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Human enteric Adenovirus-41 (HuEAdV-41) causes gastroenteritis, which detected by the polymerase chain reaction 
(PCR) base diagnostic system for clinical, food, environmental, fish and shellfish samples. We developed improved 
PCR and nested PCR primer set which had high specificity, sensitivity and reduced times. In this study, we compared 
seventeen conditions reported in the previous study that was using the PCR based HuEAdV-41 detection system, and 
non-enteric Adenovirus were detected in nine conditions. The most sensitive detection condition was up to 25 copies 
however it took 184 minutes of PCR reaction time. In this study, the PCR primer set developed had same level of 
sensitivity, it reduced the time of detection for clinical, food and seafood samples to 112 minutes. Developed nested PCR 
primer set needed 112 minutes but detected up to approximately 1 copy. In addition, developed PCR and nested PCR 
primer set was validated with twenty samples of underground water at random, of which ten samples showed specific 
band without non-specific reaction. We expect this study will be used to diagnose HuEAdV-41 from various samples. 
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서  론 

 
사람 장아데노바이러스(Human Enteric Adenovirus; 

HuEAdV)는 group I의 dsDNA virus로써 아데노바이러스

과로 분류된다(Rowe et al., 1953). HuEAdV는 증상에 따라 
subgroup A-G로 나뉘며, 위장염을 일으키는 그룹은 F와 
G로 이 중 F형은 소장과 장내 생존 가능성이 보고되었다

(Uhnoo et al., 1984; Grimwood et al., 1995). 그룹 F형은 혈
청형 40과 41로 구성되며, 특히 소아 등 노약자에게 위
장염을 일으키는 주요 혈청형은 41형이다(Johansson et al., 
1985). HuEAdV-41을 검출하기 위한 방법으로는 특이적 핵
산을 증폭하는 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction; 
PCR)이 주로 활용되고 있으며, 임상, 식품, 어패류, 환경 

등에서 주로 사용되는 검사방법이다(Girones et al., 1995; 
Echavarria et al., 1998). 그러나 HuEAdV-41을 검출하기 위
한 진단 기술은 다수의 연구자들에 의해 개발되어 검사 
조건이 모두 다르며, 특이도 및 검출 민감도 등 각각의 
검사방법에 대한 비교 연구가 상대적으로 미흡한 실정이

다. 또한 다양한 시료들 중 지하수 등과 같은 비 소독수

처럼 극미량으로 오염된 바이러스를 검출할 수 있을 정도

의 검출감도가 필요하다. 따라서 이번 연구에서는 현재까

지 개발된 기존의 PCR 방법보다 HuEAdV-41을 높은 특
이도 및 민감도로 검출할 수 있는 PCR 및 nested PCR 프
라이머 조합을 개발하고자 본 연구를 수행하였다. 
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재료 및 방법 

프라이머 설계 

HuEAdV의 혈청형 결정 유전자 부위인 HuEAdV-41 
hexon gene을 대상으로 특이적 프라이머를 설계하였다(Fig. 
1). 민감도와 특이도를 검증하기 위하여 미국 국립생물정

보센터(National Center for Biotechnology Information)에서 
Human Adenovirus 41 isolate Tak (AB610519.1)을 비롯한 
20개 참고 수인성 · 식품매개 바이러스 염기서열을 수집하

였다. 염기서열들은 BioEdit version 7.1.3을 사용(Hall, 1998)
하여 다중염기서열 정렬 후, DNAMAN software package 
version 6.0 (Lynnon Biosoft, Quebec, Canada)을 사용하여 
annealing 조건 51~59℃ 범위에서 프라이머 종류에 따라 
각각 2℃ 차이로 종 특이적인 염기서열을 탐색하였다. 탐
색한 특이적 프라이머들은 Oligo Calculator version 3.27을 

사용하여 특성 확인 및 potential hairpin formation 등을 검
정하였다(Kibbe, 2007). 

바이러스 핵산 수집 

HuEAdV-41 프라이머 조합들의 특이성을 분석하기 위
하여 대상 바이러스인 HuEAdV-41 [AMPLIRUN® ADENO- 
VIRUS 41 DNA CONTROL MBC001 (Vircell, Spain)]과 참고 
바이러스 11종[Rotavirus A (RV-A), Parechovirus A (PechoV), 
Norovirus GII (NoV-GII), Coronavirus 229E (CorV-229E), 
Enterovirus 68, 71 (EV-68, 71), Coxsackievirus A6, B1, B5 
(CoxV-A6, B1, B5), non-enteric Adenovirus (NeAdV) 및 
Parvovirus B19 (PaV-B19)]의 핵산을 수집하였다. 

