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摘要
dHPLC是广泛用于遗传变异检测的强大技术。本文是第一例将dHPLC应用于细菌β-内酰胺酶基因的快速分型的应用报告。该技术适用于所有产CTX-M型超广谱β-内酰胺酶 (ESBLs) 细菌 DNA 同源群体的基因分型。选用13个定义清晰的blaCTX-M 菌株用于开发和优化dHPLC分型方法。进一步的评价了盲选的62个临床样本。结果显示依赖dHPLC的blaCTX-M分型结果与DNA测序结果完全一致。应用新发展的依赖dHPLC的分型技术，我们在为期4个月的临床调研中成功分型所有的73株blaCTX-M菌株。并且，我们首次在英国报道了由E.coli 产的CTX-M-14 和 CTX-M-1 导致的严重性的临床疾病。我们将这项新的dHPLC检测技术总结为精准，快速和经济的blaCTX-M菌株分型技术，在对新的或不同的blaCTX-M基因型临床指导方面，以及流行病学和监测项目方面具有强大的潜在应用价值。
前言
从医院或社区获得性感染革兰阴性杆菌从而产生超广谱β-内酰胺酶已成为一个世界性的严重问题（4）。产CTX-M型的超广谱β-内酰胺酶 (ESBLs)，不是TEM或SHV的衍生类型，代表一种新的快速增长的ESBLs分子类型A家族（4）。根据氨基酸序列相似性，他们可以分为5个系统进化群体：群体1，2，8，9和25/26。到目前为止，已有50多个产CTX-M型超广谱β-内酰胺酶被定义。(http://www.lahey.org)。在英国，产CTX-M-9产酸克雷伯氏菌的分离在利兹首次报道，产CTX-M-9肺炎克雷伯菌的第一次爆发在Birmingham市中心医院（7）。在2002年底，在英国偏远地区分离到的大量产ESBL大肠杆菌被认为与什罗普郡的疾病暴发有关（3）。有趣的是，分析York人群粪便样品中产CTX-M类型ESBL细菌，呈现大量不同分子亚型，包括CTX-M-9，-14和-15（34）。首例分离到CTX-M-3（群体1），CTX-M-17，-18（群体9），CTX-M-8，-40（群体8）类型的β-内酰胺酶也是最近从英国报道的（3，16，35）。
CTX-M类型ESBLs的多态性和日益增加的流行性表明英国分子流行病的复杂性增加。Whist CTX-M-15 是主导类型，但我们注意到ESBLs基因类型正在增加，例如CTX-M-14（Dr. Li Xu 未发表的观察）。 因此需要一种高通量，低成本的方法来检测CTX-M β-内酰胺酶的特定基因型。 大量分子方法，包括多重PCR已经成功的应用于五种群体所有成员的监测（36，39）。然而不借助完整的DNA测序，精确的定义CTX-M类型β-内酰胺酶基因任然存在争议。目前，测序还是精确识别的唯一办法，虽然具有耗时和昂贵的缺点。
变性高效液性色谱dHPLC是一个相对新的遗传变异检测技术，该技术的应用原理在别的论著中有详细介绍（38）。它已成功的应用于疾病相关基因的突变筛查（13，20），最近几年该技术首次用于细菌鉴别和分子分型，以及随后应用于抗生素抗性基因变异的监测，如对金黄色葡萄球菌, 沙门菌, 鼠疫耶尔森氏菌和淋病奈瑟菌的gyrA和grlA的突变筛查（10，14，17）。识别突变与抗结核药物抗性间的关联分析在基因rpoB，katG，pncA，rpsL 和 embB中都已有报道（9，32）。我们研究的主要目的是确定一个灵敏，快速和高通量的CTX-M类型 ESBLs的         基因分型技术。dHPLC分型技术由三个步骤构成：通过多重PCR分别扩增参照DNA和临床分离DNA，通过对照和待测PCR产物的混合、变性、复性形成异源双链；通过dHPLC分析异源DNA。我们首先利用产CTX-M型ESBLs的标准菌株发展了这项技术，而后利用62个过去已定义的临床样本报对该方法作了评估（39）。最后dHPLC方法被应用于探索不同CTX-M类型ESBLs在我们医院的流行性；一个为期4个月的调研从2005年9月到12月，在英国的Birmingham Heartlands医院展开。
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材料和方法

