出席第七屆微生物流病標誌國際會議報告

前言

第七屆微生物流病標誌國際會議(The International Meeting on Microbial Epidemiological Markers, IMMEM7)，今年由美國微生物學會(American Society for Microbiology)接手負責，首度在北美地區舉行，會議時間在5月11-14日，正是加拿大維多利亞(Victoria, British Columbia, Canada)的美麗的春天，氣候溫和宜人，鳥語花香。Victoria是加拿大觀光聖地，每年湧入大量觀光客，當地居民經常面對許多陌生人，該地居不像一般和善的加拿大人，不會碰到人就主動打招呼，食物不但難吃又昂貴，但街道非常乾淨，空氣清淨新鮮，住宅區到處是草坪花園，是開會好地點。

本次會議有近300位來自世界各地分子微生物學界的同好與會；出席人數最多的除了地主加拿大外，以美國和歐洲學者最多，台灣另有長庚醫院的邱政洵和蘇玲慧，台北榮總的詹博士出席。出席成員中，以從事微生物分子流行病學的人居多，特別是和食因性病原實驗室分子分型即時監測網—PulseNet有關的人最多；今年發表之口題論文和壁報論文主題仍以細菌為主，病毒和真菌相關的論文相當少。討論主題包括1)基因體學和分子流行病學，2)性傳染病分子流行病學，3)醫療單位與社區感染流行病學，4)食因性與腹瀉疾病，5)病毒分子流行病學，6)分子流病新技術，7)追蹤基因、噬菌體和插入組(integrons)，8)肺炎雙球菌與其它鏈球菌，9) PulseNet邁向全球。本報告將紀錄這次國際會議所討論之重點和個人感想與建議。

會議重點

分子分型技術PFGE (pulsed-field gel electrophoresis)和MLST (multilocus sequence typing)之爭議：5月11日開幕，大會即安排來自德國Max-Planck-Institute for Infection的Dr. Mark Achtman和加拿大Mt. Sinai Hospital的Dr. Allison McGeer演講。Dr. Achtman演講主題在探討應用MLST方法分析E. coli族群和Salmonella血清型相關性上的結果；Dr. Achtman從事生物演化學方面的研究，覺得目前非常熱門的PFGE技術，是沒有什麼用的技術，MLST技術是分析族群關係(clonal relationship)最有用的方法。Dr. McGeer的觀點和Dr. Achtman完全不同，Dr. McGeer在加拿大SARS風爆中，曾投入很大的心力，貢獻卓著；她站在一個醫院管理疾病的立場，對探討幾十年前或甚至是幾千年前病原發生演變的技術，完全沒有興趣；她認為能解決醫院感染問題的技術才是有用的技術；她認為分子生物技術在解決1)醫院內菌株污染的問題，2)爆發流行事件的調查，3)了解流行地區之危險因子，4)病人管理上，已証明相當有用。

目前學界對PFGE和MLST價值，有相當大的分歧觀點；PFGE是美國疾病管制中心所建立之PulseNet監測網所使用的分子分型技術，因為分型效力高，分析的結果和流行病學資料相當能夠吻合，隨著PulseNet監測網的推廣到全世界，PFGE技術也廣被採用；使用PFGE著眼點在”疾病的即時監測”，但PFGE的高分型效力，在探討病原長時間的演化問題上，反而因菌株之PFGE圖譜變化太快，無從辨識彼此長期間變異後之面貌。相對的，MLST決定7對housekeeping genes的序列，因為DNA序列的變化較慢，所以反而可追蹤串聯病原長時間的傳播流行(例如跨國/洲之流行)，例如Streptococcus pneumoniae的抗藥菌株、Neisseria meningitidis、methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)、vancomycin-resistant enterococci (VRE)在全球各地散佈流行的探討，MLST比PFGE有用。所以，兩種技術應用領域是不同的，即PFGE適合被防疫機關(或醫療院所)採用在細菌疾病的監測、爆發流行事件調查；MLST適合應用於細菌病原演化的探討，過去細菌病原的變異，和傳染病在全球各地區散佈的過程。

