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壹、目的
1 、 研習麴黴菌培養及鑑定技術。
2 、 研習皮膚絲狀菌培養及鑑定技術。

3、  研習黑色真菌鑑培養及鑑定技術。

4、  研習新興病原真菌培養及鑑定技術。

5 、 研習輸入真菌之病原菌的鑑定技術。

6 、 研習病原性接合菌培養及鑑定技術。

7 、 研習病原性放線菌培養及鑑定技術。

貳、過程：

至研習單位先與三上襄中心長晤談後，進一步確認研習期間所有的內容。接著經其安排至系統化學、真菌感染、及高分子活性等三個部門學習相關實驗流程，因學習過程均為實際操作，故以學習成果方式呈現。
1. 真菌之培養及玻片製作技術：
實驗選用三種培養基PDA、SDA及CYA，採用巨大培養、slide culture及玻璃試管培養麴黴菌（Aspergillus spp.）、Penicillium spp.、皮膚絲狀菌、黑色真菌及接合菌等，其中PDA培養基適合觀察分生孢子，CYA培養基用於鑑定。製作玻片觀察時採用的包埋液為Lactophenol與加cotton blue之Lactophenol，挑取真菌製作標本宜以不破壞菌絲及孢子囊才為合格之操作步驟。

2.研習麴黴菌養鑑定技術：

       病原性麴黴菌至2000年止共有34種，實驗觀察最重要的五種麴黴菌分別為A. fumigatus, A. flavus, A. nidulans, A. niger與A. terreus，麴黴菌基本構造如圖一所示。觀察方法先以實體顯微鏡觀察平板培養基與用倒立即顯微鏡觀察玻璃試管slant生長，目的在觀察孢子之生長。觀察重點在於生長PDA培養基菌落顏色、分生孢子頭之形狀、分生孢子柄表面、分生孢子表面型態，重要之特徵詳見表一。A. nidulans比較特別的是具有性世代，可以用電子顯微鏡觀察分生孢子表面及邊緣之形態。
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表一  麴黴菌的重要特徵比較

	
	PDA culture

	Conidial head

	Stipes surface

	Conidial surface

	metula

	A. fumigatus

	Grayish,Blueish

Greenish

	column

	smooth

	spinose

	monoverticilate

	A. flavus

	Yellowish, Greenish

	3 or 4, column

	rough

	rough

	monoverticilate

biverticilate

	A. nidulans

	Dark green, Yellow

	Loose,  column

	smooth

	rough

	biverticilate

	A. niger

	Black

	round

	smooth

	Very rough

	biverticilate

	A. terreus

	Brownish
	hemisphere
	smooth

	smooth

	biverticilate


3.研習皮膚絲狀菌鑑定技術：

      皮膚絲狀菌主要分為Microsporum, Trichophyton及Epidermophyton等三個屬，一般皮膚絲狀菌有兩種分生孢子，一種為單細胞的小分生孢子，另一種為多細胞之大分生孢子，藉由顯微鏡觀察分生孢子及菌絲來區分。重要的皮膚絲狀菌觀察形態如圖二所示。
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圖二  皮膚絲狀菌(無性世代)之顯微鏡觀察結果

(a) E. floccosum  (b) T. rubrum  (c) T. mentagrophytes

(d) M. canis      (e) M. gypseum

4. 研習黑色真菌鑑定技術：

菌若色調接近黑褐色，從顯微鏡觀察菌絲或是分生孢子呈現淡褐色至濃褐色，黑色真菌共有30個屬，Fonsecaea spp.、 Exophiala spp.、Phialophora spp. 及Sporothrix schenkii等，屬於院內感染之真菌。

a. Fonsecaea pedrosoi:

顯微鏡觀察同時具有blastoconidia、sympodioconidia及phialoconidia等三種分生孢子，其中phialoconidia比例較低，分生孢子形態如圖三所示。
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圖三  Fonsecaea pedrosoi的分生孢子形態

1. Cladosprium blastoconidia 2. Rhinocladiella sympodioconidia 3. phialoconidia
b. Exophiala dermatididis:

菌絲前端或側枝產生瓶形之annellide，並且成鎖鍊狀相連如圖四所示。
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圖四  Exophiala dermatididis於顯微鏡之觀察形態

c. Phialophora verrucosa：

其Phialolide的形態是瓶狀且前端帶暗褐色，再加上有杯狀收集器，分生孢子從開口端依序產生，其觀察形態如圖五所示。
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圖五  Phialophora verrucosa之形態

d. Sporothrix schenkii：

菌落培養有兩種形態，27℃培養於PDA上初期表面呈現白色粉狀，之後有淡灰色至黑色從中心部向外擴張。另外使用37℃的BHIA培養基培養產生白色至灰白色酵母樣的菌落。

