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摘    要

自從抗methicillin的金黃色葡萄球菌(methicillin-resistant S. aureus, MRSA)於1961年出現後，此病原菌已經成為世界各國最重要的抗藥性細菌之一，造成全球性的嚴重醫療問題。MRSA的methicillin抗藥性來自mecA基因，位於細菌染色體的Staphylococcal chromosomal cassette (SCC)mec上，依其mec基因和重組酶基因不同的組合，目前至少有六種不同的SCCmec型別和八種以上的次型別存在。MRSA SCCmec的型別或次型別與MRSA感染的發生來源有關，檢測分辨MRSA SCCmec的型別或次型別，有助於了解MRSA的發生來源及流行之MRSA的特性。本次研習的目的便是到研究MRSA和醫療上問題更棘手的VRSA (vancomycin-resistant S. aureus)的國際級大師平松啟一（Keiichi Hiramatsu）教授的實驗室，學習如何使用快速多重檢測系統鑑別MRSA SCCmec型別，同時也向大師請益VRSA的檢測與研究。
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本    文

目的

金黃色葡萄球菌（Staphylococcus aureus）是人類與動物的病原體，主要移生人體的皮膚與鼻孔，引起由輕微至重症的多樣感染，例如皮膚、軟組織、關節、骨骼、中央靜脈導管感染及急性心內膜炎。自1961年，英國最先報告發現抗methicillin的金黃色葡萄球菌(methicillin-resistant S. aureus, MRSA)之後，MRSA便逐漸成為世界各國最重要的抗藥性細菌之一，造成全球性的嚴重醫療問題。

依感染發生的來源，一般將MRSA分為醫院或是醫療照護相關的MRSA （hospital or health care-associated MRSA, HA-MRSA）以及社區型的MRSA（community-associated MRSA, CA-MRSA）。前者主要引起發生於醫院、長期照護中心或是類似機構的感染，危險因子包括先前的抗生素治療、進入加護病房、手術以及暴露於有MRSA移生的病人之前；後者於1999年美國明尼蘇達州（Minnesota）與北達可達州（North Dakota）四個兒童死於MRSA感染才引起重視，除了beta-lactam類的抗生素之外，此種MRSA對一般抗生素具有敏感性，也比較可能攜帶一個產生破壞白血球之毒素的基因（Panton-Valentine leukocidin, PVL）。
MRSA的methicillin抗藥性來自mecA基因，表現一個獨特的盤尼西林結合蛋白質(penicillin binding protein (PBP)-2’)，此蛋白質因為對beta-lactam類的抗生素的結合力下降而引起抗藥性。mecA基因位於金黃色葡萄球菌染色體的一段DNA片段上，此DNA片段稱為Staphylococcal chromosomal cassette (SCC)mec，精準的鑲嵌在金黃色葡萄球菌染色體的orfX基因的位置。其他種類的葡萄球菌亦有發現SCCmec，但是非葡萄球菌菌種內並沒有發現。

SCCmec是一個獨特的DNA片段，包含mecA及其相關調控基因（type A或type B mec complex）和兩個重組酶基因（recombinase genes, ccrA和ccrB），依mec基因和重組酶基因不同的組合，目前被報導出來的至少有六種SCCmec型別（types），稱為SCCmec type I到VI，DNA片段長度介於20到70 kb之間，其中type II和type IV又可以區分為數個次型別（subtypes）。Type I SCCmec就是1961年發現於英國的首株MRSA所攜帶的SCCmec；Type II 和type III SCCmec來自典型的現代MRSA菌株；type IV 和type V SCCmec與社區型MRSA（CA-MRSA）較相關。SCCmec的型別和次型別眾多且複雜，如何檢測分辨是一個不小的挑戰。

過去這些年來，我們實驗室收集了一些MRSA菌株，有來自食品中毒個案的糞便檢體的、大學生喉頭拭子檢體的和醫療院所公共空間的檢體的。2006年底，我們曾經根據論文上的PCR方法，想要分辨實驗室中這些MRSA菌株的SCCmec型別，不過只能檢測出7株菌株中具有SCCmec，而能夠成功分辨的更僅有5株菌株。

因此，本次研習的目的便是到研究MRSA和醫療上問題更棘手的VRSA (vancomycin-resistant S. aureus)的國際大師級人物平松啟一（Keiichi Hiramatsu）教授的實驗室取經，學習如何使用快速多重檢測系統鑑別MRSA SCCmec型別，另外同時也向大師請益VRSA的檢測與研究。

