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摘    要

芽苞桿菌屬的菌種在細菌分類裡屬於非常特殊的一群，炭疽病即是由炭疽芽孢桿菌引起的一種非常古老的疾病，感染造成快速與嚴重的病理進展，尤其對於肺部感染的病患常造成極大生命威脅，疾病的發生與細菌的分布遍及全球並會造成人畜間的共通傳染，其特殊的生活史使其亦具有使用於作為生物戰劑的特性。因此研習目的在於學習炭疽桿菌與其他特殊芽孢菌的檢驗鑑別技術，精進與更新實驗室檢驗流程；同時吸收其相關的新知與發展以提升防疫專業知能以及對全球特殊芽孢菌屬傳染病發展現況的暸解；並藉由經驗與研究交流，吸取相關發展應用於提升對於特殊病原的檢測能力。 
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芽苞桿菌屬的菌種在細菌分類裡屬於非常特殊的一群，其中炭疽芽孢桿菌的感染造成快速與嚴重的病理進展，尤其對於肺部感染的病患常造成極大生命威脅，此類傳染疾病的檢驗內容係屬國內少有單位建立之傳染病原檢驗技術，並其相關資料國內取得不易，因此本次研習內容包括，研習包括炭疽桿菌與其他特殊芽孢菌的檢驗鑑別技術，精進與更新實驗室檢驗流程；同時學習其基因體、毒素特性與分子生物學應用等新知與發展，以提升防疫專業知能以及對全球特殊芽孢菌屬傳染病發展現況的暸解；並藉由經驗與研究交流，吸取相關經驗應用於提升對於特殊病原的檢測能力。
過

程

1、 行程

此行於98年8月28日由台北出發，分別於日本與舊金山轉機後抵達位於美國新墨西哥州的聖達菲市。完成報到手續後展開為期五日密集的研習行程，結束後返程以反方向之同樣路徑於9月4日啟程，6日返抵台灣。

2、 內容

此次研習內容係由美國陸軍傳染病醫學研究所規劃主辦，也是第三次的將兩個芽孢菌屬相關的研習會（Bacillus cereus, B. anthracis, B. thuringiensis workshop, and Anthrax conference）合併在一起舉辦。Bacillus cereus，B. anthracis與B. thuringiensis 是在細菌種系分類上十分相近的三種芽孢菌，同屬於革蘭氏陽性產孢子桿菌，也同屬於芽孢菌屬中的B. cereus group。B. anthracis的感染會引起人類吸入型、腸胃型、與皮膚型炭疽病，Bacillus cereus則是食物中毒案件中常見的病原菌，B. thuringiensis會分泌製造對特定的昆蟲具有毒力的蛋白，學者應用此特性來製造天然殺蟲劑，對於殺死鱗翅目害蟲的幼蟲十分有效，於農業防治上應用良多，另外因為其與B. anthracis相近的特性也被應用於替代某些不便直接以B. anthracis進行的研究。本次研習主題主要圍繞著這三種芽孢菌的基因體研究、傳染病檢驗、流行病學分析與發展、細菌與宿主間的交互作用、毒素的作用與機制、以及疫苗與治療的最新發展等內容。
在基因體研究發展方面與臨床疾病相關的研究近年來陸續發現在非B. anthracis的芽苞菌種中發現有類B. anthracis virulence plasmids pOX1，pOX2的存在，被稱為pOX1-like and pOX2-like plasmids，因其經基因體定序分析與種系分析確認其與pOX1，pOX2的相似性。B. anthracis的pOX1，pOX2 plasmids分泌產生的蛋白質外毒素（PA+EF+LF）與莢膜被認為是其毒素因子，是感染炭疽病原孢子後造成嚴重症狀與疾病的主要致病來源。