细菌菌株和抗生素敏感性测试

13个已明确定义的产blaCTX-M 菌株用来作为开发和优化dHPLC分型技术的对照样本（表１）。为了评价方法的有效性，从我们过去研究的样本中挑选了62例产blaCTX-M 阳性分离物（39）。43个属于群体１（40 CTX-M-15 and 3 CTX-M-3），16个属于群体9（10CTX-M-14 and 6 CTX-M-9)），３个CTX-M-26，这些结果是我们前期研究确认的。为了测试dHPLC方法的应用领域，78例产ESBL连续非重复临床分离物在2005 9-12月阶段从社区和医院病人收集的。社区获得的分离样品是前3个月没有住院，以及养老院的居民和门诊病人；医院病人是在医院就诊的48h后鉴定为培养物为阳性，被认为是医院感染的。这些分离物包括58大肠杆菌，15Klebsiella app 和5个E.cloacae。
所有的分离物用BSAC disc diffusion的方法都做了对cefpodoxime敏感性测试（http://www.bsac.org.uk/）。ESBL的表型证实是通过有和没有β-内酰胺酶抑制剂的条件下使用头孢泊肟酯，头孢他啶和头孢匹罗得到的。
多重PCR检测blaCTX-M 基因方法

所有的分离物初始对blaCTX-M 有无的筛选都采用我们过去描述的多重PCR方法（39）除了采用Optimase® proofreading DNA聚合酶（Transgenomic® Inc, Omaha, USA）。四对引物被用来扩增CTX-M 类型ESBLs的开放阅读框，产物大小分别为341bp（类型2），293bp（群体9），255bp（群体1）和207bp（群体25/26）。

dHPLC的异源双链构象分析。

标准样品（已通过测序证实），GZ3(CTX-M-3)，Y19(CTX-M-9)，J1(Toho-1)，ESBL530（CTX-M-25）被分别用来做群体 1, 9, 2 和 25/26 的标准对照样品。PCR产物（5ul）不论是对照样本还是临床分离样本均与等量的标准对照样品扩增产物混合来保证相似高度的峰值（最低为２mV）。混合物在95度加热5min然后以1度/min的速度逐渐降温到25度以使混合物充分形成同源双链和异源双链。
取5-8ul双链DNA样品自动进样到WAVE 4500片段分析系统（Transgenomic® Inc, Omaha, USA）中线性的dHPLC乙腈浓度梯度由缓冲液A（0.1Ｍ三乙胺醋酸盐TEAA）和缓冲液B（0.1Ｍ三乙胺醋酸盐TEAA，25%乙腈ACN）梯度混合而成。进样DNA以1.5ml/min的速度，在特定的缓冲液B浓度下，3.3min后洗脱并在260nm处，UV检测其吸收峰。
梯度条件和异源双链分析的温度可通过配套的Navigator软件（Transgenomic® Inc, Omaha, USA））和Stanford大学dHPLC溶解温度计算程序，根据您想要分析的扩增子序列得到有效的解决。(http://insertion.stanford.edu/melt.html) 结果以色谱峰的形式显示，比较对照，待评价样品和未知的blaCTX-M 类型的色谱峰。
DNA序列分析

四个月调研结果中dHPLC分型结果中的一部分（78个中10个）进一步通过DNA测序进行验证。对应blaCTX-M基因整个开放读码框的PCR片段通过Qiaquick PCR产物纯化试剂盒纯化回收（Qiagen）。100ng PCR产物被用来作为TaqCycle测序的模板使用ABI Prism Big Dye Terminator version 3.0 终结者测序试剂盒。测序反应产物通过ABI PRISM 3700 DNA 分析仪（功能基因组实验室，Birmingham大学）分析。
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结果

发展和优化dHPLC分型技术
对来自4个blaCTX-M 群体，13个标准菌株的PCR扩增子序列进行比对和分析。来自每个群体的标准菌株的PCR片段间的序列多态性结果详见表2。当分析来自4个blaCTX-M 群体，15个序列多态性时，发现8个多态性引起了氨基酸序列的变化，7个产生沉默突变。
为了检测dHPLC是否适合快速筛选或鉴定一个群体中的CTX-M-类型 ESBLs，我们首先在每个群体中选择一个菌株作为参照株，从各自对应群体代表blaCTX-M 基因不同成员的PCR扩增子间形成同源或异源双链。然后比较对照株和参照株之间dHPLC洗脱峰的差异。所有的13个标准对照菌株（包括每组一个参照株），5个来自群体1，3个来自群体9，3个来自群体2还有2个来自群体25/26，用来开发和优化dHPLC基因分型方法。依赖dHPLC的序列变异检测技术依赖于样品（包括异源双链）和参照（包括同源双链）的色谱峰的比较。成功分析同源双链和异源双链的初始温度是通过Navigator软件（Transgenomic®  Inc, Omaha, USA）和斯坦福大学的dHPLC溶解温度计算程序取得，根据被分析序列的溶解曲线特征。软件给blaCTX-M PCR片段的预测温度为63.5℃/62℃, 63.8℃/63.3℃, 63.1℃/62℃ and 64.6℃/62.8℃分别对应于群体1，9，2和25/26。
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Fig.1. Effect of column temperature on sequence variation detection by dHPLC.

