따라서 본 연구의 목적은 AFB 발생시 또는 발병이전에 방역을 목적으로 오염

된 봉군 여부를 판정하기 위해서, P. larvae 및 그 아포를 쉽고 빠르게 검색할 수 있

는 ELISA와 ICA를 개발하여 현장에서의 신속한 진단에 이용하는 것이다. 이를 위

하여 P. larvae에 특이적인 마우스 단클론항체를 개발하였고, 이를 ELISA와 ICA

의 소재로 사용하였으며, ELISA와 ICA를 개발하기 위한 제반 연구를 수행하였다.
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Ⅱ.  재료 및 방법

1. 항원 생산

 1) P. larvae 아포항원 준비

  (1)  P. larvae 배양 및 아포형성

P. larvae (ATCC 9545)를 Brain heat infusion (BHI) plate (DIFCO,  

U.S.A.) 에 도말하여 37℃에서 24시간 배양한 후, 단일집락을 택하여 AK 배지 

(Sporulating Agar) 에 도말하고 37℃에서 5일간 배양하였다. AK agar의 조성

은 아래의 표와 같다 (Table 1).

Table 1. Composition of  P. larvae  culture medium per liter

Component amount to add per 1 liter

P. larvae  

medium

 Pancreatic digest of gelatin 6.0g

 Pancreatic digest of casein 4.0g

 Yeast extract 3.0g

 Beef extract 1.5g

 Dextrose 1.0g

 Agar 15.0g

 Manganous sulfate 0.3g

  (2)  P. larvae 아포확인

아포형성 여부를 확인하기 위해 AK 배지에 배양된 균을 24시간 간격으로 슬

라이드에 도말하여 자연 건조시킨 후, malachite green (Junsei, Japan) 염색

시약을 떨어뜨리고 알코올램프 위에서 약 5분간 끓인 후 냉각시키고 흐르는 수돗

물로 세척하였다. 이후 Safranin O (Safranin, 소망제약) 로 30초간 대조염색한 
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후 세척하고 초록색으로 염색된 아포를 광학현미경상에서 검경하였다.

 2) 아포항원 분리

아포형성이 확인된 plate에 배양된 아포체를 scraper로 긁어 회수하고 생리식

염에 부유시킨 후, 3회 원심분리하여 (1,600 x g, 20분) 침전물을 회수하고 소분

하여 냉동보관 (-70℃)하면서 BALB/c 마우스의 면역원 혹은 hybridoma clone 

선정을 위한 항원으로 사용하였다.

2. 단클론항체의 제조

 1) BALB/c mouse의 면역

준비한 아포항원을 침전용적 대비 2배 용적의 생리식염수에 부유시킨 후 아포

항원 50㎕를 동량의 Complete Freund's Adjuvant (Sigma, U.S.A.)에 유제

화하여 4주령의 암컷 BALB/c 마우스의 복강 내 접종하여 각 아포에 대한 면역을 

실시하였다. 추가접종은 50㎕의 항원액과 Freund's Incomplete Adjuvant 

(Sigma, U.S.A.)을 동량으로 섞은 유제액을 5일 간격으로 3회 복강내로 접종하

였으며, 5일 후에는 항원액 만을 하루 간격으로 50㎕씩 3회 복강내로 접종하였다.

 2) 세포융합

최종접종 24시간에 경추탈구로 희생시킨 BALB/c 마우스의 비장을 취하여 세

포융합에 사용하였다. 적출한 비장은 70% ethanol에 침적한 즉시 꺼내어 

washing media에 2회 침적하여 세척하였다. 세포융합에 사용되는 모든 용액은 

미리 37℃로 가온하여 준비하였다.