目前在B. cereus，B. thuringiensis，B. mycoides等芽孢菌種都發現有pOX1-like and pOX2-like plasmids的存在，這些的分離菌通常也跟嚴重的疾病案例有相關聯性，甚至曾經有感染B. cereus的案例出現吸入性炭疽病，而這株分離菌經分析發現正是帶有pOX1-like plasmid（事實上與pOX1相似度達99％），以及帶有能分泌與莢膜蛋白相似功能的特殊質體。曾有大規模針對從各種來源分離到之B. cereus（約1500株）檢測其pOX1-like and pOX2-like plasmids，發現約15％的B. cereus帶有這兩者其中之一的質體。這些的發現衝擊著公共衛生與安全的防治，因為這意味著炭疽桿菌很可能不是唯一能引起各式炭疽病的病原，也意味著更多種可能的生物戰劑威脅；加以各種廣泛與可能的菌種間的基因傳播與重組可能使得原本不具嚴重致病性的芽苞菌也可能成為能造成嚴重疾病威脅的病原菌；另外在臨床檢驗上遇到的B. cereus或其他Bacillus spp.常來自於環境中的污染，加以針對非炭疽桿菌的芽苞菌臨床上通常不會進行其毒性基因的檢測；因此為因應已經出現的上述基因轉移與重組的現象與各種可能的生恐戰劑之威脅，防治上需要發展更精細與更具彈性的檢驗策略去檢測這些與炭疽病的毒性相關之質體與基因以快速的發現病原，以及需具備即時與彈性的反應機制以因應此類日益變異的傳染性疾病。
傳染病檢驗相關的發展方面，美國疾病管制局報告了區分炭疽桿菌與相似芽苞桿菌以及與其他相似菌種之間鑑定的實際案例分享以及其鑑別的方法與原則分析。目前用於檢驗鑑定一般炭疽桿菌的例行性程序包括型態特徵、與生化反應特性，以及特別針對檢測炭疽桿菌用之分生檢測炭疽桿菌染色體基因與兩個與毒性相關的質體上之基因、對gamma phage的感受性、以及以直接螢光抗體染色法（DFA）偵測炭疽桿菌的表面抗原（D-PGA）等，這些特別針對炭疽桿菌的方法均有極高的靈敏度，但是沒有一個方法有100％的特異性，也就是有交叉反應與偽陽性的情形存在。因此需要透過分析一些特殊與特徵或反應上不典型之分離菌的經驗來釐清與徹底了解這些方法的限制與判別原則。根據美國疾病管制局近年來分析的表現型與炭疽桿菌相似的分離菌，其在進行菌種的檢驗鑑定中除了使用例行的鑑定方法之外，另外以PCR檢測多段之莢膜基因capA、capB、capC、capD，並且也應用16s rDNA基因定序來進行菌種的鑑別；至於在鑑別與炭疽桿菌種系分類中相近的芽苞菌，還應用MLVA（multiple-locus variable-number tandem repeat analysis）增幅分析六段在染色體上的基因與兩段分別在兩個質體上的基因，以及MLST（multiple-locus sequence typing）定序分型七段的housekeeping基因以區分其基因型別。MLVA除了可以有效的分析在炭疽桿菌之間的相關聯性與不同來源的炭疽分離菌的關聯性之外，也被認為在區分與炭疽桿菌相近的芽苞菌種有高度的可靠信，而MLST雖然區分性沒有MLVA好，但在與炭疽菌極相近的芽苞菌種中也曾發揮過區別的功能，因此可以當成輔助的方法。經過反覆分析了數十株的此類菌種的結果顯示，在鑑別與炭疽桿菌表現型相近的菌種間，即型態相似加上某些的生化反應吻合時，此時的莢膜染色法與直接螢光抗體染色法確實比較容易出現偽陽性反應，而全套標準的生化反應特性分析與16s rDNA基因定序分析則能提供比較可靠的鑑別，其中無運動性是其固定的特性，多段的莢膜基因檢測也有助於排除非炭疽桿菌的分離菌；而應用MLVA與MLST則主要是有助於基因種系相近的芽孢菌種間的區分。