
- 1 -

     

RS-2022
-IP1220

12                          
                                                

 



- 2 -

제출문

농림축산식품부 장관 귀하

본 보고서를 “돼지급성설사증후군 코로나바이러스 기초기전연구 및 진단기술 개발”

(개발기간：2022. 04. ~ 2023. 12.)과제의 최종보고서로 제출합니다.

납본일자 2024.06.18. 

     
 주관연구기관명 :  충남대학교 산학협력단 (대표자) 임 남 형 (인)  

  공동연구기관명 :  ㈜진스랩              (대표자) 장 욱 진 (인)
        

                                  주관연구책임자 : 박 정 은
                                  공동연구책임자 : 조 주 혁
                                  

국가연구개발사업의 관리 등에 관한 규정 제18조에 따라 보고서 열람에 동의 합니다.



- 3 -

보안등급
일반[ ], 보안[  ]

중앙행정기관명 농림축산식품부

사업명

사업명
가축질병대응기술

고도화지원사업

내역사업명
(해당 시 작성)

전문기관명
(해당 시 작성)

농림수산식품기술기획평가원

공고번호 제2022-17
총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)

연구개발과제번호 RS-2022-IP122012
기

술

분

류

국가과학기술

표준분류
LB0701 50

% LB0702 30
% LB0710 20

%

농림식품과학기술분류 RB0201 50
% RB0202 30

% RB0203 20
%

총괄연구개발명
(해당 시 작성)

국문

영문

연구개발과제명
국문 돼지급성설사증후군 코로나바이러스 기초기전연구 및 진단기술 개발

영문 Investigation of infection mechanism and diagnostics for 
swine acute diarrhea syndrome coronavirus

주관연구개발기관
기관명 충남대학교 산학협력단 사업자등록번호 314-82-09264

주소 (34134)대전시 유성구 대학
로99 법인등록번호 160171-0004040

연구책임자
성명 박정은 직위 부교수

연락처
직장전화 042-821-6784 휴대전화 010-8782-5112

전자우편 jepark@cnu.ac.kr 국가연구자번호 10226910

연구개발기간

전체 2022. 04. 01 - 2023. 12. 31(21개월)

단계
(해당 시 작성)

1단계 2022. 04. 01 - 2023. 12. 31(21개월)
n단계

연구개발비

(단위: 천원)

정부지원

연구개발비

기관부담

연구개발비

그 외 기관 등의 지원금
합계

연구개발비 

외 

지원금

지방자치단체 기타(   )

현금 현금 현물 현금 현물 현금 현물 현금 현물 합계
총계 950,000 12,660 94,618 962,660 94,618 962,660

1단계
1년차 407,000 4,290 38,610 411,290 38,610 411,290

2년차 543,000 8,370 56,008 551,370 56,008 551,370

n단계
1년차
n년차

공동연구개발기관 등
(해당 시 작성)

기관명 책임자 직위 휴대전화 전자우편
비고

역할 기관유형

공동연구개발기관 ㈜진스랩 조주혁 팀장 010-2031
-3784

jhcho84@gc
corp.com

수요 중견기업

위탁연구개발기관

연구개발기관 외 기관

연구개발담당자

실무담당자

성명 박정은 직위 부교수

연락처
직장전화 042-821-6784 휴대전화 010-8782-5112

전자우편 jepark@cnu.ac.kr 국가연구자번호 10226910
이 최종보고서에 기재된 내용이 사실임을 확인하며, 만약 사실이 아닌 경우 관련 법령 및 규정에 따

라 제재처분 등의 불이익도 감수하겠습니다.

       2024년        05월        30일

연구책임자:              박 정 은  (인)

주관연구개발기관의 장:   임 남 형  (직인) 

공동연구개발기관의 장:   장 욱 진  (직인)

 농림축산식품부장관·농림식품기술기획평가원장 귀하



- 4 -

< 요 약 문 >
 ※ 요약문은 5쪽 이내로 작성합니다.

사업명 가축질병대응기술고도화지원사업
총괄연구개발 식별번호 

(해당 시 작성)

내역사업명

(해당 시 작성)
연구개발과제번호 RS-2022-IP122012

기

술

분

류

국가과학기술

표준분류
LB0701 50

% LB0702 30
% LB0710 20%

농림식품

과학기술분류
RB0201 50

% RB0202 30
% RB0203 20%

총괄연구개발명

(해당 시 작성)

연구개발과제명 돼지급성설사증후군 코로나바이러스 기초기전연구 및 진단기술 개발

전체 연구개발기간 2022.04.01 ~ 2023.12.31

총 연구개발비

 총 1,057,275 천원 

 (정부지원연구개발비: 950,000 천원,  기관부담연구개발비 : 107,278 천원, 

 지방자치단체지원연구개발비:   천원,  그 외 지원연구개발비:   천원) 

연구개발단계

기초[ √ ] 응용[  ] 개발[  ] 

기타(위 3가지에 해당되지 않는 경우)[ 

] 

기술성숙도
(해당 시 작성)

착수시점 기준( 1 )  

종료시점 목표( 5 ) 

연구개발과제 유형

(해당 시 작성)

연구개발과제 특성

(해당 시 작성)

연구개발 

목표 및 내용

최종 목표

□ 국내 유입 및 인수공통감염의 우려를 갖는 돼지급성설사증

후군 코로나바이러스(SADS-CoV)의 감염 특성을 분석하여 

대응기반 구축을 위한 과학적 자료를 마련함. 

□ 유전자진단법 개발을 통해 초기 유입·발생시 조기 대응을 

위한 선제적 대응기반을 마련하고 국내 질병 발생 양상에 

대한 예찰 자료 및 유전정보를 확보함. 

전체 내용

□ SADS-CoV 기초기전 연구

  ○ 바이러스 감염 매개 인자 규명

    - Genome-wide CRISPR/Cas9 screening

    - Surfaceome CRISPR/Cas9 screening

    - S1-Fc를 이용한 세포수용체 규명

    - 슈도바이러스를 이용한 감염 매개 핵심인자 규명

    - 슈도바이러스를 이용한 감염 매개 보조인자 규명

    - 슈도바이러스를 이용한 entry pathway 규명

    - Authentic SADS-CoV를 이용한 감염기전 검증

  ○ 바이러스 인수공통감염성 규명

    - 사람 및 동물 수용체와의 바이러스 친화도 평가

    - 사람 및 동물 수용체의 감염매개능 평가

    - 인간 폐 오가노이드에서의 감염 매개 인자 발현율 분석

    - 인간 폐 오가노이드에서의 SADS-CoV 감염성 평가

□ SADS-CoV 유전자진단법 개발

  ○ Real-time PCR 기반 단일 및 다중 진단법 확립

    - SADS-CoV, PEDV ,PDCoV 타겟유전자 선정

    - 타겟유전자 합성 및 표준시료 확보

    - 프라이머/프로브 제작 및 최적화

    - Real-time PCR 반응조건 확립 및 최적화

  ○ 진단법 유효성 평가 및 국내 발생 양상 분석

    - 표준시료를 이용한 민감도·특이도 평가

    - 바이러스 배양액을 이용한 민감도·특이도 평가

    - 임상시료를 이용한 진단법과의 민감도·특이도 평가



- 5 -

    - 돼지 분변 시료 확보 및 바이러스 유병율 분석

    - 양성시료 내 바이러스 스파이크 유전자 상동성 분석

1단계

(해당 시 작성)

목표

내용

n단계

(해당 시 작성)

목표

내용

연구개발성과 
□ SADS-CoV 감염기전 규명

□ SADS-CoV 단일 및 SADS-CoV/PEDV/PDCoV 다중 진단기술 개발

연구개발성과 

활용계획 및

기대 효과

□ SADS-CoV 감염기전 및 인수간 전파 가능성 규명을 통한 사전 대응 역량 강화 

□ SADS-CoV 유입 및 발생시 조기 대응을 위한 진단법 확보 및 바이러스 예찰

□ 국내 돼지 코로나바이러스 발생 양상에 대한 모니터링 자료 및 유전정보 제공

□ 신규 바이러스 자원 확보를 통한 기초/기전 연구 활성화 및 유용 선도물질의 원

천성 확보 (나고야의정서 대응)

□ 전염성 질병 연구를 위한 한중 국제협력 네트워크 구축

연구개발성과의 

비공개여부 및 사유

연구개발성과의 

등록ㆍ기탁 건수
논문 특허

보고서 

원문

연구

시설

ㆍ장비

기술

요약 

정보

소프트 

웨어
표준

생명자원

화합물

신품종

생명

정보

생물

자원
정보 실물

4 1 1 10

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템 

등록 현황

구입

기관

연구시설

ㆍ장비명

규격

(모델명)
수량

구입 

연월일

구입가격

(천원)

구입처

(전화)

비고

(설치장소)

ZEUS

등록번호

국문핵심어

(5개 이내)

돼지급성설사증

후군
코로나바이러스 감염기전 인수간 전파 진단

영문핵심어

(5개 이내)

Swine acute 

diarrhea 

syndrome

Coronavirus
Infection 

mechanism

Inter-species

transmission
Diagnosis



- 6 -

〈  목   차  〉

   1. 연구개발과제의 개요

   2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행내용

   3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

   4. 목표 미달 시 원인분석(해당 시 작성)

   5. 연구개발성과 및 관련 분야에 대한 기여 정도

   6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

    별첨 자료 (참고 문헌 등) 



- 7 -

※ 각 항목에서 요구하는 정보를 포함하여 연구개발과제의 특성에 따라 항목을 추가하거나 항목의 순서와 구성을 변경하는 

등 서식을 수정하여 사용하거나 별도의 첨부자료 활용이 가능합니다.

1. 연구개발과제의 개요

 1) 연구개발과제의 필요성

  ○ 돼지급성설사증후군(swine acute diarrhea syndrome, SADS, SeACoV)은 2017년 중국 광동지역에

서 처음 보고된 돼지의 신종 코로나바이러스 감염증임. 주로 포유자돈에서 급성 구토와 수양성 

설사를 일으키며 전염성과 폐사율(~90%)이 매우 높은 전염병으로 양돈 농가에 상당한 경제적 

손실을 초래함. 국내에서의 아직 발생 보고가 없는 외래 신종 감염병임.

  ○ 2012년~2018년 중국 남부 돼지의 설사 유발 바이러스 원인체를 분석한 연구결과(그림 1)에 따

르면, 돼지유행성설사병바이러스(PEDV, 50.21~62.10%), 돼지델타 코로나바이러스 (PDCoV, 

19.62~29.19%), SADS-CoV(10.29%), 전염성 위장염 바이러스(TGEV, 3% 미만) 및 돼지 로타바이

러스(PoRV, 3% 미만)의 순으로 높은 유병율을 나타냄. 이들 바이러스의 단일감염뿐 아니라 2종

이상의 코로나바이러스가 복합감염되는 경우도 빈번하게 나타남. 

  ○ 이러한 연구결과는 PEDV (특히, 변종 PEDV), PDCoV 및 SADS-CoV가 돼지에 단일 또는 동시 감염

하여 설사를 일으키는 주요 병인이며, 돼지 바이러스성 설사를 효과적으로 예방하고 통제하기 

위해서는 이들 바이러스의 감별진단, 특성에 관한 연구가 필요함을 시사함. 

그림 1. 2012년부터 2018년까지 중국 남부 샘플에서의 돼지 설사바이러스 단일 및 동시 감염 현황

  ○ 원인체인 SADS-CoV는 alphacoronavirus의 일종으로 박쥐 코로나바이러스인 HKU2와 높은 유전자
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적 상동성(98.5%)을 보였으며, 이는 SADS-CoV가 박쥐로부터 유래했을 가능성을 시사함. 따라

서, SADS-CoV는 최초의 박쥐 유래 돼지 감염성 코로나바이러스임. 

  ○ HKU2는 2004년 최초로 보고되었으며, 다양한 종류의 박쥐 중 말굽박쥐에서 가장 높은 유병율을 

나타냄. 말굽박쥐는 2002~2003년 유행한 인간 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스(SARS-CoV)

의 ancestor인 HKU3를 가지고 reservoir로 알려짐.

  ○ SADS-CoV는 1) 돼지발병이 SARS-CoV 감염이 일어났던 지역과 지리적으로 근접하며 2) SARS-CoV

와 마찬가지로 말굽박쥐에서 유래하였다 것으로 미루어 보아, 박쥐-돼지-사람에 이르는 인수공

통감염성에 대한 우려를 갖고 있음.

