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화상병원세균 검출을 위한 Conventional PCR 향상

Enhancing Conventional PCR for Detection of Erwinia amylovora
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Polymerase chain reaction (PCR) methods, including conventional PCR (cPCR) and quantitative real-time PCR 
(qRT-PCR), with both plasmid- and chromosome-targeting primers, are currently the most reliable methods 
for detecting Erwinia amylovora due to their high sensitivity and specificity. Despite qRT-PCR’s quantitative 
advantage, cPCR remains an attractive method to detect this bacterium in initial screenings of suspected host 
plants, as it is cost-effective and does not require skilled personnel in well-equipped laboratories. This study 
aimed to significantly improve cPCR robustness via application of bovine serum albumin (BSA) as a PCR facili-
tator, with a modified EaF/R primer pair, as previously reported. Experiments have shown that simple supple-
mentation with BSA (10 mg/ml) enhances cPCR reactions using templates such as genomic DNA, bacterial 
cells, and infected symptomless host organs, including immature apple fruits and seedlings, with EaF/R prim-
ers. The cPCR method described in this study is simple, specific, and reliable, and can be applied in routine 
assays to diagnose fire blight. 
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과수 화상병은 2015년 사과 및 배나무에서 국내 최초 발생되

어(Myung 등, 2016; Park 등, 2016) 당해 사과 및 배나무 의심시

료로부터 43시료가 확진 보고되었으며, 2016-2017년 17 및 

33시료에서만 확진되어 감소 추세를 보이다가 2018-2019년 각

각 67 및 188시료로 증가하였다(Ham 등, 2020). 이후 화상병에 

대한 공적방제가 실시되고 있음에도 불구하고, 2020년 744시

료와 2021년 618시료에서 확진되어 폭발적인 증가세를 보인 후, 

2022년 245시료 및 2023년 234시료로부터 화상병원균이 검출

되었다(Ham 등, 2024). Ham 등(2020, 2024)은 2015년 최초 발

생 이래 과수 화상병의 급진적이면서도 지속적인 발생의 이유

로, 배나무는 20-30년생 노화된 과수와 사과나무의 경우는 비

교적 어린 나무에서 발병 비율이 높게 나타나 재배수령에 따른 

배나무 및 사과나무의 감염률이 높아질 수 있음을 보고하였

다. 또한 동계 특히 1-2월 평균보다 높은 기온 및 강우일수일 경

우와 병원세균의 증식 및 전파가 용이한 5-6월 강우일수가 평

균 이상일 경우 발생 비율이 높아져 월동 및 새로운 기주식물

로 감염 및 전파가 용이한 환경을 발병 증가의 이유로 설명하

였다. 이는 과수 화상병원세균의 병환에서 잘 나타나고 있듯이

(van der Zwet 등, 2012), 궤양과 같은 월동처에서 상대적으로 

높은 기온과 습도가 지속될 수로 병원세균 월동이 잘 이루어질 

수 있으며, 활성 시기에는 전파가 용이한 상대습도 또는 식물 표

면습도의 상승이 주요 발병 증가 요인이라는 사실을 국내 과수 

화상병 발생환경에서도 일치한다는 것을 보여주고 있다.
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한편, 또 다른 국내 과수 화상병의 발병 비율의 증가 이유로 

중앙정부의 적극적 모니터링에 의한 의심시료 선별과 농가의 

자진신고 비율 증가를 생각할 수 있다. 이는 의심시료 선별 및 

자진신고 후 확진을 위한 화상병원세균 진단 등 검출기술의 고

도화가 직접적인 이유이다. 화상병원세균 진단기술에 대한 연

구는 1990년대 초반부터 활발하게 이루어졌으며, 이를 통해 다

양한 진단기술들이 개발되었으나 국내외적으로 polymerase 

chain reaction (PCR) 방법이 실험실 및 현장적용 진단기술로 최

적화되고 있으며, 현재까지 다양한 PCR 방법에 따라 화상병원

세균의 진단기술이 보고되었다. 먼저 conventional PCR (cPCR)