過程

源起

2006年12月12日至15日，國衛院楊采菱博士邀請研究MRSA和VRSA在國際上非常有名的大師平松啟一教授來台演講暨座談會，安排其中的12月13日參訪疾病管制局，當天上午並在研究檢驗中心昆陽實驗室給了一個關於VRSA研究的演講。在平松教授來訪前，我因為要協助五組安排在昆陽實驗室舉行的演講及當天的接待，所以讀了一些平松教授所發表的論文，才了解到平松教授真的是研究MRSA和VRSA的超級大師，在MRSA和VRSA的研究上至少發表了一兩百篇論文。因為已經讀了一些平松教授所發表的論文，加上對平松教授當天的演講內容很有興趣，不知不覺間問了許多問題，最後平松教授在他的演講中回答我的問題時，邀請我去他的實驗室拜訪。

因為平松教授的來訪而引起我對MRSA和VRSA的興趣，待平松教授離開後，立即將過去這些年來我們實驗室收集的來自食品中毒個案的糞便檢體和大學生喉頭拭子檢體的所有S. aureus菌株挖出來，以臨床細菌實驗室最常使用的抗生素藥敏試驗篩選其中的MRSA，並且自以為簡單的參考論文上的PCR方法，想要分辨實驗室中這些MRSA菌株的SCCmec型別，不過誠如前面所述，我們只能檢測出7株菌株中具有SCCmec，而能夠成功分辨型別的更僅有5株菌株，方才了解到原來SCCmec型別的分辨有其相當的難度，又因為MRSA並非業務職掌上的菌種，所以便暫時將此實驗擱置。

2008年初，主任原本排定呼吸道病毒實驗室的劉博士要前往美國哥倫比亞大學，研習微晶片相關的快速多重檢測系統，以偵測包括病毒和細菌的各式各樣病原體，不過哥倫比亞大學那邊一直推托，因而肯定無法前去。我便向主任爭取這個機會，前往日本東京順天堂大學平松教授的實驗室，研習鑑別MRSA SCCmec型別的快速多重檢測系統。

行前準備

2008年3月12日以e-mail和平松教授連絡，教授很快地在3月15日回e-mail，歡迎我去拜訪，同時敲定六月底到七月初他人在日本的時候成行。之後，我便在3月底展開出國計畫簽之簽核等出國前的行前準備事宜，原本以為一切都會很順利，結果發現當初劉博士填寫的研習地點為歐美，而平松教授的實驗室在日本，只好先向衛生署上一份更改研習地點的簽，一切重新來過，雖然耽擱了一些時日，不過因為今年早早開始作業，所以時間上仍游刃有餘。另外，平松教授原本以為我必須申請許可才可以進入他的實驗室作實驗，後來發現我總共只要停留兩星期，時間很短，所以不須申請許可，真是運氣好！
2008年6月28日當飛機降落在成田機場時，我覺得好新鮮，因為雖然日本離台灣僅有3個小時的飛行距離，雖然我以前在美國念書時很多次在日本轉搭國際航線的飛機，但是我從來沒有進到日本國內，所以我特地自費地提前一天到達，想要做最好的研習前的準備。因為聽多了日本電車是多麼擁擠的故事，耽心自己在上班顛峰時間擠不上電車而誤了時間，特地挑選了一家雖然有點距離，但是仍然在可以步行的範圍內的旅館投宿，打算步行往返順天堂大學。

6月29日研習前一日，便依照平松教授的秘書事先畫給我的地圖，試著由投宿的旅館步行前往順天堂大學，途中經過文京區役所及日本巨蛋體育館後，便延著中央線電車軌道走了一段不算短的上坡路段直達順天堂大學，一路順利。延途有兩件讓我印象深刻的景觀，一是馬路上各式各樣人孔蓋與馬路的表面接縫處好平整！一是每走幾步路便出現的五顏六色的飲料販賣機，驚訝於日本人真的喝這麼多飲料嗎？！

順天堂大學的歷史

順天堂大學是一個具有古老歷史的醫院暨醫學院，在日本的醫學與醫學教育領域佔有很重要的地位。順天堂醫學院是由Taizen Sato於1838年成立的私立醫學院，Taizen研習荷蘭醫學且成為日本最好的西醫醫生之一，他的學生有許多後來成為醫學、教育及政治領域的領導者。1859年Taizen的養子Takanaka Sato接掌第二任院長，Takanaka於1875年退休而成立順天堂醫院，是為日本第一家私人醫院。Takanaka的養子Susumu Sato在接掌第三任院長前，去德國柏林大學習醫，是日本官方記錄上的首位留學生，畢業後又師承Vienna University有名的外科醫師暨教授Theodor Billroth，Susumu於1887年創辦了Journal of Juntendo Medical Research用以貢獻於日本醫學的進步。於1886年，順天堂醫院開始將臨床醫學分為專科，先有內科、外科，接著有眼科、整型外科、皮膚科、婦產科、耳鼻喉科、放射科、小兒科、嬰幼兒整型外科等。二次大戰時，第四任院長Tatsujiro Sato成立順天堂基金會，開始醫學教育、臨床行醫和運動指導等活動。二次大戰後，Tatsujiro的女婿Noboru Ariyama接掌第五任院長，形成現今健康大學形態的順天堂大學，也建立日本的第一個加護病房，同時將醫院依各個專科或者次專科分部門。

