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附件-炭疽桿菌標準操作步驟

附錄-行程表
附錄-國立感染症研究所P4實驗室平面圖
摘要
九十四年度「建構生物防疫及SARS新興傳染病防治網計劃」中申請「生物安全及生物戰劑研究」的研習課程，課程時間為九十四年十月八日到九十四年十月十六日，研習地點日本北海道國立帶廣畜產大學動物特殊疾病研究中心、福島縣大原研究所和國立感染症研究所等單位，研習人員為蘇勳璧和周振英。

   北海道國立帶廣畜產大學的牧野壯一教授研究室係炭疽桿菌及鼠疫桿菌的實驗室，大原研究所藤田博已博士研究室係研究野兔病的實驗室，而統括日本感染症研究所的國立感染症研究所，其研究項目眾多，包括炭疽桿菌、鼠疫桿菌等與生物戰劑有關之病原體均有涉及，我們帶回炭疽桿菌的實驗室標準操作步驟(如附件)，相信對本局在建置此菌的檢驗方法有相當助益；同時我們利用行程的空檔，到和光市的理化學研究所微生物菌種收集中心及歧阜市的開發感染症微陣檢驗法的AMR（Advanced Micro-organism Research）公司參觀製作工程，充分利用行程的時間，順利得到預期的目標。

1、 目的： 

自從911攻擊發生後接著利用郵件散佈炭疽桿菌造成死亡及社會不安的事件後，如何防止被生物武器攻擊的防恐作戰受到重視，炭疽桿菌(Bacillus anthracis)爲革蘭氏陽性桿菌，兼性厭氧菌，在普通肉湯和瓊脂培養基上生長良好。不溶血，能發酵葡萄糖，麥芽糖，蔗糖，産酸不産氣，不分解水楊素，瓊脂表面生長，菌落灰白色，不透明，邊緣不整齊，經擴大觀察，表面呈捲髮狀花紋，中央暗褐色。肉湯中呈絮狀發育，肉湯不渾濁。在機體或含血清和0.75% NaHC03培養基中，於CO2條件下培養，能形成莢膜。在有氧條件下炭疽桿菌可以形成芽孢，成熟的芽孢可游離存在，有極強的抵抗力。在沒有進行過抗菌素治療時，很容易從死於炭疽的動物屍體或病人病竈處分離出炭疽桿菌。

當發生生物武器攻擊之恐怖事件時，如何在遭受攻擊後，立刻檢出病原體及治療，受攻擊者更重要的可以找出防禦方法，因此可能成為生物武器的各種微生物包括細菌的快速鑑定，目前在細菌被認為可能使用的有鼠疫桿菌、炭疽桿菌、及野兔病，這些菌種經過空氣或皮膚接觸而進入人體，造成死亡及恐懼。

炭疽桿菌的臨床診斷和實驗室檢查為 1、臨床診斷：主要應根據流行病學線索，如病人生活在已被證實存在炭疽的地區內，或在發病前14日內到達過該類地區，接觸過可疑的病，死動物或其殘骸，食用過可疑的病，死動物肉類或其製品。其次爲臨床表現，如皮膚炭疽的特點爲典型的炭疽癰，或有水腫，有癢無痛。2、實驗室檢查：皮膚損害的分泌物，痰，嘔吐物，排泄物或血液等樣本中，塗片顯微鏡檢查發現炭疽桿菌。病人未治療前按採樣要求取上述標本，用適宜培養基進行分離培養，檢出革蘭氏陽性，呈鏈狀大桿菌，經鑒別實驗確定爲炭疽桿菌則是確定診斷的依據。

我們此次研習帶回炭疽桿菌的標準檢驗方法，以作為國內在這方面的參考。

   
2、 過程：

10月8日（六）

    搭乘日亞航13:35台北出發的班機，於17:45抵達日本東京成田機場，通過海關手續，再轉乘電車抵達住宿飯店時，已近晚上十一時，立刻準備翌日訪問研究室的研究項目先做預習。

10月9日（日）

    雖然是周日，但是因為大原研究所的藤田博士預定10日（一）出發至沖繩做10天的野外採集研究，採取立克次體宿主的野生靈長類動物。為了我們來訪特定在星期日出來為我們做野兔病介紹及檢驗方法的操作研習。

    此研究所是日本第一個發現野兔病的大原醫師所創立的，野兔病在日本又稱為大原病。此研究所現在屬於大原綜合醫院的一個研究單位，現在不只是全日本野兔病檢驗的中心，還研究其它立克次體病，發表許多世界性的論文。我們利用四個小時的時間，研習過野兔病檢驗方法，並將野兔病檢驗方法的操作方法帶回。

10月10日（一）

    本日亦是日本的國定休假日，公家機關休息，為了不浪費時間，在11日（二）到國立帶廣畜產大學前，交涉私立北海道醫療大學，該大學病理研究室的安彥教授對病原菌刺激各種生物細胞產生defencin的測試很受國際重視，安彥教授首先說明defencin的種類及自己的研究成果，他培育有30幾種生體細胞，譬如引起肺炎的退伍軍人菌使用黏膜細胞及氣管支細胞來測試產生defencin的多寡，推測菌株之毒性。我們並到學校參觀其病理實驗室，電子顯微鏡室，這裡還有個體差研究所是聘任日本最權威的先進醫學教授擔任研究工作，設備新穎，有許多自己設計訂製的研究設備，做相當大的投資。

