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赴日本國立感染症研究所NIID細菌檢驗技術研習

依據事項: 依據本局核定之94年度建構生物防護及SARS等新興傳染病防治網計劃—出國訓練計劃辦理
服務機關：衛生署疾病管制局

研習期間: 9/26/2005-11/11/2005

報告日期：2/11/2005

摘要
依據本局核定之94年度建構生物防護及新興傳染病防治網計劃—出國訓練計劃辦理，赴日本國立感染症研究所（NIID）進行細菌檢驗技術之研習，主要項目包括痢疾與沙門氏菌檢驗技術，沙門氏菌噬菌體分型實驗，痢疾與沙門氏菌抗藥基因PCR鑑定及其序列分析，肉毒桿菌及毒素分離與鑑定，蛋白電泳檢驗技術與分析等五個主要部分，研習地點有NIID所屬戶山實驗室（細菌第一部）與村山實驗室（細菌第二部），研習的主要目的，學習日本有關細菌檢驗技術最新發展，並與相關單位進行技術交流或合作，以期提升CDC細菌檢驗技術水平。

本次訓練感想及心得，NIID與我CDC制度有許多不同，諸如NIID不做一般細菌檢驗只針對特定菌株進行確認工作，省去許多人力執行一般細菌檢驗工作；另外，NIID分工與執掌較為明確，且研究人員對研究工作態度及一絲不茍實驗精神，都是值得學習之處。建議本局應
加強與NIID單位技術交流，及屛除一般醫院細菌檢驗工作，提升CDC檢驗技術水平，進一步對沙門氏與痢疾新型藥物抗藥菌株監控研究與肉毒桿菌毒素快速檢驗相關研究
。
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本文

研習目的：

依據本局（衛生署疾病管制局）核定之94年度建構生物防護及SARS等新興傳染病防治網計劃—出國訓練計劃，赴日本國立感染症研究所進行細菌檢驗技術研習，研習項目包括痢疾與沙門氏菌檢驗技術，沙門氏菌噬菌體分型實驗，沙門氏菌特定抗藥基因PCR鑑定及其序列分析，肉毒桿菌及毒素分離與鑑定與蛋白電泳分析等五個主要部分，研習的主要目的，學習細菌檢驗技術最新發展，並與相關單位進行技術交流或合作，以期提升本局細菌檢驗技術水平。
研習過程

一、日本國立感染症研究所（NIID）簡介

NIID主要由五個部所組成，包括細菌、病毒、、、與製劑等，部設部長及其數個室為單位，其主要執掌任務可區分五大部分: 1.感染症相關的基礎與應用研究 2.感染症標準化業務 3.感染症病菌檢出疫情收集分析 4.生物製劑檢定品管5.國際合作業務。有關細菌部分主要有二部，細菌第一部為TOYAMA Laboratory位於早稻田大學waseda university院區，距東京約20分鐘路程，距離住宿()地則有一小時電車路程，第一部主要負責一般腸道致病菌，如痢疾等；而細菌第二部為MURAYAMA實驗室，位於村山園地，位於東京西南方約90分鐘路程，主要為肉毒及其他特定致病菌。
二、
NIID細菌第一部研習（TOYAMA Lab）

時間:9/28-10/20

研習項目: 沙門氏菌與痢疾桿菌分離鑑定多重抗藥性菌株特性分析研究

指導老師: 泉谷秀昌, Izumiya Ph.D. 

泉谷先生是沙門式菌實驗室負責人，主要執掌分型及鑑定工作，包括沙門式菌噬菌體分型，泉谷先生也是經由英國國家衛生單位訓練，授於執行噬菌體分型證照，其研究方向以沙門式鼠傷寒多重抗藥基因分析研究與快速檢驗為主，我在細菌第一部研習時間有三個星期，泉谷先生指導進行有下列實驗，Identification and isolated of salmonella、Phage typing for MDR-salmonella strains、PCR and sequence for quinolones-resistance gene與Molecular typing as PFGE, AFLP 等相關技術。
先生人相當客氣也很和善，我們除了實驗外經常討論彼此研究主題與方向，尤其是先生所擅長的沙門式鼠傷寒多重抗藥基因部分，使我有更深一層明瞭與感受，而在泉谷先生2005年發表於JCM雜誌中將日本沙門式鼠傷寒人與家畜類感染關聯性進一步釐清，也值得一提之處，當然我也分享屬於我們自己部分研究成果，包括鼠傷寒多重抗藥菌株在人體分析情形與蛋白質體之部分結果，而此部分泉谷先生亦認有是值得發展課題，只是細菌第一部目前並沒有使用蛋白質體相關技術，未來極有可能應用其技術分析。
另外，在這次研習中有關沙門式菌噬菌體分型，是我個人認為重要學習課程，因為直至目前為止，我國仍無法進行噬菌體分型，而日本NIID是世界少數受到認證並付於執行衛生研究單位，泉谷先生更是唯一。研習過程中，泉谷先生也不吝指導並實際操作噬菌體分型，令人感謝，但遺憾的是，無法要到若干噬菌體進行實驗，有關鼠傷寒多重抗藥菌株在台灣分離株，可能送請日本NIID進行噬菌體分型可能性，本次研習期間亦初步得到泉谷先生同意協助，只需正式公文傳達即可。
2. 研習項目: 痢疾桿菌多重抗藥性菌株的分離鑑定