PCR 및 이 중 중합효소연쇄반응(nested PCR) 프라이머 

선발 

설계된 PCR 프라이머를 조합하여 증폭이 가능한 50개 

Fig. 1. Specific PCR primer map for the detection of human enteric Adenovirus 41 
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조합을 구성하였다. 구성한 조합들을 대상으로 HuEAdV-
41 DNA에 특이적으로 반응을 나타내고, 참고 바이러스 
11종의 핵산에 비 특이적으로 반응하는 프라이머 조합을 
선발하였다. 이후 특이적 및 비 특이적 반응에서 선발한 
프라이머 조합들을 대상으로 HuEAdV-41 DNA를 10배 계 
단 희석한 후 주형과의 검출감도 비교를 통해 프라이머를 
선발하였다. 또한, 극미량 오염된 시료 등에서도 활용이 
가능하도록 nested PCR 프라이머 조합을 개발하였다. 검

출감도 시험에서 선발된 프라이머 조합을 이용하여 nested 
PCR 조합들을 설계한 후, 각 PCR 산물을 주형으로 검
출감도를 비교하였다. 한편, PCR 반응액은 AccuPower® 
HotStart PCR PreMix (Bioneer, Korea), 정방향 및 역방향 프
라이머(25 pmol) 각 1 μL, 주형 DNA 1 μL 및 nucleic acid 
free water 17 μL로 최종 20 μL로 수행하였다. PCR 반응

온도 조건은 95℃에서 10분 동안 초기 변성단계를 거쳐 
75℃에서 45초간 변성, 55℃에서 1분간 결합, 72℃에서 
1분간 신장하는 단계를 35회 반복하였으며 그 후 72℃에

서 5분간 최종 신장하였다. PCR 산물들은 1.2% agarose gel
에서 100 V, 30분간 전기영동 후 gel documentation system 
(BioRad, USA)에서 확인하였다. 

기존 시험법 비교 

HuEAdV-41의 특이 유전자를 증폭하는 PCR 및 nested 
PCR은 17개 조건이 검색되었으며, 이들 방법들의 반응시

간, 검출 민감도 및 특이도를 분석하였다. PCR 조건은 각
각의 참고문헌들과 동일하게 수행하였다(Allard et al., 1992; 
Flomengerg et al., 1995; Kidd et al., 1996; Akalu et al., 1998; 
Castignolles et al., 1998; Echavarría et al., 1998; Xu et al., 2000; 
Allard et al., 2001; Oh et al., 2003; Hansman et al., 2008; Tai, 

2008; Kuo et al., 2009; KMFDS, 2013; Arcangeletti et al., 2014; 
Jang et al., 2017). 반응시간은 기존 방법들의 반응온도 조
건을 적용하였고, HuEAdV-41 DNA를 10배 계단 희석한 
후 주형으로 검출 민감도를 확인하였으며, NeAdV DNA를 
주형으로 특이도를 분석하였다. 

시료 적용성 시험 및 최종 선발 

HuEAdV-41 검출용 프라이머 조합들의 시료 적용성 시
험을 위하여 미량 오염 또는 음성이 예상되는 지하수 시
료를 무작위로 20개 채취하였으며, 국립환경과학원 고시 
제 2017-50호에 의거하여 지하수 시료는 탈리 및 농축을 
수행하였다. 농축 시료는 DNeasy® PowerWater® Kit (Qiagen, 
Germany)를 사용하여 제품 매뉴얼에 따라 총 핵산(total 
DNA)을 추출하였다. 추출한 핵산을 주형으로 새로이 개
발한 프라이머 조합들과 기존 PCR 방법들 중 특이도 및 
검출 민감도가 가장 높은 프라이머 조합을 대상으로 비교

하였다. 
 

결  과 

PCR 프라이머 선발 

HuEAdV-41 유전자에 대한 특이적 반응에서 50개 조합 
모두에서 126~1,519 bp의 특정 밴드가 형성되었으며 밴
드의 크기, 강도 및 위치를 고려하여 11개 조합을 선발하

였다(Fig. 2). 선발된 11개 조합의 특이 프라이머를 이용하

여 참고 바이러스 11종에 대하여 PCR를 시행한 결과 모
든 조합에서 비 특이적 반응은 나타나지 않았다(Data not 
shown). HuEAdV-41 DNA를 100, 50, 25, 10, 5 및 1 copy로 
희석하여 11개 조합에 대한 검출 민감도를 분석한 결과, 

Fig. 2. Specific reaction of primer sets for detection of HEAdV-41. Lane M, 100 bp Ladder marker; lane number, primer sets number (1~50);
N, negative control; dot, selective primer sets. 
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상대적으로 높은 검출 민감도를 나타낸 조합은 6개였다. 
이 중 nested PCR 프라이머 선발을 고려하여 600~850 bp
를 증폭할 수 있는 5개 조합(#12, #22, #32, #41 및 #47)을 
선발하였으며, 검출 민감도는 10~25 copies 수준이었다

(Table 1). 