dHPLC profiles shown in two panels. Panel A: blaCTX-M-Toho-1(the homoduplexed

reference strain) with a single peak observed at all temperatures between 62oC- 65oC;

Panel B: the heteroduplexed blaCTX-M-2. The single nucleotide substitution

(AGG>AGC) was detected at both 64oC and 65oC as three and two peak profiles respectively.

为了取得检测一个或多个序列变异的合适温度，所有的样品都开始在一个比较广的温度范围内进行分析，即预测最高温和最低温±3℃范围。为了取得分析异源双链最佳的温度，四个群体中的对照菌株在所有待检测温度条件下均以单峰的形式出现。含有序列变异的PCR产物的dHPLC色谱峰都显示一个明显于标准对照菌株不同的峰。dHPLC色谱峰在不同温度下峰形有差异，当分析温度上升时，峰高下降，宽度增加。例如，在blaCTX-M-Toho-1（参照菌株）和群体2中的blaCTX-M-2，一个单核苷酸的替换引起了第275个氨基酸Arg量>Ser（见图1）。与含有blaCTX-M-Toho-1的参照菌株相比，它显示一个同源DNA的单峰(Fig.1A)。Fig.1B描述了一个blaCTX-M-2的dHPLC特征峰（两到三个峰）当融解温度从62℃上升到63-65℃。尽管预测温度是63.1℃/62℃，blaCTX-M-2的最高检测温度可以达到64℃。
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Fig.2. dHPLC genotyping of blaCTX-M genes at different column temperatures.

The single optimal temperature for differentiation of blaCTX-M variants within each of

the group is boxed. The single peak profile of the reference strain (marked with *) for

each group is only shown at the optimal temperature. Fig. 2A: Genotyping group 1

blaCTX-M genes. Fig. 2B: Genotyping group 2 blaCTX-M genes. Fig. 2C: Genotyping

group 9 blaCTX-M genes. Fig. 2D: Genotyping group 25/26 blaCTX-M genes.

能够检测blaCTX-M 扩增子内序列变异的温度条件摸索见表3。能够达到dHPLC分型要求的优化温度从检测blaCTX-M-32 的65℃到检测blaCTX-M-5 的60℃-65℃。图2展示了四个群体所有对应参照菌株在这些优化温度下的色谱峰。对于被分析的blaCTX-M 群体1扩增子，blaCTX-M-12 和-15 都含有碱基替换；blaCTX-M-1 和-32 含有2个和3个错配（表2）。虽然优化温度64℃是不足够检测所有的blaCTX-M 类型，如blaCTX-M-32 就需要在65℃才能显示一个非常清楚地双峰（图2a）.为了取[image: image6.emf]得100%的灵敏性和特异性，在两个温度下（64℃和65℃）分析扩增子是必需的。单个优化温度64℃适合于群体2和群体25/26的分析（图2b和2d）。然而对于群体8，虽然一个温度也能取得差异，但高温67℃也适合（图2c）。
来自群体的blaCTX-M PCR扩增子均可在同一温度条件下分析，三次独立的运行显示dHPLC具有高度的重复性。
临床分离样本的dHPLC评价

为了验证dHPLC分型方法的有效性和灵敏性，总共有62例先前已作过blaCTX-M基因分型的样本被用来作dHPLC的盲筛。样本包括来自群体1，9和25/26的临床分离物。我们还没有群体2的临床分离物。我们的dHPLC方法能够正确的对62个样本分型，并且其中有53例显示与参照样本不同的色谱峰。对于剩余的9例分离物，dHPLC显示与参照株一致的单峰，分别6个对应于blaCTX-M-9，3个对应于blaCTX-M-3。整个dHPLC分型结果于原来的测序结构是100%的一致（39）。
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Fig.3. Overlay of dHPLC signatures to assess reproducibility of characteristic features of CTX-M-15. The top chromatogram is the CTX-M-15 control signature and is compared to signatures from two blaCTX-M-15 producing clinical isolates from the survey.
四个月调研样本的依赖dHPLC的blaCTX-M 基因分型

