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SUMMARY

영문요약문( )

Porcine epidemic diarrhea (Porcine Epidemic Diarrhea, PED) is one of the most important viral

disease in swine industry in asian countries, including South Korea. This disease occurred

specifically piglets prior to weaning with severe diarrhea and dehydration, especially in the

winter. However, this disease is currently endemic in the winter than other seasons, and

disease patterns are also much more likely to be encountered. Discrepancy of vaccine

effectiveness might be came from genetic difference in PEDV and antigenicity difference are

more likely to cause problems. Because of these reasons, development of new vaccines using

wild type PEDV is absolutely required, we have been tried to do our best to solve these

issues.

With groups of experts in this field, we established couple of immortalized cell lines using

primary swine tissues. Those cell lines were stabilized and tested for susceptibility for PEDV.

PEDV was successfully propagated on these new cell lines and we tried to isolate wild type

PEDV using these cell lines.

We also tried to prove specific neutralizing epitope on PEDV which could be useful for

development of effective vaccines. We found specific neutralizing epitope is located on tail

domain on spike protein. This is very new and interesting findings because it is the first

finding on this region as the neutraling epitope. We also proved that this region is quite

promising neutralizing in vivo experiments. This results might be useful for new generation of

PEDV vaccine for the future as recombinant vaccine.

We also tried to prove receptor protein of PEDV using many other experiments. This is one of

the most important issues on PEDV and we used different, different approaches for this study.

We found CD13 might be very promising receptor protein for PEDV infection and this results

are also one of our great finding from this study. In pathogenesis studies, we found PEDV also

successfully infect alveolar macrophages and this is quite surprising results as well. We found

PEDV infection seems like on going on alveolar macrophages in infected piglets. Although we

don't know yet clearly what this means, but at least we know, this might be very new finding

and should have special meaning on understanding of pathogenesis.

We also developed couple of monoclonal antibodies on PEDV, and successfully developed

detection kit for PEDV using those. We already commercialized this kit for the market.

All our results and performance was quite useful and efficient expecially on understanding of

PEDV. We successfully isolated new PEDV strains using primary swine cell lines and tried to

develop new vaccines. We also developed new efficient detection kit for PEDV. Those

development might useful for efficient detection and protection for PEDV in piglets and this

might be very useful for swine industry.
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그림 분리주의 유전자형 검사1 PEDV



그림 의 바이러스 증식곡선3. PEDV

그림 의2 PEDV putative neutralizing epitope



그림 4.
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　 PEDV TGEV Rotavirus

090319-01 - - -

090319-02 - - -

090319-03 + - -

090319-04 + - -

090319-05 - - -

090416-01 + - -



090416-02 + - -

090416-03 - - -

090416-04 + - -

090416-05 + - -

091223-01 + - -

091223-02 + - -

091223-03 + - -

091223-04 + - -

100113-01 + - -

100113-02 - - -







Group ID Ori P-1 P-2 P-3 P-4 P-5 P-6 P-7 P-8 P-9 P-10

A 031901 - +++ - +++

031902 - +++ +++ +++

031903 ++ +++ - +++

031904 + - - +++

031905 - - - -

B 041601 +++ +++ +++ +++ +++ +++

041602 +++ ++ -

041603 - +++ ++ - +++ +++

041604 +++ ++ + ++ +++ +

041605 +++ ++ - +++



Name Sequence Targe t

size
PEDV S1 F 5`-GGA TCC ATG AGG TCT TTA ATT TAC TTC-3` 1479bp
PEDV S1 R 5`-GGT ACC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG

AGA AGA GAT GGG GTA-3`
PEDV S2 F 5`-GGA TCC CCC ATC TCT TCT AGA AAC-3` 1095bp
PEDV S2 R 5`-GGT ACC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG

AAG CCT AGC GCT GAG TTG-3`
PEDV S3 F 5`-GGA TCC AGG CTT GAG TCC GTT GAA-3` 1656bp
PEDV S3 R 5`-GGT ACC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG

