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要!为了解乌鸡中鸡杆菌的流行情况及其分离株的遗传进化特点!从河南信阳和南阳的两个乌鸡场采集棉拭

子样品!进行鸡杆菌的分离和荧光定量
891

检测!对分离的菌株进行
891

鉴定&药敏试验和
%.6U123

&
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+8

及
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基因的
891

扩增!随后进行三个管家基因的序列测定分析!利用
Y2364AU

中
Ĝ

E

3B$

E
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程序计算分离株之间

的相似性!利用
?̂K3\'&

构建进化树进行遗传进化分析'结果显示$
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只乌鸡中
%.

只为鸭源鸡杆菌阳性!阳性

率为
:0':]

(分离的
)

株鸡杆菌经鉴定均为鸭源鸡杆菌(

)

株鸭源鸡杆菌均为多重耐药菌株!只对头孢曲松&头孢

噻肟&阿米卡星和妥布霉素等药物具有一定的敏感性(分离株与鸭源鸡杆菌的参考菌株相似性分别为
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#(在
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基因进化树中分离的
)

株鸭

源鸡杆菌与参考鸭源鸡杆菌位于同一分支!在
'

F

+8

基因进化树中
K39%/*

分离株与多杀性巴氏杆菌位于同一分

支中!与其他鸭源鸡杆菌不在同一分支中!
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基因进化树中!
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与鸡杆菌基因种
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在一个小的分支'结果

表明$乌鸡中有鸭源鸡杆菌存在!并具有较高的检出率(从乌鸡中分离到
)

株鸭源鸡杆菌!这些菌株多重耐药现象

严重(分离的部分鸭源鸡杆菌在
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和
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基因位点具有明显的遗传进化差异'
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E

!<G$

!

ZSLA!

E

G

"

A&)$)J)(G&'/(#

6

+

1

!)(2$3A0/L$)5'

6

$)5@"+)+2

6

!

*,&)

7

M,+0)\&&).

!

4,()$

#

*<3.=16.

$

5-#U"GU4#M-"GU,4A-"4DGG

R

$"G@$F,$4MA4$#-#=E$33(L$"#&'(02$-,$BX

;

A-"4DG

E

G-G4$F

GV#BM4$#-FDAUAF4GU$,4$F,#=$,#BA4G,

!

,A@

R

BG,<GUGF#BBGF4G"=#U4DG$,#BA4$#-#=E$33(L$"#&'(02

$)$#(/A-"

W

!891$"G-4$=$FA4$#-=U#@4<#,$BX

;

=AU@,$-T$-

;

A-

E

A-"2A-

;

A-

E

!

JG-A-

R

U#V$-FG

!

4DG-$,#BA4G,<GUG"G4GF4G"C

;

E$33(L$"#&'(02,

R

GF$=$F891=#BB#<G"C

;

"UM

E

,M,FG

R

4$C$B$4

;

4G,4

!

A-"4DG891A@

R

B$=$FA4$#-A-",G

W

MG-F$-

E

#=4DG%.6U123

!

'

F

+8A-"

76

'8

E

G-G,'Q$-ABB

;

!

4DG

Ĝ
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鸭源鸡杆菌是鸡杆菌属的代表种!是鸡上呼吸

道和下生殖道的一种常在菌!具有条件致病性!是鸡

输卵管炎和腹膜炎的重要致病因子)
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'资料显示国

内外鸡群中鸡杆菌流行广泛!
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年王川庆等)
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*首

次对河南地区进行鸭源鸡杆菌感染情况调查!结果

显示鸡场普遍存在鸭源鸡杆菌的感染!随后陆续见

到山东&山西&四川&河北和湖北等地区鸡群中鸭源

鸡杆菌感染的报道)

0!:
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!

0&%)

年杨晓林等)
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*从四川

鸽 场 中 分 离 出 鸡 杆 菌 基 因 种
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等)
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*报道德国鸡群中有鸡杆菌的流行!
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;

等)
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*报道埃及的鸡群中也有鸭源鸡杆菌

的流行'鸭源鸡杆菌的易感禽类包括鸡&鸭&鹅&鹌

鹑&火鸡和鸽等)
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'

乌鸡作为我国的一种特有珍禽!以其高营养

价值闻名天下!在我国禽类养殖中占有特殊的地

位!截至目前国内还未见到乌鸡中鸡杆菌流行情

况的报道'因此!了解乌鸡中鸡杆菌的流行情况&

流行种类及生物学特性!对乌鸡的健康养殖具有

重要意义'
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基因进化速度缓慢!保守性强!是细

菌分类的黄金标准'
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基因编码
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促旋酶

Z

亚基!进化速度较
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快&碱基替换率高!