細菌分子分型技術之發展進展：在許多主要細菌種類之基因體被陸續完成定序之後基因體時代，細菌分子分型技術之發展已進入成熟期，本次會議已少有新的分子分型技術和觀念被發表。PFGE、MLVA與MLST技術，和這些技術的應用，是本次會議討論的重點；PFGE是細菌性傳染病即時監測之黃金標準，唯PFGE產生的是圖譜資料，圖譜比對不易，在操作步驟上需遵守嚴格的標準化作業規範，且PFGE分析相當耗時費力，不易自動化；所以，發展可取代PFGE的新分型法，是此領域的科學家近年來最主要的發展課題。在眾多被提出之新方法中，MLVA (multilocus variable-number tandem repeat analysis)是最有潛力的方法，此方法類似人類親子鑑定的方法，結果是數字化的資料，跨實驗室間比對容易。去年在美國San Diego舉行之8th PulseNet Update Meeting上，即發表了三篇MLVA在Listeria moncytogenesis、Salmonella Typhimurium、S.Enteritidis之應用成效評估；MLVA分型效力在S.Enteritidis的分析上高於PFGE，原因是S.Enteritidis的PFGE基因型相當均質化(homogenous)，MLVA可進一步分析這些PFGE無法區分之菌株；MLVA在其它兩種菌種之分型效力和PFGE相當，加上MLVA產生數位化資料，且可自動化，能快速分析大量菌株之優點，未來在某些細菌的分子分型上會取代PFGE；在應用上，一套MLVA分型法只能應用在某特定菌種(species)或甚至是特定血清型(serotype)，一套PFGE分型法則可應用在菌屬(genus)範圍，加上許多菌株缺足夠的VNTR，不可能發展出MLVA方法，且MLVA設備與試劑昂貴，未來10年內MLVA不可能完全取代PFGE，成為PulseNet全球監測網之第一標準分型法，但在一些PFGE基因型相當均質化的菌種，MLVA將被PulseNet監測網列為PFGE”輔助”的方法。

全球最關注之細菌病原與問題：分析這次發表之口題與壁報論文，可發現最受關注和討論的細菌病原與問題，包括1)Neisseria gonorrhoeae抗藥菌株的出現與全球傳播流行，2)MRSA (methicillin-resistant Staph. aureus)地區與全球傳播流行，3)Str. pneumoniae抗藥菌株全球傳播流行的問題，4)VRE (vancomycin-resistant enterococci)抗藥菌株地區與全球傳播流行，5) Salmonella為主之食因性細菌病原污染與食品全球販售，6)Mycobacterium tuberculosis菌株(特別是West Beijing株)全球傳播流行。除了M. tuberculosis與N. gonorrhoeae外，被世界各國關注的病原，在台灣皆非”法定傳染病”。這些病原皆已有或正在建立中的全球監測網；台灣目前只在Salmonella建立了參考實驗室和PulseNet Taiwan監測系統；以三分局實驗室所建立之PulseNet Taiwan為基礎，台灣要建立MRSA、VRE等監測網，是人力和經費的問題而已。

PulseNet邁入國際：會議最後一天節目，安排世界各地PulseNet組織的介紹，有PulseNet USA、PulseNet Canada、PulseNet Asia Pacific、PulseNet Europe、PulseNet Latin America等國家/區域；美國疾病管制中心是PulseNet的建造者，和加拿大很早即有良好合作關係，PulseNet USA和PulseNet Canada的運作成效非常好；在PulseNet計畫主持人Dr. Swaminathan努力推動下，PulseNet朝向國際化發展，歐洲、亞太地區和拉丁美洲的PulseNet區域性組織相繼成立，其中PulseNet Europe在歐盟架構下，獲得經費支持，且因歐洲各國科技水準高，各類傳染病監測系統完善，食品/獸醫等病原監測基礎深厚，可預見成功之日；PulseNet Latin America也有泛美等國際性組織的支持，前景也比亞太地區樂觀；亞太地區各國之公共衛生體系、科技水平、經濟水準、文化、政治矛盾皆相當大，發展不易；亞太地區以台灣、香港、日本、紐西蘭對發展區域性的PulseNet組織最積極，也最具實力，應可先建立合作關係。PulseNet將成為第一個全球性的「食因性細菌病原實驗室分子分型即時監測網」，是世界各國合作進行傳染病監測網之典範。台灣是PulseNet Asia Pacific的成員與執委，但目前召集人是香港的甘啟文博士，此人具有強烈政治意織，曾在PulseNet Asia Pacific籌備會議推舉執委時，刻意排除台灣，對台灣相當不友善，且在我國名稱上經常動手腳；甘博士一直希望PulseNet Asia Pacific在APEC架構下運作，但我國在APEC的名稱是Chinese Taipei (中國人的台北)，故在APEC架構下，我國勢必要使用Chinese Taipei這個名稱，對我會相當不利，必需極力避免。