  在2005年9月份到12月份，在Birmingham公共健康实验室的临床诊断服务中心共收到2562例无重复的Enterobacteriaceae的分离物。共识别了78例产ESBL（3%），包括52例来自医院（4.1%）和26例来自社区（2％）。78例临床分离物的大部分都与尿道感染有关（66例，84%），其中一小部分6例来自唾液（7.8%），3个来自细菌感染，2个是伤口感染和1个是腹水样本。多重PCR筛选到78例中73例有预期的blaCTX-M PCR片段。另外的5个PCR检测阴性样本用bla-SHV PCR进一步筛查，证实也是阳性的。但其中的两例很可能是自由ESBLs的而不是CTX-M或SHV类型。在这73例产blaCTX-M 分离物中，71例属于群体1，2个属于群体9。使用blaCTX-M-3 作为参照菌株，群体1的dHPLC分型在两个柱温下进行（64℃和65℃），64℃下显示70例具有blaCTX-M-15 的洗脱峰（95.8%）1例在两个温度下都显示blaCTX-M-1 特征峰。群体9的两个分离物显示blaCTX-M-14洗脱峰当于blaCTX-M-9 对照相比时（数据未显示）。临床位点，菌种的分布，CTX-M类型的总结见表4。所有70个产blaCTX-M-15 菌株具有相同的特征。图3的例子显示了CTX-M-15对照菌株与临床产blaCTX-M-15分离物色谱峰的一致性。70中的7个（10％）是产类型CTX-M-15 ESBL的，其中blaCTX-M-1 和 -14是经过测序验证的。dHPLC预测的基因型通过测序进一步验证（GeneBank DQ915953，DQ915954和DQ915955）。
讨论

dHPLC能有效分析序列变异，为我们了解这些变异与疾病的相关性提供了有效的分析平台，如肿瘤（21）。它也被认为是突变检测最特异最灵敏（灵敏性和特异性达100%）的检测平台（38）。dHPLC在细菌物种鉴定和抗生素抗性基因的突变筛查方面有有限的报道，但在抗生素抗性变异体的快速分型方面显有报道（10，14）。在本研究中，我们使用dHPLC技术对blaCTX-M 基因变异体的快速分型作了研究。
dHPLC技术一般用于检测DNA序列的点突变通过比较野生型（参照本）和实验样本的色谱峰。目标基因序列的系统进化树分析显示５个特定的群体间具有很有限的序列同源性，每个群体间多达20处突变。不同进化群体间的同源性丢失，排除了利用1个PCR产物做所有群分析的可能。为了适应这个基因的特点，我们
发展了一个多重PCR方法（39）。
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Fig.4. An algorithm for dHPLC genotyping of blaCTX-M producing ESBLs in a

clinical laboratory.

本研究中的dHPLC分型策略可在群体1的分型中看（图４）。当我们把dHPLC应用于高度多态性基因的分型时，如blaCTX-M ，参照样本的选择非常重要。对于群体1的分型，携带blaCTX-M-3 的GZ3被选为参照样本。因为在英国，产blaCTX-M-15分离物占总的医院和社区病人的CTX-M类型的ESBLs 95%以上。blaCTX-M-15与blaCTX-M-3相比含有一处核苷酸替换（A>G 725) ，引起Asp-240-Gly氨基酸变化。这个突变显示能增加对头孢他定的水解能力（5），该突变通过dHPLC能很明显的与blaCTX-M-3区分（图２a）这是值得一提的群体1中的3个样本CTX-M-28, -29和 -33同CTX-M-3又不同，具有单碱基变异（A>G 750）。然而，这三种类型是很稀有的变异体。CTX-M-33和CTX-M-29只在希腊和中国的大肠杆菌菌株中有报道（40）。CTX-M-28只从在法国首次报道以来，只在中国医院出现过。考虑到CTX-M-15是英国群体1的主要类型，它的色谱峰很容易预测blaCTX-M-15的存在。因此，我们相信我们的dHPLC技术在CTX-M类型ESBL爆发时，是足够用来做严格的快速的基因分型，对部分分离物进行测序是必要的为了证实blaCTX-M基因型（图４）。除了对blaCTX-M-15基因型的灵敏测定，突2a也显示了dHPLC技术强大的序列特异性分辨能力，在此，群体1的另外亚型也能通过色谱峰与参照样本分辨开。
就像上面所描述的，影响dHPLC分辨能力的关键因素是柱温。根据我们的实验结果，Navigator软件比dHPLCMelt软件给了一个更接近的预测值，但是没有一个软件能得到分辨四个群体的最佳温度。软件的预测缺陷可能是由于每个扩增子发生在不同位置上多个序列变异引起的。可能也正因为如此，有些变异能在多个温度下检测到而某些只能在一个温度下分析。过去的报道（18）显示比预测最高温度上升两度是必须的。然而在我们的工作中，需要高3度才能使产blaCTX-M群体9样品得到很好的鉴别。对于除群体1外的3个群体，单个温度分析是足够的，群体1需要用两个温度筛选以保证最大的特异性。除了柱温，DNA片段的GC含量，突变的数目和类型，DNA的浓度都会对突变检测的效率（色谱峰的形状，异源峰的高度和数目）产生影响。在本研究中，DNA浓度在分析前已经过归一化处理，但一些小量的变异还是难以避免的出现（其中一个因素导致峰高的差异）。参照样本（突变已知）和临床样本（图3）之间的高度匹配是通过峰高和形状变化识别突变的关键之处。
62例产blaCTX-M盲选已鉴定样本，dHPLC技术能将所有样本正确分型。