10月11日（二）    

廣大的帶廣畜產大學牧野教授帶我們參觀校園，因校區遼闊，用車子繞了研究設施及農場即花了近個把鐘頭，最後到他的研究室並請來副教授介紹他們的研究業績，他是日本厚生省炭疽研究班的成員也是研究炭疽的先驅者之一，現在致力於造成下痢原因的細菌性病原體研究，牧野教授亦答應十一月底來台演講，為我們介紹日本政府如何建構食品安全風險評估以預防控制狂牛症疫情。

10月12日（三）

    這次研習最重要的據點是日本國立感染症研究所，研習的日程如附表。第一天在戶山廳舍首先與副所長亦細菌部長的渡邊治雄博士會面，鼠疫是他的專長之一。首先介紹NIID的組織及個人研究業績，接著我們有一小時的晤談，邀請我們參加他主辦的亞洲PlusNet會議（邱乾順博士為會員之一）。中午午餐後由獸醫科學部的井上智博士為我們講解炭疽最新的檢驗方法的簡報。

    此次訪問蘇副主任希望能討論關於CJD（狂牛症）的檢驗及訓練事項，本來預定與病理部長佐多博士見面，因腳傷改由細胞化學部室長山川芳夫博士來介紹日本NIID的CJD檢查方法，並排定接受台灣CDC訓練人員的日程。

10月13日（四）

今天早上先與病毒部長倉根一郎博士懇談，倉根部長經常來台灣，與我們很熱誠，在幾次的E-mail通訊中，立刻回信，很有誠意。接著下午到村山廳舍去參加生物防護設施，首先由生物防護室室長杉山和良博士向我們做村山廳舍簡報，接著進入P3實驗室及監視機房做非常詳細的介紹，然後3月來台灣演講及視察台灣各醫院P3實驗室構造及設備的蓧原克明博士也加入，並帶我們參觀未在行程表中的P4實驗室；進入戒備森嚴的實驗室，我們每一個人都必須親自簽名登記方准進入，NIID的P4實驗室是建於1980年，它是採用手套式箱型方式，把病毒完全封閉於箱內，是一種隔離最完全的方法。這些操作箱及檢體搬運所需的道具都是自己設計而訂製的。杉山博士是日本生物安全防護協會的實際負責人，因此邀請我們參加第五次日本生物防護安全協會大會及第二次亞太會議。

10月14日（五）

    理化學研究所是日本最大的研究機構，位於東京郊區的和光市，新竹科學園區的菌種研究中心就是與他們合作建立起來的，理化學研究所有許多單位，要進入研究所內都必須在警衛處登記才能開車進入，我們去參觀其中的生物資源中心的微生物材料開發室，也就是菌種保存中心，由室長辨野義已博士作簡報以後，請主任研究員小迫芳正博士帶我們去參觀研究室及設施，這裡也有許多他們獨自開發的菌種保存方法介紹給我們，雙方也談及將來能接受及訓練我們資源中心菌種保存及分析的人員。

10月15日（六）

    早上由名古屋出發到歧阜市，這裡的歧阜大學醫學部微生物學教授江崎孝行博士是個有名的細菌學者，他是國際微生物學會的細菌新菌種命名成員，研究細菌的遺傳學及分類鑑定，我們主要目的是參觀產官學企業所設立的AMR公司，專門開發細菌感染症的分子生物學迅速檢出法所冀望的微陣檢驗法。到大學訪問後，由副教授河村好章請公司派人開車到工廠參觀，我們費了將近三小時，由負責人詳細說明製品的品管及製造過程，現在已完成腹瀉及食品中精密抽出DNA的套組，整個的微陣檢驗套組尚在試驗中，完成後，允許提供測試。

10月16日（日）

    期待著細菌實驗室將來能與外國實驗室建立良好關係，不論休假日安排能多見習幾個地方，雖然日程緊湊馬不停蹄，幾乎走遍半個日本帶著豐碩的成果啟程回台灣。

3、 心得及建議：

    此次7天的研習參觀行程，雖然每一站均行程緊湊，晤談時間有限，但仍有豐碩成果，包括帶回炭疽桿菌最新檢驗方法；並安排本局人員受訓行程包括至日本國立感染症研究所學習CJD的檢驗及訓練事項(己受訓完成)和理化學研究所將來能接受及訓練本局資源中心菌種保存及分析的人員；另外，帶廣畜產大學牧野教授答應十一月底來台演講，為我們介紹日本政府如何建構食品安全風險評估以預防控制狂牛症疫情。而杉山博士是日本生物安全防護協會的實際負責人，邀請我們參加第五次日本生物防護安全協會大會及第二次生物防護安全亞太會議(己參加)。

    此次研習不論是日本國立感染症研究所、理化學研究所，甚或私人機構之AMR公司均有嚴密完善之門禁管制，實驗室之文件資料記錄之完整與翔實，實驗室之物品排放整齊與乾淨，即使老舊機器亦在使用，且保養維修良好，工作人員甚至認為機器雖老舊，但效果並不遜於新儀，其處處均顯示出管理層面務實的要求，這些研究機構雖全為學術研究單位，但文件資料建置完整，且認為文件資料的建置是研究過程中必需的作業，並非浪費人力、時間會延滯研究成果的工作。

    至本局服務三年餘，局內出國參訪受訓機會雖然眾多，但此次為首次以公費出國參訪，我們均珍惜此次的機會，行千里路勝讀萬卷書，它山之石足以為鏡自勉之。
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