  ○ 이를 뒷받침하듯 최근 연구결과에 따르면 SADS-CoV는 사람의 폐와 간에서 유래된 primary 세포

와 다양한 동물에서 유래한 세포주에서 효율적으로 감염을 일으킨다고 보고됨 (Edwards et 

al., 2020, Yang et al., 2019). 이러한 결과는 SADS-CoV가 광범위한 숙주 범위를 갖고 있으며 

돼지를 중간숙주로 사용하여 인간에 감염할 수 있는 고유한 잠재력을 가지고 있음을 나타냄.

그림 3. 사람 Primary cell 에서의 SADS-CoV 감염성 

  ○ 또한, 사람, 원숭이, 돼지, 햄스터 유래 세포에서도 바이러스 감염이 이루어지나, 마우스 유래 

세포 및 면역능력이 있는 마우스나 면역결핍 마우스에는 감염을 일으키지 않았으며, 이는 

SADS-CoV 세포수용체의 규명과 이를 통한 동물모델 구축의 필요성을 시사함.

  ○ 현재 국내에서 발생하고 있는 전염성 질병은 아니지만, 중국은 우리나라와 활발한 인적·물적 

교류를 하고 있으며, 지리적으로 인접하여 전염병의 유입이 빠르게 일어날 수 있어 선제대응이 

필요함. 

     *** 변종 PED, COVID-19, 아프리카돼지열병, 조류독감, 중증열성혈소판감소증후군 등은 중국으

로부터 유입되어 국내에서 유행하고 있는 대표적인 감염성 질환들임.

그림 2. SADS-CoV와 SARS-CoV의 발생지역 및 Reservoir
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그림 4. 중국-한국간 전염병 발생 및 전파 예 (ASFV 및 SFTSV)

  ○ 향후 국내유입 및 인수공통감염의 잠재적인 위험요인을 가지고 있는 SADS-CoV에 대한 선제적인 

대응체계 마련을 위해서는 기초기전 연구, 연구 활성화를 위한 연구인프라 구축 및 선제대응을 

위한 진단기술의 확보가 요구되며, 질병 발생국인 중국과의 국제협력연구가 필요할 것으로 생

각됨.

 2) 연구개발과제의 목표

□ 최종목표  

 ○ 본 연구의 목표는 돼지급성설사증후군 코로나바이러스(SADS-CoV) 기초기전 연구를 통해 질병 대

응기반 구축을 위한 과학적 기초자료 및 연구인프라를 구축하는 것임. 

 ○ 또한, 유전자진단법 개발을 통해 초기 유입·발생시 조기 대응을 위한 선제적 대응기반을 마련

하고 국내 질병 발생 양상에 대한 예찰 자료 및 유전정보를 확보하기 위함.

그림 5. 연구목표 
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2. 연구개발과제의 수행 과정 및 수행 내용

 1) 1차년도

□ 바이러스 감염 매개 인자 규명

 ○ Genome-wide 및 Surfaceome CRISPR/Cas9 screening   

  - 중국연구팀이 기 구축하고 있는 CRISPR/Cas9 Lentivirus library를 Vero 세포에 도입하고 

authentic SADS-CoV를 감염시킴. 생존한 세포들의 NGS 분석을 통해 SADS-CoV 감염에 영향을 미

치는 인자를 발굴함.

  

그림 6. CRISPR/Cas9 screening 방법 

 ○ S1-Fc를 이용한 세포수용체 규명

  - SADS-CoV 감염을 매개하는 세포수용체 규명을 위해 SADS S1-Fc를 제작하고 분리 정제된 S1-Fc을 

Vero세포 및 숙주 유래 세포로부터 제조한 cell lysate를 이용하여 co-immunoprecipitation을 

수행함. S1-Fc와 부착하는 세포내 단백질은 N-terminal 아미노산 분석법을 이용하여 규명함. 

  - 규명된 단백질의 발현과 바이러스 (슈도바이러스 및 authentic virus) 감염능과의 상관관계 분

석, 단백질에 대한 항체의 존재 하에 바이러스 감염능 분석 등 추가적인 실험을 통해 세포수용

체로서의 기능을 검증함.

         

그림 7. S1-Fc를 활용한 SADS-CoV 세포수용체 규명

 ○ 바이러스 감염 매개 보조인자 (단백분해효소, tetraspanin 등) 규명

  - 바이러스의 감염을 매개하는 단백분해효소를 규명하기 위해, 단백분해효소 억제제 (camostat, 

dec-RVKR-cmk, E64d 등)를 슈도바이러스가 세포에 감염하는 동안 처리하고 바이러스 감염력에 

미치는 영향을 분석함.   

  - Tetraspanin의 역할을 규명하기 위해, CD9, CD81, CD63을 억제하는 siRNA를 처리하고 슈도바이

러스의 감염력에 미치는 영향을 분석함.

  - 또한, CRISPR/Cas9 screening으로 발굴된 다양한 감염인자의 역할 및 기전을 규명하기 위해 발

굴된 숙주인자를 억제 또는 과발한하는 세포주를 제작하고 슈도바이러스의 감염력에 미치는 영

향을 분석함.
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그림 8. 슈도바이러스를 이용한 단백분해효소 규명 연구

 ○ 바이러스 entry pathway 규명

  - SADS-CoV의 감염경로를 규명하기 위해 SADS pseudovirus를 Vero 세포에 감염시키고, 단백분해효

소 억제제 (camostat, dec-RVKR-cmk, E64d 등), endocytosis 억제제 (Bafilomycin A1, NH4Cl, 

Chloroquine 등), clathrin-mediated endocytosis 억제제 (chlorpromazine), caveolin-mediated 

endocytosis 억제제 (nystatin), dynamine inhibitor (dynasore) 등의 다양한 억제제를 처리하

고 감염력에 미치는 영향을 분석함. 

 ○ Authentic SADS-CoV를 이용한 감염기전 검증

  - 중국연구팀이 확보한 authentic SADS-CoV를 이용하여 슈도바이러스 실험을 통해 규명된 연구결

과에 대한 검증실험을 수행함.

  - SADS-CoV를 다양한 억제인자와 함께 Vero세포에 감염시키고 24시간 또는 48시간 후 바이러스에 

의해 유도된 세포변성효과를 관찰하고 바이러스 역가를 plaque assay를 이용하여 측정함.

 

□ Real-time PCR 기반 단일 및 다중 진단법 확립

 ○ SADS-CoV, PEDV, PDCoV 타겟 유전자 선정

  - NCBI로부터 확보한 원인 바이러스의 염기서열을 바탕으로 유전자적 상동성을 분석하고 기존 문

헌 및 유전자 상동성 분석을 바탕으로 타겟 유전자를 선정함. 

그림 9. 타겟 유전자 선정 및 표준시료 제작 

  

 ○ 타겟 유전자 합성 및 표준시료(플라스미드) 제작

  - Genscript로부터 선정된 유전자를 합성하고 pUC57 vector에 클로닝 함. 

  - 유전자 합성을 통해 만들어진 표준시료는 검출기술 평가를 위한 표준 주형 (template)으로 사용

할 예정이며, 추후 개발될 진단키트의 양성대조군으로 활용함.

 ○ 프라이머 및 프로브 제작 

  - PrimerExplorer V5 (https://primerexplorer.jp/e/)을 사용하여 약 100bp 정도의 PCR 산출물을 

증폭할 수 있는 프라이머 및 프로브를 디자인함. 최적의 프라이머 및 프로브 확보를 위해 각 유

전자에 대한 3종의 후보 프라이머 및 프로브를 디자인함.

  - 프로브로 사용할 프라이머의 5‘말단에는 FAM을 3’말단에 BHQ1을 Modification하여 Dual 
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labeled probe 제작할 예정임.

  - 3종의 후보 프라이머 및 프로브를 이용하여 Real-time PCR을 수행하고 Ct (Threshold cycle)값, 

산출물의 melting curve 등을 고려하여 최적화된 프라이머 및 프로브를 선별함.

 ○ Real-time PCR 반응조건 확립

  - Real-time PCR의 반응조성은 ㈜진스랩이 확보하고 있는 기술력과 노하우를 바탕으로 확립할 예

정임. 

  - 최적조건을 확립하기 위해 표준시료를 이용하여 프라이머 농도와 반응온도를 달리하여 

Real-time PCR을 수행함.

 2) 2차년도

□ 바이러스 숙주특이성 및 인수공통감염성 규명    

 ○ 동물 및 사람 세포수용체와의 바이러스 친화도 및 감염성 평가

  - 유전자적 상동성 검사 : 발굴된 세포수용체의 종간 유전자적 상동성을 바탕으로 종간전파 가능

성이 있는 동물을 선별함.

  - 유전자 합성 및 클로닝 : SADS-CoV 스파이크 단백질과 다양한 동물의 세포수용체 사이의 친화도

를 확인하기 위해, 선정된 동물의 세포수용체를 발현하는 유전자를 합성하고 pcDNA3.1 vector에 

클로닝함.

  - 바이러스와 세포수용체 binding affinity 평가 : S1-Fc와 세포수용체 사이의 binding affinity

를 측정하기 위해 선정된 동물의 세포수용체를 발현하는 세포를 S1-Fc와 반응시킨 뒤, S1-Fc의 

binding을 Surface plasmon resonance (SPR)를 이용하여 분석함.

  - 바이러스 감염성 평가 : 친화도에 따른 바이러스 감염력을 확인하기 위해 선정된 동물의 세포수

용체를 발현하는 세포에 슈도바이러스 및 authentic SADS-CoV를 감염시킨 후 바이러스의 감염력

을 luciferase assay와 plaque assay를 이용하여 측정함. 

 ○ 세포주 및 인간 폐 오가노이드에서의 바이러스 감염 매개 인자 발현율 분석

  - 현재 중국공동연구팀에서는 인간 폐 오가노이드 모델을 구축하고 있으며, 인간 폐 오가노이드를 

구성하는 세포를 분리하고 세포 내 SADS-CoV 세포수용체 및 감염매개인자들의 발현율을 

real-time PCR을 이용하여 분석하고자 함.

그림 10 Human lung 오가노이드 제작 

 ○ 인간 폐 오가노이드에서의 SADS-CoV 감염성 평가

  - 인간 폐 오가노이드에 SADS-CoV를 감염시키고 시간에 따른 바이러스양을 plaque assay를 이용하

여 측정하고 면역염색을 통해 감염된 세포에서의 바이러스 항원을 표지함.

  - 병원성 메커니즘 연구를 위해 SADS-CoV의 마우스 적응 균주를 생성하기 위해 SADS-CoV WT 균주

를 4~6주령 BALB/c 및 STAT1 KO 마우스에 비강 내 접종 및 복강 내 주사를 통해 연속적으로 계

대배양함. 비강내 접종 그룹의 주둥이 및 폐 조직과 복강내 주사 그룹의 장 조직을 접종 3일 후 

바이러스 RNA 로드 분석을 위해 수집함.
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그림 11 Mouse-adapted SADS-CoV 제작 과정

    

□ 진단기술 유효성 평가 및 국내 발생 양상 모니터링

그림 12. 진단법 유효성 평가 

 ○ 표준시료를 이용한 민감도·특이도 평가

  - 단일 진단기술의 유효성을 평가하기 위해 SADS-CoV 표준시료를 10 배수 단계희석하고 기존의 

RT-PCR 및 개발 real-time PCR을 실시하여 진단법간 민감도와 특이도를 비교함. 

  - 다중 진단기술의 유효성을 평가하기 위해 3종 표준시료 혼합물을 10 배수 단계희석하고 

conventional PCR 및 개발 real-time PCR을 실시하여 진단법간 민감도와 특이도를 비교함.     

 ○ 바이러스 배양액을 이용한 민감도·특이도 평가

  - 3종의 바이러스 배양액으로부터 바이러스 핵산을 추출한 뒤 10 배수 단계희석하고 기존의 

RT-PCR 및 개발 real-time PCR을 실시하여 진단법간 민감도와 특이도를 비교함.

  - 연구에 사용되는 PEDV, PDCoV의 핵산은 국내연구팀이 농림축산검염본부 및 ATCC로부터 분양받은 

바이러스에서 추출하여 사용할 것이며, SADS-CoV 핵산은 중국연구팀에서 추출하여 사용할 예정

임.

 ○ 야외시료를 이용한 민감도·특이도 평가

  - 야외시료에 대한 유효성을 평가하기 위해 수집한 돼지 분변시료로부터 핵산을 추출하고 기존의 

RT-PCR 및 개발 real-time PCR을 실시하여 진단법간 민감도와 특이도를 비교함.