비장세포의 분리를 위하여 50㎖ tube 위에 멸균된 stainless steel mesh 

(400목)를 거치한 후 비장을 놓고 3㎖ 주사기로 비장 내에 washing medium을 
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주입시켰다. 외피를 제거하고 washing medium 20㎖를 흘려주며 분리된 비장세

포가 tube내로 주입되도록 하였다. 원심분리 (300 x g, 4분, 실온)로 세척한 비

장세포는 세척과 동시에 미리 mid-log phase 상태로 증식시켜 준비한 SP/2 

myeloma cell을 50㎖ tube에 넣고 동시에 원심분리 (1500rpm, 4분, 실온)하여 

3회 세척하였다. 원심분리 후 침전된 세포의 packed volume이 비장세포와 동일

하게 되도록 세포의 양을 조절하여 비장세포와 SP/2 myeloma cell을 혼합하였

다. 이후 3회 더 원심분리(1500rpm, 4분, 실온)를 실시하여 혈청성분을 완전히 

제거하였다. 마지막 세척 후 washing medium을 완전히 제거한 상태에서 침전된 

세포들을 부드럽게 tapping하여 tube 바닥에 얇게 골고루 퍼지게 한 후, 

polyethylene glycol 1500 (Roche, GmbH)을 가하여 세포융합을 실시하였다. 

융합이 완료된 세포들은 washing medium으로 3회 원심분리 (300 x g, 4분, 

실온)하여 세척하였다 (정우준, 2003).  

침전된 세포를 HAT medium 80㎖에 부유시켜 96 well tissue culture 

plate (Nunc, Denmark)에 150㎕/well 씩 분주하였다. 분주를 한 후 24시간이 

경과 후, HAT medium을 5일 동안 추가하여 세포융합이 되지 않은 SP/2 cell을 

사멸시키고, 융합된 hybridoma 세포만 선택적으로 배양하였다. 5일후 hybridoma 세

포의 관찰이 확인되면, HT medium을 첨가시켜 주었다. 세포의 증식정도에 따라 

배양액 교환주기를 조절하였다. 

 3) Hybridoma clone의 선별을 위한 ELISA

특이 항체를 분비하는 hybridoma clone을 선별하기 위하여 세포가 증식하여 

well 바닥의 1/3 정도 채워졌을 때, 배양 상층액을 100㎕씩 취하여 ELISA를 실

시하였다. 항원을 coating buffer로 희석 (10㎍ prot/㎖)하고, 96well ELISA 

plate (Nunc maxisorb, U.S.A.)에 100㎕씩 분주하여 4℃에서 16시간 흡착시

켰다. 상층액을 제거하고 phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)로 3회 

세척 후, 비특이적인 항체의 결합을 억제하기 위하여 0.2%의 bovine serum 

albumin (BSA) blocking 용액 200㎕를 각 well에 분주하여 4℃에서 2시간 정
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치하였다. 상층액을 제거하고 PBS로 3회 세척 후 건조시켜 냉장보관하면서 

hybridoma 선별을 위한 ELISA에 사용하였다.

배양된 hybridoma 세포 상층액을 100㎕씩 ELISA plate well에 가한 후 

실온에서 40분 동안 반응시켰다. 다시 PBS로 3회 세척하고 goat anti-mouse 

IgG-horse radish peroxydase (HRP) (Sigma-Aldrich, U.S.A.)를 conjugate 

buffer로 희석하여 100㎕씩 가하고, 실온에서 40분 반응시켰다. PBS로 3회 세척

하고 chromogen buffer에 0.1% ABTS (Sigma, U.S.A.)와 0.02%의 과산화

수소를 함유한 액을 각 well에 100㎕씩 첨가하고 실온에서 40분 반응시킨 후 

405㎚(referance 파장 492㎚)에서 흡광도를 측정하였다. 

ELISA 결과 흡광도가 2.0이상이 되는 clone들은 따로 선별하여 일부 동결시켜 

보관하며, 제한희석법 (0.5 cell/well) 으로 특이항체를 분비하는 clone을 선별하였

다. 선별된 hybridoma는 추가적인 배양을 실시한 후 복수생산에 공여하였다.

