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Background : Enterococcal infections have become extremely difficult to manage because of an
increase in antibiotic resistance among enterococci. In Europe, the use of avoparcin in animals
was reported to be the cause of vancomycin-resistant enterococci (VRE) transmission to humans.
In this study, we performed antimicrobial susceptibility testing and pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) to characterize the genetic relatedness of VRE of human and chicken.

Methods : Ninety strains of VRE were isolated from clinical specimens in three University hospi-
tals located in Seoul and Kyungi province in 2001-2002. Thirty isolates of VRE were collected from
four chicken farms located in areas remotely distanced from each other. The isolates were identi-
fied to the species level by conventional biochemical tests and commercial kits. Antimicrobial sus-
ceptibilities were tested by the NCCLS disk diffusion and agar dilution methods. For a molecular
epidemiologic analysis, PFGE was performed.

Results : Among the 90 clinical isolates were 73 vancomycin-resistant Enterococcus faecium
(VREFM) and 17 vancomycin-resistant E. faecalis (VREFA). The resistant rates of VREFA to ampi-
cillin, levofloxacin and tetracycline were 0%, 100%, and 100%, respectively, and for VREFM, 100%,
96%, and 26%, respectively. However, the resistant rates of VREFM isolated from chicken were 19%
to ampicillin, 0% to levofloxacin, and 100% to tetracycline. The PFGE patterns of genomic DNA of
the clinical isolates were very diverse, suggesting a polyclonal spread of VRE, although some isolates
had an identical PFGE pattern, indicating a mini-outbreak due to a clonal spread. The PFGE pat-
terns of genomic DNA of the chicken isolates were very different from those of the human isolates. 

Conclusions : VRE isolates from human and chicken showed very different antimicrobial suscep-
tibilities and PFGE patterns. These results suggest that VRE isolated from human and chicken are

not closely related genetically. (Korean J Lab Med
2005; 25: 39-45)
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서 론

장구균은 장내의 상재균으로 과거에는 장구균에 의한 감염이 드

물었으나 근래에는 원내 감염을 흔히 일으키는 세균이 되었다. 균종

별로는 Enterococcus faecalis에 의한 것이 가장 많고 Enterococcus

faecium이 그 다음으로 흔하다. 장구균에 의한 감염은 요로 감염이

가장 흔하고 균혈증, 심내막염, 수막염, 골수염 등의 중증 감염도 일

으킨다. 장구균은 여러 항균제에 자연 내성 또는 획득 내성을 갖는

것이 특징으로 중증 감염 치료에 -lactam과 aminoglycoside제제

를 병합하여 상승작용을 얻을 수 있다[1]. 장구균이 -lactam 또는

고농도 aminoglycoside에 내성일 때는 상승작용이 없어서 vanco-

mycin이 치료제로 흔히 사용되고 있으나 최근에는 vancomycin 내

성 장구균(vancomycin-resistant enterococci, VRE)이 급격히 증

가하여 중증감염 환자 치료 시 항균제 선택은 매우 어려워졌다. 

VRE의 급격한 증가는 내성균 자체의 확산(clonal spread)과

내성유전자의 전파(horizontal spread) 때문인데, 이러한 확산을

막기 위해서는 VRE의 전파 경로를 추적하는 것이 매우 중요하다.

내성균 자체의 확산을 규명하기 위해서는 PFGE에 의한 VRE

염색체 DNA의 분석이, 내성유전자의 전파를 규명하기 위해서는

vancomycin 내성 유전자 구조를 분석하는 것이 필요하다. 

유럽에서는 glycopeptide 제제인 avoparcin을 사용한 농가에서

유전적으로 동일한 VRE 또는 내성유전자가 가축과 사람에서 동

시에 분리되어 VRE가 가축으로부터 전파되었을 가능성이 있음이

보고되었다[2]. 국내에서도 avoparcin이 1997년까지 가축의 사료

에 사용되었으며 가축에서도 VRE가 분리됨이 보고되었다[3, 4]. 