에서는 intergenic transcribed spacer (ITS) 지역, amylovoran 

생합성 유전자(amsB), hrpN, pstS-glmS 지역, recombinase A 지

역, hypothetical protein 및 플라스미드 pEA29 등으로부터 제

작된 특이 프라이머를 이용한 화상병원세균 진단 및 검출기술

에 대한 연구가 이루어졌다(Bereswill 등, 1992, 1995; Gehring

과 Geider, 2012; Ham 등, 2022; Jeng 등, 1999; Kokosková 등, 

2007; Lagonenko 등, 2011; Obradovic과 Kevresan, 2010; Tay-

lor 등, 2001; Wensing 등, 2011). 또한 최근에는 quantitative 

real-time PCR (qRT-PCR) (Dreo 등, 2012; Gottsberger, 2010; 

Pirc 등, 2009; Singh 등, 2021), loop-mediated isothermal am-

plification PCR (LAMP-PCR) (Bühlmann 등, 2013; Gosch 등, 

2012; Moradi 등, 2012; Shin 등, 2018; Temple과 Johnson, 2011) 

및 recombinase polymerase amplification PCR (RPA-PCR) 

(Ivanov 등, 2022) 등의 방법으로도 화상병원세균의 진단이 이

루어지고 있다.

식물병 진단기술에서 고려되어야 하는 사항으로는 진단하

고자 하는 병원균에 대한 특이성과 효율성 이외에도 진단절차

에서의 시간, 비용 및 노동 절감 여부, 진단 주체자인 실험자의 

기능적 숙련도, 타겟 병원균 배양 및 DNA 추출 등과 같은 절차

의 간소화 그리고 현장에서 직접 진단하여 재배자와 같은 요구

자에게 빠른 시간 내에 직접 결과를 통보할 수 있는 현장 활용

도 등이 중요하게 여겨지고 있다(Ham과 Park, 2023; Jin과 Kim, 

2023; Jin 등, 2023; Jung 등, 2023; Sabri 등, 2022). 이들 고려사

항들에 대해 전반적으로 만족할만한 결과를 도출하고 있는 진

단기술 방법은 PCR 기반 진단기술이 대표적이며, 이러한 이유

로 PCR 방법은 특이 프라이머를 이용하여 DNA 중합효소는 타

겟 지역을 기하급수적으로 증폭하며, 이 증폭 지역의 생성 유

무에 따라 병원균 검출 유무를 판별할 수 있기 대문이다. 그러

나 PCR 방법은 DNA 중합효소반응에 의한 결과로, 효소반응을 

억제할 수 있는 다양한 종류의 PCR 억제제들에 매우 민감하며 

이는 PCR 반응의 감도를 감소시킬 뿐만 아니라 위음성 결과를 

초래하기도 한다(Schrader 등, 2012).

이에 본 연구에서는 국내 과수화상병원세균의 검출 방법에

서 보편적으로 사용되거나 1차 선발 과정으로 이용되고 있는 

cPCR 진단법에서 PCR 억제제를 제거할 수 있는 최적 촉진제를 

선발하고, 이를 활용하여 cPCR의 효율성 증진과 더불어 기존 

보고된 cPCR 특이 프라이머 중 적용할 수 있는 최적 프라이머

를 선발하였으며, 이를 화상병원세균 기주 식물 감염 후 증상 

및 무증상 시료에서의 활용 가능성을 확인하였다.