    至於顯微鏡之觀察，27℃培養產生無色、細且有間隔形成之菌絲。有兩種分生孢子形成，其一形成卵圓形，分生子柄前端形成小齒般形狀，整體像花瓣狀。另一種沿著分生子柄形成並生之褐色厚壁分生孢子如圖六所示。37℃培養形成卵圓形或葉卷形之酵母樣細胞如圖七所示。
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圖六  顯微鏡觀察Sporothrix schenkii之菌絲形
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圖七  顯微鏡觀察Sporothrix schenkii之酵母形

5. 研習新興病原真菌鑑定技術： 

新興病原真菌是指最近院內感染病原真菌分離之頻率增加，可能為日後重要的病原真菌，主要有Alternaria spp.、Prototheca spp.及Fusarium spp.等屬之菌株。

a. Alternaria alternata：

分生子柄為濃褐色且多間隔，分生孢子為卵圓形、濃褐色、表面粗糙且內部有縱、橫及斜切成石垣狀(muriform)如圖八所示。
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圖八  顯微鏡觀察Alternaria alternata之形態
b. Pseudallescheria boydii：

自體交配時形成球形淡褐色之閉子囊殼，如圖九所示。


[image: image9.png]



圖九   顯微鏡觀察Pseudallescheria boydii之形態

c. Fusarium spp.

形態特徵為無色、鐮刀形多細胞性的分子形成，主要判斷依據為大分生子、小分生子及厚膜孢子。

6. 研習輸入真菌症起因菌鑑定技術：

        就日本而言，本來該病原菌不存在日本，僅在海外某特定區域發生，因流行地區與日本有經常之往來，故近幾年來發生率大大地提升。代表性病原菌為Coccidioides immitis、Histoplasma capsulatum、Penicillium marneffei、Paracoccidioides brasiliensis與Blastomyces dermatitidis等五種，均屬於高危險性的三級病原菌，與一般伺機性感染的真菌不同，即使是健康人亦會受到感染。患者間感染的機會少，但是實驗室工作人員因分離及培養病原菌而受到感染的機會反而多。

a. Coccidioides immitis：

於35℃形成白色至淡褐色之棉花狀之菌落，鑑定上有37℃能旺盛地生長、分節分子之存在及球狀體之確認。如圖十所示。
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圖十  Coccidioides immitis分節形分生子及球狀體

b. Histoplasma capsulatum：

分生子柄前端或菌絲側壁形成兩種不同大小之分生子，大分生子為球狀、厚壁及單細胞性，小分生子為球狀、無色、單細胞性及表面平滑。

c. Penicillium marneffei：

   27℃ PDA培養菌落由白色轉黃色最後變黃色，且生長過程中會產生紅色色素，使培養基染成紅色。就顯微鏡之觀察，菌絲有無色間隔，分生子柄從菌絲側壁及前端，而後依序形成metula及phialides，最後後形成鍊鎖狀分生子。

   37℃條件下形成酵母樣細胞，形狀成卵圓形至橢圓形，因形分裂生殖之故一部分細胞中間有間隔。

d. Paracoccidioides brasiliensis：

   27℃下幾乎很少形成分生子，具有間隔之細的菌絲及厚膜孢子，溫度上升時從厚膜孢子及菌絲壁直接出芽形成酵母樣細胞。37℃條件下形成酵母樣細胞，一個母細胞同時出芽成多個子細胞稱為多極性出芽，觀察形狀像船的操舵輪。
e. Blastomyces dermatitidis：

   27℃下分生子柄前端或菌絲側壁形成單細胞無色球狀之分生子，形成一個或多個連鎖。37℃條件下形成亞球形酵母樣細胞，行單極出芽產生子細胞。

7. 研習病原性接合菌鑑定技術：

在日本白黴菌症(mucormycosis)是僅次於隱球菌症，病例數排行第四位，且近年來顯著增加之真菌症。主要致病接合菌有Mucor科所屬的Rhizopus, Absidia, Rhizomucor及Mucor等四個屬。其基本形態如圖十一所示。依據假根之有無、孢子囊柄、孢子囊、柱軸、apophysis與孢子囊孢子等形態區分如表二所示。
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圖十一  接合菌之各部形態構造