이에 본 연구에서는 사람과 닭에서 분리된 VRE의 항균제 내

성 양상과 분자역학적인 성상을 규명하여 사람과 닭 분리주의 역

학적인 관계를 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 대상 균주

2001년-2002년에 서울, 경기도 소재 3개 대학병원에서(아주대

학병원, A; 가톨릭의대 여의도성모병원, C; 세브란스병원, S)

환자의 혈액을 포함한 임상 검체와 변에서 분리된 VRE를 수집

하였다(Table 1). 또한 지역적으로 떨어져 있는 4개 양계장의 닭

에서 분리된 VRE 30주(E. faecium 27주, E. faecalis 3주)를

수집하였다. VRE 선별을 위해서는 vancomycin 6 g/mL을 넣

은 Brain heart infusion (BHI) agar 혹은 bile esculin azide

agar를 이용하였다. 장구균 동정은 전통적인 생화학적 방법과 상

품화된 Vitek GPI kit (bioMerieux, Marcy l'Etoile, France)를

이용하였다. 전통적 방법은 1차 시험으로는 Streptococcus Fae-

calis (SF), BEAA, mannitol 및 tellulite 배지에서 증식, sor-

bose 및 2% methyl alpha-D-glucopyranoside에서의 산생성 시

험, pigment 생성 유무를 관찰하였다. 2차 시험으로는 arginine,

arabinose, raffinose 및 sucrose에서의 산생성을 시험하였다. 

2. 항균제 감수성 시험

항균제 감수성은 National Committee for Clinical Laboratory

Standards 디스크 확산법과 한천희석법으로 시험하였다. 시험 항

균제는 ampicillin, erythromycin, levofloxacin, tetracycline, van-

comycin 및 teicoplanin이었다. 정도관리를 위해서 E. faecalis

ATCC 29212와 Staphylococcus aureus ATCC 29213을 동시

에 시험하였다. 

3. Vancomycon 내성 유전형 시험

시험 균주를 BHI 액체 배지 1 mL에서 하룻밤 배양 후 7,000

rpm에서 5분 동안 원심 분리하여 침사를 얻었다. DNA 분리는

QIAamp DNA mini kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany)를 이

용하였다. vanA (F: 5 -GGGAAAACGACAATTGC-3 , R: 5 -

GTACAATGCGGCCGTTA-3 , 732 bp), vanB (F: 5 -ATG-

GGAAGCCGATAG-3 , R: 5 -GATTTCGTTCCTCGA-3 ,

635 bp), vanC-1 (F: 5 -GGTATCAAGGAAACCTC-3 , R:

5 -CTTCCGCCATCATAG-3 , 822 bp) 및 vanC-2/C-3 (F:

5 -CTCCTACGATTCTCTTG-3 , R: 5 -CGAGCAAGACC-

TTTA-3 , 439 bp)에 대한 시발체[5]를 이용하여 다중 중합효소

연쇄반응법(multiplex polymerase chain reaction)으로 vanco-

mycin 내성 유전형을 시험하였다. 중합효소 연쇄반응은 추출한

DNA 10-50 ng, 10X 반응완충액 2.5 L, dNTP (10 mM)

0.5 L, 각각의 시발체(100 pmol) 1 L씩, Taq polymerase

(GIBCO-BRL, Carlsbad, CA, USA) 2.5 unit씩 혼합 후 Gene-

Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 시행하였

다. 반응조건은 95℃, 1분간 denaturation, 54℃, 1분간 anneal-

ing, 72℃, 1분간 extension을 30회 반복하였다. 증폭된 산물을

전기영동하여 자외선 조영 하에서 관찰하였다.

4. Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

시험세균을 BHI 액체 배지에 접종하여 37℃, CO2 항온기에서

′

′ ′

′

′

′ ′

′ ′

′

′

′ ′

′

′ ′

Abbreviations: A hospital, Ajou university hospital; C hospital, Catholic
university hospital; S hospital, Severance hospital; EFA, E. faecalis; EFM,
E. faecium.