加拿大Clostridium difficile爆發流行之真相報告：2003年3月加拿大Quebec省12家醫院爆發C. difficile院內感染流行事件，對長期臥床並長期服用抗生素的病人，經常發生C. difficile感染所引發的腹瀉，嚴重者甚至導致死亡。針對這些C. difficile引發之爆發流行事件，加拿大研究人員進行疫情調查與菌株基因分析，結果顯示該調查期間，共有1719例院內感染C. difficile病例，住院病人發病率為22.5例/1000人，crude與attributable mortality rates分別為23.9%與6.9%。33 (1.9%)病例進行部份直腸切除，110 (6.4%)病例住進加護病房。在156株進行基因分析之菌株中，有130 (83%)株為同一PFGE型別，133株(85%)具A/B毒素基因且tcdC抑制調控基有缺損。研究指出，12家醫院之C. difficile爆發流行事件，應由一株具有A/B毒素基因且tcdC抑制調控基有缺損之菌株所引發。tcdC抑制調控基因的缺損，導致A/B毒素基因表現不受到抑制，細菌產生大量毒素，而引發嚴重腹瀉症狀。

感想與建議

公共衛生實驗室之角色定位：探討病原分型技術和分型技術在傳染病監測與流行病學的應用，是本次會議的主軸。公共衛生實驗室(public health laboratory)之角色與臨床實驗室(clinical laboratory)的角色相當不同；公共衛生實驗室基本功能，有1)防疫檢驗：目的在配合公衛防疫之需求，非為了個人醫療之需求，2)參考實驗室：建立各種病原的國家實驗室，收集菌株與研發/使用各種先進檢驗技術，為具權威性的病原最後確認單位；3)傳染病監測：實驗室具有分析確認疫情之能力，以實驗室為基礎之疾病監測系統(laboratory-based surveillance system)，是最有防疫價值的系統，特別是在分子生物技術已高度發展的時代。本局一直將實驗室定位為臨床實驗室的角色，過度強調檢驗業務，對公共衛生實驗室最應該投注的”參考實驗室”和”實驗室監測系統”反而被忽視，致我國公共衛生實驗室失去方向，功能急劇萎縮。對照英國的公共衛生機構—HPA (Health Protection Agent)，幾乎是以實驗室為基礎，架構各式監測系統。事實上，若各種參考實驗室水準夠高，檢驗不但不是問題，且會擁有令人信服之權威性。

法定傳染病與非法定傳染病之觀念問題：本次大會最受關注的細菌病原中，除了M. tuberculosis和N. gonorrhoriae外，Str. pneumoniae、MRSA、VRE、nontyphoid Salmonella，在台灣皆不屬於法定傳染病。基本上，台灣法定傳染病的認定，包含許多歷史因素，並不完全根據疾病的流行程度與嚴重性，例如霍亂過去是非常嚴重的流行病，但以現在的公共衛生條件、醫療水準與對病原的了解，霍亂已不再構成威脅，反而因生活環境的變遷、人類平均年齡增長與病原的變異等等因素，過去不構成問題的病原，現在反而成為人類生命健康的嚴重威脅。在本局仍有人存有法定傳染病才重要的觀念，忽視或阻止研究其它非法定傳染病，在疾病管制局成立前，各防疫機關組織條例皆明文規定其職責範圍只有法定傳染病，1998年腸病毒大流行，因腸病毒為非法定傳染病，沒有一個防疫機關需負權責；因腸病毒流行而整合所有防疫機關成立之疾病管制局，組織條例規定”所有疫病”皆屬疾管局之職責範圍，故現在為非法定傳染病項目，可能在那一天造成大流行，成為嚴重民生問題，再衍生成為政治問題。在這次國際會議，可了解世界上主要國家，所認定之現在與未來的嚴重傳染病項目，和我國之法定傳染病有相當落差。本局應重視這些嚴重的”非法定傳染病”，建立監測系統，並與國際監測網接軌，建立國際合作管道。