화상병원세균 배양 및 검출 시료 준비. 검출 대상 화상병

원세균은 2015년 경기도 안성 이병배나무에서 분리된 Erwinia 

amylovora TS3128 균주를 MGY (D-mannitol 10 g, L-glutamic 

acid 2 g, KH2PO4 0.5 g, MgSO4·7H2O 0.2 g, NaCl 0.2 g, yeast 

extract 1 g, and agar 18 g/l, adjusted pH 7.0) 액체 배지에서 

28oC 24시간 배양하여 O.D.600 nm=0.001 현탁하여 10배 희석 

방법으로 10-3 (3.4×103 colony forming unit [cfu]/ml), 10-4 (5.3

×102 cfu/ml) 및 10-5 (4.2×101 cfu/ml)까지 희석하여 병원세균 

세포단위에서의 cPCR 특이 프라이머 및 촉진제 첨가에 의한 증

진 여부를 조사하였다. DNA 농도에 따른 cPCR 특이 프라이머 

및 촉진제 첨가에 의한 검출한계의 증진 여부를 조사하기 위하

여, TS3128 균주를 MGY 액체 배지에서 28oC 24시간 배양한 후 

Wizard® Genomic DNA purification Kit (Promega Co., Madi-

son, WI, USA)를 이용하여 genomic DNA를 추출하였으며, 1,000, 

100, 1 및 0.1 fg/µl 농도로 희석하여 검정하였다. 또한 기주식물 내

에서 화상병원세균을 검출하기 위하여 TS3128 균주에 pBAV1K-T5-

gfp 플라스미드를 도입시킨 kanamycin (50 µg/ml) 저항성 균주현

탁액을 Zhao 등(2009)에 의한 방법에 따라 O.D.600 nm=0.001 

(1.8×106 cfu/ml)로 사과(cv. Fuji) 미성숙과에 접종하였으며 각 

반복당 5개의 미성숙과를 이용하여 2반복 실시되었다. 접종 

미성숙과로부터 화상병원세균 검출은 접종 1일 및 4일 후, 접

종부위로부터 0.5 cm 떨어진 부위를 no. 5 cork borer를 이용

하여 0.5 cm2 채취한 후 10 mM MgCl2 용액에 마쇄하여 5 µl

를 cPCR 특이 프라이머 및 촉진제 첨가에 의한 증진 여부에 사

용하였다. 또한 사과 유묘(cv. M9)는 kanamycin 저항성 균주 

O.D.600 nm=0.001 현탁액에 1분간 침지 접종하여 Murashige 

and Skoog (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Ger-

many) 배지에 치상하여 미성숙과와 동일한 시기에 접종 유묘 

전체를 10 mM MgCl2 용액에 마쇄하여 5 µl를 cPCR 검정시료

로 활용하였다. 

cPCR 프라이머 및 촉매제 PCR 반응 조건. 촉매제 첨가에 

의한 cPCR의 화상병원세균 진단 증진을 판단하기 위한 특이 

프라이머는 기존 과수 화상병 진단에서 초창기에 개발된 프
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라이머들로 선발하였다. 먼저 화상병원세균이 가지고 있는 특