A hospital

EFA   EFM
Specimen

Total

EFA   EFM

S hospital

EFA   EFM

C hospital

EFA   EFM

Clinical specimen 1 16 1 21 10 13 12 50
Stool 0 9 2 8 3 6 5 23

Table 1. Number of isolates of vancomycin-resistant E. faecalis
and E. faecium from human
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18시간 배양하였다. 세균 부유액 700 L을 원심 분리한 후 침사를

saline EDTA 용액에 부유하고 원심 분리하였다. 침사를 Pett IV

용액에 부유시킨 후, 세균 부유액과 50℃에 보존한 한천을 혼합하

여 agarose plug을 만들었다. Plug을 lysis buffer에서 37℃에서 1

시간 반응시킨 후, ESP 용액에 반응시켰다. Agarose plug을 중화

시킨 후 CHEF-DR II system (Bio-Rad Laboratories, Richmond,

CA, USA)으로 전기 영동하였고 염색 후 자외선 조영 하에서 관

찰하였다. Molecular analyst fingerprinting software (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)를 사용하여 unweighted pair group method

using arithmetic averages (UPGMA) 방법으로 PFGE band

형에 대한 Dice coefficients를 계산하였다. PFGE band 양상을

Tenover 등[6]의 기준과 Dice coefficient로 비교하여 80% 이상의

유사성 계수를 보이면 유전적으로 상관성이 있는 군으로 보았다.

결 과

1. VRE의 항균제 내성양상 및 내성 유전형

Vancomycin 내성 E. faecalis (VREFA)의 항균제 감수성은

임상분리주의 경우 vancomycin과 teicoplanin의 MIC 범위는 각

각 >128 g/mL과 64->128 g/mL이었고, 내성유전형은 vanA

형이었다. Ampicillin의 MIC 범위는 0.5-4 g/mL이었고, 모두

감수성이었으나(Table 2), erythromycin, tetracycline 및 lev-

ofloxacin에는 모두 내성이었다. 닭에서 분리된 VREFA는 3주이

었는데, 모두 vanA 유전자를 갖고 있었다. Erythromycin에는

모두 내성이었으나, tetracycline과 levofloxacin에 대해서는 각각

2주와 1주가 내성이었다. 

Vancomycin 내성 E. faecium (VREFM)의 항균제 감수성

은 임상분리주의 경우 vancomycin과 teicoplanin의 MIC 범위는

64->128 g/mL과 16->128 g/mL로 모두 내성이었고(Table

3), VanA형이었다. Ampicillin의 MIC 범위는 64->128 g/mL

이었고 모두 내성이었다. Erythromycin과 levofloxacin 내성률은

각각 100%와 96%이었으나, tetracycline에는 26%의 균주만이 내

성이었다. 환자의 변에서 분리된 23주의 감수성 양상은 임상 분리

주와 유사하였으나, 3주는 vancomycin에 내성, teicoplanin에 감수

성이었고, 모두 vanB 유전자를 갖고 있었다. 닭 분리주의 van-

comycin과 teicoplanin 내성률은 각각 100%와 96%이었고, 모두

vanA 유전자를 갖고 있었다. Ampicillin의 MIC 범위는 ≤0.12-

64 g/mL이었으며, 내성률은 19%이었다. Levofloxacin의 MIC

범위와 MIC90은 각각 0.5-4 g/mL와 4 g/mL로 내성인 균주

는 없었으나 78%의 균주가 감수성이 저하되었다. 반면 tetracy-

cline에는 모든 균주가 내성이었다. 

2. PFGE에 의한 분자역학적 연구

분자역학적 연구에서 유전적으로 동일한 균주에 의한 감염은

VREFA에서 2주에 의한 감염 1예와 VREFM에서 각기 2주에

의한 2예가 있었고 각각은 동일 병원에서 분리된 균주이었다.

VREFA의 경우 임상분리주의 PFGE 성상은 모두 9가지 형이

었고, 4가지 형은 2-5개의 아형으로 분류되었다. C, E 및 K군은

S병원 환자에서 분리된 것들이었고 I군은 C병원 분리주이었고 각

병원 분리주 간에 동일한 형은 없었다. 닭 분리 3주는 각기 다른

3가지 형으로 분류되었고, 임상분리주와는 달랐다(Fig. 1). 