 4) 복수 생산

특이항체를 분비하는 hybridoma clone은 BALB/c 마우스에 2 x 106 cell 씩 

접종하여 고농도의 단클론항체를 함유하는 복수를 생산하였다. 복수 생산용 마우스 

(12주령, female)는 세포접종 1주일 전에 미리 pristane (Sigma, U.S.A.)을 0.5

㎖씩 복강 내로 접종하여 감작시켜 놓았다. 이 후 약 10일간 복수형성 상태를 살피며 

복수를 채취하였다. 채취된 복수는 원심분리 후 냉동보관 하였다.

 5) 단클론항체의 정제

Protein G sepharose 4B gel (Pharmacia LKB, Sweden)을 이용하여 복

수 중의 IgG를 정제하였다. 복강에 접종하여 얻은 복수는 PBS로 5배 희석한 후 

컬럼에 흘러 보냈으며 (0.3㎖/min), 이 후 세척은 PBS로, 항체 용출은 3M 

NaSCN을 사용하였다. 회수된 IgG 분획은 10mM PBS, pH7.2 로 투석한 후, 

단백질량을 측정하고, 제균 여과한 (0.22㎛ pore size) 다음, ELISA를 위한 흡

착 plate 및 HRP 접합체의 제조에 사용하였다.  
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 6) 단클론항체의 isotyping

단클론항체의 isotyping은 isotyping kit (Sigma, U.S.A.)을 이용하여 수

행하였다. 제조자의 방법에 따라 hybridoma 배양 상층액 2∼3㎖를 적용하여 

nitrocellulose membrane strip에서 biotin-avidin enzyme detection 

system으로 hybridoma가 분비하는 항체의 isotype을 확인하였다. 

3. ELISA 법 개발

 1) HRP-MAb conjugates 생산

Wilson과 Nakane (1978)의 방법에 의해 수행하였다. 우선 HRP 

(RZ=3.0) 5㎎을 1.2㎖ 증류수에 녹인 후 0.1M NaIO4 (Sigma, U.S.A.) 

300㎕를 첨가하고 실온에서 20분간 약하게 흔들어 주었다. 이후 단클론항체를 

10㎎/㎖을 첨가하고 2시간 동안 실온에서 약하게 흔들어 준 후 NaBH4 (4㎎/

㎖)(Sigma, U.S.A.)을 100㎕를 넣어 주었다. 냉장에서 2시간 반응시킨 후 

PBS를 이용하여 투석한 후 냉장에 보관하며 사용하였다. 접합체의 안정을 위하

여 BSA (Sigma, U.S.A.)를 10% 되게 가하고 0.02%되게 thimerosal 

(Sigma, U.S.A.)을 가하여 주었다.

 2) 단클론항체 coated plate 준비 

정제된 단클론항체들을 항원으로 약 5㎍/ml되게 흡착 buffer로 희석하고, 이를 

96-well ELISA plate (Nunc polysorb, Demark)에 100㎕씩 분주하여 37℃의 

항온기에 2시간 정치한 후 4℃의 냉장고에 정치시켜 16시간 흡착시켰다. 여분의 면

적은 0.2% BSA-PBS를 200㎕ 가하고 4℃에 2시간 정치하여 봉쇄하였다.
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 3) Antibody pair 결정

준비된 plate를 PBS로 3회 세척하고 아포 부유액을 PBS-T에 희석하여 well

당 100㎕씩 분주하여 실온에서 30분간 다시 정치한 후 PBS로 3회 세척하였다. 

이 후 각각의 HRP-MAb 접합체를 conjugate buffer에 적절히 희석하여 각 well

에 100㎕씩 분주하고 실온에서 30분간 방치한 후에 PBS로 3회 세척하였다. 발색

액을 100㎕씩 분주하고 30분 후에 이를 405㎚ (대조파장 492㎚)에서 흡광도를 

측정하여, 각 단클론항체의 조합중 발색반응이 가장 우수한 pair를 흡착용 항체 및 

접합체 제조용 항체로 선정하였다.

