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摘    要

近二十年來有關巴東體屬細菌的研究和調查報告以滾雪球的速度增加，不僅發現更多新的菌種，對於其涵蓋的自然宿主、可能的病媒和確認的病媒物種種類更為廣泛。目前已確認23種包含亞型的菌種，其中6種和人類的疾病有關。隨著越來越多的資料顯示，巴東體屬細菌已成為本世紀重要的新興傳染病病原之一，因此提昇巴東體屬細菌的檢驗與防治工作將成為未來重要的課題。此行赴日本學習從不同動物種類的檢體進行巴東體屬細菌初代分離、分子生物學鑑定技術與分子流行病學分析等技術，將應用於台灣各區域間貯菌動物巴東體屬細菌分離株之遺傳特性，及各分離株其地域分布特性與演化關係調查上。其成果將有助本局對於巴東體屬細菌檢驗能量的提升和相關疾病防疫措施的參考。
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至日本神奈川縣日本大學生物資源學部獸醫學科動物医科学研究中心學習從不同物種的檢體進行巴東體屬細菌初代分離、分子生物學鑑定技術與分子流行病學分析…等技術，將應用於台灣各區域間貯菌動物巴東體屬細菌分離株之遺傳特性，及各分離株其地域分布特性與演化關係調查。
過    程

1、 行前聯繫：感謝前疾病管制局細菌實驗室負責人周振英博士親赴日本大學神奈川縣校區的生物資源學部獸醫學科與Dr. Maruyama聯繫，更感謝Dr. Maruyama馬上應允，使本研習案得以順利進行。挑選2007年台灣疑似貓抓病患者血液檢體50件、鼠類分離菌株25件和鼠類血液檢體50件，於研習前寄送至Dr. Maruyama的研究室作為研究素材。
2、 行程：於10月1日搭乘華航最早航班，由台北出發入境日本成田機場，依序轉搭機場巴士和電車後，於傍晚五時許抵達住宿地點。翌日以日本大學生物資源學部獸醫學科動物医科学研究中心海外合作研究人員的名義，完成報到手續，隨即於該中心Dr. Maruyama 所主持的獸醫公眾衛生學研究室展開研習課程。於31日結束課程返抵台灣。
3、 研習內容
A. 檢體採集、運送方式與檢體保存方法
一般而言人類並非巴東體屬細菌之保菌宿主，通常菌血期僅維持10天左右。臨床上不易取得菌血期的血液檢體，因此診斷人體感染巴東體屬細菌的實驗室檢驗方法中，以血清抗體檢查較為適宜。巴東體屬細菌屬於挑剔性的細菌，更不易從血液檢體成功分離病原菌，因此針對進入非急性發熱期的患者，由感染病灶處附近之腫脹淋巴結採取生檢組織被視為有較高的機率培養出巴東體屬細菌。其他動物則是以採取血液檢體進行病原分離培養為首選方法，採取血液檢體時應選用EDTA或是Heparin抗凝劑。野外採集野鼠或其他種類動物血液檢體，採檢前需特別注意剃毛與表皮消毒工作，以避免污染針具與檢體，因巴東體屬細菌菌落生成時間較長，約需要4-45天以上，很容易受到其他表皮細菌的污染或是黴菌汙染而蓋住巴東體屬細菌菌落，而使培養結果成偽陰性。

檢體採集後兩天之內可運抵實驗室之檢體，以4℃以下輸送條件運送；但是，如野外調查小型哺乳類動物等通常會超過2天以上，才送至實驗室的檢體，則需以-20℃之冷凍方式運送。實驗室收到檢體後應置於-80℃以下之冷凍櫃中保存，至少保存24小時方可取出進行細菌分離，此外並無保存期限之上限限制。