VREFM의 경우 A병원 임상 및 변 검체 분리주의 PFGE 성

상은 모두 11가지 형이었고, 그 중 A, m, q, v, 군은 2-8개의

아형으로 분류되었다. C병원은 20가지 형이었고, 그 중 Y, a, b,

c, j형은 2-4개의 아형이 있었다. S병원은 18가지형이었고, y 및

MIC ( g/mL) and % R of isolates from

Antibioics Clinical specimen (50)

Range MIC50 MIC90 %R

Stool (23)

Range MIC50 MIC90 %R

Chicken (27)

Range MIC50 MIC90 %R

Ampicillin 64->128 >128 >128 100 32->128 >128 >128 100 ≤0.12-64 4 16 19
Erythromycin 64->128 >128 >128 100 128->128 >128 >128 100 0.12->128 128 >128 82
Tetracycline 0.12-64 0.25 32 26 0.25-128 0.5 32 21 128->128 128 >128 100
Levofloxacin 2-128 32 64 96 8-128 16 128 100 0.5-4 4 4 0
Vancomycin 64->128 >128 >128 100 64->128 >128 >128 100 64->128 >128 >128 100
Teicoplanin 16->128 32 128 100 0.5->128 64 128 88 2-128 64 128 96

Table 3. Antibiotic susceptibilities of vancomycin-resistant E. faecium isolated from human and chicken

Abbreviations: MIC, minimum inhibitory concentration; %R, percent
resistant.

Abbreviations: See Table 2.

Human (17)

MIC ( g/mL) and %R of isolates from

Range MIC50 MIC90 %R

Antibiotics Chicken (3)

Range %R

Ampicillin 0.5-4 4 4 0 0.5-1 0
Erythromycin >128- >128 >128 100 16->128 100
Tetracycline 16-64 32 64 100 0.5->128 67
Levofloxacin 16-128 64 128 100 0.5-32 33
Vancomycin >128- >128 >128 100 >128 100
Teicoplanin 64->128 >128 >128 100 32-128 100

Table 2. Antibiotic susceptibilities of vancomycin-resistant E.
faecalis isolated from human and chicken
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형은 2개의 아형이 있었다. 각 병원 분리주의 PFGE의 성상은

달랐고, 2주에서만 동일한 성상(q와 z형)을 보였다. 한편 닭 분리

주에서는 모두 14가지 형이었고 그 중 7가지 형은 2-6개의 아형

이 있었으며, 임상분리주와 동일한 성상을 보인 균주는 없었다

(Fig. 2, Table 4). 

고 찰

1988년 프랑스에서 VRE가 처음 보고된 이후[7], 미국을 포함

한 세계 여러 나라에서 VRE에 의한 감염이 보고되었다. 1993년

도에 미국 Centers for Disease Control and Prevention의 보고

[8]에 의하면 원내감염 장구균 중 VRE의 비율이 1989년 0.3%

에서 1993년 7.9%로 증가하였으며 중환자실 환자에서는 1989년

의 0.4%에서 1993년에는 13.6%로 급증하였음을 보고하였다. 국

내에서는 1992년 vancomycin 내성 E. durans 1주[9]가 처음 보

고되었고, VREFA와 VREFM은 1995년에 처음 보고된 후[11],

1998년부터 급격히 증가하기 시작하여, 2002년 Korean Nation-

wide Surveillance of Antimicrobial Resistance (KONSAR)

조사[12]에 의하면 E. faecium의 29%가 VRE로, 외국에 비해

서도 높았다. 원내 감염 관리에서 VRE에 의한 직접적인 감염 외

에도, VRE의 내성 유전자가 플라스미드를 통해 다른 균종으로

전파가 가능하며[13], 2002년에 미국에서 VRE로부터 vanA 유

전자를 전달받은 MRSA가 보고[14-16]되었다는 점에서 VRE의

전파 경로를 추적하는 것은 매우 중요하다. 

VRE의 급격한 증가는 내성균의 확산과 내성유전자의 전파에

의한 것이다. 2003년 신 등[17]은 국내 한 대학 병원에서 급증한

VRE는 다양한 PFGE 성상을 보여 단일 클론에 의한 확산보다
Abbreviations: A, Ajou university hospital; C, Catholic university hospi-
tal; S, Severance hospital; Ch, chicken.