指導老師:廣瀨健二, Hirose M.D., Ph.D. 

廣瀨先生是痢疾桿菌實驗室負責人，也是NIID細菌第一部第三室室長，專長是對痢疾桿菌對新型藥物抗藥趨勢分析與多重抗藥菌基因分析與研究。先生首先將基本的痢疾桿菌分離鑑定介紹，並親自操做實驗，痢疾疫情在日本並不嚴重，較少有群聚感染案件發生，廣瀨先生人較嚴謹但也相當客氣，只是日式英文是有點難溝通，常聽不懂先生說明，痢疾桿菌一般檢驗並沒有太大問題，國內較大型區域或醫學中心均可鑑定，只因為痢疾是列入傳染病範圍，台灣地區每年有不少個案或群突發案件發生，而法定程序是需要通報與採檢送驗的，因此，也造成CDC細菌部門相當大的工作量。在日本這些問題卻不存在，因為痢疾通報與採檢送驗，甚至防治均由地方衛生單位完成，NIID只有在特定菌株或較大規模案件流行時，才會介入協助分析的。
NIID細菌第二部研習（MURAYAMA Lab）
時間:10/12-11/10

研習項目:肉毒桿菌分離及毒素鑑定與SDS-PAGE與2D-PAGE分析

指導老師:高橋元秀 Takahashi,  Ph.D.
岩城正昭 Iwaki, Ph.D.
福田 睛 Fukuda, MS.    
細菌第二部主要研習屬於肉毒桿菌分離及毒素鑑定，由於肉毒桿菌及其毒素是屬於危險性較高，需經過4小時安全講習及動物實驗講習，方可操作實驗。肉毒分離及動物實驗部分，係由高橋元秀室長及福田 睛先生指導我進行，另外的SDS-PAGE與2D-PAGE分析則由岩城先生帶領我完成實驗。

高橋先生是細菌第二部第三室室長，第三室主要執掌為肉毒桿菌及破傷風毒素分離鑑定的，成員共五員。這次主要學習肉毒桿菌在日本NIID檢驗分離情形，高橋先生首先與我討論NIID-SOP與我國CDC標準作業流程逐一比較討論，並解釋使用試劑包括培養基配置、抗毒素使用與操作重要安全規範等，實驗過程從培養基配置到菌株與毒素分離，在進行小老鼠毒素試驗、中和試驗、稀釋毒素及LD50/90計算等等，先生親自指導一次，令我再次見識到日本人實事求是、安全第一地要求。

實驗接著由福田先生指導，並由我親自操作，包括分離、培養、染色、鏡檢與實驗紀錄等，實驗材料除了ABEF型別肉毒桿菌外，特定情商高橋先生與福田先生操作破傷風菌株培養技術，使我更能明瞭二者菌株型態上差異如附圖一所示，肉毒桿菌經格蘭氏染色芽胞(spores)較大短胖，而破傷風菌株所產生的芽胞則較像網球拍般細長，在不同培養時間及條件下，兩者型態一有明顯不同，這也有助我以後有相似案件或疑似菌株區分證據之一。
肉毒毒素動物實驗，小老鼠選擇雄鼠20公克，不同毒素致死強度有所不同，且證後產生時間亦不一，通常以B型最強亦最早出現徵狀，肉毒與破傷風毒素產生動物中毒症狀亦完全不同，如實驗附圖二所示，肉毒動物徵候為腹式呼吸，係由於肉毒毒素阻斷神經傳導系統，導致呼吸受到抑制，因此使用腹部肌肉；然而，破傷風毒素僅阻斷部分患肢神經，導致部份惻肢麻痺，這些症狀極易區分。在動物實驗所使用中和抗毒素產品，在NIID是使用自己生產中和抗毒素—自行免疫兔子所分離之抗毒素，而在台灣CDC則是由外購抗毒素試劑。