Nested PCR 프라이머 선발 

1차 PCR 검출 민감도 시험에서 선발된 5개 PCR 프라

이머 조합에 대한 nested PCR 프라이머 조합을 설계하였

다. 그 결과 조합 #12(2개), #22(5개), #32(4개), #41(3개) 및 
#47(2개)의 nested PCR 프라이머 조합이 각각 설계되었다. 
Nested PCR의 검출 민감도는 1~5 copies 수준이었으며, 
밴드의 강도, 크기 등을 고려하여 각각의 PCR 프라이머 
조합마다 1개의 nested PCR 프라이머 조합을 최종 선발하

였다(Table 1). 

기존 시험법 비교 

HuEAdV-41의 특이적 핵산 증폭이 가능한 기존의 17개 
조건을 대상으로 검출 민감도, 특이도, 기타 비 특이적 증
폭, 반응시간을 분석하였다. 이 중 9개 조합은 NeAdV 핵
산은 검출되었지만 특이도가 좋지 않았으며, 특이도가 좋
았던 8개 조건 중, 6개 조건은 100 copies 이상일 때 검출

되었고, 나머지 2개 조합은 각각 50과 25 copies 수준으로 
검출되었다(Table 2). 그러나 가장 좋은 특이성 및 검출 민
감도를 가진 조합은 184분의 PCR 반응이 필요하여 다른 

조건들에 비해 반응시간이 길었다. 

시료 적용성 시험 및 최종 선발 

지하수에서 추출한 20개 총 핵산을 사용하여 기존 시
험법에서 높은 특이성 및 검출 민감도를 보인 프라이머 
조합 및 1차 PCR 프라이머 5개 조합(#12, #22, #32, #41 
및 #47)으로 PCR 반응을 수행한 결과, 기존 시험법 조건

과 선발된 5개 PCR 프라이머 조합 프라이머 모두에서 음
성 반응 또는 래더링 등 비 특이적 반응이 나타나 nested 
PCR 반응을 수행하였다. 그 결과 PCR 조합 #12, #22, #32 
및 #41을 이용한 nested PCR의 경우 특정 시료에서 양성

으로 추정되는 크기의 밴드가 형성되었으나 비 특이적 
밴드가 많이 나타났다. 반면 #47의 경우 nested PCR 결과 
20개 중 10개 시료(1, 4, 6, 7, 9, 10, 14, 15, 16 및 20번)에서 
특이 밴드가 형성되었고 비 특이적 반응이 나타나지 않아 
HuEAdV-41을 검출하는데 최적의 조합으로 분석되었다

(Fig. 3). 1차 PCR과 nested PCR 프라이머의 염기서열은 
Table 3과 같다. 

 
고  찰 

 
특정 미생물의 특이적 핵산을 검출하는 방법은 con- 

ventional PCR, multiplex-PCR, real-time quantitative PCR 
(RT-qPCR), 등온증폭(loop-mediated isothermal amplification; 
LAMP) 방법 등이 보고되고 있다(Kim et al., 2004; Wang et  

Table 1. Sensitive test of PCR and nested PCR primer sets for detection of HEAdV-41 

PCR primer set Nested PCR primer set 
Number 

(forward/reverse primer) 
Length 

(bp) 
Sensitivity 
(copies) 

Number of 
candidatesa 

Selective primer set 
(size, bp) 

Sensitivity 
(copies) 

#06 (AdV41_F10/R60) 743 25 - NDb 
#12 (AdV41_F20/R60) 600 10 2 AdV41_F40/R60 (486) 1 
#16 (AdV41_F30/R40) 814 50 - ND 
#22 (AdV41_F40/R40) 759 10 5 AdV41_F90/R30 (320) 1 
#24 (AdV41_F40/R60) 486 25 - ND 
#32 (AdV41_F60/R20) 824 10 4 AdV41_F90/R20 (434) 1 
#37 (AdV41_F70/R10) 845 100 - ND 
#41 (AdV41_F80/R10) 773 10 3 AdV41_F90/R20 (434) 1 
#47 (AdV41_F90/R10) 631 25 2 AdV41_F90/R20 (434) 1 
#48 (AdV41_F90/R20) 434 50 - ND 
#49 (AdV41_F90/R30) 320 100 - ND 

a Number of nested PCR primer sets of selecteved PCR primer set; b No data. 
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Table 2. Comparision of reference primer sets for the detection of HEAdV-41 