CTG CAC GTG AAC CTT TTC-3`









pcDNA3-S

Forward 5` GGT ACC ATG AGG TCT TAA ATT TAC 3`

Reverse 5` GGA TCC TTA CTG CAC GTG GAC CTT 3`

pcDNA3-S-his

Forward 5` GGT ACC ATG AGG TCT TAA ATT TAC 3`

Reverse 5` GGA TCC TTA GTG ATG GTG ATG GTG ATG CTG CAC GTG GAC CTT 3`

pFlagCMV2-S

Forward 5`GGT ACC ATG CAA GAT GTC ACT AGG TGC 3`

Reverse 5` GGA TCC TTA CTG CAC GTG GAC CTT 3`

pEGFPN3-S

Forward 5` GGT ACC ATG AGG TCT TAA ATT TAC 3`

Reverse 5` GGA TCC CTG CAC GTG GAC CTT 3`





에 대한 항체가KPEDV-9

에 대한 항체가SCT-24

focus reduction neutralization test





















Organs

1st treatment

(collagenase)
2
nd
treatment

Concentration

(%)

Time*

(min)
Enzyme

Concentration

(%)

Time*

(min)

Kidney 0.25 10~60
dispase 0.01 10~30

trypsin/EDTA 0.05/0.53 M 3

Lung 0.25 10~60 dispase 0.01 10~30

Small

intestine
0.25 10~60

dispase 0.01 10~30

trypsin/EDTA 0.05/0.53 M 3









Organs

1st treatment

(collagenase)

2nd treatment

(dispase)

Concentration(%) Time(min) Concentration(%) Time(min)

Kidney 0.25 30 0.01 10

Lung 0.25 20 0.01 10

Small

intestine
0.25 40 0.01 20







Using

medium

6 hours
a

12 hours 18 hours 24 hours

attachment

rate(%)
Timeb

(sec)

attachment

rate(%)
Time

(sec)

attachment

rate(%) Time

attachment

rate(%)
Time

(sec)
Fc Ed F E F E F E

DMEM-2e 60 80 30 90 90 60 100 100 30 100 100 20

DMEM-5f 80 80 20 100 100 10 100 100 0 100 100 0

DMEM-10g 80 90 20 100 100 10 100 100 0 100 100 0



forward primer GGAATTCGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGCC

reverse primer GCTCTAGATTAGTCCAGGATGGTCTTGAAGTCT

forward primer AAAAAGCAGGCTCCACCATGCCGCGCGCTCCCCGCTGCCGAGC

reverse primer AGAAAGCTGGGTTAGTCCAGGATGGTCTTGAAGTCT

adaptor primers

forward primer GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT

reverse primer GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT



forward primer ACGCGTCGACCGCCATGCATCGAACAACGAGAAT

reverse primer CGGATCCTCAACCAGAAGAAGTTGCTG



1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

A TRS8a 40 amoles Sample 1
Sample 1

Heat Treated
Sample 1 +TSKb

B TRS8 4 amoles Sample 2
Sample 2

Heat Treated
Sample 2 +TSK

C TRS8 0.4 amoles Sample 3
Sample 3

Heat Treated
Sample 3 +TSK

D TRS8 0.04 amoles Sample 4
Sample 4

Heat Treated
Sample 4 +TSK

E Positive Extractc Sample 5
Sample 5

Heat Treated
Sample 5 +TSK

F Minos telomerase control Sample 6
Sample 6

Heat Treated
Sample 6 +TSK

G NTCd Sample 7
Sample 7

Heat Treated
Sample 7 +TSK

H Sample 8
Sample 8

Heat Treated
Sample 8 +TSK

μ



PCR condition Temp. Time

Initial denaturation 94℃ 1 min

35 Cycles

Denaturation 94℃ 30 sec

Annealing 60℃ 20 sec

Extension 72℃ 1 min

Final extension 72℃ 5 min







μ





Target Primer Size Procedure

S gene
TTCTGAGTCACGAACAGCCA

651bp
94 /30s, 53 /30s℃ ℃

CATATGCAGCCTGCTCTGAA 72 /30m, 30 cycles℃

OFF3 gene
TCCTAGACTTCAACCTTACG

833bp
94 /30s, 53 /30s℃ ℃

GGTGACAAGTGAAGCACAGA 72 /30m, 30 cycles℃

M gene
GTCTTACATGCGAATTGACC

808bp
94 /30s, 53 /30s℃ ℃

GGCATAGAGAGATAATGGCA 72 /30m, 30 cycles℃

Group Number PEDV Number PEDV

A

대전( )