B. 巴東體屬細菌分離培養方法
目前巴東體屬細菌尚無開發出專屬培養基，因此初代培養基的選用，各個實驗室依照研究經驗而選用不同的培養基和培養方式。本次的研習採用兔血液平板培養基進行細菌分離，以Heart infusion agar為基礎成份，添加10%去纖維之新鮮兔血液。培養方法：於室溫下解凍血液檢體，取50 μL血量塗佈於培養基，培養皿貼上透氣封膜，放置於37℃含5%CO2培養箱培養。每隔四天觀察培養基上有無菌落生成，若培養基受到黴菌污染，應立即丟棄。每個檢體挑取三個不同色澤、型態大小的單一菌落進行增殖。不同物種來源的巴東體屬細菌菌落生成的時間並不一致，鼠源巴東體屬細菌平均生成時間最短，約3-12天可見菌落，其他物種來源需要較長的時間。人體來源之檢體需至少培養觀察四個月，若仍無菌落生成才可放棄培養。鼠類檢體培養期約莫二個月。
C. 巴東體屬細菌鑑定方法
巴東體屬細菌鑑定方法目前仰賴分子生物學特性進行鑑定。

分離株核酸萃取採用Insta Gene Matrix (BioRad)試劑。以10 μL接種環刮取約半粒芝麻大小之純培養細菌，經過PBS洗過一次後，與50 μL Insta Gene Matrix混合，於56℃反應30分鐘，沸水中反應8分鐘後收集含核酸之上清液進行PCR反應。

目前用於菌種鑑的標的基因有很多，像是gltA、rpoB、ftsZ、ribC、16sRNA和Intergenic pacer region (ITS)等等，但是使用頻率最高的標定基因為gltA，NCBI內gltA的序列資料也最為豐富，最適合作為菌種鑑定和親源演化分析。因此選用gltA鑑定疑似菌落，第二線的鑑定標的基因選用rpoB。

PCR反應內容物包含Master Mix (Promega)、10 pmole引子對(如表一)、1 ng/μL DNA。gltA基因PCR反應：94℃作用5分鐘，接著進行95℃作用20秒、53℃作用30秒、72℃作用30秒總共30次的循環，最後72℃作用5分鐘。產物經膠體電泳分析，依產物的有無與大小，來確認是否為巴東體屬細菌。確認為巴東體屬細菌則進行產物序列分析以確認其種別：以EZ-10 spin column PCR product purification kit(Bio Basic Inc)純化產物，再以BigDye進行sequence PCR。sequence PCR之產物除去礦物油後，使用酒精沉澱法純化產物，最終產物使用ABI定序儀進行序列分析。

D. 人血液檢體PCR檢測

目前雖有許多標的基因可供選用，其中以intergenic spacer region (ITS)核酸偵測標的區域的敏感性最高，其產物大小依不同的菌種約介於150-260bp之間，適合作為初步之菌種鑑定。
萃取人類血液檢體核酸使用QIAAmp Blood mini kit(Qiagen)試劑。萃取方法：以200 μL血量與20 μL Protease混合，隨後加入200 μL Buffer AL，於56℃反應10分鐘。加入200 μL無水酒精混合後移至QIAmp spin column，捨棄過濾液後分別以Buffer AW1和Buffer AW2清洗column，最終以Buffer AE或純水將核酸溶出以進行PCR反應。
PCR反應內容物包含Master Mix(Promega)、10 pmole引子對(如表一)、1 ng/μL DNA。ITS區域PCR反應：95℃作用5分鐘，接著進行95℃作用60秒、60℃作用60秒、72℃作用30秒總共45次的循環。