  - 국내 양돈농가로부터 수집한 야외시료를 중심으로 하되, SADS-CoV 임상시료의 경우 해외에서 수

집한 야외시료를 핵산의 형태로 공급받을 예정임.

 ○ 돼지 분변 시료 확보 및 바이러스 유병율 분석

  - SADS-CoV는 아직 국내 발생 보고가 없으며, 역학적 조사가 이루어지고 있지 않음. 국내 유입 및 

발생 여부를 확인하고 진단법 유효성 평가를 위한 임상시료를 수집하기 위해 양돈 농가로부터 

100개 이상의 분변 샘플을 확보함.

  - SADS-CoV, PEDV, PDCoV 유전물질을 기존의 RT-PCR을 이용하여 검출하여 국내 양돈 농가 내 설사

유발 바이러스 원인체의 유병율을 분석함. 
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 ○ 양성시료 내 바이러스 스파이크 유전자 분석

  - SADS-CoV 양성반응을 보이는 시료로부터 스파이크 단백질에 대한 유전자적 분석을 수행하고 국

내외 바이러스와의 유전자적 상동성을 분석함.

  - 유전자정보는 NCBI GenBank에 공개함.

 

그림 13. 유병율 분석 및 유전정보 확보 
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3. 연구개발과제의 수행 결과 및 목표 달성 정도

 1) 연구 수행 결과

□ 바이러스 감염 매개 인자 규명

 ○ Genome-wide 및 Surfaceome CRISPR/Cas9 screening 

  - 국제협력공동연구를 통해 중국연구팀에서 수행함. 

  - Hela 세포에서의 SADS-CoV infection 및 titration에 대한 시험법을 확립하고 CRISPR/Cas9 

library 및 lentivirus 확보함. 

그림 14. Hela 세포에서의 SADS-CoV 감염  

  - 인간 세포에서 SADS-CoV 진입 및 감염을 매개하는 기능적 수용체를 확인하기 위해 CRISPR/Cas9 

시스템을 사용하여 표면 막 단백질(5773개 유전자를 표적으로 함)이 녹아웃된 Hela 세포를 확립

함. CRISPR/Cas9 스크리닝에는 SADS-CoV WT 균주를 사용함. 야생형 Hela 세포를 SADS-CoV WT 균

주로 MOI 1로 48시간 동안 감염시켰고, 바이러스 매개 세포변성 효과(90%에 근접)를 광학 현미

경으로 검사함.

  - 그 후, CRISPR/Cas9 기술을 사용하여 편견 없는 표면체 스크리닝을 수행함. 단일 가이드 

RNA(sgRNA)의 표면체 풀을 Cas9 발현 Hela 세포에 도입한 다음 MOI 1로 SADS-CoV에 감염시킴. 

그런 다음 생존 세포의 sgRNA 서열을 서열 분석함.    

  - NGS 결과를 MAGeCK(Model-based Analysis of Genome-wide GRISPR/Cas9 Knockout)을 이용하여 분

석한 결과, MOI=1 조건에서는 343개의 유전자가, MOI=3 조건에서는 678개의 유전자가 

enrichment 된 것을 확인할 수 있었음. 두 조건에서 모두 유의하게 enrichment 된 유전자는 총 

11개(NOX1, MCPH1, CASR, AKAP3, HPXA9, PSMC6, MAG, ORM1, GLS, AKPI, ABCD2)로 분석되었음.

그림 15. CRISPR/Cas9 screening 분석 결과

  - KEGG 분석 결과, cytokine-cytokine receptor interaction, toll-like receptor signaling 

pathway, NF-kappa B signaling pathway, inflammatory mediator regulation 등과 같은 세포 내 

신호전달 및 면역반응 관련 인자들에 높은 연관성을 나타냈으며, coronavirus disease를 포함하

여 hepatitis B, human cytomegalovirus, influenza A 등과 같은 바이러스 감염증과의 높은 연

관성을 나타냄. 

 ○ S1-Fc를 이용한 세포수용체 규명
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  - SADS-CoV 감염을 매개하는 세포수용체 규명을 위한 S1-Fc를 제작함. SADS-CoV S1-Fc를 발현하는 

유전자를 GenScript로부터 합성하고 pCAGGS vector에 클로닝함. HEK293T세포에 SADS S1-Fc를 형

질전환시키고 세포 및 상층액을 회수하여 western blot을 이용하여 단백질의 발현을 확인함. 또

한, 상층액 내의 S1-Fc를 protein A coated agarose를 이용하여 분리정제함. 

그림 16. SADS-CoV S1-Fc 발현 및 정제 

  - 분리 정제된 S1-Fc을 HEK293T, Vero 및 DBT 세포로부터 제조한 cell lysate와 혼합한 뒤 

co-immunoprecipitation을 수행함. 그 결과 Vero, DBT 세포로부터 약 48 KDa의 단백질의 함께 

precipitation되는 것을 확인함.

그림 17. SADS-CoV S1-Fc를 이용한 Co-IP 결과 

  - S1-Fc와 부착하는 세포내 단백질의 규명을 위해 N-terminal 아미노산 분석법을 이용하여 염기서

열 분석을 수행함. 염기서열 분석 결과 N 말단의 염기서열은 X(S,G)-T(Y,P,L)-R(G)-K(E)-S(I)로 

확인되었음. 시료 단백질이 양과 순도가 낮아 정확한 서열의 확보가 불가능했으며 추가 실험을 

통해 높은 농도와 순도의 단백질을 확보하고 재분석을 실시할 예정임. 

       

  - 보다 정확한 단백질 분석을 위해 재실험을 실시 후 N 말단 염기서열 분석이 아닌 LC-MS/MS 기

반의 in-gel digestion 및 protein identification을 실시함. 이를 위해 gel 샘플을 in-gel digestion 

방식으로 처리하고 추출한 펩타이드를 LC-MS/MS 분석함. 단백질 검사는 Vero 샘플은 

Chlorocebus (Uniprot392815), tb1Lu 샘플은 Chiroptera (uniprot9397) protein database (DB)

로 Proteome Discoverer (Ver. 2.5) 프로그램에서 진행함. 그 결과, Vero 샘플은 26개 (PSMs > 

5기준),Tb1Lu 샘플은 28개 (PSMs > 5기준) 단백질이 확인됨.
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그림 18. LC-MS/MS 분석결과 (Vero CCL81) 

그림 19. LC-MS/MS 분석결과 (Tb1lu) 

  - 이들 단백질 중 Periostin 단백질을 대상으로 추가연구를 수행함. Periostin (POSTN, PN)  

osteoblast-specific factor OSF-2)라고도 알려져 있는 단백직로 알파-V/베타-3 및 알파-V/베타

-5 인테그린에 대한 ligand로 기능하며 상피세포의 부착과 이동을 지원함. Gla 도메인은 비타민 

K 의존인자로 알려짐. 현재까지 바이러스 감염과 관련되어 보고된 것은 전무함.

  - Periostin 및 extracellular 단백질이 SADS-CoV 감염에 미치는 영향을 연구하기 위한 후속 연구

를 수행할 예정임. 

 ○ 바이러스 감염 매개 보조인자 (단백분해효소, tetraspanin 등) 규명

  - SADS-CoV 바이러스 감염을 매개하는 보조인자 중 단백분해효소 규명을 위한 연구를 중점적으로 

수행하였음. 1차년도에는 SADS-CoV 스파이크(S) 매개 세포-세포 융합 및 진입에서 푸린의 역할

을 조사했음. 

  - 그 결과, SADS-CoV S 단백질이 다양한 세포의 융합을 유도한다는 것을 발견했음.
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그림 20. SADS-CoV S 단백질에 의한 세포융합 

  - 세포-세포 융합은 proprotein convertase 억제제 dec-RVKR-cmk에 의해 억제되었고, 퓨린 절단에 

내성이 있는 돌연변이 S 단백질로 형질감염된 세포 사이에서 억제되었음. 이러한 결과는 

SADS-CoV S 단백질의 퓨린 유도 절단이 세포-세포 융합에 필요하다는 것을 나타냄. 

그림 21. SADS-CoV S 매개 세포융합에서의 furin의 역할 

  - 돌연변이 유발 분석을 사용하여 푸린이 S1/S2 절단 부위 근처의 SADS-CoV S 단백질인 

446RYVR449 및 543AVRR546을 절단한다는 것을 입증했음. 
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그림 22. Furin에 의한 SADS-CoV S cleavage 

 ○ 바이러스 entry pathway 규명

  - 바이러스 entry pathway를 규명하기 위해서는 SADS 슈도바이러스를 사용하였음. 슈도바이러스는 

HIV 또는 VSV의 표면에 S 단백질을 발현시킨 것으로 authentic coronavirus와 동일한 바이러스 

진입 메커니즘을 갖으며 바이러스 진입기전 연구, 중화항체가 측정, 백신 연구, 항바이러스제 

스크리닝 등에 오랫동안 활용되어 왔음.

  - SADS 슈도바이러스 제작을 위해 SADS-CoV S를 발현하는 유전자를 pCAGGS vector에 삽입하고 

HEK293T 세포에서 발현을 확인함. HEK293T세포에 SADS-CoV-S를 발현하는 유전자와 HIVluc core 

단백질을 발현하는 유전자를 형질전환시키고 상층액으로 방출되는 SADS 슈도바이러스의 유무를 

western blot과 transduction을 통해 확인함.

  - 푸린 유도 S 절단이 바이러스 진입에도 필요한지 여부를 결정하기 위해 pseudotyped 바이러스를 

사용했음. 변형된 푸린 절단 부위를 가진 S 단백질을 발현하는 유사형 바이러스는 표적 세포로 

형질도입될 수 있으며, 이는 푸린 유도 절단이 유사형 바이러스 진입에 필요하지 않음을 나타

냄. 

그림 23. SADS-CoV cell entry에서의 furin의 역할 

  - SADS-CoV의 감염경로를 규명하기 위해 SADS pseudovirus를 Vero 세포에 감염시키고, 단백분해효

소 억제제 (camostat, dec-RVKR-cmk, E64d 등), endocytosis 억제제 (Bafilomycin A1, NH4Cl, 

Chloroquine 등), clathrin-mediated endocytosis 억제제 (chlorpromazine), caveolin-mediated 

endocytosis 억제제 (nystatin), dynamine inhibitor (dynasore) 등의 다양한 억제제를 처리하

고 감염력에 미치는 영향을 분석함. 

   - 대조군인 VSV와 비교해 볼 때 E64d(또는 EST), bafilomycinA1, NH4Cl 처리하에서 유의하게 바

이러스의 감염이 감소하는 것으로 보아 endosome에서 entry가 일어나는 것으로 생각됨.
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그림 24. SADS pseudovirus PI test

그림 25. SADS pseudovirus endocytosis 억제제 test

 ○ SADS-CoV를 이용한 감염기전 검증

  - 감염 매개 핵심인자와 보조인자가 실제 SADS-CoV의 감염력에 미치는 영향을 평가하기 위해 

SADS-CoV를 Vero 세포에 감염시키고, 단백분해효소 억제제 (camostat, dec-RVKR-cmk, E64d 등), 

endocytosis 억제제 (Bafilomycin A1, NH4Cl, Chloroquine 등), clathrin-mediated endocytosis 

억제제 (chlorpromazine), caveolin-mediated endocytosis 억제제 (nystatin), dynamine 

inhibitor (dynasore) 등의 다양한 억제제를 처리하고 감염력에 미치는 영향을 분석함. 

그림 26. SADS PI test

그림 27. SADS endocytosis 억제제 test
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□ 바이러스 감염 매개 인자 규명

 ○ 사람 및 동물 수용체와의 바이러스 친화도 및 감염성 평가

  - Periostin의 종간 유전자적 상동성을 분석한 결과, 돼지의 periostin은 사람, 원숭이, 쥐의 

periostin과 84~92%의 높은 상동성을 나타냄.

그림 28 Phylogenetic analysis of periostin from different hosts

그림 29 Periostin 염기서열 및 아미노산 서열 homology

  - 다양한 동물의 periostin 단백질을 pCAGGS에 클로닝하고 SADS-CoV S와의 Co-IP를 실시함. 그 결

과, 돼지 Periostin과 가장 높은 결합력을 보였으며 다음으로 human periostin이 높은 결합력을 

나타냄. 마우스와 박쥐의 periostin은 비교적 낮은 결합력을 나타냈음. 이러한 결과는 염기서열 

유사도 분석과 일치하며 SADS-CoV의 사람으로의 가능성을 시사함.