 4）Sandwich ELISA를 위한 capture항체와 detector항체의 조건 조사

Antibody pair로 결정된 각각의 항체 pair를 사용하여 배양된 P. larvae의 아

포를 검출하기 위한 항원을 통하여 ELISA 최적조건을 설정하였다. 세척은 각 단계마

다 PBS로 3회 실시하였다. 검사시료 및 효소접합체의 희석은 0.2% BSA가 첨가된 

PBS-T에 계단 희석하여 40분간 실온에서 반응시켰다. 발색제로는 0.2%의 ABTS액

을 사용하여 30분간 반응시켰다. 민감도와 특이도 검사를 위한 시료는 다음과 같이 

준비하였다. 즉, 꿀벌의 사체를 날개를 제거하고 microcentrifuge tube에 넣고 200

㎕의 PBS-T를 가한 후, microcentrifuge tube용 plastic 봉으로 마쇄하고 20초간 

원심분리하였다 (3,000 rpm). 원심상층액은 따로 회수하여 ELISA를 실시하였으며, 

PCR분석 (이 등, 2004)을 위해서도 동일한 시료를 사용하였다.

4. Immunochromatographic assay 법의 개발

 1) Colloidal gold 접합체 제조 

  (1) 20㎚ colloidal gold (100㎖)의 제조

주사용수
Ⓡ 
(중외제약) 89㎖를 hot plate magnetic stirer를 사용하여 60 

℃로 가열하고, 1% gold chloride (Fluka, switzerland) 1㎖을 가하여 0.01%
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되게 하였다. 그 후에 1% sodium citrate (Sigma, U.S.A.) 4㎖에 증류수 6㎖

을 섞고, 가열된 gold chloride의 중앙에 즉시 가였다. 용액이 적색으로 변할 때

까지 약 50분 정치하였고, 5분간 끊인 후 냉각하여 사용하였다. 사용된 모든 용액

은 주사용수
Ⓡ 
(중외제약)를 사용하여 조제하였다.

  (2) 40㎚ colloidal gold (100㎖)의 제조

만들어진 20㎚ gold 25㎖에 물 153㎖를 가한 다음 끓였다. 1% sodium citrate 

(Sigma, U.S.A.) 2㎖을 가하여 0.01%가 되게 하였다. 1% gold chloride 2㎖

를 물 18㎖와 섞은 후 1㎖/min 정도로 점적하였다. 이후 온도를 유지하며 20분

간 끓인 후 실온에 방치하여 사용하였다.

  (3) Gold 접합체 제조

Gold 접합체를 만들기 위하여 시작 조건은 전형적으로 plain gold의 OD값이 

1.0이 되게 하고 단백농도는 0.1㎎/㎖이 되게 하였다. plain gold의 산도는 

0.1% NaOH (Sigma, U.S.A.)로 맞추다가 미세한 조정 시에는 0.01% NaOH

를 사용하였다. 접합체 제조를 위하여 pH 7.5로 조정한 plain gold 10㎖에 항체

를 점적한 후 30분간 정치하였다. NaOH로 pH를 9까지 올린 후 BSA (10㎕ of 

10%/㎖ gold)를 가하였다. 10분간 정치 후 이를 원심분리 (10,000×g 30분, 

4℃, Kontron T-324, Italy)시켜 맑은 상층액을 걷어내고 gold 접합액 (1% 

T-20, 1% BSA, 2-3% sucrose, in 100 mM PB)에 재 부유하였다.  