本文所描述的序列变异检测方法，对blaCTX-M 200-300bp基因片段分析，能将分离物鉴定出特定的CTX-M基因型。目前精确分型和新酶的识别的金标准为全基因测序，对完整的0.87kb blaCTX-M 基因测序。为了进一步改进特定dHPLC分型技术的特异性来保证能检测到所有的新类型酶，可以采取两种策略。第一种是全基因片段dHPLC分析方法；虽然dHPLC检测大到1.5kb的DNA片段中的突变已有报道（27），blaCTX-M基因的高水平多态性可能导致色谱峰复杂难分析。另外一种方法，采用2个PCR扩增子跨叠整个CTX-M基因，用两个特定的色谱峰来提供一个特定的基因分型指纹图谱。
早在1990s年代，CTX-M-类型的ESBLs基因快速分型就受到了全球公共卫生组织的关注。不同CTX-M-类型的ESBLs的分布随地理位置不同而异。在西班牙，主导基因型为CTX-M-14和-9 (15, 31)，在中国为CTX-M-14 和 3 (40)，在意大利为CTX-M-1 (8)，在日本和阿根廷为CTX-M-2 (30, 33)，在英国则是CTX-M-15，产它的流行病菌株（菌株A）已被识别（37）。
我们为期四个月的调研是一项复杂性，前瞩性的工作，对英国教育医院（1100张病床）产blaCTX-M ESBL所有分离物进行分型。应用新开发的dHPLC分型技术，我们对73例产blaCTX-M ESBL菌株成功分型。我们的分析数据同UK ARMRL 2003年42个中心的分析结果一致，CTX-M-15时英国CTX-M ESBL的主导类型（37）。我们的结果还显示57/58（98%）的产ESBL大肠杆菌具有blaCTX-M基因（表４）。这样高比率的CTX-M类型ESBL可能说明blaCTX-M 对医院和社区的大肠杆菌临床感染特别成功。自从它在2001年第一次被描述（19），CTX-M-15 就在世界范围内快速分布开，包括亚洲，欧洲，南美，非洲和中东（11, 12, 24, 26, 29, 34）更加令人挂虑的是，产CTX-M-15E.coli在某些国家，如意大利，引起了最近报道的爆发，在哪里过去只有CTX-M-1曾被报道（25），在法国和西班牙，医院主要散布的就是过去也未曾报道的CTX-M-15（22，28）。我们的dHPLC技术能够高通量的快速分型，来跟踪CTX-M-15以及其它几个主要的爆发基因型(blaCTX-M-1, -2, ,-3, 9, 12, 13, 14, 26)。从我们研究中得到的dHPLC分型结果证明它具有很强的鉴别能力，因为我们发现英国首例报道临床显著疾病正是由产CTX-M-14和CTX-M-1型E.coli感染引起。既然TEM类型的ESBLs在临床上显有发现了，因此本研究未对它进行筛查。
本文是利用dHPLC技术对β-内酰胺酶基因分型的首次报道，特别是对CTX-M-type ESBLs的分型。这项技术具有很多优点。结果是可信的，PCR产物可以直接通过自动进样器连续进样，而不需要任何费时费事的前处理，如纯化和变性。另外一个主要优势是高通量（3.3min/进样，6h能分析100个样本）成本低（至少比测序低10倍）。它能够应用于大规模临床分离样本的经济分析也可用于不同基因型的临床指导，还可以应用于流行病学和检测项目。使用dHPLC可以用来描述blaCTX-M基因型的全球分布情况，亚族的进化，以及新的突变/插入/缺失，以不同色谱峰图的形式检测出来。
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