이 플라스미드(pEA29) 타겟 프라이머 A(5'-CGGTTTTTAAC-

GCTGGG-3')/B(5'-GGGCAAATACTCGGATT-3') (Bereswill 등, 

1992)와 주요 병원성 인자인 아밀로보란 생합성 유전자 타겟 

프라이머 AMSbL(5'-GCTACCAGCAGGGTGAG-3')/AMSbR(5'-

TCATCACGATGGTGTAG-3') (Bereswill 등, 1995) 및 23S rRNA 

유전자 지역 타겟 프라이머 EaF(5'-GCGCAGTAAAGGGTGA-

CAGCCCCGTACACAAAAAGGCACT-3')/EaR(5'-CCCTAGCC-

GAAACAGTGCTCTACCCCCGG-3') (Maes 등, 1996)를 이용하였

다. 이때 EaF/EaR 프라이머는 본 연구에서 annealing 온도가 너

무 높고 각각 40- 및 29-mer의 크기로 비교적 진단용 특이 프

라이머로서는 긴 염기서열로 인한 재현성의 문제로 인해 본 연

구에서는 이로부터 짧은 단편의 프라이머 EaF(5'-GCGCAGTA-

AAGGGTGACAG-3/)/EaR(5'-CCCTAGCCGAAACAGTGCT-3')를 

새롭게 제작하여 사용하였다. cPCR 반응액은 총 50 µl로, 각각 

접종 사과 미성숙과와 유묘 마쇄액 및 TS3128 세균 현탁액 또

는 TS3128 genomic DNA 5 µl (희석농도별), dNTPs 4 µl (dATP, 

dTTP, dGTP, dCTP 각각 0.16 mM), forward 및 reverse 프라이

머 2 µl (각각 0.2 µM), 10× buffer 5 µl (1×), BioFACTTM Thumb 

Taq Polymerase (BIOFACT, Daejeon, Korea) 0.5 µl (1.25 U) 및 

2차 증류멸균수 33.5 µl로 구성되었다. 여기에 PCR 촉진제 또

는 PCR 억제물질 제거제로 알려진 (NH4)2SO4(4 mM), bovine 

serum albumin (BSA, 10 mg/ml), Triton X-100 (0.01%), Tris-

borate-EDTA buffer (1×), glycerol (5%) 및 betaine (1.5 mM) 5 µl

를 첨가하여 PCR 반응의 촉진 여부를 판단하였다(Rådström 

등, 2008; Schrader 등, 2012). cPCR 반응 조건은 hot start를 위

한 95oC 10분 후, A/B 프라이머는 93oC 1분, 52oC 2분 및 

72oC 1분의 35 cycle 그리고 AMSbL/R 및 EaF/R 프라이머의 경

우 94oC 30초, 60oC 30초 및 72oC 2분의 35 cycle 반응 후 마

지막 단계로 72oC에서 7분간 PCR Thermal Cycler Dice Gra-

dient 기계(Takara Bio Inc., Shiga, Japan)를 이용하여 최종 

반응시켰다. cPCR 반응산물은 1% agarose 전기영동 젤에서 

ethidium bromide 0.5 µl/ml로 염색하여 반응산물을 확인하

였다. 양성반응은 TS3128 genomic DNA 100 µg/µl 및 음성반

응은 DNA 무첨가로 나타내었으며, 실험은 2반복 수행하였다.

화상병원세균 DNA 및 현탁액 cPCR 반응 촉진. 본 연구에

서 이용한 3종류의 화상병원세균 특이 검출 cPCR 프라이머와 

6종류의 PCR 반응 촉진제를 이용하여 우선적으로 화상병원세

균 DNA 및 현탁액 대상 반응 촉진 여부를 판단하였다. 먼저 화

상병원세균 genomic DNA를 template로 하였을 경우, 3종류

의 프라이머들 중 AMSbL/R 및 A/B 프라이머들은 각각 1,000 

및 100 fg/µl 농도에서만 반응산물을 나타낸 반면, EaF/R 프라

이머는 1 fg/µl DNA농도에서 565 bp 크기의 반응산물을 나타

내어 본 연구에서 사용된 시약 및 기계 등의 시스템에서 최적 

효율을 나타낼 수 있는 프라이머로 판단되었다(Table 1). 이는 이들 

프라이머들에 대한 PCR 감도에 대한 이전 보고에서 1 pg/µl 이상

의 DNA 농도에서만 검사가 이루어진 측면을 고려할 때 본 연구

Table 1. Comparisons of detection sensitivities of different PCR facilitators and primers using serial decimal dilutions of bacterial ge-
nomic DNAs and suspensions of Erwinia amylovora TS3128 strain as template

Facilitator

Primer Primer

EaF/R AMSbL/R A/B EaF/R AMSbL/R A/B

DNA concentration (fg/ul) cfu/ml

1,000 100 1 0.1 1,000 100 1 0.1 1,000 100 1 0.1 106 103 102 101 106 103 102 101 106 103 102 101