另外美國疾管局方面也強調在面對菌種多樣性與變異性的前提下與當今基因工程技術發達的挑戰，在遇到這些新興或表現上不典型不易清楚鑑別的疑似菌株時，應採用多種方法檢測分析，而不能就單一的檢測方法就進行結果判定，並且在對每個方法的應用與其限制的暸解下，建立判定準則與經驗以提供公共安全決策時快速又正確的結果。
在其他新式檢驗技術開發方面，有應用蛋白質體學與血清分析等相關技術尋找炭疽病發生後之細菌診斷與疾病進程之生物標記，未來將可以應用於直接檢測血清中這些蛋白標記就可以用於感染情形的診斷與監測炭疽病發展的進程;另外也發現在感染初期炭疽菌分泌的毒性蛋白Lethal factor的量與早期診斷、疾病預後與治療情形等訊息具有相關性，因此偵測其分泌量能以提供此些與疾病發展相關之資訊；並且一項研究在經過生物戰劑肆虐的環境中，這些生物戰劑之後在這些環境中存在情形的結果指出，在遭受攻擊過後這些生物原即生物製劑可以在那地的環境中以有意義的量存在長達超過四年的時間。
在流行病學分析與發展方面，曾經應邀來本局演講的Dr.Paul Keim實驗室也是國際知名的炭疽桿菌研究團隊也報告他們最新建立的流病分型技術，除以得以更有信心的分析疫情中分離株之間的相關性，對於炭疽桿菌的演變、地理傳播、歷史上種系間的演變關係也得以描繪出一個概括的關係圖。SNPs在此之前很少應用在炭疽桿菌演化史的分析，由於基因定序技術的進步與SNPs於演化上傳襲穩定的優異性，該實驗室建立以SNPs分型為主的種系分析技術，也發現其在區分上優於VNTR等以往使用的技術。首先針對選擇出來的代表性的炭疽桿菌進行全部基因體定序，進而比對分析這些序列找出了四千多個SNPs，再經由分析的經驗選擇區分性良好的SNPs應用在客製化的genotyping array平台開始大量分析該實驗所收集的菌株。由於該實驗室多年以來已經有系統的在進行世界各個不同地理區的菌株收集，因此分析這些菌株的結果不僅描繪出炭疽桿菌的演變與演化趨勢等，他們的目標也期待可以往上溯源至菌種的起源，但是由於某些區域的代表性菌株的收集仍不盡完全以致於資料庫的資料不足以分析追溯到一個共同的起源以回答這個問題，因此他們仍持續公開的向全球各個地方廣徵菌株，期待若有特殊收藏的實驗室能提供出來一起加入這個資料庫，使其不僅在研究上更完整，更能在生恐攻擊事件或任何爆發的疫情中提供一個全球最完整的比對分析之資料庫。
另外來自歐洲的挪威奧斯陸大學與法國巴斯德學院也提出他們建置的提供全球B. cereus group（包括B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, and B. weihenstephanensis）基因分析的資料庫名為HyperCAT（http://mlstoslo.uio.no/），此資料庫係由大量的各種分型方法產出的分析資料與分型工具等資訊組成，提供演化與流病分析用，被認為針對B.cereus group提供了最廣泛的分析觀點。