 2) Immunochromatography

Nitrocellulose transfer membrane (Whatman, SP003, U.S.A.)을 

5mm 폭으로 절단한 후, 정제된 항체를 10㎎/㎖을 2.0㎕씩 넣고 dotting하여 실

온에서 건조한 후 ICA를 실시하였다. 민감도와 특이도 검사를 위한 시료의 준비는 

ELISA의 경우와 동일하게 수행하였다.
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Ⅲ.  결    과

1. 항원의 정제

P. larvae를 BHI 배지에서 24시간 동안 배양한 후, 그람염색을 한 결과 그

람양성의 간균임을 확인하였다 (Figure 1, A). 24시간 배양 후, AK 배지에서 배

양 한 후, 아포염색을 한 결과, 배양 시간의 경과에 따라, 푸른색의 malachite 

green 에 염색되는 아포가 safranin O에 의해 염색되는 붉은 색의 영양 세균에 

비해 크게 증가됨을 알 수 있었다 (Figure 1, B-F).

Figure 1. Gram staining (A) of P. larvae incubation onto Brain Heat Infusion 

agar at 37℃ for 24 h and sore (B to F) staining of the organism at 24h, 

48h, 72h, 96 h and 120 h incubation onto AK agar at 37 ℃.
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2. 단클론항체

 1) 단클론항체 복수 역가

Cell fusion을 통하여 선출한 P. larvae  아포와 특이적으로 반응하는 

hybridoma clone 중 지속적인 계대를 통하여 안정적인 항체분비를 확인한 결과 

Pla03, Pla06, Pla07, Pla23 및 Pla26의 5종 clone을 얻었다. 이 clone들을 

마우스에 접종하여 얻은 복수를 Protein G Sepharose gel (Pharmacia LKB, 

Sweden)을 이용한 affinity chromatography를 통하여 정제한 단클론항체들의 

역가를 ELISA로 측정한 결과는 Figure 2와 Table 2에서 보는 바와 같이 과 같

이 OD값이 0.1 이상으로 105 배 이상부터 역가를 나타내었다. 
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Figure 2. ELISA results of culture supernatant of hybridoma clones 

showing specific reaction with P. larvae  spore antigen. 
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Table 2. Titer and protein concentration of affinity purified monoclonal 

anti-P. larvae                

Clone
Protein Con.

㎎/㎖
Titer

Pla03 0.66 106

Pla06 2.85 105

Pla07 3.79 105

Pla23 0.5 105

Pla26 3.2 105

 

 2) 단클론항체의 Isotype

    선택된 항체의 isotype은 Table 3와 같이 Pla03, Pla06, Pla07 및 Pla26

은 IgG1으로 Pla23은 IgG2b로 결정되었다. 이들 clone은 특이도를 보이는 조합

을 선별하여 아포 검출용 sandwich ELISA kit의 개발에 사용하였다.

Table 3. Immunoglobulin G isotypes of monoclonal antibodies to P. larvae  

spore 

Clone no Antibody type 

Pla03 IgG1

Pla06 IgG1

Pla07 IgG1

Pla23 IgG2b

Pla26 IgG1
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 3) 단클론항체의 특이도

본 연구에서 최종적으로 선정한 5종의 단클론항체들이 다른 세균들과 교차반

응을 보이는가 알아보기 위하여, Table 4에서와 같이 소장중인 일반세균 13종을 

대상으로 ELISA를 실시한 결과 공시된 세균들과 교차반응을 보이지 않았다.

Table 4. Specificity analysis of antibodies by ELISA with different bacterial 

species.

Baterial strains
Monoclonal antibodies

Pla03 Pla06 Pla07 Pla23 Pla26

Melissococcus plutonius - - - - -

Salmonella enteritidis - - - - -

Salmonella typhimurium - - - - -

E.coli K88ab - - - - -

Pseudomonas aerugenosa - - - - -

E.coli O157:H7 - - - - -

Streptococcus mastits strain 1 - - - - -

Streptococcus mastits strain 2 - - - - -

Rhodococcus equi - - - - -

Staphylococcus aureus 1 - - - - -

Staphylococcus aureus 2 - - - - -

Bacillus subtilis - - - - -

Micrococcus leutus - - - - -

3. ELISA

 1) Antibody pair결정

Sandwich ELISA의 capture 및 detector의 결정을 위하여 정제된 항체를 

각각 plate coating 및 효소 (HRP) 접합체를 제조한 후 P. larvae  spore 
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antigen (10
8
cell/㎖)을 사용하여 분석하였다 (Table 5). Pla07을 capture로 

사용하고 Pla06을 detector로 사용하였을 때 가장 강한 반응을 나타내었으므로, 

추후의 실험에 Pla06 및 Pla07 clone을 적용하였다. 