Type A C S Ch Type A C S Ch

A 4 f 1
B 1 g 1
C (1) h 1
D 1 i 1
E 1 j 2
F 1 k 1
G 2 l 1
H 2 m 2
I 1 n 1
J 2 o (1)
K 1 p 1
L 3 q (8) 1
M 6 r (1)
N 2 s 2
O 1 t 1
P 1 u 1
Q 2 v (3)
R (1) w 1
S 1 x (1)
T 1 y 2
U 1 z 1 (1)
V 1 2
W 1 1
X (1) 1
Y (2) 1
Z (1) 1
a (4) (1)
b (3) 2
c 2 1
d 1 (1)
e 1

Table 4. Summary of PFGE types and subtypes of vancomycin-
resistant E. faecium

Fig. 1. Dendrogram of PFGE band pattern of vancomycin-resistant E. faecalis. A total of 20 strains were analyzed.

No. of isolates from:PFGE
type A C S Chicken

A S11
B A26
C1 S26
C2 S27
D S32
E1 S46
E1 S47
E2 S45
E3 S42
E4 S44
E5 S43
F A33
G A34
H C6
I1 C33
I2 C34
J A31
K1 S41
K2 S16
L S40
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는 다양한 클론에 의한 다발적인 발생임을 보고하였다. 유럽에서

는 가축과 건강인에서도 VRE가 분리되는데[2] 이는 가축 사료

에 첨가된 glycopeptide제인 avoparcin이 선택 압력으로 작용하

여 glycopeptide 내성 장구균의 분리가 증가하고 사람이 가축의

VRE에 직접 감염되거나 가축의 VRE가 사람의 상재 장구균에

VRE 내성 유전자를 전달하는 것으로 알려졌다. 내성균의 역학을

규명하기 위해서는 항균제 감수성 양상, PFGE 성상 및 Tn1546

유전형 조사 등을 이용할 수 있다. 본 연구에서는 VRE의 급격한

증가 원인을 규명하고자 임상검체와 닭에서 분리된 VRE의 항균

제 감수성 양상과 PFGE 성상을 비교하였다.  

본 연구에서 임상 분리 VREFA는 ampicillin에는 모두 감수성

이었으나, tetracycline과 levofloxacin에는 모두 내성이었다. 닭

분리 VREFA는 단지 3주이었으나, tetracycline에는 2주가, lev-

ofloxacin에는 1주 내성이어서 임상 분리주의 내성 양상과는 달랐

다. 임상 분리 VREFM은 ampicillin 및 levofloxain에 대한 내성

률이 각각 100%와 96%로 높았고 tetracycline에 대한 내성률은

26%로 낮은 반면, 닭 분리 VREFM은 ampicllin 및 levofloxain

에 대한 내성률이 각각 19%와 0%로 낮으며 tetracycline에 대한

내성률은 100%로 높아 임상 분리주와 닭 분리주의 내성 양상이

매우 달랐다. Yoshimura 등[18]은 일본의 양계장에서 분리된 장

구균의 내성률 조사에서 E. faecalis 중 ampicillin과 ofloxacin에

내성인 균주는 없었고, erythromycin 및 tetracycline에 대해서

각각 90%와 94%가 내성이었고, E. faecium 중 ofloxacin에 1%

만이 내성이었으며 ampicillin, erythromycin 및 tetracycline에 대

해서 64%, 65% 및 95%가 내성이었다고 보고하였다. Aarestrup

등[19]에 따르면 사람에서 분리된 E. faecalis의 erythromycin과

tetracycline 내성률은 각각 22%와 37%이었고 가금류는 각각

44%와 59%이었다. E. faecium은 erythromycin과 tetracycline

내성률이 임상 분리주에서 각각 20%와 12%이었고 가금류 분리

주에서는 각각 74%와 32%이어서 가금류 분리주의 내성률이 더

욱 높음을 보고하였다. 한편 Chen 등[20]은 가금류에서 분리된

VREFM에서 erythromycin 내성률은 낮으나 tetracycline 내성

률은 높음을 보고하여 가금류 분리주의 항균제 내성 양상이 지역

마다 다름을 알 수 있었다. 

분자역학적 연구를 위한 PFGE 성상은 동일 병원에서 분리된

소수의 VREFA와 VREFM 중에 동일한 양상이었고, 각 병원

분리주의 대부분에서는 유전적인 상관성이 없었으나 소수에서 병

원별로 유전적인 상관성이 있었고 소규모의 집단 발생이 있음을

알 수 있었다. 또한 닭 분리주는 임상 검체에서 분리된 VRE와

는 유전적으로 다르나 닭 분리주 사이에는 상관성이 있음을 알

수 있었다.