Reference primer set Product size 
(bp) 

Sensitivity 
(copies) 

NEAdV 
reaction 

Non-specific 
band 

Time 
(min) Reference 

# PCR type* 

01 PCR 
F 

482 100 + - 78 [10, 11] 
R 

02 PCR 
F 

260 25 - - 184 [12] 
R 

03 
PCR 

F 
301 50 + - 78 

[12, 13] 
R 

Nested PCR 
NF 

171 25 + - 78 
NR 

04 
PCR 

F 
300 100 - - 71 

[13] 

R 

Nested PCR 
NF 

142 50 + - 71 
NR 

05 
PCR 

F 
301 > 100 - - 56 

R 

Nested PCR 
NF 

120 50 - + 71 
NR 

06 
PCR 

F 
371 > 100 + - 157 

[14] 

R 

Nested PCR 
NF 

172 > 100 + + 122 
NR 

07 
PCR 

F 
306 50 + - 157 

R 

Nested PCR 
NF 

132 5 + - 122 
NR 

08 
PCR 

F 
475 > 100 - - 90 

[15] 
R 

Nested PCR 
NF 

256 > 100 - - 170 
NR 

09 
PCR 

F 
482 > 100 - - 88 

[16-18] 
R 

Nested PCR 
NF 

464 100 - - 88 
NR 

10 
PCR 

F 
300 100 + - 100 

[19-20] 
R 

Nested PCR 
NF 

220 50 + - 100 
NR 

11 PCR 
F 

401 100 - - 116 
[21] 

R 

12 PCR 
F 

401 100 - - 116 
R 
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al., 2007; Kim et al., 2008; Munkhdelger et al., 2013). 이 중 
LAMP는 특이도 및 검출 민감도가 높고 동일한 온도에서 
다수의 시료를 반응할 수 있는 등의 장점이 있으나, 반면 
위 양성 등 비 특이적 반응이 상대적으로 많이 나타나며 
단가가 높은 단점이 있다. RT-qPCR 중 특히 Taq-man probe 
방법은 특이도와 검출 민감도가 높고 신속한 방법으로 
활용성이 높은 편이지만, 염기서열 분석이 어렵고 con- 
ventional PCR에 비해 활용할 수 있는 검사자가 적다. 이
와 같이 다양한 PCR의 검사기법에는 고유의 방법에 따른 
장단점이 존재하기 때문에 이번 연구의 대상인 HuEAdV-
41의 검출방법은 conventional PCR을 선정하였다. Con- 
ventional PCR의 경우 오랜 기간 동안 많은 연구자들에 
의해 안정성이 검증되었고, 필요할 경우 염기서열 분석이 
가능하며, 상대적으로 쉽게 분석할 수 있어 표준 검사법 

 
으로 적합하다고 보고(Park et al., 2016)되고 있는 등 우수

한 검사기법으로 인정받아 왔다. 이번 연구에서 개발한 
HuEAdV-41 검출용 conventional PCR 프라이머 조합은 기
존의 HuEAdV-41 검출용 조건들에 비해 동등 이상의 특
이도를 보였으며 반응시간은 약 50분 단축할 수 있는 것
으로 나타났다. 뿐만 아니라 nested PCR 반응의 경우, 약 
25배 정도의 검출 민감도를 향상시킬 수 있었다. 그러나 
다양한 시료에 적용할 경우 시료 내 존재하는 방해물질 
등으로 인해 특이도 및 검출 민감도에 변화가 있을 수도 
있으므로 다양한 시료에 대한 추가적 시험의 필요성이 대
두된다. 