Table 5. Determination of antibodies pair of sandwich ELISA for the 

detection of P. larvae spore antigen. 

Detector (HRP-MAb conjugates)

Pla03 Pla06 Pla07 Pla23 Pla26

Capture

(plate 

coating 

Mab)

Pla03 -a - + + -

Pla06 - - +++ + ++

Pla07 + ++++ ++ +++ +++

Pla23 ++ + ++ + +

Pla26 + - + + -

a The results of OD by sandwich ELISA. -, OD=0; +, OD≤0.5; ++, 

0.5<OD≤1.0; +++, 1.0<OD≤1.5; ++++, 1.5<OD≤2.0

 

 

 2) Sandwich ELISA의 검출한계 조사

봉체내의 P. larvae  spore의 검출 민감도를 조사하기 위해 1×10
8
, 1×10

7
, 

1×106, 1×105, 1×104, 1×103, 1×102, 1×101 spore/100㎕ 가 되게 희석한 다

음 Pla06과 Pla07을 통하여 sandwich ELISA를 실시하였다. Figure 3과 같이 

1×10
5 
spore/ml의 검출감도를 보였다. 
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Figure 3. Limit of sandwich ELISA for the detection of P. larvae spore antigen.

 3) ELISA kit의 민감도 및 특이도 

미국부저의 진단에는 아직까지 표준화된 진단법이 제시되어 있지 않고, 임상진

단 및 드물게 균 분리 동정 방법에 의존하기 때문에, ELISA kit의 민감도 및 특

이도의 비교는 PCR 방법 (이 등, 2004)의 결과를 기준으로 비교하여 보았을 때 

민감도 96.0%, 특이도 100%를 보였다 (Table 6). 

Table 6. The result of comparison PCR and Rapid kit

ELISA kit

PCR

(Ref.  method)
Total

Positive Negative

Positive 48 0 48

Negative 2 54 56

Total 50 54

 가. Sensitivity: 48/(50)*100= 96.0%

 나. Specificity: 54/(54+0)*100= 100%
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4. Immunochromatographic assay

 1) Colloidal gold 제작

구경 20㎚ 및 40㎚ 로 제조된 colloidal gold를 spectrophotometer로 파장

별 흡광도를 측정한 결과 20㎚ 입자의 경우는 528㎚의 파장에서 최대 흡광을 보

였으며 (Figure 4), 40㎚ 입자의 경우는 536㎚의 파장에서 최대 흡광을 보였다 

(Figure 5). 또한 전자현미경으로 확인하였을 때 Figure 6 에서와 같이 각각 20

㎚및 40㎚ 구경의 입자가 확인되었다.

Figure 4.  Absorbance spectrum  of 20㎚ colloidal gold.

 Figure 5.  Absorbance spectrum  of 40㎚ colloidal gold. 
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Figure 6. Transmission electron micrograph of 20㎚ and 40㎚ gold colloid. 

 2) Immunochromatographic assay법의 검출한계 조사

봉체내의 P. larvae spore의 검출 민감도를 조사하기 위해 spore 1×108,  

1×107, 1×106, 1×105, 1×104, 1×103, 1×102, 1×101/㎖ 가 되게 희석하여 ICA

를 실시하였을 때, 1×10
6
spore/100㎕의 검출감도를 보였으며 이는 100㎕의 시료

량으로 고려할 때 1×107/㎖ 까지 검출이 가능한 성적이며, 일반적으로 ELISA 법

에 비하여 낮은 검출감도를 보였다 (Table 7).