研習期間

6月30日一早到實驗室，馬上去拜會平松教授，他正趕忙著準備馬上要去上課的醫學生的細菌實驗課的課程，因此他先帶我去找專門負責MRSA研究的伊藤老師（Teruyo Ito），伊藤老師又找了她的博士後研究員李博士帶領我，第一個早上我便馬上開始進行實驗工作。

一、MRSA SCCmec型別的快速多重檢測系統（改良自Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2007;51:264）：這一套系統用來鑑別MRSA SCCmec types I.1、II.1~II.4、III.1、IV.1~IV.4、V和VI，主要分成四個步驟，先進行步驟1和步驟2後，依步驟1和2所得的結果，決定使用步驟3或者步驟4。另外，每一個步驟的結果若是有疑慮需要重複進行以確認時，不需要使用所有的引子，可以挑選所需要確認的引子對即可，而PCR的反應溶液與反應過程則不需要改變。
步驟1. 重組酶基因的多重PCR檢測及分型（multiplex PCR for SCCmec typing (1) - ccr gene complex）

此多重PCR使用βc、α1、α2、α3、γF、γR、α4.2、β4.2、mA1和mA2共10個引子，作法為50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和2.5 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；57°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小為type 1 ccr- 695 bp、type 2 ccr- 937 bp、type 3 ccr- 1,791 bp；type 4 ccr- 1,287 bp和type 5 ccr- 518 bp。

步驟2. mec基因的多重PCR檢測及分型（multiplex PCR for SCCmec typing (2) - mec gene complex）

此多重PCR使用mI6、IS7、IS2(iS-2)和mA7共4個引子，作法為50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和2.5 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；60°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小為mecA-mecI (class A)- 1,963或是1,797 bp、mecA-IS1272 (class B)- 2,827 bp和mecA-IS431 (class C)- 804 bp。

步驟3. Class B mec gene之J1 region 的多重PCR檢測及分型（multiplex PCR for SCCmec typing (3) – J1 region of class B mec）

此多重PCR使用1a3、1a4、4a1、4a3、4b3、4b4、4c4、4c5、4d3和4d4共10個引子，作法為50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和2.5 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；60°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小為type I.1- 154 bp、type IV.1- 458 bp、type IV.2- 726 bp、type IV.3- 259 bp和type IV.4- 1,242 bp。

步驟4. Class A mec gene和type V之J1 region 的多重PCR檢測及分型（multiplex PCR for SCCmec typing (4) – J1 region of class A mec and type V J1 region）

此多重PCR使用kdpB1、kdpB2、2b3、2b4、4b3、4b4、II4-3、II4-1、3a1、3a2、5a1和5a2共12個引子，作法為50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和2.5 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；60°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小為type II.1- 287 bp、type II.2- 1,518 bp、type II.3- 726 bp、type II.4- 2,003 bp、type III.1- 503 bp和type V.1- 1,159 bp。
二、SCCmec type IVg的PCR檢測

前述檢測系統對於SCCmec type IV僅能辨別IV.1到IV.4，MRSA SCCmec type IV.g最早出現在韓國，之前國衛院楊采菱博士的臺灣MRSA菌株中亦有檢測到此一型別，此方法可以用於檢測非SCCmec type IV.1~IV.4之type IV菌株是否為type IV.g。此PCR檢測使用IVg-L和IVg-R引子對，作法為50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和1 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；55°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小約400 bp。

三、PVL gene的PCR檢測

此PCR檢測使用PVL-F和PVL-R引子對，作法同上，即50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和1 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；55°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小約500 bp。