한편, HuEAdV-41은 임상, 식품, 어패류, 환경 등의 시료

에서 주로 분석되고 있다. 현재까지는 시료별, 검사부처별, 
연구자 및 검사자에 따라 달리 PCR 방법을 활용되고 있

Table 3. Information of finally selective PCR and nested PCR primer set for the detection of HEAdV-41 

PCR type Primer Sequence (5' → 3') Mer (nt) Amplicon size (bp) 

PCR 
HEAdV-41_F90 TAC TTG GAT GGT ACC TTT TAC C 22 

631 
HEAdV-41_R10 AAA GAA GTG TGG GCT CAT 18 

Nested PCR 
HEAdV-41_F90 TAC TTG GAT GGT ACC TTT TAC C 22 

434 
HEAdV-41_R20 ATA AGG GGG TAA GGG TAG TTA G 22 

Table 2. Comparision of reference primer sets for the detection of HEAdV-41 (Continued) 

Reference primer set Product size 
(bp) 

Sensitivity 
(copies) 

NEAdV 
reaction 

Non-specific 
band 

Time 
(min) Reference 

# PCR type* 

13 
PCR 

F 
308 50 + - 154 

[13, 22] 
R 

Nested PCR 
NF 

139 25 + - 154 
NR 

14 PCR 
F 

482 100 - - 123 
[23] 

R 

15 PCR 
F 

541 100 - - 123 
R 

16 PCR 
F 

241 25 + - 137 [24] 
R 

17 
PCR 

F 
329 100 - - 80 

[25] 
R 

Nested PCR 
NF 

253 25 + - 72 
NR 

*F, forward primer; R, reverse primer; NF, nested PCR forward primer; NR, nested PCR reverse primer. 
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으나, 서로 다른 프라이머, 조건, 조성 등을 사용하고 있다. 
이로 인하여 각 시료에서 검출되고 있는 핵산 단편에 대
한 비교 연구가 어렵고, 임상, 식품, 환경 등 시료를 동시

에 다루는 보건환경연구기관에서 실무를 담당하는 검사자

들 간에 불편함이 발생할 수 있다. 따라서 국내에서도 이

러한 문제를 해결하고자 질병관리본부, 식품의약품안전처, 
국립환경과학원, 국립수산과학원, 국립농업과학원, 시 · 도 
보건환경연구원 등 관련 부처에서 수인성식품매개바이러

스 연구협의체를 구축하여 표준화된 conventional PCR 방
법을 활용한 노로바이러스 검사, 유전형 분석 등의 분석

Fig. 3. Environmental sample test of six specific PCR primer sets for the detection of HEAdV-41. Lane M, 100 bp Ladder marker; lane
number, sample number (1~20); N, negative control. 
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방법을 통합하기 위한 노력이 진행되고 있다. 노로바이러

스 외 HuEAdV-41 등 다른 수인성 식품매개 바이러스 역
시 이러한 과정이 필요할 것으로 전망되며, 검사법 개발

에서도 고려되어야 할 것으로 보인다. 아울러 효율적인 
검출을 위하여 감염 또는 오염 시 상대적 고농도로 나타

나는 임상, 식품, 어패류 등의 시료는 물론 지하수 등 비 
소독수와 같이 상대적으로 미량 오염이 예상되는 시료에

서도 검출이 가능한 특이도와 민감도를 갖춘 증진된 PCR 
기법이 필요한 것이 현실이다. 

따라서 본 연구에서 개발한 1차 PCR 프라이머 조합은 
631 bp 크기로 증폭되며 약 112분의 PCR 반응시간이 필
요하여, 고농도 오염 시료인 임상, 식품, 어패류 등의 시
료에서 HuEAdV-41을 검출할 경우 핵산 추출 후 1차 PCR 
수준만으로도 뛰어난 검출 민감도에 의해 HuEAdV-41를 
충분히 검출할 수 있을 것으로 보인다. 아울러 환경부 국
립환경과학원의 지하수 중 노로바이러스 오염실태조사 연
구 등에 따르면 오염이 예상된 지하수 시료에서도 노로바

이러스 특이적 핵산 단편은 대부분 nested PCR 과정에 의
하여 검출되므로 지하수 등과 같은 미량 오염 시료의 경
우 nested PCR을 활용한 추가 분석이 필요하다고 사료된

다. 본 연구를 통하여 개발된 nested PCR 프라이머의 경
우 지하수 등 비 소독수에 대한 1차 PCR 반응 후 반응산

물을 주형으로 nested PCR을 추가로 수행하면 양성 시료

의 경우 434 bp 크기의 HuEAdV-41 핵산 단편이 검출되며, 
약 112분의 반응시간이 필요하다. 따라서 이번 연구는 향
후 임상, 식품, 어패류, 환경 등 여러 시료에서 HuEAdV-
41을 효율적으로 검출할 수 있는 방법으로 사용될 수 있
을 것으로 기대되며 현재 진행 중인 범 부처 간의 PCR 
및 nested PCR의 표준화에 대한 기초자료로 활용될 수 있
을 것이라 사료된다. 
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