100825-1 - 100825-2 -

100825-3 + 100825-4 -

100825-5 - 100825-6 +

B

제주( )

100512-1 - 100512-2 -

100512-3 - 100512-4 -

100719-1 - 100719-2 -

100719-3 + 101002-1 -

101002-2 - 101002-3 -











PCR condition Temp. Time

Initial denaturation 94℃ 1 min

35 Cycles

Denaturation 94℃ 30 sec

Annealing 60℃ 20 sec

Extension 72℃ 1 min

Final extension 72℃ 5 min













그림 반응모식도1

















시험백신

(Lot. No)

불활화 전

바이러스함량

(TCID50/ )㎖

혼합비율 생산수량

TPEDK01 107.0
PEDV : 8,000㎖

Adjuvant : 8,000㎖

두분7,500

병(30ml/ )

TPEDK02 107.2
PEDV : 8,000㎖

Adjuvant : 8,000㎖

두분7,500

병(30ml/ )

TPEDK03 107.0
PEDV : 8,000㎖

Adjuvant : 8,000㎖

두분7,500

병(30ml/ )



Lot. No.
시 험 결 과

색 조 혼탁도 이물질 이 취 균일성

TPEDK01 -* - - - 균 일

TPEDK02 - - - - 균 일

TPEDK03 - - - - 균 일

Lot. No.
22℃ 37℃

NA NB Thio NA NB Thio

TPEDK01 -
*

- - - - -

TPEDK02 - - - - - -

TPEDK03 - - - - - -



Lot. No. 수소이온 농도(pH)

TPEDK01 7.5

TPEDK02 7.3

TPEDK03 7.3

Lot. No. 함량Thimerosal (%)

TPEDK01 0.0085

TPEDK02 0.0095

TPEDK03 0.0085



시험백신
(Lot.No) 배양세포 접종량( )㎖

배양온도 시간/

일( / )℃

결과

CPE 혈구응집

TPEDK01

세포Vero

0.1 37/7 - -

TPEDK02 0.1 37/7 - -

TPEDK03 0.1 37/7 - -

대조 세포Vero - 37/7 - -

구분
시험백신
(Lot. No)

접종수 접종경로 접종량/ ( )㎖ 관찰기간일( ) 임상관찰 결과

시험군

TPEDK01 8 IP/0.5 7 생존

TPEDK02 8 IP/0.5 7 생존

TPEDK03 8 IP/0.5 7 생존

대조군 － 2 - 7 생존



구분
시험백신
(Lot. No)