使用SDS-PAGE與2D-PAGE分析肉毒毒素，是研習最後一星期才完成的。將前2-3星期分離之AB型別毒素，岩城先生指導下進行，毒素蛋白質使用TCA(三氯醋酸)沉澱後，以SDS-PAGE初步分析蛋白質，再用Pi 4-7 IPG膠條，進行一維電泳分析，使用50V，16Hrs，rehydration，200V，1hr，500V，2hrs，2000V，4hrs，4000V，8hrs後，再使用12%SDS-PAGE進行二維電泳，以銀染色觀察，如附圖三ab所示。
研習成果

1. 學習痢疾與沙門氏致病菌基本分離與鑑定

2. 痢疾與沙門氏致病菌多重抗藥性基因（Gyrase、Topoisomerase）檢測技術

3. 沙門鼠傷寒桿菌噬菌體分型實驗

4. 肉毒及破傷風桿菌分離及鑑定

5. 肉毒及破傷風桿菌毒素分離及鑑定

6. 肉毒毒素二維蛋白電泳分離及鑑定

7. 建立與NIID細菌第一與第二部初步合作對口單位

心得與結論

此次難得有機會至NIID訓練，個人覺得收穫甚多，也有不少心得與感想。日本是個禮數週到的國家，嚴謹又拘束，待人相當客氣，來到這裡不管氣候或時差均能很快適應，NIID人員對工作熱忱及執著，實著令人印象深刻，公私極為分明，絲毫不馬忽；以上班為例，公家時間內沒有人會閑聊，也沒有人會逛網路股市或聊天室，每一個辦公室人員靜靜忙自己的事，平時亦少有打鬧嬉戲之聲。

   我國CDC與日本NIID對於傳染病制度有許多不同。NIID以研究、疫苗研發、檢驗新方法開發或其他特定群發案件釐清與鑑定等為主，實際並不做臨床通報與檢驗工作，這些是由醫院或地方衛生單位負責的；在我國卻將大部分人力物力投入防治疫病發生或漫延，也許這是國家政策有所不同並沒有對誤問題，然而正因NIID不做一般細菌檢驗，只針對特定菌株進行確認，省去許多人力，因此有較多研究人員可專心負責自己領域的研究工作，但也因為缺少檢體來源，相對的研究材料較為不如，常需與外面學術單位合作。

    NIID分工與執掌較為明確，且研究人員對研究工作態度及一絲不茍實驗精神，都是值得學習之處，每一種傳染病菌幾乎是有數人工作團隊負責，反之，我國卻是一人負責數種病菌且檢驗涵蓋大部分時間，這種工作調配致為不利研究發展，況且研究人力參與非常不穩定，就連計畫研究助理均無法延續較長時間，至此，我們有許多寶貴研究材料卻無法好好利用，實為可惜。
NIID對於新進人員或短期學習人員，實驗安全性要求嚴格。這次研習而言，雖然痢疾與沙門氏菌屬於較無安全顧慮細菌，但未經安全講習是不被許可進入實驗室操作，這樣小心是為全體實驗或行政人員安全，所要求必須的。而因為個人需操作據危險性肉毒桿菌及其毒素之動物實驗，故需增加第二級安全操作講習及動物實驗安全講習，雖然有些麻煩與不便，但也見識日本人實事求是、安全第一地要求。這點對我們CDC而言，是乎急需加強衛生安全教育及實驗室安全管理。
    此次日本研習之旅，另一件事也值得一提，在NIID第一部學習期間，碰到許多來自對岸短期研習生，這些技術研習生都是中國衛生部指派的，長達一年時間待在NIID，除了學習技術外，也與NIID建立兩好合作關係，各部室均有且人數至少15-20人，據瞭解是獲得正面的好評。其實，究其原因不難明瞭，短期研習在NIID角度而言，是來學習他們的東西，只有付出卻沒有回饋，而一年期研習生有較充裕時間，來共同學習或執行研究計畫，對其而言，是有利的；另外一個較長遠角度，對岸中國對這方面投入較多人才與資源，來學習更多新知識技能，值得我們注意。
建議本局應
加強與NIID各單位技術交流與實際合作，並增派更多有潛力研究人員至NIID研習，另一方面，屛除一般醫院能力所及的細菌常規檢驗工作，回歸技術層次較難或特定致病菌檢驗，以提升我CDC檢驗技術水平，進一步對沙門氏與痢疾新型藥物抗藥菌株監控研究與肉毒桿菌毒素快速檢驗相關研究
。
備註
[image: image1.wmf][image: image2.wmf]
a：肉毒桿菌                        b：破傷風桿菌

圖一：肉毒與破傷風桿菌經格蘭氏染色以1000Χ鏡檢型態。

[image: image3.wmf][image: image4.wmf]
a：破傷風毒素(單惻大腿處注射)          b：肉毒桿菌毒素(腹部注射) 

圖二：肉毒與破傷風毒素注射10小時後實驗動物中毒情形。 
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