出國報告（出國類別：研究）
腸道抗藥性細菌之檢測技術交流
服務機關：衛生署疾病管制局
姓名職稱：慕蓉蓉聘任副研究員
派赴國家：法國及英國
出國期間：101年9月26日至101年10月5日
報告日期：101年11月26日

摘要
腸道細菌抗藥性情形在世界各地日益嚴重，因應99年NDM-1列入第四類法定傳染病，需建立腸道細菌抗藥性標準檢驗、抗藥性趨勢分析及建置參考實驗室，並與世界各衛生機構進行資訊交流。此行至法國巴黎 South-Paris Medical School and Hospital Bicetre， Professor Patrice Nordmann 的實驗室學習其最新研發之快速偵測 carbapanemase 的技術。另一目的地至英國衛生保護局(HPA, Health Protection Agency)之抗藥性實驗室Antibiotic Resistance and healthcare associated infections reference unit (AMRHAI) 學習藥敏測試及抗藥機轉之偵測。此行出發前第二例新型冠狀病毒個案經HPA確認，因此借此機會同時拜訪病毒參考實驗室，以進一步了解此新型冠狀病毒可能帶來的衝擊。
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1、 目的
細菌抗藥性是世界各地感染控制的重要課題，此次至法國及英國兩個重要的抗藥性監測及研究頗負盛名的實驗室交流，擬了解歐盟國家抗藥性之偵測及其流行趨勢與群聚感染之處理方式並同時學習建立重要抗藥菌株之標準檢驗法及參考實驗室，提供業務單位監測平臺與抗藥性趨勢分析，並與國際重要衛生單位資訊分享，建立訊息交流管道。
貳、行程
九月二十六日至二十七日                  行程 (台北~法國巴黎)
九月二十八日






研習 (法國巴黎)
九月二十九日



     

行程 (法國巴黎~英國倫敦)

十月一日至十月四日





研習 (英國HPA)