國際合作：PulseNet是目前非常成功的實驗室即時監測網，目前PulseNet已具有國際監測網之雛型，未來食因性細菌病原的國際監測網，將會在PulseNet架構上運作。除了食因性細菌病原，PulseNet技術平台可應用在大多數種類的細菌病原，未來應用PFGE、MLVA、MLST分型方法建立之各種病原國際監測網，例如MRSA、Str. pneumoniae、VRE、N. gonorrhoeae等病原，可望在數年內建立。在食因性病原方面，三分局實驗室已有Salmonella參考實驗室，也建立了PulseNet Taiwan之架構，與美國PulseNet有溝通管道，也是PulseNet Asia Pacific組織的成員，在最大食因性細菌病原(Salmonella)的監控上，已和國際接軌；M. tuberculosis在周如文博士的努力下，也有良好基礎和國際合作管道；本局最應積極有所行動的是建立MRSA、VRE、Str. pneumoniae和N. gonorrhoeae之實驗室監測系統。

本局建置重要病原體基因資料庫之觀念問題：在本局資源管理組的努力下，爭取到龐大經費，建置「重要病原體基因資料庫」，在陳培哲顧問的指導下，有相當的成果。然而，問題一：疾病管制局為何要建置病原體之基因資料庫?本局是中央防疫機關，任何能對防疫業務有所助益的研究，皆是有意義的。但是進行病原之分子分型或定序的目的，是以防疫需求的角度切入的，而不是為了基因體資料庫而去建置基因體資料庫，每年衝”業績”，要求做多少病毒序列，應該是沒有意義的；為了疾病的監測與流行病學的需求，去進行病毒的核酸定序或細菌DNA指紋圖譜的分析，才真正有意義；例如登革熱病毒序列之定序工作，在疾病管制局成立之前即已開始進行，因為有了這些累積的序列資料，所以可以推斷”現在發生或正在流行”的病毒，是本土或外來的，又如PulseNet Taiwan的監測工作，很自然可累積細菌病原之DNA指紋圖譜資料庫。問題二、目前對基因資料庫之”資料”形式，仍有觀念上之爭議。指導基因體資料庫建置計畫的陳顧問認為，「DNA序列」才應該是基因庫所需要的資料，這是以病毒的角度去看問題；引起人類疾病者大多為RNA病毒，病毒之基因體(genome)很小，RNA不穩定變異快速，加上病毒生命週期(generation time)短，針對病毒的分析，不需複雜的研究去尋找「molecular marker」，直接進行核酸定序即可，病毒核酸在短時間內即有足夠之變異，能提供演化與病毒株親緣性比對資訊；細菌基因體為病毒之數千倍，生命週期又較病毒長，在短時間內，特定基因之DNA序列變異相當少，以DNA定序為基礎的分型法(例如MLST)，只能用來做長時間的流行病學(例如演化)的研究，DNA定序方法不夠敏感，無法做為細菌病原流行監測的方法；相對的，細菌基因體大，基因體順序結構反而容易發生變異，分析整個基因體DNA結構順序的PFGE方法，可很靈敏地分析細菌基因體結構順序的變異，因而被PulseNet監測網採用為標準之分型法。所以，以本局之任務角度切入，核酸定序是病毒最好的分型方法，PFGE圖譜分析是細菌病原最好的方法；為了疾病監測的目的而去進行病毒定序與細菌PFGE圖譜分析，就自然會累積有意義的基因(或DNA指紋圖譜)資料庫，初期大量定序或分析病原DNA指紋圖譜或有其必要，檢討避免無謂的浪費也應是必需。

推動MLVA之研究發展：MLVA是很有潛力的方法，雖然目前仍在研發階段，初步測試結果顯示，MLVA和PFGE同樣具有很高的分型效力；由於分析所需時間短，可自動化，將具分析大量菌株之能量。MLVA需要使用定序儀(sequencer)，價格昂高，不是發展中國家能夠負擔，但本局已有數台儀器，具有發展MLVA技術之優勢。目前N. meningitidis和Shigella sonnei之MLVA尚未有研發報告，本局中區分局實驗室有收集大量具不同PFGE圖譜之菌株，發展此兩菌種之MLVA具有優勢，除了本局防疫之應用外，研發成果也可提昇本局之學術聲譽。
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