접종수
접종경로/

접종량( )㎖
관찰기간일( ) 임상관찰 결과

시험군

TPEDK01
2 IP/2.0 7 생존

2 IM/2.0 7 생존

TPEDK02
2 IP/2.0 7 생존

2 IM/2.0 7 생존

TPEDK03
2 IP/2.0 7 생존

2 IM/2.0 7 생존

대조군 － 2 - 7 생존

구분 시험백신
(Lot.No) 접종량 두수

관찰
일수

임 상 증 상

체온*

( )℃
과민
반응 발열 설사 화농 괴사

시험

TPEDK01 4.0㎖ 2 21
38.7/

38.9
－** － － － －

TPEDK02 4.0㎖ 2 21
38.6/

39.2
－ － － － －

TPEDK03 4.0㎖ 2 21
38.8/

39.3
－ － － － －

대조 - 무처치 2 21
38.8/

39.3
－ － － － －



구분 시험백신
바이러스PED

함유량
접종경로/
접종량( )㎖

개체
번호

중화 항체가PEDV

접종전
차접종1
주후3

차접종2
주후2

시험군

TPEDK01 107.0TCID50/㎖ IM/1.0

1 2〈 8 16

2 2〈 4 8

3 2〈 4 16

4 2〈 4 8

5 2〈 8 8

6 2〈 16 16

7 2〈 4 8

8 2〈 4 8

TPEDK02 107.2TCID50/㎖ IM/1.0

1 2〈 4 8

2 2〈 2 8

3 2〈 8 64

4 2〈 4 16

5 2〈 4 8

6 2〈 4 16

7 2〈 8 16

8 2〈 4 8

TPEDK03 107.0TCID50/㎖ IM/1.0

1 2〈 16 32

2 2〈 8 16

3 2〈 4 16

4 2〈 4 8

5 2〈 8 16

6 2〈 4 8

7 2〈 8 8

8 2〈 8 16

대조군 - - 무처치

1 2〈 2〈 2〈

2 2〈 2〈 2〈

3 2〈 2〈 2〈

4 2〈 2〈 2〈



농장명 세부내역 사육규모

충무농장

농장주 박 영 서:

주 소: 충남 천안시 병천면 관성 리 번지2 765

전화번호: 041-553-2282

모돈후보돈포함 두( ) 230

자돈비육돈 포함 두( ) 2,070

구 분 세부사항

임신분만사․

수정율: 88%❏

분만율: 85%❏

평균산자수 두: 10.2❏

평균이유두수 두: 9.6❏

❏ 분만성적 및 이유성적 모두 정상적이었으며 모돈의 몸에, 약간의 옴이

관찰됨.

자돈사 평균폐사율 - 1%❏

육성 비육사ㆍ

평균폐사율 - 2%❏

❏ 농장의 가장 문제화 되고 있는 구간으로 흉막폐렴으로 인한 폐사율

이 다른 농장에 비하여 높게 나타나고 있는 상태임 농장의 항생제.

감수성결과 항생제 아목사실린 로 클리닝 하였음( ) .

구 분 세부사항

시험백신 사용전 의 병력이 없었음PED .❏

시험백신 사용후

의 병력이 없었음PED .❏

❏ 분만성적 및 이유성적 모두 시험백신 사용전과 크게 변화 하지 않

았음.

구 분 세부사항

종부 주 전2
돼지 불활화 백신Parvo❏

돈단독 생균백신❏

종부 주 전4 5∼

생독백신PED❏

불활화 혼합백신AR, Pm, App.❏

혼합 생독백신TGE-Rota❏

분만 주 전2 3∼
대장균 불활화백신❏

불활화 혼합백신AR, Pm, App.❏



시험

백신

Lot. No

접종방법/

접종부위/

접종량

임신

두수

평균

산자수
유사산․

허약

자돈

임 상 증 상

체온

( )℃

과민

반응
화농 설사 폐사

1

차 분만 주전1 : 5 ,

차 분만 주전2 : 2 /

이근부 근육/

두분1 (3.0 )㎖

10 10.2 - - 38.6 39.3～ - - - -

대조 무처치 3 10.3 - - 38.6 39.2～ - - - -

시험백신

(Lot. No.)

접종방법 접종부위/ /

접종량
임신돈 번호

중화항체가PEDV

접종전 분만직후

1

차 분만 주전1 : 5

차 분만 주전2 : 2

/

이근부 근육

/

두분1 (3.0 )㎖

1 2 16

2 2 16

3 2 16

4 2 16

5 2 32

6 4 64

7 2〈 32

8 2〈 16

9 2〈 16

10 4 64

대조 무처치

1 2〈 2〈

2 2〈 2〈

3 4 4



농장명 세부내역 사육규모

부대농장

농장주 이 성 휘:

주 소 충남 천안시 부대동 번지: 90

전화번호 : 041-563-9989

모돈 후보돈 포함 두( ) 200

자돈 비육돈 포함 두( ) 1,800

구 분 세부사항

임신분만사․

수정율 - 83%❏

분만율 - 80%❏

평균산자수 두- 9.9❏

평균이유두수 두- 9.2❏

수정율이 조금 낮은편이며 모돈의 영양상태가 전체적으로 좋지 않,❏

음 포유중인 모돈의 유방염도 많이 관찰됨. .

유방염을 가지고 있으면서 노산차인 모돈을 위주로 하여 모돈교체❏

를 실행하고 있음.