在細菌與宿主間的交互作用以及毒素作用與機制的進展方面，探討lethal toxin與edema toxin感染進入體內後引起的免疫反應與病理上的致病機轉，像是edema toxin能夠在感染初期增加上呼吸道中之dendritic cells將感染之炭疽菌運送往附近淋巴結的活性，一旦細菌到達淋巴結後即能藉由血液系統散播，藉以快速地引發系統性症狀；另外在人體內必需的bicarbonate分子被發現對於調控炭疽孢子的萌發為菌體並且釋放毒性造成其後的致命的疾病結果扮演著重要角色；而關於lethal toxin如何引發血管內皮細胞的破壞與失功能也有新的機制被發現，這些的進展與親和力更強的抗毒素抗體結構的發現等都為更有潛力的治療性策略提供新的方向。關於對孢子之多層結構、蛋白位置與其形成及調控作用的瞭解、感染與孢子萌發之受體分子與其作用機制之解碼等發現也都有助於新式試劑藥品的設計研發用以消毒或阻止感染途徑的形成與作用。最後炭疽桿菌分子參與在感染疾病形成的機轉與感染後宿主免疫反應中免疫細胞參與過程導致的疾病演變，與細菌感染引起的免疫反應途徑作用方式等此些部分也都有著新的發現與進展。
至於疫苗與治療的發展由滿場的出席可以感受出這個方面的主題仍是大家非常感興趣的焦點，Emergent Biosolutioins公司所研發製造的BioThrax（Anthrax Vaccine Adsorbed, AVA）是目前唯一經美國藥物食品管理局核可之炭疽桿菌疫苗，其來自不具毒性的菌株，並用於接觸前之預防特別是可能接觸炭疽孢子之高危險行業工作者。該公司目前也正在進行一個名為AV7909的新一代疫苗的研發，是以BioThrax為基礎加上特殊之免疫刺激複合物為概念，這個新一代疫苗的主要目的在要具有能達到暴露後免疫預防（post-exposure prophylaxis, PEP）的能力，在數個臨床前期的動物模式試驗顯示這個新一代的疫苗不管在免疫性或是保護性上都顯著地優於BioThrax，並且兩劑的新疫苗免疫效果即可達到需要注射三劑的BioThrax能達到的力價，試驗的結果亦顯示這個新一代的疫苗通過穩定性、毒性試驗與相容性上的需求，並且具有很強的免疫與保護力，目前正在進行第一期的臨床試驗，並且該公司也已建置有符合cGMP的量產流程，顯見不久的將來AV7909將極可能成為對抗炭疽病的有力防線。
另外由於細菌的莢膜蛋白是菌體位於最外圍的結構，許多其他傳染病原以表面蛋白為標的製造的疫苗也都得到不錯的效果，因此也有針對炭疽表面莢膜為標的研發的疫苗，在靈長類動物試驗上得到不錯的免疫與保護效果；而在增強黏膜免疫反應的疫苗設計與其最適化的免疫途徑之研究也是希望能產出一個具有PEP暴露後免疫預防效果的疫苗。
炭疽菌感染與其他細菌性感染的治療一樣以抗生素治療為主，但因其快速與嚴重的病理進展尤其對於肺部感染的病患常造成極大生命威脅，現今研究支持發展結合式的治療，即以抗生素加上抗毒素藥劑的治療能增加系統性感染病患的復原與存活率，近期也有抗毒素效果良好的單株抗體被製造生產出來，對於毒素與體內分子的結合有很好的阻斷效果，於疾病的預防與治療的應用深具潛力。
心得與建議

芽苞桿菌屬的菌種在細菌分類裡屬於非常特殊的一群，炭疽病即是由炭疽芽孢桿菌引起的一種非常古老的疾病，疾病的發生與細菌的分布遍及全球並會造成人畜間共通的傳染，其生活史以兩種型態出現，生存條件不佳的情況下即轉變為以保護結構周密的孢子形式休眠於環境中，以這樣的機制其可以在自然環境中延續其生命生存達數十年之久都不易被消滅或自然凋亡，待察覺到周圍有適於生長的契機時，又可以萌發為一般細菌的繁殖體形式，進行其生命現象的展現與歷程。因此一窩瘋的研究希望解開其調控機制的奧秘，甚至聽聞幾位甚具創意的學者談話間希望這些研究的發現若能應用在人類中間，使人體在有需要時也可以以休眠形式保存然後再恢復其生命，或可使很多現在不治之症或無法解答的難題在未來有解，也或者可以有其他各種形式的應用，但是這其中當然還牽涉了複雜度非常高的醫學倫理與道德等可能會爭論不休的種種議題，還有可能這樣的異想在研究工作進展到極致時發現終究是一種異想的境地。也因著芽孢桿菌屬的特性與炭疽病本身疾病的嚴重性，目前國際間的發展與關注焦點圍繞著公共安全衛生與維護人類健康的主題，包括如何運用各式已知的機制發展殲滅病原孢子的策略與更有效的治療與疫苗策略等都是極熱門的話題。