(NH4)2SO4 O O O X

ND

O O X X O X X X O X X X O O O O

Bovine serum 
albumin

O O O O O O X X O O O X O X X X O O O O

Triton X-100 O O O X O O X X O X X X O X X X O O O O

TBE buffer X X X X X X X X O O X X O X X X O O X X

Glycerol O O O X O O X X O O O X O X X X O O O O

Betaine O O O X O O X X O X X X O X X X O O O O

Controla O O O X O X X X O O X X O X X X O X X X O O O O

O and X indicate presence and absence of amplicons, respectively, in reactions using each facilitator and primer.
PCR, polymerase chain reaction; cfu, colony forming unit; ND, not determined; TBE, Tris-borate-EDTA.
aControl indicates no addition of any facilitators.
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에서처럼 낮은 DNA 농도에서는 검정이 이루어지지 않았거나 

불가능하였기 때문으로 사료된다. 그러나 세균 현탁액에 대한 

PCR 감도는 A/B 프라이머가 4.2×101 cfu/ml까지 반응산물을 

나타낸 반면, EaF/R 및 AMSbL/R 프라이머들은 1.8×106 cfu/ml

의 높은 밀도의 세균수에서만 반응산물을 나타내었다(Table 1). 

이는 Maes 등(1996)이 보고한 A/B 프라이머는 102 cfu/ml 밀도

까지 화상병원세균의 검출이 가능하다는 사실과 동일하였으

며, 이외 2종류의 프라이머들은 세균수 103 cfu/ml 이상의 밀도

에서만 검출이 가능하다는 사실과도 같은 결과였다(Bereswill 

등, 1992, 1995).

한편, cPCR 반응 촉진제 중에서는 BSA만이 EaF/R 프라이머를 이용

한 genomic DNA 0.1 fg/µl 농도와 세균 현탁액 3.4×103 cfu/ml 및 5.3

×102 cfu/ml에서 무첨가 대비 반응산물을 나타내어 최적의 촉

진제로 판단되었다(Table 1). BSA는 일반적으로 시료 내 PCR 반

응 억제물질이 DNA에 결합하여 Taq polymerease의 활성을 낮

추는 효과를 BSA 자체가 억제물질과 결합함으로써 효소활성 효

과를 유지시키는 PCR 반응 촉진제로 잘 알려져 있으며(Farell과 

Alexandre, 2012; Rådström 등, 2008), 특히 시료 내 다량의 pro-

tease를 억제함으로써 PCR 반응을 촉진시킨다고 보고되었다

(Schrader 등, 2012). 이에 모든 Taq polymerase buffer에는 평균

적으로 1.2 mg/ml 수준 농도로 BSA가 함유되어 있으나, 본 연구

에서는 10 mg/ml로 8.3배 추가 첨가가 BSA의 PCR 반응 촉진효

과를 나타낸 것으로 사료된다. 따라서 감염 기주식물에서의 화

상병원세균 검출을 위한 cPCR 반응의 촉진 여부는 EaF/R 프라이

머와 BSA를 첨가한 PCR 반응으로 검증하였다.