在
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复制等功能起重要作用)
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一个单一拷贝的管家基因!是
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组成部分'
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基因和
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基因也可以作为一

种分析方法!辅助进行
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基因的系统发育

分析)
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取
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三个基因位点对分离

的鸭源鸡杆菌进行遗传进化和耐药性分析'
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生物技术有限责任公司(

PTP5Y
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*的方法设计
76

'8

基因的
891
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*的方法设
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引物一致!作为内参'委托

上海生工合成上述引物及探针!序列详见表
%

'

#A'

!

样品采集

从河南省信阳和南阳的两个乌鸡场随机采样!

每只乌鸡采集上腭裂和泄殖腔棉拭子各一份!南阳

地区的乌鸡场采集
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只!信阳地区的乌鸡场采集
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结束时进行荧光检测!

检测结果
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值小于
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判定为阳性'
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分离株的管家基因
FI(

扩增和测序

参考皇甫和平等)
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基因!参考
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*的方法扩增
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基因!
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产物纯化后!提交上海生工测序'
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分离菌株的药敏试验

参照美国临床和实验室标准协会"

9O65
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)

株鸭源鸡杆菌进行药敏试验'
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遗传进化树的构建及相似性分析

以多杀性巴氏杆菌为外群!将分离株与鸡杆

菌属其他种进行比较分析!菌株信息见表
0

!利用

Y2364AU

软件中的
Ĝ

E

3B$

E

-

程序计算种间相似

性!再利用
^?K3\'&

构建进化树"

2b

建树法!

%&&&

个重复#!对于遗传差异显著的基因!推导出氨

基酸序列后!利用
Y2364AU

和在线软件"

D44

R

$%%

<<<'GH

R

A,

;

'FD

#进行氨基酸序列的比较分析'

*\)0
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表
!

!

鸡杆菌菌株信息

D1<;5!

!

2/E7=:1.-7/7ED4AA)E45>(7)B93.=1-/3

菌株

64UA$-

种

6

R

G$FG,

登陆号

3FFG,,$#-

基因

KG-G

分离地

6G

R

AUA4$#-#=

R

BAFG,

K39&%:

鸭源鸡杆菌
^J*/*%(\

^J)0*().

^J)0*()0

%.6U123

'

F

+8

76

'8

河南信阳

K39&%(

鸭源鸡杆菌
^J*/*%(.

^J)0*():

^J)0*()*

%.6U123

'

F

+8

76

'8

河南信阳

K39&0%

鸭源鸡杆菌
^J*/*%(:

^J)0*()(

^J)0*())

%.6U123

'

F

+8

76

'8

河南南阳

K39%/*

鸭源鸡杆菌
^J*/*%((

^J)0*()/

^J)0*()\

%.6U123

'

F

+8

76

'8

河南南阳

99̂ \/:.

鸭源鸡杆菌
J_.0/().'% '

F

+8

丹麦

LM!bI!NI!L_!\!6OK

鸭源鸡杆菌
K_).)//%'% '

F

+8

河南郑州

%//(:

%

0

输卵管炎鸡杆菌
?S)0)&%/'% '

F

+8

瑞士

Q0/0

虎皮鹦鹉鸡杆菌
?S)0)&&('% '

F

+8

瑞士

Z:

%

//

%

%

海藻糖发酵鸡杆菌
?S)0)&%*'% '

F

+8

瑞士

99̂ \/:)

鸡杆菌基因种
% 3L*%)&**'% '

F

+8

瑞士

\/

%

6*

%

(/

鸡杆菌基因种
* ?S)0)&%:'% '

F

+8

瑞士

*̀0*

巴氏杆菌
3L.(*\&%'% '

F

+8

丹麦

LM!bI!NI!L_!\!6OK

鸭源鸡杆菌
b2(0()./'% %.6U123

河南郑州

Q%)/

鸭源鸡杆菌
21&*.(:&'% %.6U123

丹麦

Q0/0

虎皮鹦鹉鸡杆菌
?S)0*//&'% %.6U123

瑞士

Z:

%

//

%

%

海藻糖发酵鸡杆菌
?S)0*//\'% %.6U123

瑞士

99̂ \/:\

鸡杆菌基因种
% 3Q00(&%.'% %.6U123

丹麦

99̂ \/:.

鸡杆菌基因种
0 3Q00(&%:'% %.6U123

丹麦

\/

%

6*

%

(/

鸡杆菌基因种
* ?S)0*///'% %.6U123

瑞士

99SK%:/:.