   

Table 7. Detection limit of immunochromatographic assay

Spore/㎖

 1×102 1×103 1×104 1×105 1×106 1×107 1×108  

Grade - - - - ± + ++  



- 18 -

 3) ICA의 민감도 및 특이도

ICA의 민감도 및 특이도의 비교는 PCR에 의한 결과(이 등, 2004)를 기준으

로 비교하여 보았을 때, 민감도는 92.0%, 특이도는 100%를 보였다 (Table 8).

Table 8. The result of comparison PCR and Rapid kit

Rapid kit

PCR

(Ref. method)
Total

Positive Negative

Positive 46 0 46

Negative 4 54 58

Total 50 54

 가. Sensitivity: 46/(50)*100= 92.0%

 나. Specificity: 54/(54+0)*100= 100%
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Ⅴ.  고     찰

본 연구는 현재 제2종가축전염병으로 지정되어 있을 만큼 양봉농가에 많은 피

해를 주고 있는 P. larvae에 의해 발병하는 세균성질병인 미국부저병의 신속한 조

기 진단 및 현장에서 신속한 진단을 위해 필요한 ELISA와 ICA를 수행하였다. 

꿀벌 질병의 정확하고 신속한 진단은 질병제어에 의해 생산성을 향상시킨다. 

미국 부저병의 원인균인 P. larvae  subsp. larvae의 검출을 위한 PCR-kit가 개

발, 생산되고 있으며 (양과 윤, 2001), 2001년 미국 부저병의 원인균인 P. 

larvae에서 비병원성 아종인 P. larvae subsp. pulvifaciens가 발견됨에 따라 

비병원성 균을 제외한 P. larvae subsp. larvae만을 검출해 낼 수 있는 

Real-Time PCR기법이 개발되었다 (이 등 2004). 

또한 미국부저병의 진단을 위한 항체 개발도 시도된 바 있으나 (백 등, 

2002), 이는 polyclonal antibody로서 특이도에 문제점이 있을 것으로 사료되

며, 검색키트의 제품 안정화를 위해 본 연구에서 실시한 단클론항체의 개발과 이를 

이용한 ELISA kit의 개발은 특이성을 높이는 중요한 의미를 줄 수 있다고 사료된

다. 본 연구에서는 단클론항체를 정제, 이용하여 ELISA 법을 개발하여 특이도를 

높였으며, 이러한 단클론항체를 ICA를 이용하여 진단의 정확성을 높일 수 있게 되

었다. 이러한 kit의 개발 과정에서 먼저 아포의 생산을 유도하기 위해 AK 배지에

서 5일간 배양 하였을 경우 kit를 생산하기 위한 P. larvae의 충분한 아포 형성이 

확인되었으며, 정제된 단클론항체는 P. larvae 와 특이적으로 반응하였다. 또한 

이러한 단클론항체는 P. larvae를 제외한 다른 균들과 교차반응을 나타내지 않는 

것으로 보아 특이도가 높은 것으로 확인되었다. P. larvae  진단용  ELISA 의 검

출한계는 105spore/100㎕ 이였으며, 이는 100㎕의 시료량으로 고려할 때 1×104 

까지 검출이 가능한 성적이며, 추가적인 최적화를 실시한다면 산업화를 위한 kit 

개발이 가능할 것으로 사료된다. 이러한 검출한계를 기준으로 기존에 개발되어 있
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는 PCR 기법(이 등, 2004)을 기준으로 비교하였을 경우, 민감도는 96.0%, 특이

도는 100% 이었다. 또한 ICA의 개발을 위해 colloidal gold를 전자현미경으로 

확인하였을 때 20㎚및 40㎚ 구경의 입자가 확인되었고, 제조된 colloidal gold 부

유액은 현장적용 측정방법으로서 ICA의 gold-Ab 접합체로 사용이 적합한 것으로 

사료된다. 이를 바탕으로 ICA의 검출한계는 107spore/100㎕ 이었으며, 역시 

PCR 기법과 비교하였을 경우, 민감도는 92.0%이고, 특이도는 100% 이었다. 이

는 PCR 기법에 못지않게 민감도 및 특이도가 뛰어나며, 다수의 샘플을 위한 검사

나, 특별한 기기의 필요 없이 현장에서의 신속한 진단을 위해 ELISA 기법과 

Rapid kit의 개발은 쉽고 빠르게 P. larvae subsp. larvae를 진단하여 양봉농가

의 경제적 손실은 최소할 할 수 있을 것으로 기대된다.  