자돈사

평균폐사율 - 4.5%❏

자돈사의 지속적인 설사가 문제화 되고 있었으며 따라서 지속적으,❏

로 바이오락을 꾸준히 먹이고 있음.

육성 비육사ㆍ

평균폐사율 이하- 1%❏

육성 비육사에서는 큰 문제 없이 성장하고 있으며 출하시 위축되어, ,❏

출하되지 못하는 돼지가 이내로 관찰됨5%

구 분 세부사항

시험백신 사용전 및 의 병력이 없었음TGE PED .❏

시험백신 사용후

및 의 병력이 없었음TGE PED .❏

시험백신 접종 모돈에서 분만된 자돈의 크기가 시험백신 비접종군❏

에 비해 약간 큼.



구 분 세부사항

종부 주 전2
돼지 불활화 백신Parvo❏

돈단독 생균백신❏

종부 주 전4 5∼

생독백신PED❏

불활화 혼합백신AR, Pm, App.❏

혼합 생독백신TGE-Rota❏

분만 주 전2 3∼
대장균 불활화백신❏

불활화 혼합백신AR, Pm, App.❏

시험

백신

Lot.

No

접종방법/

접종부위/

접종량

임신

두수

평균

산자수
유사산․

허약

자돈

임 상 증 상

체온

( )℃

과민

반응
화농 설사 폐사

2

차 분만 주전1 : 5 ,

차 분만 주전2 : 2

/

이근부 근육

/

두분1 (3.0 )㎖

10 10.4 - -
38.6

39.5～
- - - -

대조 무처치 3 10.3 - -
38.8

39.3～
- - - -



시험백신

(Lot. No.)

접종방법 접종부위/ /

접종량
임신돈 번호

중화항체가PEDV

접종전 분만직후

2

차 분만 주전1 : 5

차 분만 주전2 : 2

/

이근부 근육

/

두분1 (3.0 )㎖

1 2〈 16

2 2〈 16

3 2〈 16

4 4 16

5 2〈 32

6 2 16

7 2〈 16

8 2〈 16

9 4 64

10 2 16

대조 무처치

1 4 2

2 2〈 2〈

3 2 2

농장명 세부내역 사육규모

정화농장

농장주 김 대 봉:

주 소 충북 청원군 남이면 석판리 번지: 45

전화번호: 041-563-9989

모돈 후보돈 포함 두( ) 200

자돈 비육돈 포함 두( ) 1,800

구 분 세부사항

임신분만사․

수정율 - 90%❏

분만율 - 89%❏

평균산자수 두- 10.9❏

평균이유두수 두- 9.6❏

정율 및 분만율은 정상이상으로 유지되고 있었으나 분만사의 자돈들,❏

이 신경증상 관절염 삼출성표피염 대장균성설사 등으로 인하여 포, , ,

유자돈의 폐사율이 높은 편임.

자돈사

평균폐사율 - 3%❏

환돈방의 부재로 인한 환돈들의 관리부족으로 인한 폐사율이 높게 나❏

타나고 있었음.

육성 비육사ㆍ
평균폐사율 이하- 1%❏

육성 비육사에서는 큰 문제 없이 성장하고 있음, .❏



시험

백신

Lot.

No

접종방법/

접종부위/

접종량

임신

두수

평균

산자수
유사산․

허약

자돈

임 상 증 상

체온

( )℃

과민

반응
화농 설사 폐사

3

차 분만 주전1 : 5 ,

차 분만 주전2 : 2 /

이근부 근육/

두분1 (3.0 )㎖

10 10.2 - -
38.6

39.4～
- - - -

대조 무처치 3 10.3 - -
38.8

39.3～
- - - -

시험백신

(Lot. No.)

접종방법 접종부위/ /

접종량
임신돈 번호

중화항체가PEDV

접종전 분만직후

3

차 분만 주전1 : 5

차 분만 주전2 : 2

/

이근부 근육

/

두분1 (3.0 )㎖

1 2 16

2 2〈 16

3 2〈 16

4 2〈 32

5 2〈 16

6 2〈 16

7 2 64

8 2〈 16

9 2〈 32

10 2 32

대조 무처치

1 4 2

2 2〈 2〈

3 4 4
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