往常這類圍繞著芽孢桿菌屬的研習並非是一項會定期或例行性舉辦的聚集研究學者與臨床工作者的機會，因此在這樣難得的機會同時見到對於這個重要的人類傳染疾病之蓬勃進展以及越來越多的致病與調控機轉等的解碼，與會人士均感到興奮與由互相的交流感到參予這樣工作的意義與重要性，然而這些的發展與精進的意旨原在竭力維護全人類的健康與護衛公共安全，但是對於此類深具威脅性甚至易淪為生物武器的病原，在揭露其奧秘的同時，國際間也甚是擔心這些公開的發現與應用反而被用於這些宗旨的相反面，因為它們的確就像一刃的兩面端在於使用者的立基與出發點，有鑑於此近年國際間也紛紛成立一些機構旨在監管這些具有所謂的「dual-use dilemma」性質的研究與應用，來自美國的NSABB（National Science Advisory Board for Biosecurity）此次也在當中演講了這方面的規範與管理的政策與作法，然而與會人士也表示這類的議題的底層是屬於道德層面的問題（ethical dilemma），有著一些難以也無法用政策來規範到的領域。
由於芽孢菌屬的特性能形成孢子存在於環境中，且不易被各種消毒法所去除，在我們的經驗中送驗的檢體裡就算不是食物中毒案件，都不時會從各式各樣來源的檢體裡分離到B. cereus，與見到其他的芽孢菌屬，因為此類細菌屬於型態特殊易於被發現，但是其相近菌種之間因表現型近似就不易區分，國內較缺乏這方面與炭疽芽孢菌方面之資訊與切磋學習對象，於96年開始承接此項工作的當時亦少見此領域傳承與資訊，本實驗室在96年7月時接獲的疑似炭疽粉末通報檢體中，就曾經分離到型態極為相似的芽孢菌屬，其生化反應不典型當時亦難以確認其確實菌種，後經兩次PCR排除，由於芽孢菌廣泛存在於環境中，該檢體又屬環境採檢，當時判斷應屬於環境中之芽孢桿菌；類似這樣的案例在此次研習中有此相當難得的機會經由美國疾管局的案例剖析分享與其他學者的流病分型研究中，透過其豐富的鑑別特殊與特徵或反應上不典型之分離菌的經驗釐清與了解這些方法的限制與判別原則等，實屬非常寶貴的資訊與學習經驗，其揭露的分析方法原則與流程相信可以應用在許多特殊的傳染病檢驗中。
建議事項
1. 在這些豐富的交流中有鑑於許多研究的新發現或者特殊病例與群聚事件中病原的發掘，例如新變異株或新興菌株的分離常來自臨床工作者與實驗間有所警覺而進行很多的澄清、溝通與討論，在其中產生一些解決問題的想法，進而嘗試下有了新的進展與發現，或者以至於能夠快速又正確的檢測出病原；因此建議加強與鼓勵臨床工作者、防疫人員與實驗室間溝通討論機制，同時不論角色為何在面對傳染病的防治工作時保持警覺與彈性，以因應日益變化的傳染性疾病挑戰。
2. 國外確曾發生因相關人員攜出病原而導致疫情的事件，因此生物安全（biosecurity）規範這樣的議題近年來在國際上日益受到重視，規範的內容也日益廣泛而多層面；國內目前已有針對生物材料易動的規範，對於臨床各種層級分離株的強制入庫標準或列管似乎尚無明確規範，因此建議參考國外管理內容與程序，加強生物安全管理規範之層面。
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