- 21 -

Ⅵ.  결    론

양봉산업의 생산성을 저하시키는 미국 부저병의 신속한 진단을 위하여 마우스 

단클론항체를 이용한 ELISA 및 ICA법 개발연구를 수행한 바, 다음과 같은 결과

를 얻었다.

1. P. larvae의 아포항원은 AK agar에 5일간 배양하여 준비하였으며, 이 때 

충분한 아포의 형성이 확인되었다.

2. BALB/c 마우스에 면역시켜 얻은 pla03, pla06, Pla07 및 Pla26은 

IgG1 type이었으며, Pla23은 IgG2b type이었다. 

3. 수립된 5종의 단클론항체들은 유럽부저병의 원인체인 Melissococcus pluton

을 포함한 13종의 균주와 교차반응 없이 P. larvae와 높은 특이도를 보였다. 

4. ELISA 및 ICA에 적용시킬 항체 pair는 Pla06 및 Pla07로 결정하였다. 

5. ICA에 적용할 colloidal gold는 40㎚ 구경으로 개발하였으며, 전자현미경

으로 확인하였을 때 비교적 고른 입자임을 확인하였다. 또한, 40㎚ 구경의 

colloidal gold는 spectorphotometer로 흡광 spectrum을 조사하였을 때 

536㎚에서 peak를 보였다. 

6. 개발된 ELISA법의 검출한계는 105spore/㎖이었으며, PCR 결과와 비교

한 민감도 및 특이도는 각각 96%와 100%를 보였다.

7. 개발된 ICA법의 검출한계는 107spore/㎖이었으며, PCR 결과와 비교한 

민감도 및 특이도는 각각 92%와 100%를 보였다.

결론적으로 이 연구에서 개발된 ELISA법 및 ICA법은 꿀벌의 미국부저병의 

실험실적 및 현장진단법으로 응용이 가능할 것으로 사료된다.
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Abstract

Development of immunoassay kits for the detection 

of Paenibacillus larvae infection in HoneyBee.

(Advised by Professor Yoon-Kyu Lim)

Won Myoung Kang

Department of Veterinary Medicine

Graduate School, Cheju National University

Jeju 690-756, Korea

American foulbrood is very hamful bacterial disease caused by 

Paenibacillus larvae  infection in honeybee, leads great damage to 

bee-farming and subsequently results in critical loss of productivity in 

many cases. To detect the infection of Paenibacillus larvae, the ELISA 

and the Immunochromatographic assay methods were developed using 

specific monoclonal antibodies against Paenibacillus larvae  spore. Four 

of the monoclonal antibodies produced were identified to be IgG1 and 

one to be IgG2b. No cross-reactivity of the antibodies were detected 

with the 13 kinds of bacteria including Melissococcus. pluton  which is 

causative agent of European Foulbrood, indicating that the monoclonal 

antibodies were highly specific for Paenibacillus larvae. The detection 

limits of Paenibacillus larvae spore were determined to be 105spore/㎖, 

and the sensitivity and specificity were 96% and 100% respectively in 
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ELISA. The detection limits of Paenibacillus larvae spore were 

determined to be 107spore/㎖, and the sensitivity and specificity were 

92% and 100% respectively in immunochromatographic assay. These 

results suggested that the ELISA and immunochromatographic assay 

developed in this study could be applied in diagnosis of American 

foulbrood.

Keywords : American foulbrood, honeybee, Paenibacillus larvae, 

monoclonal antibody, ELISA, Immunochromatographic assay 
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