a. 柱軸  b. apophysis  c. 孢子囊柄及孢子囊 d. 孢子囊 e. 小孢子囊 f. 頂囊

f. 分節孢子囊及分節孢子 h. 匍匐枝 i. 假根 j. 厚膜孢子 k. 分裂子

l. 配偶子囊 m. 接合子 n. 接合孢子 o. 配偶子囊柄

表二  接合菌各屬之形態特徵比較表

	
	假根

匍匐枝
	孢子囊柄
	孢子囊
	柱軸
	apophysis
	孢子囊孢子

	
Rhizopus
	有
	通常無分枝

大多為褐色
	球形

褐色
	亞球形
	有
	角形

表面具線條

	Absidia
	有
	具細分枝

幾乎無色
	洋梨形
	半球形

表面小突起
	有
	球形、圓筒形

表面光滑

	Rhizomucor
	有
	單軸分枝

暗褐色
	球形

灰色
	亞球形

褐色
	無
	球形

表面光滑

	Mucor
	無
	分枝或未分枝

幾乎無色
	球形
	球形及長圓形等多樣性
	無
	球形、圓筒形

圓桶形


8. 研習病原性放線菌鑑定技術：

  放線菌屬於原核微生物但是感染樣式與真菌症類似，故依據病患的感染而慣例置於真菌部門來處理。區分為好氣性及嫌氣性放線菌，前者以Nocardia為代表而後者以Actinomyces為代表。就Nocardia日本發生的經驗來看，自1993至2004為止十二年間共有664例，自2002-2004三年間就佔這段期間之44.7﹪，可見放線菌日益重要性。就Nocardia菌種的種別區分，1994年以前有10種，1995-2003增加了19種，但是僅2004就增加了21種，可見得好的種間分類工具之重要性。

  Nocardia種間分類主要是利用生理生化學性狀、藥劑感受性以及分子生物學遺傳基因之方法。因為每個實驗所需的時間要數週，僅能做mycolic acid assay。

a. 生理生化學：

包含mycolic aicd assay、Menaquinone assay、Diaminopimelic acid、細胞構成糖之分析，針對不同的細胞構成成分用薄層分析法來區分。

b. 藥劑感受性：

利用Nocardia對抗生素之感受性來分析，抗生素有Imipenem (IPM)、 Tobramycin (TOB)、Kanamycin (KM)及5-fluorouracil (5-FU)。

c. 分子生物學遺傳基因法：

   分析16SrDNA之基因序列並做成系統樹，標準為當未知菌與其他種菌相似度均低於99.5﹪以下則為新種。

參、心得與建議

     此次初次出國參加研習，因檢驗業務及研究上面對的病原真菌僅針對特定的幾屬菌株，當面對未知菌株時是否能正確地鑑定出結果？這是需要努力去克服的事情。在局內每次收到CAP要檢驗測試未知菌株時，面對選單上還有許多很陌生選項的菌種，總覺得還需要充實更多種病原真菌鑑定方面的能力。此行所去研習的千葉大學與另一個帝京大學真菌研究中心為日本兩個大的真菌專門研究機構，也是日本國家生物資源計畫唯一真菌及放線菌的代表機構，目前保有一萬株以上的真菌以及一千株以上的放線菌，及累積了多年的研究成果，此次出國研習學到許多病原真菌之鑑定技術，所學應用於研究及檢驗有很大的助益。

   學習的過程中因為教與學間的互動還不錯，也因此多教了許多比原本預期還要多的內容。感謝對方耐心及細心的指導，使得能順利及圓滿地完成這趟學習之旅。

1.建立可行的鑑定步驟

  首先在不同培養溫度下觀察培養基生長的快慢，並且觀察菌落的顏色及形態。接著使用顯微鏡觀察是否具有有性世代及雙形性，假根、菌絲，分生孢子柄、孢子囊、分生孢子等，若要更細部觀察分分生孢子分生孢子柄則必需借助掃瞄式電子顯微鏡，分生孢子除了圖外還有Ballistoconidium及Chlamydospore共計有九種，必需要仔細及耐心地觀察。
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圖  不同類型分生

A. B  blastoconidium

C. symposioconidium
D.  annelloconidium
E.  phialoconidium
F. G. aleurioconidium
H. I. Arthroconidium

2.增進多樣病原真菌檢驗之能力：

現在的真菌感染症不再局限於主要的病原菌，隨著國際間交流頻繁，感染症有多樣性的趨勢，為了因應未來的變化應該及早準備。

3. 與日本建立合作交流的管道：

這次學習的經驗能更了解台日雙方的優點及所長，合作交流的管道之建立，有助於提升雙方的研究成果。

4. 增進多學習觀摩之機會：

    此行一趟學習收穫豐碩，希望未來能再拓展視野，學習更多其他國家的經驗，朝向國際化目標邁進。
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