그림 30 Periostin Co-IP 결과
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  - Periostin을 세포에 과발현한 뒤 슈도바이러스를 감염시킨 후 바이러스의 감염력을 측정함.

그림 31 Periostin 발현 세포에서의 바이러스 감염력

 ○ 감염매개인자 발현율 분석

  - 주요 세포에서의 감염 매개 핵심인자와 보조인자의 발현율을 real-time PCR을 이용하여 분석함.

그림 32 인간 폐 유래 세포에서의 감염매개인자 발현율 분석

 ○ 인간 폐 오가노이드에서의 바이러스 감염성 분석

  - SADS-CoV와 관련된 동물 감염 위험을 평가하기 위해 NP69 (Human Nasopharyngeal Epithelial 

Cell Line) 및 BEAS-2B (Human Bronchial Epithelial Cell Line) 세포를 표시된 MOI에서 

SADS-CoV에 감염시켰음. 놀랍게도 우리는 NP69 및 BEAS-2B 세포에 대한 SADS-CoV의 감수성이 상

당히 높은 것을 관찰함. 또한, SADS-CoV 감염은 강력한 세포변성 효과(CPE)를 시작하고 바이러

스 복제뿐만 아니라 Hela 세포의 선천적 신호 및 염증 요인을 검출하게 되었음. 이러한 발견은 

SADS-CoV가 잠재적으로 종의 장벽을 넘어 인간을 감염시킬 수 있는 동물감염 위험을 가질 수 있

음을 시사함.

그림 33 인간 폐 유래 세포에서의 SADS-CoV 감염력 평가
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  - SADS-CoV의 인수공통감염성을 추가로 검증하기 위해 세 명의 서로 다른 건강한 기증자의 조직 

샘플을 사용하여 인간 폐 오가노이드를 제작함.

그림 34 Human lung 오가노이드 제작 

  - 인간 폐 오가노이드를 SADS-CoV 균주와 0.5 MOI, 37℃에서 1시간 동안 배양한 후 DPBS로 2회 세

척한 후 신선한 배지에서 배양함. 감염 3일 후, 오가노이드를 4% 파라포름알데히드로 30분간 고

정함. 특정 항체(항-SADS-CoV-N 단백질)를 사용한 공초점 현미경 분석에서 양성 N 단백질 신호

(녹색)를 관찰함.

  - 종합적으로, 우리의 평가는 SADS-CoV가 인간 세포와 폐 오가노이드를 감염시킬 수 있다는 것을 

입증했으며, 이는 SADS-CoV와 관련된 잠재적인 동물감염 위험을 나타냄.

 ○ Mouse-adapted SADS-CoV 제작

  - 병원성 메커니즘 연구를 위해 SADS-CoV의 마우스 적응 균주를 생성하기 위해 SADS-CoV WT 균주

를 4~6주령 BALB/c 및 STAT1 KO 마우스에 비강 내 접종 및 복강 내 주사를 통해 연속적으로 계

대배양함. 비강내 접종 그룹의 주둥이 및 폐 조직과 복강내 주사 그룹의 장 조직을 접종 3일 후 

바이러스 RNA 로드 분석을 위해 수집함.

그림 35 Mouse-adapted SADS-CoV 감염능 (real-time PCR)
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□ Real-time PCR 기반 단일 및 다중 진단법 확립

 ○ SADS-CoV, PEDV, PDCoV 타겟 유전자 선정

  - SADS-CoV, PEDV, PDCoV 유전자 정보는 미국 국립생물공학정보센터 (NCBI, National Center for 

Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)에서 다운 받았음. Multiple 

Sequence Alignment 프로그램을 사용하여 유전자적 상동성을 분석함. 기존 문헌 및 유전자 상동

성 분석을 바탕으로 타겟 유전자를 선정함.

  - PEDV, PDCoV, SADS-CoV는 각각 ORF1, membrane, nucleocapsid 단백질을 코딩하는 유전자를 타겟 

유전자로 선정함.

 ○ 타겟 유전자 합성 및 표준시료(플라스미드) 제작

  - SADS-CoV, PEDV, PDCoV의 선정된 유전자를 pUC57 vector에 클로닝하여 유전자를 합성함.

  - SADS-CoV, PEDV, PDCoV의 선정된 유전자를 in vitro transcription mRNA를 합성하여 검사법 평

가를 위한 template로 사용함.

  - PEDV, PDCoV는 주관기관에서 viral RNA 형태로 제공받음.

 ○ 프라이머 및 프로브 제작 

  - 선별된 유전자로부터 프라이머, 프로브 디자인을 수행하였고, 길이는 19~30 bp, Tm 값은 60~6

8℃, GC content는 40~60%가 되도록 고려하여 SADS-CoV, PEDV 및 PDCoV의 각 타겟에 대한 2종의 

후보 프라이머 및 프로브를 디자인함.

  - 후보 프라이머 및 프로브를 이용하여 Real-time PCR을 수행하고 Ct (Threshold cycle)값 등을 

고려하여 최적의 프라이머 및 프로브를 선별함.

  - Inclusivity 검증 

Ÿ 단일 및 다중 검출을 위해 사용하는 각 Target gene에 대한 primer와 probe 서열의 포괄도

(Inclusivity)를 확인하기 위해 NCBI GenBank database를 활용하여 SADS-CoV, PDCoV 및 PEDV 

의 complete genome에 대한 In-silico analysis를 진행함. 각 Target genome의 reference 

sequence를 포함한 보고된 여러 whole genome sequence에 대해 BLASTn 분석한 결과 100% 일

치함을 확인.

그림 36. SADS-CoV의 PCR amplicon에 대한 BLASTn 결과 (Primer 

and probe sequences are highlighted in yellow) 
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그림 37. PEDV의 PCR amplicon에 대한 BLASTn 결과 (Primer and 

probe sequences are highlighted in yellow)

그림 38. PDCoV의 PCR amplicon에 대한 BLASTn 결과 (Primer and 

probe sequences are highlighted in yellow) 
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  - Exclusivity 확인 

Ÿ 본 연구의 개발에 사용하는 SADS-CoV와 PDCoV 및 PEDV의 primer와 probe 서열이 각각의 

target 외의 설사 감염을 유발하는 유사한 다른 병원균에 대한 배척도(Exclusivity)를 확

인하였음. BLASTn (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)를 이용하였으며 방법 및 입력한 

parameter는 하단에 기입함.  

① Enter Query Sequence: 분석할 Primer 또는 Probe를 입력한다.

② Choose Search Set: Organism에 분석할 Pathogen의 Taxonomy ID를 입력한다.

③ Program Selection: Somewhat similar sequences (blastn)을 선택한다.

④ General Parameters

A. Max target sequences를 5000으로 선택한다.

B. Expect threshold를 1000으로 설정한다.

C. Word size를 7로 설정한다.

D. Max matches in a query range를 1로 설정한다.

⑤ Scoring Parameters

A. Match/Mismatch Scores를 1, -3으로 설정한다.

B. Gap Costs를 Existence: 5 Extension 2로 설정한다.

⑥ Filters and Masking: Low complexity regions, Mask for lookup table only를 선택한다.

Ÿ BlastN을 이용하여 Exclusivity를 확인을 위해 query coverage 값과 identity 값을 곱하여 

% homology 값을 구하였고 그 결과는 아래와 같음. 40% 미만의 identity는 homology가 없

는 것으로 판정하여 ‘/ = no alignment found’로 표기하였다. 

표 1. SADS-CoV In-silico analysis 결과 

Target Taxonomy ID Primer_F Probe Primer_R

 Porcine epidemic diarrhea virus(PEDV) 28295 100% 100% 100%

Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

(SADS-CoV)
2032731 45% / 41%

Deltacoronavirus (PDCoV) 1477414 45% 43% 41%

Swine enteric coronavirus (SECoV) 1766554 41% / 45%

Porcine transmissible gastroenteritis virus(TGEV) 11149 50% / 50%

표 2. PDCoV In-silico analysis 결과 

Target Taxonomy ID Primer_F Probe Primer_R

Deltacoronavirus (PDCoV) 1477414 100% 100% 100%

Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

(SADS-CoV)
2032731 41% / 43%

 Porcine epidemic diarrhea virus(PEDV) 28295 50% 57% 42%

Swine enteric coronavirus (SECoV) 1766554 41% / 52%

Porcine transmissible gastroenteritis virus(TGEV) 11149 55% / 52%

표 3. PEDV In-silico analysis 결과 

Target Taxonomy ID Primer_F Probe Primer_R
Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

(SADS-CoV)
2032731 100% 100% 100%

Deltacoronavirus (PDCoV) 1477414 47% / 45%

 Porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) 28295 52% 41% 50%

Swine enteric coronavirus (SECoV) 1766554 57% / 50%

Porcine transmissible gastroenteritis virus (TGEV) 11149 57% / 50%
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 ○ Real-time PCR 반응조건 확립

  - 단일 진단법 Real-time PCR

      1) Real-time PCR을 위한 PCR 반응액 조성 및 반응 조건

Ÿ Real-time PCR의 반응액에는 SADS-CoV 특이 프라이머쌍, 프로브, 2X Master mix 

buffer, template를 혼합하여 총 volume이 20 μL가 되도록 한 후, real-time PCR의 96 

well plate에 반응액을 넣어 PCR을 수행함. real-time PCR 조건은 아래와 같으며, 진단

키트 개발을 위해 모든 시험은 동일한 조성 및 조건으로 수행함. 장비는 CFX96™ 

Real-Time PCR Detection System을 사용함.

표 4. Real-time PCR 반응액 조성

성분 1회 분량

2X Master mix buffer 10 μL

Primer, Probe mix 5 μL

Template 5 μL

Total 20 μL

표 5. Real-time PCR 반응 조건

PCR step Temp.(℃) Time Cycles

Reverse Transcription 50 20 min 1

Pre-Heating 95 5 min 1

Amplification

95 15 sec

40        58 * 1 min

* Fluorescence detection

      2) Real-time PCR을 이용한 standard curve 확인

Ÿ Standard curve는 SADS-CoV IVT mRNA 1000 copies/μL를 10배 단위로 단계적 희석하여 

Real-time PCR 반응액과 혼합한 다음 3반복 수행하였고, standard curve의 slope 값이 

–3.1~-3.7, R2 값은 0.98~1, efficiency 80~120%로 모두 범위 안에 들어오는지 확인함.

      3) 분석적민감도(최소검출한계)

Ÿ 단일 진단법의 분석적 민감도를 평가하기 위해 IC plasmid DNA에 SADS-CoV IVT mRNA를 

10 copies/μL, 5 copies/μL, 2.5 copies/μL, 1 copies/μL, 0.5 copies/μL 농도로 

혼합하여 각각 7반복 시험하고, SADS-CoV가 95% 이상 검출 가능한 농도를 선정함. 

Confirmatory LoD test는 Pre-liminary LoD test에서 선정된 농도가 95% 검출 가능한 

농도임을 25회 반복 시험을 통해 재확인하고 최소 검출한계를 결정함.

  - 다중 진단법 Real-time PCR

      1) Real-time PCR을 위한 PCR 반응액 조성 및 반응 조건

Ÿ Real-time PCR의 반응액에는 SADS-CoV 특이 프라이머쌍 및 프로브, PEDV 특이 프라이머 

쌍 및 프로브, PDCoV 특이 프라이머 쌍 및 프로브와 2X Master mix buffer, template를 

혼합하여 총 volume이 20 μL가 되도록 한 후 real-time PCR의 96 well plate에 반응액

을 넣어 PCR을 수행함. real-time PCR 조건은 단일 진단법 조건과 동일하며, 진단키트 

개발을 위해 모든 시험은 동일한 조성 및 조건으로 수행함. 장비는 CFX96™ Real-Time 

PCR Detection System을 사용함.

      2) Real-time PCR을 이용한 standard curve 확인

Ÿ Standard curve는 PDCoV, PEDV IVT mRNA 1000 copies/μL를 10배 단위로 단계적 희석하

여 Real-time PCR 반응액과 혼합한 다음 3반복 수행하였고, standard curve의 slope 값

이 –3.1~-3.7, R2 값은 0.98~1, efficiency 80~120%로 모두 범위 안에 들어오는지 확인

함.