최근 Tn1546에서 insertion sequence (IS)를 이용한 VRE 간

의 유전적 상관성에 대한 연구가 보고되고 있다. 삽입되는 IS의 종

류에 따라 지역적인 차이가 있으며 역학 연구에서 유전적인 상관성

을 나타내는 지표로 사용될 수 있다. 허 등[21]은 국내 닭에서 분

리된 VRE의 92%에서 IS가 삽입되지 않은 prototype의 Tn1546

유전자 구조를 갖고 있으나 환자에서 분리된 VRE는 IS1542,

IS1216V 및 IS19 등이 삽입되어 유전적 재조합이 있으며 proto-

type은 없어[22] 사람 분리주와 닭 분리주간에 내성 양상이나 유

전형 분석을 통하여 직접적인 연관성은 없는 것으로 보고하였다.

결론적으로 임상분리주와 닭 분리주는 항균제 내성 양상과 유

전형에서 매우 상이하여 직접적인 연관성은 없는 것으로 판단되

었다. 사람에서 분리된 VRE 역시 유전적으로 다양성을 보여 동

Fig. 2. Dendrogram of PFGE band pattern of VRE. The band dif-
ferences of SmaI-digested genomic DNAs of 100 strains of Van-
comycin-resistant E. faecium and 2 strains of vancomycin-resis-
tant E. faecalis were analyzed using the Dice coefficients and un-
weighted pair group method using arithmetic averages (UPGMA)
clustering method using Molecular analyst fingerprinting software.
Abbreviations: A, Ajou university hospital; C, Catholic university
hospital; S, Severance hospital; Ch, chicken.

A C S Ch

E. faecalis (2 strains)
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일 내성균주의 전파에 의한 감염은 아닌 것으로 생각되어졌으나

각 병원별 분리주의 일부가 같은 군에 속하여 유전적인 상관성을

보였다.

요 약

배경 : 최근 반코마이신 내성 장구균(VRE)의 분리가 많아짐

에 따라 일부 감염증의 치료가 어려워졌다. VRE는 임상검체 외

에도 닭의 변에서 흔히 분리된다. 본 연구에서는 임상 검체와 닭

의 변에서 분리된 VRE의 상관성을 규명하고자 항균제 감수성과

분자역학적 성상을 비교하였다.

방법 : 2001년-2002년에 서울과 경기도 소재 3개 대학병원 환

자의 임상검체와 변에서 분리된 VRE를 각 병원별로 약 30주씩

수집하였다. 또한 지역적으로 떨어진 4개 양계장 닭의 변에서 분

리된 VRE 30주를 수집하였다. 균종 동정은 전통적 방법과 Vitek

GPI (bioMerieux, Marcy l'Etoile, France)를 이용하였고, 항균

제 감수성은 NCCLS 디스크 확산법과 한천 희석법으로 시험하

였다. 또한 VRE의 염색체 DNA를 Sma I으로 절단 후 pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE)하여 그 양상을 분석하였다. 

결과 : 임상 검체에서 분리한 VRE는 90주이었고, 이중 E. fae-

cium (VREFM)은 73주, E. faecalis (VREFA)는 17주이었다.

Ampicillin, levofloxacin 및 tetracycline 내성률은 VREFA가

각각 0%, 100% 및 100%이었고, VREFM은 각각 100%, 96%

및 26%이었다. 반면 닭에서 분리된 VREFM의 내성률은 ampi-

cillin 19%, levofloxacin 0% 및 tetracycline 100%이었다. 임상

분리주의 PFGE형은 다양하였으나, 각 병원의 일부 균주의 양상

은 비슷하여 국소적인 작은 집단 발생이 있었음을 알 수 있었고,

대부분 닭 분리주의 PFGE형은 임상 분리주와는 현저히 달랐다. 

결론 : 임상 검체와 닭에서 분리된 VREFM은 항균제 감수성

양상과 분자역학적 양상이 현저히 달라서 상관성이 없는 것으로

판단되었다.
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