巴氏杆菌
21&)%(&/'% %.6U123

美国

LM!bI!NI!L_!\!6OK

鸭源鸡杆菌
b2(0():('%

76

'8

河南郑州

K3Q).\

鸭源鸡杆菌
b_.)(%/)'%

76

'8

美国

99SK0*%*/

鸡杆菌基因种
% 3L0\(0.:'%

76

'8

丹麦

8@0\

多杀性巴氏杆菌
` %̂%%*.%'%

76

'8

吉林长春

!

!

结
!

果

!A#

!

鸡杆菌的分离鉴定

共分离到
)

株疑似菌株!菌株在血平板培养基

上生长良好!菌落呈圆形&隆起&透明&边缘整齐的形

态!

$

溶血"图
%

#'油镜下细菌为革兰阴性菌!呈短

杆状&单个或成对存在'

OZ

肉汤均变浑浊!有的管

底可见絮状沉淀'

)

株疑似菌株经鸡杆菌
891

扩

增!均扩增到预期的
*

条
Y23

条带"

%&*&

&

:/&

和

\.&C

R

#!表明均为鸡杆菌!见图
0

'

)\)0
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期 皇甫和平等$河南部分地区乌鸡群鸭源鸡杆菌的分离鉴定及系统发育分析

图
#

!

鸡杆菌分离菌株血平板生长状态

C-

0

A#

!

H;77,

T

;1.5

0

=7@.93.1.57E-37;1.5,D4AA)E45>(7)B9

3.=1-/3

^'YO0&&&Y23

相对分子质量标准(

Z'

空白对照(

8'

阳性

对照(

%'K39&%:

(

0'K39&%(

(

*'K39&0%

(

)'K39%/*

^'YO0&&&Y23 @AUXGU

(

Z'ZBA-XF#-4U#B

(

8'8#,$4$VG

F#-4U#B

(

%'K39&%:

(

0'K39&%(

(

*'K39&0%

(

)'K39%/*

图
!

!

鸡杆菌特异性
FI(

鉴定

C-

0

A!

!

D4AA)E45>(7)B93

T

56-E-6FI(

!A!

!

棉拭子样品的
Y

BFI(

检测

))

份棉拭子样品中共检出
0*

个阳性样本!鸭

源鸡杆菌阳性乌鸡
%.

只!检出率达
:0':]

"

%.

%

00

#!

W

!891

检测结果见图
*

'

Z'

空白对照和阴性样品(

8'

阳性对照(

%'

阳性样品

Z'ZBA-XF#-4U#BA-"-G

E

A4$VG,A@

R

BG,

(

8'8#,$4$VGF#-4U#B

(

%'8#,$4$VG,A@

R

BG,

图
'

!

棉拭子样品
Y

BFI(

检测结果

C-

0

A'

!

Y

BFI(.53.=53R;.37E67..7/3@1<31:

T

;53

!A'

!

分离株的
FI(

扩增

三个管家基因
891

均扩增到了预期的目的片

段!

%.6U123

基因
%.&&C

R

!

'

F

+8

基因
\.&C

R

!

76

'8

基因
\.%C

R

!电泳结果如图
)

所示'

A

&

C

和
F

分别为
%.6U123

&

'

F

+8

和
76

'8

基因的电泳结果'

^'YO0&&&Y23

相对分子质量标准(

Z'

空白对照(

8'

阳性对

照(

%'K39&%:

(

0'K39&%(

(

*'K39&0%

(

)'K39%/*

'条带中有标记的代表强阳性

A

!

CA-"F<GUGGBGF4U#

R

D#UG4$FUG,MB4,#=%.6U123

!

'

F

+8A-"

76

'8

E

G-G,'^'YO0&&&Y23@AUXGU

(

Z'ZBA-XF#-4U#B

(

8'8#,$4$VGF#-4U#B

(

%'K39&%:

(

0'K39&%(

(

*'K39&0%

(

)'K39%/*'7DG4A

EE

G"CA-",UG

R

UG,G-4,4U#-

ER

#,$4$VG

图
%

!

鸡杆菌分离株
'

个基因的
FI(

产物检测

C-

0

A%

!

45.56.-7/7EFI(

T

=7,R6.37E.9=55

0

5/537ED4AA)E45>(7)B9-37;1.53

!A%

!

分离株的药敏试验

药敏试验结果见表
*

!由表可知
)

株鸭源鸡杆

菌均为多重耐药菌株!耐药数量别为
/

&

:

&

%%

和
%%

!

有
*

种耐药谱$

3 8̂!9!958!PQT!O?a!6T7!7?!