E. 抗體檢查間接免疫螢光法

製備一批貓抓病抗體檢驗用抗原片需13個日程。第一日自-80℃冰箱取出B. henselae Houston，室溫回溫後各取10 μL菌液塗佈於2個5%兔血液培養基上。第三日從液態氮桶取出vero cell，回溫後培養於25T培養瓶，含0.5 mL胎牛血清與4.5 mL DMEM。第六日將25T培養瓶內細胞轉培養於75T培養瓶。第七日細菌繼代於5%兔血液培養基上，需要塗2片。第八日將75T培養瓶內細胞轉培養於3個75T培養瓶(每瓶各含1.5 mL胎牛血清與13.5 mL DMEM)。第十日將其中一個75T培養瓶內細胞再轉培養於3個75T培養瓶。第十一日將繼代第五日的B. henselae Houston自培養基上刮至PBS溶液中，取5 mL與McFarland 2號比濁管相同濁度之菌液，與前日繼代的細胞共養。第十二日洗去未附著於細胞之細菌後，將感染的細胞懸浮於33 mL含胎牛血清的DMEM，以20 μL懸浮細胞液滴於螢光玻片內各孔格中，經14至16小時的培養，讓細胞附著於玻片上。第十三日吸除螢光玻片上的培養液，玻片以PBS清洗2次，再以aceton固定，以顯微鏡檢視各孔格內細胞覆蓋面積是否達1/2以上，未達標準之孔格不能用於抗體檢驗。
抗體檢查流程和本局現行檢驗流程類似，最大差異之處為日本僅使用抗IgG的二級抗體。抗體檢查判定標準乃依據螢光亮度由弱至強標記為1、2和3共三個等級，無螢光反應以0為標記。力價達128倍以上的人血清檢體，檢驗結果判定為陽性。採取患者配對血清方面，日本有執行上的困難，只能根據單次血清抗體檢驗結果進行個案研判。貓血清抗體判定標準和人血清抗體判定標準相同，犬血清抗體判定標準因陽性個案數目過少，未累積足夠的資料，因此目前尚無陽性判定標準。

F. 專題演講聆聽與實驗室參訪

於研習期間的實驗空擋於校內聆聽專題演講，並參訪兩個校外學術研究機構。
10月9日參訪神奈川縣衛生研究所。該研究所於1902年設立，經七次的組織再造與業務重整，於2006年搬遷至現址。其主要任務與功能包含1.針對神奈川縣境內發生或可能發生之微生物危害、食品危害、化學危害與輻射危害等進行調查與撰寫研究報告，更針對疫情提出防治方法與執行；2. 例行微生物和理化毒物檢驗業務3.肩負國內各級學校衛教指導和國內研究學者研修指導，接受國外研究人員到該研究所進行研習與學術交流；4.定期提供檢驗與監測報告和研究成果。

10月17日美國加州大學戴維斯分校流行病學研究所Dr. Chomel應Dr. Maruyama之邀，赴日本大學就「與器官移植與捐血有關的人畜共通傳染病」為題進行專題演講，會中提到器官受贈者感染Lymphocytic chroriomeningitis virus的案例有詳細的說明。
10月20日參訪位於東京郊區的杏林大學保健學部披衣菌實驗室，與Dr. Bannai和顧問Dr. Hagiwara會面。
10月27日參加於日本大學舉辦國際新興傳染病研討會，主題為「野生動物和人畜共通傳染病」，會議邀請日本北海道大學流感病毒權威Dr. Kida和千葉科學大學鉤端螺旋體病專家Dr. Masuzawa、韓國高麗大學研究漢他病毒的專家Dr. Song和美國疾病管制中心病媒傳染病組研究巴東體屬細菌等細菌專家Dr. Kosoy分別作專題演講。但是Dr. Kosoy因故臨時無法前來日本演講，改由Dr. Maruyama就日本巴東體屬細菌和其他人畜共通傳染病的研究作專題演講。
G. 研究成果

1.野鼠與錢鼠血液檢體經一個月的研習時間觀察培養，巴東體屬細菌陽性率為64%(32/50)。

2.人體血液檢體經一個月的研習時間觀察培養，未有巴東體屬細菌菌落生成，亦未測得巴東體屬核酸反應。

3.鼠類巴東體屬細菌菌株初步鑑定結果，菌株分屬於B. japonica、B. tribocorum和B. rattimassiliensis等菌種(如圖一)。

心    得

日本大學生物資源科學部獸醫學科共計有十八個研究室，其中獸醫衛生學、魚病學、獸醫傳染病學、實驗動物學和獸醫公眾衛生等五個研究室另組成「動物醫學研究中心」，該中心被日本文部科學省選定為「人畜共通傳染病監視調查與控制」研究計畫參與機構，該計畫目的為推動提昇科學研究效能並提供最新的科學研究資料。此次研習的地點為日本大學生物資源科學部獸醫公眾衛生學研究室，研究室有三名老師，Maruyama教授，Mikami客座教授和Kabeya助教授。該研究室是日本研究巴東體屬細菌最重要的研究室，除此之外寵物、家畜和野生動物來源的人畜共通傳染病和動物來源的食品的危害等調查研究和基礎研究，也是該研究室的研究重點。此行剛好碰上Dr. Kabeya赴美國疾病管制中心病媒傳染病組研習巴東體屬細菌免疫學研究，又遇上籌辦國際研討會和為研究室內七位六年級準畢業生修改畢業報告和畢業論文之際，因此大部分的實驗技術由該研究室的Inoue準博士指導我們。儘管研究室再怎麼忙碌，Dr. Maruyama總是放下手中的工作，讓我們向他請益與討論，甚至親自開車載我們參訪神奈川縣衛生研究所和遠赴東京的杏林大學。