      3) 검체 증폭 확인 테스트 

Ÿ 주관기관에서 viral RNA 형태로 제공받은 PEDV, PDCoV 검체를 앞서 최적화된 Real-time 

PCR을 이용하여 개발된 Primer, Probe set의 성능을 테스트 확인함. Ct값이 40 이내로 

검출 될 경우 양성으로 판단하였음. 
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      4) 분석적민감도(최소검출한계)

Ÿ 다중 진단법의 분석적 민감도를 평가하기 위해 IC plasmid DNA에 SADS-CoV IVT mRNA, 

PEDV IVT mRNA, PDCoV IVT mRNA를 10 copies/μL, 5 copies/μL, 2.5 copies/μL, 1 

copies/μL, 0.5 copies/μL 농도로 혼합하여 각각 7반복 시험하고, SADS-CoV, PEDV 

및 PDCoV 모두 95% 이상 검출 가능한 농도를 선정함. Confirmatory LoD test는 

Pre-liminary LoD test에서 선정된 농도가 95% 검출 가능한 농도임을 20회 반복 시험

을 통해 재확인하고 최소검출한계(Limit of Detection, LoD)를 결정함.

  - 프라이머/프로브 제작 및 최적화 결과

Ÿ BLAST로 확인된 최종 유전자로부터 프라이머, 프로브는 길이, Tm, GC content 등을 고려하

여 최적의 프라이머, 프로브를 개발함. 증폭산물의 200 bp 이내가 되도록 디자인하여 증폭

효율을 높임.

Ÿ PEDV, PDCoV 및 SADS-CoV의 동시 감별을 위하여 리포터는 각각 FAM, VIC 및 SFC610 순으로 

프로브에 결합시킴. 개발된 특이 프라이머 및 프로브는 다음과 같음.

표 6. 단일 진단법 프라이머 및 프로브 정보

Target Name Sequence(5’→3’) Size(bp)

SADS-C

oV

SADS-CoV-F CAG TCT CGT TCT CGC AAT C

131SADS-CoV-R CTC AGA CAC CTC GTG CTC AAC AGC 

SADS-CoV-P CTA GAA GCT ATG CCC AAG TC

표 7. 다중 진단법 프라이머 및 프로브 정보

Target Name Sequence(5’→3’) Size(bp)

PEDV

PEDV-F CCA GTT TAT AAG GTC TCC CTT G

132PEDV-R AGG CTG TTG GTA ATC GTA TCA AGG TTA CAG 

PEDV-P GGC AAC GTT AAT ATA CTC AAC G

PDCoV

PDCoV-F ATT TGG ACC GCA GTT GAC 

163PDCoV-R CGT ACT GAC CTT CAT ATC CTG GGC CAA G

PDCoV-P GTC TAC TCT CAG GTG AGA GTG 

SADS-C

oV

SADS-CoV-F CAG TCT CGT TCT CGC AAT C

131SADS-CoV-R CTC AGA CAC CTC GTG CTC AAC AGC 

SADS-CoV-P CTA GAA GCT ATG CCC AAG TC

 

  - 단일 진단법 Real-time PCR 결과

    1) Standard curve 확인 결과 : SADS-CoV IVT mRNA 1000 copies/μL를 10배 단위로 단계적 희석

하여 Real-time PCR을 실험한 결과 standard curve R2 값, slope, efficiency는 각각 0.995, 

-3.289, 101.4%로 나타남.

그림 39. SADS-CoV Standard Curve 

    2) 분석적 민감도(최소검출한계) : 분석적 민감도를 평가한 결과 SADS-CoV가 95% 이상 검출된 

최소 농도는 5 copies/μL로 선정됨.
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그림 40. SADS-CoV Pre-liminary LoD test 결과 

표 8. SADS-CoV Pre-liminary LoD test 결과

Ÿ Confirmatory LoD test를 진행한 결과 5 copies/μL, 20 반복해서 SADS-CoV가 100% 검

출됨을 확인함. 따라서 단일 진단법의 분석적 민감도(최소검출한계)는 5 copies/μL임

을 확인함.

그림 41. SADS-CoV Confirmatory LoD test 결과

 

Copies/μL 10 5 2.5 1 0.5

SADS-C
oV

1 33.93 35.18 35.66 35.79 N/A

2 34.89 34.51 N/A N/A 36.75

3 34.01 34.69 35.91 36.63 N/A

4 33.5 34.4 35.59 N/A 36.72

5 34.64 34.45 N/A N/A 36.63

평균 34.19 34.65 35.72 36.21 36.70

표준편차 0.56 0.32 0.17 0.59 0.06

CV% 1.65 0.92 0.47 1.64 0.17

검출률% 100 100 60 40 60
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    3) 결과 판독 기준 : SADS-CoV signal의 Ct 값과 Internal Control signal의 Ct 값이 40 이하일 

때 양성으로 판정하고 IC signal의 Ct값만 확인될 경우 음성으로 판정함. IC signal의 Ct 값

은 negative control (NC)를 포함한 모든 sample에서 확인되어야 함.

  - 다중 진단법 Real-time PCR 결과

    1) Standard curve 확인 결과

Ÿ PEDV IVT mRNA 1000 copies/μL를 10배 단위로 단계적 희석하여 Multiplex qRT-PCR을 실

험한 결과 standard curve R2 값, slope, efficiency는 각각 0.996, -3.448, 95%로 나타

남. 

그림 42. Multiplex qRT-PCR PEDV Standard Curve 

Ÿ PDCoV IVT mRNA 1000 copies/μL를 10배 단위로 단계적 희석하여 Multiplex qRT-PCR을 실

험한 결과 standard curve R2 값, slope, efficiency는 각각 0.984, -3.581, 90.2%로 나타

남.

그림 43. Multiplex qRT-PCR PDCoV Standard Curve 

Ÿ SADS-CoV IVT mRNA 1000 copies/μL를 10배 단위로 단계적 희석하여 Multiplex qRT-PCR을 

실험한 결과 standard curve R2 값, slope, efficiency는 각각 0.984, -3.581, 90.2%로 나

타남.
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그림 44. Multiplex qRT-PCR PDCoV Standard Curve 

    2) 검체 증폭 확인 테스트

Ÿ 주관기관에서 viral RNA 형태로 제공받은 PEDV, PDCoV 검체를 앞서 최적화 된 Real-time 

PCR을 이용하여 개발된 Primer, Probe set의 성능을 테스트 확인함. Ct값이 40 이내로 검

출 될 경우 양성으로 판단하였음. PEDV 양성검체 샘플에서는 PDCoV와 SADS-COV의 시그널이 

증폭 되지 않고, PEDV만 검출된 것을 확인 할 수 있음. 또한, PDCoV 양성검체 샘플에서는 

PEDV와 SADS-COV의 시그널이 증폭 되지 않고, PDCoV만 검출된 것을 확인 할 수 있음. 이러

한 결과는 개발된 Primer, Probe가 실제 양성샘플에서도 높은 특이도 및 민감도를 보이며, 

신종 동물 감염병 유행에 대한 선제적 대응 체계가 구축됨에 따라 검출 및 진단방법으로 

활용이 가능 한 것으로 사료됨. 

그림 45. Multiplex qRT-PCR PEDV, PDCoV 검체 테스트 결과 
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    3) 분석적 민감도(최소검출한계) : 분석적 민감도를 평가한 결과 SADS-CoV, PEDV 및 PDCoV 모두 

95% 이상 검출된 최소 농도는 5 copies/μL로 선정됨. 

그림 46. SADS-CoV, PDCoV, PEDV Multiplex qRT-PCR Pre-liminary LoD 

test 결과 

표 10. SADS-CoV, PDCoV, PEDV Multiplex Pre-liminary LoD test 결과 

copies/μL 10 5 2.5 1 0.5

SADS-CoV

1 36.39 38.16 N/A 37.66 38.36

2 36.94 37.69 38.3 N/A N/A

3 36.82 38.03 37.69 N/A N/A

4 36.61 37.68 38.23 38.23 N/A

5 37.02 37.01 38.18 N/A N/A

평균 36.76 37.71 38.10 37.95 38.36

표준편차 0.26 0.45 0.28 0.40 -

CV% 0.70 1.18 0.73 1.06 -

검출률% 100 100 80 40 20

copies/μL 10 5 2.5 1 0.5

PDCoV

1 34.06 36.07 N/A 38.3 N/A

2 33.92 35.49 36.24 N/A 37.5

3 34.64 N/A 35.97 N/A 37.41

4 34.75 35.5 N/A N/A N/A

5 34.19 34.88 35.93 37.08 N/A

평균 34.31 35.48 36.05 37.69 37.46

표준편차 0.36 0.42 0.17 0.86 0.06

CV% 1.06 1.19 0.47 2.29 0.17

검출률% 100 100 60 40 40
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copies/μL 10 5 2.5 1 0.5

PEDV

1 34.68 36.04 36.65 N/A N/A

2 34.85 35.52 36.73 37.81 N/A

3 35.1 35.45 35.82 N/A 37.77

4 33.97 35.36 36.77 37.24 36.87

5 34.76 35.6 35.54 36.78 N/A

평균 34.67 35.59 36.30 37.28 37.32

표준편차 0.42 0.26 0.58 0.52 0.64

CV% 1.22 0.74 1.59 1.38 1.71

검출률% 100 100 100 60 40

Ÿ Multiplex qRT-PCR confirmatory LoD test를 진행한 결과 5 copies/μL, 20 반복해서 

SADS-CoV, PEDV 및 PDCoV 모두 100% 검출됨을 확인함. 따라서 다중 진단법의 분석적 민감도

(최소검출한계)는 5 copies/μL임을 확인. 

Target PEDV PDCoV SADS-CoV

5 
copies

Ct 평균 표준편
차

CV% Ct 평균 표준편
차

CV% Ct 평균 표준편
차

CV%

36.5
2

35.4
4 0.58 1.63

35.4
4

35.8
1 0.77 2.15 36.61

37.2
6 0.90 2.42

35.2
3

　 　 　 35.3
9

　 　 　 38.09 　 　 　

34.6
6 　 　 　

35.1
2 　 　 　 36.62 　 　 　

35.3 　 　 　 35.3
7

　 　 　 38.45 　 　 　

34.9
3 　 　 　

36.0
6 　 　 　 36.66 　 　 　

35.1
7

　 　 　 35.0
1

　 　 　 38.15 　 　 　

34.4
3 　 　 　

34.4
7 　 　 　 38.14 　 　 　

35.2
8

　 　 　 35.3
5

　 　 　 38.08 　 　 　

35.6
7 　 　 　

36.0
9 　 　 　 38.18 　 　 　

35.0
2

　 　 　 35.5
1

　 　 　 37.22 　 　 　

36.2
3 　 　 　

36.1
3 　 　 　 38.14 　 　 　

35.3
1

　 　 　 36.3 　 　 　 38.23 　 　 　

34.8
3 　 　 　

37.6
9 　 　 　 35.45 　 　 　

36.1
1

　 　 　 35.5
6

　 　 　 35.88 　 　 　

35.5
4 　 　 　

37.0
3 　 　 　 37.37 　 　 　

36.0
3

　 　 　 35.0
8

　 　 　 37.02 　 　 　

35.5
6 　 　 　 35.8 　 　 　 36.94 　 　 　

35.7
8

　 　 　 35.7
1

　 　 　 36.85 　 　 　

36.2
6 　 　 　 37 　 　 　 37.32 　 　 　

34.9
5

　 　 　 36.0
5

　 　 　 35.89 　 　 　

검출률 100% 100% 100%

표 11. Multiplex qRT-PCR Confirmatory LoD test 결과



- 34 -

그림 47. Multiplex qRT-PCR Confirmatory LoD test 결과 

    4) 결과 판독 기준 : SADS-CoV signal의 Ct값, PEDV signal의 Ct값, PDCoV signal의 Ct값과 

Internal control signal의 Ct 값이 40 이하일 때 양성으로 판정하고 IC signal의 Ct값만 확

인될 경우 음성으로 판정함. IC signal의 Ct 값은 negative control (NC)를 포함한 모든 

sample에서 확인되어야 함.

□ 진단기술 유효성 평가 

 ○ 표준시료 및 바이러스 배양액을 이용한 특이도 평가

  - 정량된 Target pDNA와 충남대학교에서 제공한 viral RNA를 동시에 Real-time PCR을 수행하였고, 

정량된 Target pDNA를 바탕으로 viral RNA 결과 값과 Standard-Curve를 그려 정량함.

그림 48. PEDV 정량 결과 

  - PEDV의 standard curve R2 값, slope, efficiency는 각각 0.998, -3.366, 98.2%로 나타남. 

standard curve의 slope 값이 –3.1~-3.7, R2 값은 0.98~1, efficiency 80~120%로 모두 범위 안

에 들어오는지 확인하였음. 