화상병원세균 감염 기주식물 시료 cPCR 반응 촉진. 화상병
원세균 감염 기주식물(사과 미성숙과 및 유묘)로부터 화상병원

세균의 검출은 병징이 나타나기 전에 감염 여부를 판단하는 것

이 중요하다. 이에 본 연구에서는 각각 사과 미성숙과 및 유묘 

접종 1 및 4일 후 무증상 시료로부터 선발된 프라이머 및 촉진

제에 의한 cPCR 반응 촉진 여부를 판단하였다. 접종 1일 후 미

성숙과 및 유묘로부터 분리된 화상병원세균은 각각 8.0×102±

4.4×102 cfu/ml와 6.3×106±7.9×105 cfu/ml로 나타났으며, 접

종 4일 후에는 미성숙과 2.1×108±1.4×107 cfu/ml, 유묘 4.9×

108±1.5×108 cfu/ml로 조사되었고, 4일 후까지 미성숙과와 유

묘 모두 괴사 및 마름증상의 전형적인 병징이 나타나지는 않았

으며 이후 접종 7일 후에 병징이 발생하였다. 이에 접종 1일 및 

4일 후 미성숙과와 유묘시료로부터 EaF/R 프라이머와 촉진제

로 BSA를 이용하여 PCR 반응한 결과, BSA를 추가 첨가하지 않

은 반응에서는 미성숙과 및 유묘 모두에서 반응산물을 관찰할 

수 없었다(Fig. 1). 반면 BSA 추가 첨가 반응에서는 유묘에서는 

접종 1일 및 4일 후 모든 시료로부터 반응산물이 나타났으나, 미

성숙과에서는 접종 1일 후는 PCR 촉진 효과가 없었으며 접종 4일 

후 시료에서는 총 8개 시료에서 3개의 시료로부터 반응산물을 

확인할 수 있었다(Fig. 1). 접종 1일 후 BSA 촉진제에 의한 EaF/R 프

라이머의 성공적인 검출이 유묘에서만 나타난 이유로는, 접종 1

일 후 유묘에서의 화상병원세균 밀도가 106 cfu/ml 이상의 고밀

도로 존재하기 때문으로 사료되며, 미성숙과에서는 102 cfu/ml의 

낮은 밀도 때문인 것으로 판단되나 세균 현탁액에서 102 cfu/ml 

밀도도 검출된 결과로 보아 PCR 반응 억제제로 작용할 수 있

Fig. 1. Polymerase chain reaction amplification at 1 and 4 days post-inoculation (dpi) with the EaF/R primer and absence (upper panels) or 
presence (lower panels) of bovine serum albumin (BSA) (10 mg/ml) of a target sequence from extracts of immature apple fruits and seed-
lings inoculated with Erwinia amylovora TS3128 strain. Lane 1: TS3128 genomic DNA (100 µg/µl) as positive control; lanes 2 to 6: extracts 
from immature apple fruits; lanes 7 and 16: negative controls (no TS3128 genomic DNA); lanes 8 to 15: extracts from apple seedlings, and 
M: GeneRuler 1 kb DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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는 페놀릭 화학물질들이 유묘보다는 미성숙과에 다량 포함

되어 있기 때문으로 여겨진다. 그러나 화상병원세균의 밀도가 

108 cfu/ml로 증가한 접종 4일 후에는 BSA에 의한 PCR 반응 

촉진 효과가 유묘 및 미성숙과 모두에서 분명하게 나타났다. 

따라서 화상병원세균 감염 기주식물로부터 102 cfu/ml 이상의 

밀도로 잠복 감염되어 있는 무증상의 시료에서 EaF/R 프라이머

와 BSA 촉진제 첨가에 의해 화상병원세균을 검출하여 조기진

단 시스템에 적용할 수 있을 것으로 판단된다.

요 약

현재까지 화상병원세균 진단에서 가장 유용하게 사용되는 

방법은 이들 병원세균의 플라스미드 또는 염색체 기반 특이 프

라이머를 이용한 일반 PCR 및 정량 PCR 방법이 가장 민감하고 

특이성 높은 방법으로 여겨지고 있다. 이들 PCR 중, 일반 PCR 방

법은 가격적 측면과 연구자의 기능적 숙련도 및 고가의 장비를 

요구하지 않는 다는 측면에서 활용성이 유지되고 있다. 따라서 

본 연구에서는 화상병원세균 검출에서의 일반 PCR 반응의 증

진효과를 나타내기 위한 일반 PCR 프라이머 및 촉진제를 선발

하고자 하였다. 이에 새롭게 제작된 EaF/R 프라이머와 PCR 반

응액에 BSA을 10 mg/ml 농도로 추가 첨가한 경우가 화상병원

세균 DNA 및 세균 자체 그리고 감염 후 무증상 시료 추출액을 

주형으로 하는 일반 PCR 반응 모두를 증진시키는 결과를 확인

하였다. 따라서 새롭게 제작된 EaF/R 프라이머 및 BSA 추가 첨

가 방법은 최적 발생시기에 집중되는 대량 시료로부터 초기 화

상병 이병시료를 선발할 수 있는 일반 PCR 방법의 효율성을 증

대시켜 정밀 검진 대상시료의 최소화를 통한 확진시간의 단축 

등에 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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