研習的期間獲得了許多預期外的收穫。從泰國國立健康研究所派赴日本研習「犬貓巴東體屬細菌實驗室檢驗」的Decha Pangjai研究員，因研習內容相近一起研習，而成為好友。託Pangjai研究員的福，得以造訪Pangjai研究員數年前研習立克次體檢驗與研究的神奈川縣衛生研究所，以及參訪與泰國國立健康研究所於披衣菌調查研究上有合作關係的杏林大學保健學部披衣菌實驗室。另外於研習期間碰巧遇上日本大學生物資源部舉辦的國際人畜共通傳染病研討會，與日本研究鉤端螺旋體和伯氏疏螺旋體第一把交椅的Dr. Mazuzawa會面；也與研究巴東體屬細菌響譽國際的Dr. Chomel作短暫的交流，此行收穫十分豐碩。
Dr. Chomel特別提到根據美國2005年調查資料顯示有44%的飼主會和家犬同床共眠生活習慣。這類與寵物親密的生活習慣已悄然成為「家庭內的人畜共通傳染病」最重要的危險因子，因此進行器官移植與輸血之前，應否增加評估捐贈者寵物飼養史與增加人畜共通傳染病檢驗項目，以降低受贈者感染家庭寵物來源之人畜共通傳染病，未來將是國內外衛生單位討論的重要項目之一，須及早因應。建議衛生與農政單位現階段從宣導民眾不飼養來源不明和野外抓來的動物作為寵物著手，繼以推動寵物定期健康檢查，預期將可降低寵物媒介人畜共通傳染病的機會。
巴東體屬細菌傳播的方式大多和節肢動物有關，除Lutzomyia verrucarum、Pediculus humanus humanus、Ctenocephalides felis和Ctenophthalmus nobilis nobilis以上四種節肢動物證實具有傳播能力，其他種類的蝨、蚤、蜱、蟎、白蛉…等等節肢動物因缺乏充分的科學證據，僅能視為可能具有勝任能力的可疑病媒。雖然巴東體屬細菌其貯菌宿主涵蓋的物種種類非常廣泛，也有跨物種共同保有菌種的情形，但是宿主和各菌種之間仍存在某種程度的專一性。例如引起貓抓病的B. henselae，貓為其貯菌主，而人和犬僅是伺機性感染的對象，並非貯菌主；B. bacilliformis和B. quintana除了人以外並無其他的貯菌宿主。目前包含未經國際原核生物分類系統委員會確認的巴東體屬細菌菌種已超過26種以上，根據調查發現小型哺乳類動物是巴東體屬細菌重要的貯菌宿主，其中又以鼠類的調查資料較為豐富，將資料整理後發現鼠類能夠攜帶的菌種種類也較多，和鼠類有關的巴東體屬細菌大約有十種，分別是B. britlesii、B. doshiae、B. elizabethae、B. grahamii、B. phoceensis、B. rattimassiliensis、B. taylorii、B. tribocorum、B. washoensis、B. vinsonii subsp. arupensis和B. vinsonii subsp. vinsonii。其中約有四種鼠源巴東體屬細菌被認為可能引起人類疾病：B. elizabethae引起心內膜炎、B. grahamii可能是引起人類neuroretinitis的病原菌之一、B. vinsonii subsp. arupensis引起菌血症、發燒和心內膜炎、B. washoensis引起心臟病。