그림 49. PDCoV 정량 결과 

  - PDCoV의 standard curve R2 값, slope, efficiency는 각각 0.998, -3.642, 88.2%로 나타남. 

standard curve의 slope 값이 –3.1~-3.7, R2 값은 0.98~1, efficiency 80~120%로 모두 범위 안

에 들어오는지 확인하였음. 
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  - 개발한 다중 진단법을 이용하여 정량된 Viral RNA로 Real-time PCR을 수행함. 

표 11. 정량된 PEDV viral RNA 의 민감도 평가 결과

표 12. 정량된 PDCoV viral RNA 의 민감도 평가 결과

  - 충남대학교에서 제공한 PEDV, PDCoV의 Viral RNA 사용하여 LOD 테스트를 진행한 결과 PEDV는 5 

copies/μL까지 detect 되었으며, PDCoV는 1 copies/μL까지 detect되었음. 충남대학교에서 

Viral RNA 제공하기 전, 전년도에 사용했던 IVT mRNA같은 경우에는 Plasmid를 이용하여 합성하

다 보니 DNA 컨탐 가능성이 농후하여 품질이 저하되는 경우가 다수 발생함. 따라서, 위의 결과

를 기반으로, 당해연도에 충남대학교에서 제공해준 Viral RNA를 사용하여 실험하였을 때 RNA의 

품질이 높아 PDCoV의 민감도가 향상된 것으로 사료됨. 

  - 결론적으로 IVT mRNA (PDCoV: 5 copies/μL, PEDV: 5 copies/μL, SADS-CoV: 5 copies/μL)와 

Viral RNA (PDCoV: 1 copies/μL, PEDV: 5 copies/μL, SADS-CoV: 데이터 없음) 모두 5 copies/

μL 이하로 검출되는 비슷한 결과양상을 가지고 있음을 확인하였음.

 ○ 표준시료 및 바이러스 배양액을 이용한 특이도 평가

  - 개발한 단일 진단법 및 다중 진단법 Real-time PCR 검사 방법이 검출하고자 하는 SADS-CoV, 

PEDV, PDCoV 외의 설사 유발 병원체 및 돼지 genomic RNA에 대해 교차반응이 있는지 확인함.

  - SADS-CoV 단일 진단법 Real-time PCR : 22종의 교차균주 및 돼지 genomic RNA에서 모두 교차반

응이 관찰되지 않음.

  - PEDV, PDCoV, SADS-CoV 다중 진단법 Real-time PCR : 22종의 교차균주 및 돼지 genomic RNA에서 

모두 교차반응이 관찰되지 않음.

표 14. PEDV, PDCoV, SADS-CoV 다중 진단법 특이도 결과

No Sample Rep
Ct

Result
PEDV PD CoV SADS-CoV IC

1
Porcine epidemic diarreha virus 

(PEDV)
1 23.51 N/A N/A 29.08 PEDV

2 Porcine rotavirus (PoRV-1) 1 N/A N/A N/A 28.73 Negative

3
Transmissible gastroenteritis 

virus (TEGV)
1 N/A N/A N/A 28.25 Negative

4
Classical Swine Fever virus 

(CSFV)
1 N/A N/A N/A 28.73 Negative

5
Porcine reproductive and 

respiratoty syndrome virus 
(PRRSV)

1 N/A N/A N/A 28.80 Negative

6 Giardia lamblia 1 N/A N/A N/A 29.09 Negative

7 Salmonella typhi 1 N/A N/A N/A 28.46 Negative

8 Salmonella enteritidis 1 N/A N/A N/A 29.9 Negative

9 Campylobacter coli 1 N/A N/A N/A 28.82 Negative

Target CT Mean SD

PEDV

10^3 28.26 28.32 28.33 28.30 0.04 

10^2 31.58 31.48 31.40 31.49 0.09 

10^1 35.27 35.03 34.95 35.08 0.17 

5 36.35 35.47 37.04 36.29 0.79 

1 38.05 38.03 N/A 38.04 0.01 

NTC N/A N/A N/A 　 　

Target CT Mean SD

PDCoV

10^3 27.01 27 27.04 27.02 0.02 

10^2 29.1 29.57 29.2 29.29 0.25 

10^1 32.48 32.27 32.06 32.27 0.21 

5 33.64 32.65 33.35 33.21 0.51 

1 35.41 36.41 35.3 35.71 0.61 

NTC N/A N/A N/A 　 　
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 ○ PEDV, PDCoV, SADS-CoV Real-time PCR 재현성 평가 

  - PEDV, PDCoV, SADS-CoV 다중 진단법 Real-time PCR : 모든 target signal의 Ct 값은 표 6. PCR 

양성 판정 기준치 (Cut-off value)를 적용하여 양성으로 판정하고, N/A (not applicable)로 표

시되어 확인되지 않을 경우 음성으로 판정함. CFX96 Real-Time PCR Detection System (체외 수

인 10-205호, Bio-Rad)를 사용하여 표준물질의 농도 NTC, 1000, 100, 10 copies/ul에서 3일간 1

일 3반복 시험을 진행  결과, 모두 100% 양성 비율로 검출되었다. 또한, CV(%)가 적합기준 CV 

5% 이내임을 확인하여 검사결과에 차이가 없음을 확인하였음.

표17. Swine Enteric Coronaviruses (PEDV, PDCoV, and SADS-CoV)재현성 결과  

  - SADS-CoV 단일 진단법 Real-time PCR : 마찬가지로, 모든 target signal의 Ct 값은 표 6. PCR 

양성 판정 기준치 (Cut-off value)를 적용하여 양성으로 판정하고, N/A (not applicable)로 표

시되어 확인되지 않을 경우 음성으로 판정함. CFX96 Real-Time PCR Detection System (체외 수

인 10-205호, Bio-Rad)를 사용하여 표준물질의 농도 NTC, 1000, 100, 10 copies/ul에서 3일간 1

일 3반복 시험을 진행한 결과, 모두 100% 양성 비율로 검출되었다. 또한, CV(%)가 적합기준 CV 

5% 이내임을 확인하여 검사결과에 차이가 없음을 확인하였음.  

표18. SADS-CoV 재현성 결과  

 ○ 야외시료를 이용한 민감도·특이도 평가

  - 국내 양돈 농가로부터 수집한 70개의 돼지 분변시료를 이용하여 기존의 RT-PCR 및 개발 

real-time PCR을 실시하여 진단법간 민감도와 특이도를 비교함.

10 Toxoplasma gondii 1 N/A N/A N/A 29.04 Negative

11 Shigella flexneri 1 N/A N/A N/A 29.08 Negative

12 Entamoeba histolytica 1 N/A N/A N/A 29.08 Negative

13 Clostridium perfringens 1 N/A N/A N/A 29.07 Negative

14 Cryptosporidium parvum 1 N/A N/A N/A 29.16 Negative

15 Klebsiella aerogenes 1 N/A N/A N/A 29.04 Negative

16 Yersinia enterocolitica subsp 1 N/A N/A N/A 29.17 Negative

17 Cyclospora cayetanensis 1 N/A N/A N/A 29.04 Negative

18 Sapovirus 1 N/A N/A N/A 29.02 Negative

19 Astrovirus 1 N/A N/A N/A 28.7 Negative

20 Bacillus spizizenii 1 N/A N/A N/A 28.85 Negative

21 Borrelia burgdorferi 1 N/A N/A N/A 29.02 Negative

22 Leptospira interrogans 1 N/A N/A N/A 29.07 Negative

23 돼지 genomic RNA 1 N/A N/A N/A 29.02 Negative

Target Concentration
(Copies/μL)

Intra-Assay Inter-Assay

¯x SD CV (%) ¯x SD CV (%)

SADS-CoV

1.00 × 103 29.55 0.06 0.00 29.63 0.54 0.02

1.00 × 102 33.16 0.21 0.01 32.87 0.43 0.01

1.00 × 101 36.69 0.59 0.02 36.22 0.41 0.01

PEDV

1.00 × 103 28.40 0.01 0.00 27.86 0.15 0.01

1.00 × 102 31.20 0.18 0.01 31.10 0.27 0.01

1.00 × 101 35.25 0.63 0.02 34.75 0.46 0.01

PDCoV

1.00 × 103 28.44 0.03 0.00 28.76 0.99 0.03

1.00 × 102 32.06 0.03 0.00 32.40 1.01 0.03

1.00 × 101 36.49 0.95 0.03 36.30 1.10 0.03

Target Concentration
(Copies/μL)

Intra-Assay Inter-Assay

¯x SD CV (%) ¯x SD CV (%)

SADS-CoV

1.00 × 103 29.23 0.05 0.00 28.58 0.59 0.02

1.00 × 102 32.39 0.20 0.01 31.85 0.47 0.01

1.00 × 101 35.72 0.53 0.01 35.06 0.58 0.02
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표 19. SADS-CoV 단일 진단법 임상 검체 확인 결과

Sample Result Sample Result Sample Result

1 Negative 26 Negative 51 Negative

2 Negative 27 Negative 52 Negative

3 Negative 28 Negative 53 Negative

4 Negative 29 Negative 54 Negative

5 Negative 30 Negative 55 Negative

6 Negative 31 Negative 56 Negative

7 Negative 32 Negative 57 Negative

8 Negative 33 Negative 58 Negative

9 Negative 34 Negative 59 Negative

10 Negative 35 Negative 60 Negative

11 Negative 36 Negative 61 Negative

12 Negative 37 Negative 62 Negative

13 Negative 38 Negative 63 Negative

14 Negative 39 Negative 64 Negative

15 Negative 40 Negative 65 Negative

16 Negative 41 Negative 66 Negative

17 Negative 42 Negative 67 Negative

18 Negative 43 Negative 68 Negative

19 Negative 44 Negative 69 Negative

20 Negative 45 Negative 70 Negative

21 Negative 46 Negative

22 Negative 47 Negative

23 Negative 48 Negative

24 Negative 49 Negative

25 Negative 50 Negative

표 20. PDCoV, PEDV, SADS-CoV 다중 진단법 임상 검체 확인 결과

Sample Result Sample Result Sample Result

1 Negative 26 Negative 51 Negative

2 Negative 27 Negative 52 Negative

3 Negative 28 Negative 53 Negative

4 Negative 29 Negative 54 Negative

5 Negative 30 Negative 55 Negative

6 Negative 31 Negative 56 Negative

7 Negative 32 Negative 57 Negative

8 Negative 33 Negative 58 Negative

9 Negative 34 Negative 59 Negative

10 Negative* 35 Negative 60 Negative***

11 PEDV 36 PEDV** 61 Negative

12 Negative 37 Negative 62 Negative

13 PEDV 38 Negative 63 Negative

14 Negative* 39 Negative 64 Negative

15 Negative 40 Negative 65 Negative

16 PEDV 41 Negative 66 Negative

17 PEDV 42 Negative 67 Negative

18 PEDV 43 Negative 68 Negative

19 Negative 44 Negative 69 Negative

20 Negative 45 Negative 70 Negative

21 Negative 46 Negative

22 Negative 47 Negative

23 Negative 48 Negative

24 Negative 49 Negative

25 Negative 50 Negative

* Sample 10, 14: PEDV 결과 불일치

** Sample 36 : PEDV 추가 양성

*** Sample 60: PDCoV 결과 불일치

  - 기존의 RT-PCR과 개발된 검사법의 비교 결과, 4개의 sample(10, 14, 36, 60)을 제외한 나머지 
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66개의 sample은 실험 결과가 동일함. PEDV 추가 양성으로 확인된 Sample 36의 경우, 

sequencing을 통해 추가 양성 검증을 완료함. Sample 10, 14, 60의 경우, 장거리 운송 및 보관 

중 냉·해동 반복 등에 의한 검체의 안정성 저하로 결과가 상이한 것으로 판단됨.

  - 이러한 결과는 개발된 primer, probe가 실제 양성 검체에서도 높은 특이도 및 민감도를 보임을 

확인할 수 있으며 신종 동물 감염병 유행에 대한 선제적 대응 체계가 구축됨에 따라 검출 및 진

단 방법으로 활용이 가능한 것으로 사료됨.

 ○ 시제품 생산 

  - 유효성 검증 완료 후 본 과제에서 개발한 진단법을 시제품으로 생산하였음. 