97T!Y3

&

3 8̂!9!958!PQT!6T7!7?!Y3

&

3 8̂!9!

958!PQT!O?a!6T7!7?!92!7PZ!3̀ !Y3

'分离菌

株对头孢曲松&头孢噻肟&阿米卡星和妥布霉素等药

物敏感'

!AK

!

分离株的遗传进化及相似性分析

以多杀性巴氏杆菌为外群!建立遗传进化树!结

果见图
\

'除
K39%/*

在
'

F

+8

基因位点与多杀性巴

氏杆菌位于同一分支&

K39&%:

在
76

'8

基因位点与

鸡杆菌基因种
%

在一个小的分支之外!

)

株细菌在三

个进化树中均与鸭源鸡杆菌参考株在同一分支'

\\)0
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表
'

!

药敏试验结果

D1<;5'

!

4=R

0

35/3-.-S-.

?

.53.=53R;.3

药物名称

YUM

E

-A@G

K39&%: K39&%( K39&0% K39%/*

氨苄西林
3 8̂ 1 1 1 1

环丙沙星
958 1 1 1 1

复方新诺明
6T7 1 1 1 1

克林霉素
Y3 1 1 1 1

庆大霉素
92 6 6 1 1

左氧氟沙星
O?a 1 5 1 1

头孢曲松
91P 5 6 5 5

氯霉素
9 1 1 1 1

头孢噻肟
97T 1 6 5 5

阿米卡星
3̀ 6 6 1 1

妥布霉素
7PZ 6 6 1 1

氧氟沙星
PQT 1 1 1 1

四环素
7? 1 1 1 1

6'

高度敏感(

5'

中度敏感(

1'

耐药

6'J$

E

DB

;

,G-,$4$VG

(

5' #̂"GUA4GB

;

,G-,$4$VG

(

1'1G,$,4A-4

*

个管家基因相似性分析结果"表
)

#显示$分离

株与参考鸭源鸡杆菌
%.6U123

基因相似性在

//'%]

#

//'(]

之间&

'

F

+8

基因相似性在
(\')]

#

//'.]

之间&

76

'8

基因相似性在
/0':]

#

//'(]

之间'分离株与鸡杆菌基因种
%

型
%.6U123

基因

相似性在
/.'*]

#

/:'&]

之间&

'

F

+8

基因相似性

在
(*'(]

#

/0':]

之间&

76

'8

基因相似性在

(/'&]

#

/.'%]

之间'将
'

F

+8

基因序列推导为氨

基酸序列!进行氨基酸序列分析!发现
K39%/*

分

离株的
1

R

#Z

氨基酸序列有
%&

处氨基酸的替换!替

换后其稳定性参数由
)&')0

升高为
)\'.)

!不稳定

性升高(同时对氨基酸序列进行相似性分析!

K39%/*

分离株的氨基酸序列与巴氏杆菌相似性为

/\'.]

!与其他鸭源鸡杆菌的相似性为
/*':]

'

'

!

讨
!

论

作为一种条件性致病菌!鸭源鸡杆菌的致病性

和致病机制正逐渐被人们揭示!

Ù$,4G-,G-

等)

0*

*报

道了鸭源鸡杆菌的
K4H3

毒素!该毒素具有细胞毒

性和溶血活性(张秀平等)

0)

*用鸭源鸡杆菌感染原代

输卵管上皮细胞!感染的上皮细胞分泌的促炎细胞

因子明显增多!能够造成输卵管上皮细胞的损伤(此

外!鸭源鸡杆菌的外膜囊泡&菌毛和金属蛋白酶等毒

力因子也见诸报道)

0\!0(

*

'因此!鸭源鸡杆菌感染导

致的相关疾病也应引起人们重视'

本研究通过细菌分离&显微镜镜检&

W

!891

及

管家基因序列分析等方法证实乌鸡中有鸭源鸡杆菌

存在!具有较高的检出率"

:0':]

#!并分离到了
)

株

鸭源鸡杆菌'乌鸡中较高的鸭源鸡杆菌检出率与蛋

鸡中鸭源鸡杆菌的流行情况一致)

%!0

*

!提醒人们也要

关注乌鸡中鸭源鸡杆菌感染引起的相应疾病问题'

00

只乌鸡中鸭源鸡杆菌的检出率为
:0':]

!而只分

离到
)

株鸭源鸡杆菌!鸡杆菌的低分离率与细菌的

分离方法有关!鸭源鸡杆菌处于一个弱势菌群!分离

时难免有大肠杆菌等优势菌群与之相竞争!导致鸡

杆菌的分离率较低'

基于
%.6U123

基因的相似性和进化树分析显

示!