目前巴東體屬細菌的培養方法尚未成熟，能夠從人體成功分離出的機率極低。初代分離時培養基的選擇和培養技術，端看各實驗室的過去的經驗和方便性，以及與其他實驗室交流得來的資訊作機動性的調整。培養基的種類包括血液培養基、巧克力培養基、兔血液培養基、Bartonella Alpha Proteobacteria Growth Medium (BAPGM)、一般細胞培養、昆蟲細胞培養基成份等多種培養基…等等，都有實驗室使用，但是截至目前為止，尚未研發出巴東體屬細菌專屬的培養基，而日本大學目前正著手研究，期望開發出更合適的培養基。然而研究人員最不想遇見的事終於發生了，根據最新的研究報告指出在兩位美國婦人的血液檢體成功分離到的菌株，經過序列分析發現與綿羊血液和其外寄生蟲(sheep keds)分離到的新種B. melophagi十分相近。因此避免使偽陽性結果產生，剔除巴東體屬細菌培養基中的動物血液成分將成為趨勢，也是未來與國內外相關實驗室研究交流的首要項目之一。
根據分析比對gltA基因序列結果，台灣鼠類攜帶巴東體屬細菌菌種有多樣化的現象，初步發現這些菌株的gltA基因序列分別和中國南方鼠類分離株、中國北京分離株、日本鼠類分離株和張照勤教授曾經在台灣中部分離到的菌株較為相近。未來將與日本大學Dr. Maruyama密切合作，進行亞洲太平洋西部區域的巴東體屬細菌流行區域、宿主與媒介昆蟲等等調查研究。
日大生物資源學部對於生態和環保非常重視，並實際運用於校園的景觀設計與管理，例如：池塘設有生態浮島、減少草木修、儘量使校園自成一個自給自足的自然生態系。因此早上上課途中聆聽鳥語夜歸有蟲鳴為伴，甚至某日晚上於學校旁的電車站裡，發現一隻野生白鼻心沿著鐵軌不疾不徐的步行，最後沒入車站外的草叢消失無蹤。素聞日本來對環保議題的重視，尤其在日本本地更是深深感受到於環境保護的用心，見證到這樣的保育成果，讓身為台北都市人感到非常震撼。

建    議
1、 近來越來越多的節肢動物被發現可能帶有巴東體屬細菌，在釐清病媒的媒介能力之前，建議防疫人員進行野外採集時應提高裝備安全性，穿著連身式的防護衣，防疫車輸運人員與鼠體至實驗地點應採子母車方式，人鼠不同車廂分隔運送，以降低野外調查時防疫人員被感染人畜共通傳染病的風險。
2、 關於台灣鼠類攜帶巴東體屬細菌的研究調查報告並不完整，目前僅有台灣中部地區小型哺乳類動物等調查資料。本實驗室目前已著手進行澎湖、金門、馬祖和台北市的野鼠調查，希望未來能擴大調查範圍，全面性了解台灣野鼠攜帶的人畜共通傳染病菌株。

3、 由於人類並非絕大多數巴東體屬細菌的貯菌宿主，菌血期短暫僅維持10天左右，患者常常於菌血期的發熱期結束後才就醫，因此針對進入非急性發熱期的患者，可改由感染病灶處附近之腫脹淋巴結採取生檢組織進行細菌分離培養。


附    件

表一、研究中所使用之引子對序列

	引子名稱
	序列(5’-3’)
	標的基因
	

	BhCS.781p
	GGGGACCAGCTCATGGTGG
	gltA gene
	

	BhCS.1137n
	AATGCAAAAAGAACAGTAAACA
	gltA gene
	

	1600R
	 GGRCAAATACGACCATAATGSG 
	rpoB gene
	

	2000R
	CGYGGYRCCATRAAAACTTCWCC
	rpoB gene
	

	2000F
	GGWGAAGTTTTRATGGYRCCRCG
	rpoB gene
	

	1400F
	CGCATTGGCTTACTTCGTATG
	rpoB gene
	

	2300R
	GTAGACTGATTAGAACGCTG
	rpoB gene
	

	ITS1
	(C/T)CTTCGTTTCTCTTTCTTCA
	16S-23S intergentic sequence
	

	ITS2
	GGATAAACCGGAAAACCTTC
	16S-23S intergentic sequence
	


圖一、台灣巴東體屬分離菌株gltA基因演化樹分析
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