그림 50. PDCoV, PEDV, SADS-CoV 다중 진단법 제품사진 및 사용설명서

그림 51. SADS-CoV 단일 진단법 제품사진 및 사용설명서  

  - 돼지의 분변에서 추출한 검체로부터 분리한 RNA를 대상으로 신종 바이러스인 SADS-CoV 및 PEDV, 

PDCoV 에서 특정 유전자를 RT-PCR 방법으로 증폭하여 감염여부를 확인하는 제품임.
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 ○ 돼지분변시료 확보 및 바이러스 유병율 분석 

  - 국내 및 베트남으로부터 돼지 분변시료를 확보하고 PDCoV, PEDV, SADS-CoV 다중 진단키트를 이

용하여 바이러스 유병율을 분석함. 

  - 한국과 베트남으로부터 확보한 총 139개 샘플에 대해 분석을 실시하였으며 singleplex RT-PCR을 

동시에 진행하여 신뢰도를 확보합. 그 결과 PEDV는 31개, PDCoV는 4개, SADS-CoV는 5개의 샘플

에서 양성반응이 나타남.

  

 ○ 양성시료 내 바이러스 스파이크 단백질 유전자 분석

  - 양성시료 내 PEDV와 SADS-CoV spike 단백질을 PCR을 이용하여 증폭하고 phylogenetic analysis

를 실시함.

  - PEDV는 모두 G2b group으로 나타남. 

그림 52. PEDV isolates의 phylogenetic tree

  - SADS-CoV는 모두 중국 strain으로 나타남.

  

그림 53. SADS-CoV isolates의 phylogenetic tree

Multiplex RT‒qPCR Singleplex RT‒PCR
PEDV PDCoV SADS-CoV PEDV PDCoV SADS-CoV

Positive 31 4 5 31 4 5

Negative 108 135 134 108 135 134

Total 139 139 139 139 139 139
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 2) 연구개발 성과

  (1) 정성적 연구개발성과

 ○ 연구목표별 정성적 연구개발성과

 

 ○ 세부기관별 정성적 연구개발성과

 

  (2) 정량적 연구개발성과(해당 시 작성하며, 연구개발과제의 특성에 따라 수정이 가능합니다)

세부 연구목표 정성적 연구개발성과

SADS-CoV 감염기전 규명

Ÿ CRISPR/Cas 스크리닝을 통해 11개의 숙주인자(NOX1, MCPH1, CASR, 

AKAP3, HPXA9, PSMC6, MAG, ORM1, GLS, AKPI, ABCD2)를 식별하였

음

Ÿ SADS-CoV S1-Fc를 이용하여 periostin 및 다양한 수용체 후보물질

을 식별하였음

Ÿ 단백분해효소인 furin이 SADS-CoV S의 S1/S2 cleavage site에서 S

를 절단하고, S 단백질에 의해 매개되는 cell-cell fusion에 일으

킨다는 것을 규명함

Ÿ SADS-CoV가 endosomal pathway를 통해 감염한다는 것을 규명함 

Ÿ 인간폐오가노이드에서 SADS-CoV의 증식이 활발하게 일어난다는 것

을 규명함

SADS-CoV 진단법 확립

Ÿ SADS-CoV 단일진단 qRT-PCR 프라이머, 프로브, 반응조건 확립함

Ÿ SADS-CoV, PDCoV, PEDV multiplex qRT-PCR 프라이머, 프로브, 반

응조건 확립함

Ÿ 표준물질, 바이러스, 및 임상시료를 이용하여 진단법의 민감도 및 

특이도를 측정함

세부 연구목표 정성적 연구개발성과

충남대학교

Ÿ SADS-CoV S1-Fc를 이용하여 periostin 및 다양한 수용체 후보물질

을 식별하였음

Ÿ 단백분해효소인 furin이 SADS-CoV S의 S1/S2 cleavage site에서 S

를 절단하고, S 단백질에 의해 매개되는 cell-cell fusion에 일으

킨다는 것을 규명함

Ÿ SADS-CoV가 endosomal pathway를 통해 감염한다는 것을 규명함 

Ÿ 임상시료를 이용하여 진단법의 민감도 및 특이도를 측정함

㈜진스랩

Ÿ SADS-CoV 단일진단 qRT-PCR 프라이머, 프로브, 반응조건 확립함

Ÿ SADS-CoV, PDCoV, PEDV multiplex qRT-PCR 프라이머, 프로브, 반

응조건 확립함

Ÿ 표준물질을 이용하여 진단법의 민감도 및 특이도를 측정함

중국

Ÿ CRISPR/Cas 스크리닝을 통해 11개의 숙주인자(NOX1, MCPH1, CASR, 

AKAP3, HPXA9, PSMC6, MAG, ORM1, GLS, AKPI, ABCD2)를 식별하였

음

Ÿ SADS-CoV가 endosomal pathway를 통해 감염한다는 것을 authentic 

virus를 이용하여 규명함 

Ÿ 인간폐오가노이드에서 SADS-CoV의 증식이 활발하게 일어난다는 것

을 규명함

베트남 Ÿ 임상시료를 이용하여 진단법의 민감도 및 특이도를 측정함
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  (3) 

  [과학적 성과]

  □ 논문(국내외 전문 학술지) 게재

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

Furin 

cleavage 

is 

required 

for swine 

acute 

diarrhea 

syndrome 

coronaviru

s spike 

protein-m

ediated 

cell-cell 

fusion

Emerging 

Microbe & 

Infections

김진만 11 영국
Taylor & 

Francis
SCIE

2022.09.2

1
2222-1751 100

2

Molecular 

characteri

zation of 

porcine 

epidemic 

diarrhea 

virus from 

field 

samples 

in South 

Korea

Viruses
Bac Tran 

Le
15 스위스 MDPI SCIE

2023.12.1

4
1999-4915 100

3

Porcine 

epidemic 

diarrhea: 

insights 

and 

progress 

on 

vaccines

Vaccines 박정은 12 스위스 MDPI SCIE 2024.0218 2076-393X 100

4

A 

multiplex 

real time 

RT-qPCR 

for 

simultane

ous 

detection 

of PEDV, 

PDCoV, 

and 

SADS-Co

V

Archives 

of 

Virology

백지혜, 

이유민, 

Ngoc 

Duong 

Vu, 

김민희

-
오스트리

아
Springer SCIE - 0304-8606 100

5

Two 

consecutiv

e proline 

substitutio

ns in the 

fusion 

peptide of 

swine 

acute 

diarrhea 

syndrome 

coronaviru

s spike 

protein 

reduce 

cell-cell 

fusion

Journal of 

Preventive 

Veterinary 

Medicine

Bac Tran 

Le
47 대한민국

한국예방

수의학회
비SCIE

2023.12.1

5
2287-7994 100
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1
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2
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3
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4



- 46 -

5



- 47 -

  □ 국내 및 국제 학술회의 발표

번호 회의 명칭 발표자 발표 일시 장소 국명

1
대한수의학회 2022년 

추계학술대회
김진만, 박정은

2022.11.16. ~ 

2022.11.18
제주국제컨벤션센터 대한민국

2
대한수의학회 2022년 

추계학술대회

김진만, 윤재원, 

박정은

2022.11.16. ~ 

2022.11.18
제주국제컨벤션센터 대한민국

3
38th World Veterinary 

Association Congress
박정은

 2023.04.26. ~ 

2023.04.29.

Taipei Nangang 

Exhibition Center
대만

4

International Symposium of 

the World Association of 

Veterinary Laboratory 

Diagnosticians 2023

김민희, 박정은
2023.06.29. ~ 

2023.07.01

Lyon Convention 

Centre
프랑스

5
한국예방수의학회 

정기학술대회
김민희, 박정은

2023.07.06. ~ 

2023.07.07

충남대학교 

국제문화회관
대한민국

6
한국예방수의학회 

정기학술대회

Bac Tran Le, 

박정은

2023.07.06. ~ 

2023.07.07

충남대학교 

국제문화회관
대한민국

7
한국미생물학회 국제학술대회 

(MSK) 2023

Bac Tran Le, 

김민희, 박정은

2023.10.25. ~ 

2023.10.27

여수 

엑스포컨벤션센터
대한민국

8
한국미생물학회 국제학술대회 

(MSK) 2023

박정은, 백지혜, 

이유민, 김민희, 

조주혁

2023.10.25. ~ 

2023.10.27

여수 

엑스포컨벤션센터
대한민국

9
대한수의학회 2023년 

추계국제학술대회

박정은, 

Bac Tran Le

2023.11.29. ~ 

2023.12.02
제주국제컨벤션센터 대한민국

1

2

3
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4

5
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  □ 기술 요약 정보

연도 기술명 요약 내용 기술 완성도 등록 번호 활용 여부 미활용사유
연구개발기관 

외 활용여부
허용방식

  □ 보고서 원문

연도 보고서 구분 발간일 등록 번호

6

7

8

9



- 50 -

  □ 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물

번호 생명자원(생물자원, 생명정보)/화합물 명 등록/기탁 번호 등록/기탁 기관 발생 연도

1

Porcine epidemic diarrhea virus strain South 

Korea/CNU-22S11/2022 spike protein gene, 

complete cds.

OR529200 GenBank 2023

2

Porcine epidemic diarrhea virus strain South 

Korea/CNU-22S16/2022 spike protein gene, 

complete cds.

OR529201 GenBank 2023

3

Porcine epidemic diarrhea virus strain South 

Korea/CNU-22S17/2022 spike protein gene, 

complete cds.

OR529202 GenBank 2023

4

Porcine epidemic diarrhea virus strain South 

Korea/CNU-22P1/2022 spike protein gene, 

complete cds.

OR529203 GenBank 2023

5

Porcine epidemic diarrhea virus strain South 

Korea/CNU-22P2/2022 spike protein gene, 

complete cds.

OR529204 GenBank 2023

6

Porcine epidemic diarrhea virus strain South 

Korea/CNU-22P4/2022 spike protein gene, 

complete cds.

OR529205 GenBank 2023

7

Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

isolate SADS-CoV/Vietnam/VNUA-TH02/2023 

spike glycoprotein (S) gene partial cds.

PP062883 GenBank 2023

8

Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

isolate SADS-CoV/Vietnam/VNUA-TH03/2023 

spike glycoprotein (S) gene partial cds.

PP062884 GenBank 2023

9

Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

isolate SADS-CoV/Vietnam/VNUA-HN01/2021 

spike glycoprotein (S) gene partial cds.

PP062885 GenBank 2023

10

Swine acute diarrhea syndrome coronavirus 

isolate SADS-CoV/Vietnam/VNUA-BN01/2019 

spike glycoprotein (S) gene partial cds.

PP062886 GenBank 2023

1~6

7~10
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  [기술적 성과]

  □ 지식재산권(특허, 실용신안, 의장, 디자인, 상표, 규격, 신품종, 프로그램)

번호
지식재산권 등 명칭

(건별 각각 기재)
국명

출원 등록

기여율
활용 

여부출원인 출원일
출원 

번호

등록 

번호
등록인 등록일

등록 

번호

1

돼지 급성설사 증후군 

코로나바이러스 검출용 

프라이머 세트

대한민국 ㈜진스랩
2022.12

.22

10-2022

-018227

6

10-2599

751
㈜진스랩

2023.11

.03

10-2599

751
100 활용

2

코로나 바이러스 동시 

검출용 조성물 및 

검출방법

대한민국

충남대학

교 

산학협력

단

2023.05

.18

10-2023

-006453

8

10-2653

475

충남대학

교 

산학협력

단

2024.03

.27

10-2653

475
100 활용

1

2
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   ㅇ 지식재산권 활용 유형
      ※ 활용의 경우 현재 활용 유형에 √ 표시, 미활용의 경우 향후 활용 예정 유형에 √ 표시합니다(최대 3개 중복선택 가

능).

번호 제품화 방어 전용실시 통상실시 무상실시 매매/양도 상호실시 담보대출 투자 기타

1 √

2 √

  □ 저작권(소프트웨어, 서적 등)

번호 저작권명 창작일 저작자명 등록일 등록 번호 저작권자명 기여율

  □ 신기술 지정

번호 명칭 출원일 고시일 보호 기간 지정 번호

 

  □ 기술 및 제품 인증

번호 인증 분야 인증 기관
인증 내용

인증 획득일 국가명
인증명 인증 번호

  □ 표준화

   ㅇ 국내표준

번호 인증구분1｣ 인증여부2｣ 표준명 표준인증기구명 제안주체 표준종류3｣ 제안/인증일자

     * 1｣ 한국산업규격(KS) 표준, 단체규격 등에서 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 제안 또는 인증 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 신규 또는 개정 중 해당하는 사항을 기재합니다.