四、Toxic-shock-syndrome toxin（TSST-1）和腸毒素基因的PCR檢測
此PCR使用TSST-1-RT和TSST-1-250引子對檢測TSST-1基因，使用SEA-1和SEA-2、SEB-1和SEB-2或者SEC-1和SEC-2引子對檢測腸毒素A、B或者C的基因，PCR作法同上，即50 μL的PCR反應溶液內含有MRSA染色體DNA（10 ng）、各引子（0.1 μM）、各dNTP （200μM）、Ex Taq 緩衝液和1 U的Ex Taq polymerase （Takara Bio Inc.），其中MgCl2的濃度為3.2 mM。PCR機器用Takara PCR thermal cycler或是GeneAmp 9700都可以，反應過程為94°C作用2分鐘之後，連續30個循環（94°C，30秒；55°C，60秒；72°C，60秒），再72°C作用2分鐘後保留在4°C。PCR產物的大小都約500 bp。

心得及建議

我第一天到實驗室時，平松教授忙著準備醫學生的實驗課程，伊藤老師也是匆匆忙忙找李博士帶領我進行實驗工作，兩位都沒有時間和我討論我兩星期拜訪的研習規劃。後來我才知道，平松教授所帶領的細菌實驗室約有20多人，包括準教授（相當臺灣的副教授）、正式職員、博士後研究員及博士研究生，每年的六月底到七月初的兩個星期要給醫學院的醫學生上細菌的實驗課，是他們實驗室一年中最緊張、最忙碌的時間，實驗室中所有的準教授、正式職員、及大部份的博士研究生全部都將自己的研究工作擱下，全天候支援醫學生的細菌實驗課。唉！我曾經徵詢過平松教授，而且也表明我可以配合他的方便性來調整我的拜訪時機，那裡知道會這麼湊巧，我來拜訪的這兩個星期剛剛好就是他們實驗室今年最不方便的時間。平松教授覺得給醫學生上細菌實驗課不會影響我的拜訪，不過伊藤老師後來告訴我說，他們大家可是有大大得向平松教授抗議，因為他們覺得沒有時間指導我。塞翁失馬，焉知非福！因為幾乎所有的人都不作實驗，所以我反而有用不完的儀器設備，一點也不需要如同他們平日一般的排隊使用。伊藤老師的博士後研究員李博士不用去支援實驗課，所以可以隨時指導我的實驗工作，透過他的指導以及隨時和他的討論，我的實驗進行的非常地順利，收穫超過我的預期。最後，李博士還笑說我這兩個星期來拜訪，未嘗不是好事，似乎剛好挑選了最好的時機。

伊藤老師真的是研究MRSA的專家，我每天作完實驗便和她討論我的結果，她總能一眼看出那裡有問題，那裡應該再進一步確認，也提供我關於MRSA SCCmec type最新的資訊，她真是位專家！可惜她太忙了！我每天能夠向她請益的時間太短促了！另外，平松教授實驗室裡的VRSA專家崔老師更是忙碌，他無法指派專人協助我研習，只能給我一堆論文，並且利用很短的時間指點我一下，好可惜！我原本也打算學習利用微晶片的快速多重檢測系統作MRSA的基因分型與流病調查，那位最有經驗的博士研究生因為是支援醫學生的細菌實驗課的主力人員，加上微晶片的實驗耗時較長，所以無法實際操作，只能在他有限的時間裡向他請益，可惜！平松教授還和我分享他們實驗室關於SCCmec對MRSA生長適應性與致病強度方面的最新發現，他將於9月到澳洲參加會議時作此報告，真是非常熱誠的一位科學家！

看到平松教授的實驗室全心致力於MRSA與VRSA的檢驗與研究，長期具有國際性領導地位，有幾點是值得我們學習的：

1. 維持實驗室持續而穩定的人力資源

平松教授的研究團隊有20多人，其中固定的成員大約佔了一半，所有的人員長期且積極地在研究了解MRSA與VRSA這個病原菌，其研究與檢驗能量自然堅強無比。

2. 加強國際合作及技術交流


平松教授的實驗室時常是一個國際化的實驗室，隨時有國際學者進出實驗室，藉由國際合作及交流，自然能夠提昇其研究能量及檢驗技術。

3. 積極地參與國際性會議


平松教授及其實驗室同仁，皆積極地參與國際性會議，增進地區暨全球性的聯絡網脈，建立長期之知識諮詢與技術合作關係。
出國人員返國後出國報告知識分享報告表 

出國計畫名稱：快速多重檢測系統之研習
出國期間：97年6月28日至97年7月12日
出國人員：江春雪
報告日期：97年8月15日
報告方式：以口頭及表格解說日本順天堂大學細菌實驗室之快速多重檢測系統的操作方法與結果判讀
報告人：江春雪
承辦人蓋章：                  單位主管蓋章：

備註：

1. 依「行政院及所屬各機關出國報告綜合處理要點」第10點規定，出國計畫得辦理出國報告知識分享。

2. 本表填寫完成後請送第一組錄案。
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