)

株分离株与其他鸭源鸡杆菌参考株的相似性

在
//'%]

#

//'(]

之间!大于
/:]

!并且归在同一

个分支中!证明了
)

株分离菌株均为鸭源鸡杆

菌)

0/

*

'

'

F

+8

基因进化树中
K39&%:

&

K39&%(

和

K39&0%

与鸭源鸡杆菌参考菌株归在一个分支!而

K39%/*

分离株与巴氏杆菌位于同一分支!经同源

性分析发现$

K39%/*

菌株与其他鸭源鸡杆菌相似

性在
(\'0]

#

(.'&]

!而与外群巴氏杆菌相似性为

(.'/]

!其氨基酸序列与巴氏杆菌相似性为
/\'.]

!

与其他鸭源鸡杆菌的相似性为
/*':]

!对该菌株的

'

F

+8

基因序列的比对分析发现其发生了大范围的

突变!

K39%/*

分离株
'

F

+8

基因编码氨基酸序列

有
%&

处氨基酸的替换!替换后的
1

R

#Z

不稳定性升

高'但该基因突变究竟为适应乌鸡品种适应性改变

还是药物压力选择等!以及其突变后相应功能是否

发生改变均需要进一步深入的研究'

76

'8

基因进

化树显示$

K39&%:

分离株与其他鸭源鸡杆菌不在

同一分支中!同源性分析显示$

K39&%:

分离株

76

'8

基因序列与鸡杆菌基因种
%

型的相似性最高!

为该基因的部分碱基的替换导致'上述研究结果表

明乌鸡中分离的部分鸭源鸡杆菌在
'

F

+8

和
76

'8

基

因具有明显的遗传进化差异!也验证了
%.6U123

基

因保守性明显高于
'

F

+8

和
76

'8

基因)

*&!*%

*

'

鸡杆菌属目前包括鸭源鸡杆菌&输卵管炎鸡杆

菌&虎皮鹦鹉鸡杆菌&海藻糖发酵鸡杆菌以及三个基

因种"

EN

7

&)+2+/

F

N%

&

0

&

*

#

)

*0!**

*

!该属中部分鸭源

鸡杆菌&鸡杆菌基因种
%

和鸡杆菌基因种
0

具有溶

血活性'本次研究从乌鸡中仅分离到溶血表型的鸭

源鸡杆菌!这与本研究中使用的细菌分离方法有一

.\)0
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期 皇甫和平等$河南部分地区乌鸡群鸭源鸡杆菌的分离鉴定及系统发育分析

图
K

!

鸡杆菌分离株与参考株基于
'

个基因的遗传进化树

C-

0

AK

!

F9

?

;7

0

5/5.-6.=553<135,7/.9=55

0

5/537ED4AA)E45>(7)B9-37;1.531/,=5E5=5/653.=1-/3

定关系!具体乌鸡中是否存在其他鸡杆菌种!需要进

一步深入研究'

药敏试验结果显示!乌鸡分离的
)

株鸭源鸡杆

菌产生了
*

种耐药谱!耐药数量最少的有
:

种!该结

果与郭伦涛)

*)

*

&高冬生)

*\

*的研究结果一致!说明鸭

源鸡杆菌分离株严重的耐药性(分离株的耐药性与

不同的地理来源有一定关系!信阳分离的两株细菌

耐药数量较少!且对庆大霉素&阿米卡星&妥布霉素

三种药物敏感!而南阳分离的两株鸡杆菌耐药数量

较多!且耐药谱一致!对庆大霉素&阿米卡星&妥布霉

素药物出现耐药现象'鸭源鸡杆菌严重的多重耐药

性已经引起人们的重视!彭志锋等)

*.

*的研究表明鸭

源鸡杆菌
%

类整合子与其多重耐药有一定关联!但

并不能完全揭示该菌的多重耐药机制!因此仍需进一

:\)0
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相似性分析结果

D1<;5%

!

*/1;

?

3-37E3-:-;1=-.

?

]

种

6

R

GF$G,

%.6U123

基因

%.6U123

E

G-G

'

F

+8

基因

'

F

+8

E

G-G

76

'8

基因

76

'8

E

G-G

鸭源鸡杆菌
E$33(L$"#&'(02$)$#(/ //'%

#

//'( (\')

#

//'. /0':

#

//'(

输卵管炎鸡杆菌
E$33(L$"#&'(02/$3

F

()

7

(#(5(/ /0'.

#

/0'/ ()')
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