   ㅇ 국제표준

번호
표준화단계구분1

｣ 표준명 표준기구명2｣ 표준분과명
의장단 

활동여부

표준특허 

추진여부

표준개발 

방식3｣ 제안자
표준화 

번호
제안일자

     * 1｣ 국제표준 단계 중 신규 작업항목 제안(NP), 국제표준초안(WD), 위원회안(CD), 국제표준안(DIS), 최종국제표준안

(FDIS), 국제표준(IS) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 2｣ 국제표준화기구(ISO), 국제전기기술위원회(IEC), 공동기술위원회1(JTC1) 중 해당하는 사항을 기재합니다.

     * 3｣ 국제표준(IS), 기술시방서(TS), 기술보고서(TR), 공개활용규격(PAS), 기타 중 해당하는 사항을 기재합니다.

  [경제적 성과]

  □ 시제품 제작

번호 시제품명 출시/제작일 제작 업체명 설치 장소 이용 분야
사업화 소요 

기간

인증기관

(해당 시)

인증일

(해당 시)

1

GCani 

SADS-CoV 

qRT-PCR 

Detection kit

2023.03 ㈜진스랩 -
SADS-CoV 

분자진단
- - -

2

GCani Swine 

Enteric 

Coronaviruse

s (PEDV, 

PDCoV and 

SADS-CoV) 

qRT-PCR 

Detection Kit

2023.03 ㈜진스랩 -

PEDV, 

PDCoV, 

SADS-CoV 

감별 

분자진단

- - -
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  □ 기술 실시(이전) 

번호
기술 이전 

유형
기술 실시 계약명

기술 실시

대상 기관

기술 실시

발생일

기술료

(해당 연도 발생액) 

누적

징수 현황

     * 내부 자금, 신용 대출, 담보 대출, 투자 유치, 기타 등

  □ 사업화 투자실적

번호 추가 연구개발 투자 설비 투자 기타 투자 합계 투자 자금 성격*

               

  □ 사업화 현황

번호
사업화 

방식1｣ 사업화 형태2｣ 지역3｣ 사업화명 내용 업체명

매출액
매출

발생 연도

기술

수명
국내

(천원)

국외

(달러)

     * 1｣ 기술이전 또는 자기실시

     * 2｣ 신제품 개발, 기존 제품 개선, 신공정 개발, 기존 공정 개선 등

     * 3｣ 국내 또는 국외

  □ 매출 실적(누적)

사업화명 발생 연도
매출액

합계 산정 방법
국내(천원) 국외(달러)

합계

  □ 사업화 계획 및 무역 수지 개선 효과

성과

사업화 계획

사업화 소요기간(년)

소요예산(천원)

예상 매출규모(천원)
현재까지 3년 후 5년 후

시장

점유율

단위(%) 현재까지 3년 후 5년 후

국내

국외

향후 관련기술, 제품을 

응용한 타 모델, 제품 

개발계획

무역 수지

개선 효과(천원)

수입대체(내수)
현재 3년 후 5년 후

수출

  □ 고용 창출

순번 사업화명 사업화 업체
고용창출 인원(명)

합계
yyyy년 yyyy년

합계
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  □ 고용 효과

구분 고용 효과(명)

고용 효과

개발 전
연구인력

생산인력

개발 후
연구인력

생산인력

  □ 비용 절감(누적)

순번 사업화명 발생연도 산정 방법 비용 절감액(천원)

합계

  □ 경제적 파급 효과 

(단위: 천원/년)

구분 사업화명 수입 대체 수출 증대 매출 증대 생산성 향상
고용 창출 

(인력 양성 수)
기타

해당 연도

기대 목표

  □ 산업 지원(기술지도)

순번 내용 기간 참석 대상 장소 인원

  □ 기술 무역 

(단위: 천원)

번호 계약 연월 계약 기술명 계약 업체명
계약업체 

국가
기 징수액 총 계약액

해당 연도 

징수액

향후

예정액

수출/

수입

  [사회적 성과]

  □ 법령 반영

번호
구분

(법률/시행령)

활용 구분

(제정/개정)
명 칭 해당 조항 시행일 관리 부처

제정/개정

내용

  □ 정책활용 내용

번호
구분

(제안/채택)
정책명

관련 기관

(담당 부서)
활용 연도 채택 내용

  □ 설계 기준/설명서(시방서)/지침/안내서에 반영

번호
구 분

(설계 기준/설명서/지침/안내서)

활용 구분

(신규/개선)

설계 기준/설명서/

지침/안내서 명칭
반영일 반영 내용
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  □ 전문 연구 인력 양성

번호 분류 기준 연도
현황

학위별 성별 지역별

1 석사 2023 박사 석사 학사 기타 남 여 수도권 충청권 영남권 호남권 기타

2 석사 2023 2 1 1 2

1 2

  □ 산업 기술 인력 양성 

번호 프로그램명 프로그램 내용 교육 기관 교육 개최 횟수 총 교육 시간 총 교육 인원

  □ 다른 국가연구개발사업에의 활용

번호 중앙행정기관명 사업명 연구개발과제명 연구책임자 연구개발비

  □ 국제화 협력성과

번호
구분

(유치/파견)
기간 국가 학위 전공 내용

  □ 홍보 실적

번호 홍보 유형 매체명 제목 홍보일

  □ 포상 및 수상 실적

번호 종류 포상명 포상 내용 포상 대상 포상일 포상 기관

  [인프라 성과]

  □ 연구시설ㆍ장비
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구축기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)

개발여부

(○/×)

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록여부

연구시설ㆍ장비 

종합정보시스템* 

등록번호

구축일자

(YY.MM.DD)

구축비용

(천원)

비고

(설치 장소)

    * 「과학기술기본법 시행령」 제42조제4항제2호에 따른 연구시설ㆍ장비 종합정보시스템을 의미합니다.

  [그 밖의 성과](해당 시 작성합니다)

현재 게재중인 논문성과

번호 논문명 학술지명 주저자명 호 국명 발행기관
SCIE 여부

(SCIE/비SCIE)
게재일

등록번호

(ISSN)
기여율

1

GALNT2 

broadly 

restricts 

respiratory 

virus 

infections 

through 

modulatin

g 

O-linked 

glycosylati

on

Science Wei Ran - 미국

AMER 

ASSOC 

ADVANCEM

ENT 

SCIENCE

SCIE - 0036-8075 100

2

Detection 

of swine 

acute 

diarrhea 

syndrome 

coronaviru

s 

(SADS-Co

V) in pigs 

in 

Vietnam, 

2019~202

3

Veterinary 

Quarterly

Bac Tran 

Le
- 영국

Taylor & 

Francis
SCIE - 0165-2176 100

  (4) 계획하지 않은 성과 및 관련 분야 기여사항(해당 시 작성합니다)

고용창출 3건 (이윤진, 안동재, 조경원)

이윤진 안동재 조경원

<참고 1> 연구성과 실적 증빙자료 예시 
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성과유형 첨부자료 예시

연구논문  논문 사본(저자, 초록, 사사표기)을 확인할 수 있는 부분 포함, 연구개발과제별 중복 첨부 불가)

지식재산권
 산업재산권 등록증(또는 출원서) 사본(발명인, 발명의 명칭, 연구개발과제 출처 포함), 품종인 경우 

품종보호권 등록증 또는 생산․판매 신고증명서

제품개발(시제품)  제품개발사진 등 시제품 개발 관련 증빙자료

기술이전  기술이전 계약서, 기술실시 계약서, 기술료 입금 내역서 등

사업화

(상품출시, 공정개발)
 사업화된 제품사진, 매출액 증빙서류(세금계산서, 납품계약서 등 매출 확인가능 내부 회계자료) 등

품목허가  미국 식품의약국(FDA) / 식품의약품안전처(MFDS) 허가서

임상시험실시  임상시험계획(IND) 승인서

<참고 2> 국가연구개발혁신법 시행령 제33조제4항 및 별표 4에 따른 연구개발성과의 등록ㆍ기탁 대상과 범위

구분 대상 등록 및 기탁 범위

등록

논문 국내외 학술단체에서 발간하는 학술(대회)지에 수록된 학술 논문(전자원문 포함)

특허 국내외에 출원 또는 등록된 특허정보

보고서원문 연구개발 연차보고서, 단계보고서 및 최종보고서의 원문

연구시설

‧장비

국가연구개발사업을 통하여 취득한 3천만 원 이상 (부가가치세, 부대비용 포함) 연구시설ㆍ장비 

또는 공동활용이 가능한 모든 연구시설ㆍ장비

기술요약정보 연차보고, 단계보고 및 최종보고가 완료된 연구개발성과의 기술을 요약한 정보

생명자원 중 

생명정보

서열·발현정보 등 유전체정보, 서열·구조·상호작용 등 단백체정보, 유전자(DNA)칩·단백질칩 

등 발현체 정보 및 그 밖의 생명정보

소프트웨어 창작된 소프트웨어 및 등록에 필요한 관련 정보

표준

「국가표준기본법」 제3조에 따른 국가표준, 국제표준으로 채택된 공식 표준정보[소관 기술위원회

를 포함한 공식 국제표준화기구(ISO, IEC, ITU)가 공인한 단체 또는 사실표준화기구에서 채택한 

표준정보를 포함한다]

기탁

생명자원 중 

생물자원

세균, 곰팡이, 바이러스 등 미생물자원, 인간 또는 동물의 세포·수정란 등 동물자원, 식물세포·

종자 등 식물자원, DNA, RNA, 플라스미드 등 유전체자원 및 그 밖의 생물자원

화합물 합성 또는 천연물에서 추출한 유기화합물 및 관련 정보

신품종 생물자원 중 국내외에 출원 또는 등록된 농업용 신품종 및 관련 정보

 2) 목표 달성 수준 

4. 목표 미달 시 원인분석(해당 시 작성합니다)

해당없음.
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5. 연구개발성과의 관련 분야에 대한 기여 정도

○ SADS-CoV 감염기전 및 제어인자 규명을 통한 사전대응 역량 강화 및 학문적 정보 제공

○ SADS-CoV 유입 및 발생시 조기대응을 위한 진단법 확보 및 바이러스 예찰

○ 국내외 돼지 코로나바이러스 발생 양상에 대한 모니터링 자료 및 유전정보 확보

○ 신규 바이러스 자원 확보를 통한 기초/기전 연구 활성화 및 유용 선도물질의 원천성 확보

○ 전염성 질병 연구를 위한 국제협력네트워크 구축

6. 연구개발성과의 관리 및 활용 계획

구분(정량 및 정성적 성과 항목) 연구개발 종료 후 5년 이내

국외논문

SCIE 3

비SCIE

계 3

국내논문

SCIE

비SCIE

계

특허출원

국내

국외

계

특허등록

국내 1

국외

계 1

인력양성

학사

석사

박사

계

사업화

상품출시 1

기술이전 1

공정개발

제품개발 시제품개발

비임상시험 실시

임상시험 실시

(IND 승인)

의약품

1상

2상

3상

의료기기

진료지침개발

신의료기술개발

성과홍보

포상 및 수상실적

정성적 성과 주요 내용 SADS-CoV 감염에 있어서의 Periostin 기전 규명

○ SADS-CoV 기초기전 연구

  - Screening을 통해 식별된 숙주인자와 periostin이 SADS-CoV 감염에 미치는 영향을 규명하기 위

한 추가 연구를 수행하고 논문을 통해 발표할 예정임.

○ SADS-CoV 단일 및 다중 진단법 개발

  - SADS-CoV 단일 및 다중 진단에 대한 기존 특허를 기반으로 제품의 실용화를 위한 후속연구과제

를 수주할 예정임.

  - 현장진단기술을 접목하여 SADS-CoV 및 다른 돼지 장감염 바이러스의 현장진단법으로 고도화할 

것임.

  - SADS-CoV, PEDV, PDCoV 외의 TGEV, Rotavirus, ASFV, CSFV 같은 설사를 일으키는 바이러스를 추

가하여 다중진단 플랫폼을 확립할 것임. 
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< 별첨 자료 >

중앙행정기관 요구사항 별첨 자료

1. 공통 요구자료

1) 자체평가의견서

2) 연구성과 활용계획서

3) 연구부정행위 예방 확인서

2. 
1)

2)
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[뒷면지]

주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술고도화지원사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 가축질병대응기술

고도화지원사업의 연구결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀 유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 안 됩니다.
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