十月四日至十月五日





返程 (英國倫敦~台北)
參、過程
此次研習行程第一站至法國巴黎 South-Paris Medical School and Hospital Bicetre， Professor Patrice Nordmann 的實驗室學習其最新研發偵測carbapanemase的 Carba NP技術，此一技術可取代以PCR方法偵測多重抗藥菌株中carbapenemase之基因，利用carbapenemase水解 carbapenem 類抗生素過程中產生酸，使phenol red指示劑由紅轉澄顯示carbapenemase之存在(附圖)。此一方法可針對目前所知的class A、B及D之carbapenemase進行偵測，可解決一般臨床實驗室無法以PCR進行偵測carbapenemase基因的困境。Professor Patrice Nordmann實驗室位於Hospital Bicetre內，除院內所有微生物之鑑定外，也與歐洲、中東等各國合作進行研究，常有世界各地的菌株送至其實驗室進行鑑定。其臨床微生物實驗室除一般傳統細菌鑑定外，並引進新型質譜儀細菌鑑定儀。質譜儀偵測細菌特有之胜肽片段，分析片段訊號進行細菌鑑定，每次鑑定只需5至10分鐘，而傳統生化反應鑑定需時16至18小時。質譜儀分析上百片段鑑定細菌，亦比以十幾種生化鑑定精準許多。快速、更準確將使質譜儀成為未來細菌鑑定之利器。
此行另一目的地是前往英國衛生保護局(HPA, Health Protection Agency)之抗藥性實驗室Antibiotic Resistance and healthcare associated infections reference unit (AMRHAI)，主要是學習全套抗藥性檢驗流程，並了解HPA抗藥性監測系統之運作。AMRHAI的負責人Dr. Neil Woodford安排四天緊湊的行程(附表)，除了抗藥性相關實驗學習外，還安排與其他HPA細菌相關實驗室負責人會談與交流。AMRHAI基本上由三個實驗室組成，分別是藥敏測試實驗室(susceptibility testing Lab,由Robert Hill負責)，抗藥性機轉實驗室(resistance mechanism Lab，由Katie Hopkins負責)以及分子分型流病分析(由Jane Turton負責)。藥敏測試實驗室以最正統之agar dilution method進行藥敏測試。此法配置廣範圍抗生素濃度，準確測得抗生素最小抑制濃度(minimal inhibitory concentration, MIC)。但須新鮮配置，且一次需配置多種不同濃度之抗生素，尚需針對不同之細菌屬性(例如格蘭氏陽性或陰性)準備不同之抗生素，因此，藥敏測試實驗一週做一次檢測。星期一開始整理前一週由各醫院送來之檢體，並進行次培養。星期二上午以質譜儀鑑定(HPA亦採用質譜儀系統進行細菌鑑定)，依不同細菌，計算所需之抗生素培養基數量，並開始配置各種抗生素不同濃度之培養基。下午進行接種，培養。星期三讀取藥敏測試結果，登打報告。此時抗藥性機轉實驗室依照藥敏測試結果判讀可能之抗藥基因，並登打報告，並選取無法判斷或較不尋常之菌株進行抗藥基因之PCR分析。分子分型流病分析實驗室亦在此時加入，選取可能有流病相關的菌株進行分子分型。每星期四下午是Clinical Governance staff meeting，將一週的結果進行討論。會議由AMRHI前負責人Professor David Livermore主持，David雖已卸任，仍每週主持此會議。會議中David依照各實驗室判讀的結果，一一進行審閱，除對各醫院間是否有可能群聚進行檢視，也針對不尋常抗藥性菌株進行探討。此一步驟對新型抗藥性基因出現之掌握非常重要，因為，抗藥性基因PCR的偵測，只能針對現有、已出現之抗藥機轉作監測，若有新型、未知的抗藥性基因出現，仍需觀察特殊之抗藥型態，才能洞燭機先。
HPA之細菌實驗室除AMRHAI外，尚有三個實驗室在Colindale：Laboratory of Gastrointestinal Pathogens、Respiratory and Vaccine Preventable Bacterial Reference Unit (RSIL)以及Sexually Transmitted Bacteria Reference Laboratory。此次安排之行程中，有機會拜會前兩個實驗室負責人。Laboratory of Gastrointestinal Pathogens之負責人Dr. Kathie Grant負責腸道細菌監測及檢驗。針對食物中毒及肉毒中毒案件，人體及食餘檢體均由其實驗室負責。其實驗室近期才從肉毒中毒案件中找出即時咖喱包含致命的肉毒毒素源頭。Laboratory of Gastrointestinal Pathogens在食物中毒或肉毒中毒案件中，找出致病原機率甚高，能同時掌握食餘檢體與人體檢體之檢驗與判讀，也許是關鍵因素之一。最後，RSIL負責人Tim Harrison在百日咳及bordetella holmesii部分，表達與疾管局合作之意願，其實驗室負責該項業務同仁在10月底至日本NIID演講，亦尋求合作之可能性。由於本局亦有與日本NIID之百日咳合作計畫，三方也許可以共同進行。
由於新型冠狀病毒日前被證實，而第二例個案由HPA確認，在Neil安排下，亦趁此機會拜會相關病毒實驗室，拜訪其實驗室負責人Dr. David Brown以進一步了解有關新型冠狀病毒的檢驗與個案流病相關資訊。HPA當初收到此病患檢體時，做了很多呼吸道病毒測試，結果都呈陰性。當9月20日ProMED文章宣佈沙烏地出現一種新型coronavirus，HPA認為他們的病患亦有中東旅遊史，因此合成pancoronavirus primers 進行測試 (當時他們尚未收到第一個病毒株)，結果為陽性反應，因此於ProMED 9月23日的文章中揭露此第二個案。HPA以第一個病毒株序列針對新型coronavirus設計real-time PCR，偵測效果比pancoronavirus好，因此將檢驗方法及結果9月28日刊登於Eurosurveillance。當時，HPA尚未自第二個病患檢體中分離出病毒，因此所有real-time PCR設計均base on 第一病毒株之序列。而HPA針對30多位接觸者進行real-time PCR檢測，並未有感染結果。目前此第二例之新型coronavirus全基因定序已完成，與第一例有極高相似度，均與香港偵測出之蝙蝠coronavirus相近，顯示極可能是人畜共通之病毒。因此未來HPA欲發展針對此新型coronavirus之血清檢測方法，而荷蘭實驗室則會進行猴子動物實驗，希望能了解此新型coronavirus感染症狀，包括腎臟failure是primary還是secondary的影響等等。
4、 心得與建議
此行目的除了學習抗藥性細菌檢測技術外，亦了解HPA各細菌實驗室業務與實驗室間之分工狀況。以抗藥性檢驗為例，除AMRHAI外，其他實驗室如有進行抗藥性檢測之需要，菌株都會送至AMRHAI統一進行藥敏及抗藥機轉測試，如此不但省卻重複備置儀器與試劑，也可將人力作更有效之學習與應用。而各實驗室相互聯繫，更可增加合作機會。
HPA之AMRHAI及RSIL實驗室均表示未來與本局合作及交流之意願，不論是實驗上、疾病監測或重要菌株之取得等，都可考量列入合作議題。在未來若有新型冠狀病毒疑似個案需加以確認，病毒實驗室表達願意協助之意，因此未來進一步合作關係，可逐漸建立。
從AMRHAI實驗室之規模可知一個抗藥性參考實驗室是多層面的結構，需要有精準之藥敏檢測團隊，亦要有抗藥機轉輔佐以及感染管制作業共同參與，如此，才能有完善的監測機制，也才能從不尋常個案中發現可能新型的抗藥基因，當年之NDM-1就是如此發掘了解。因此，持續而穩定的人力及經費資源挹注，可幫助參考實驗室將功能發揮極致。
圖一：
[image: image1.jpg]



1至3為分別帶有IMP，KPC及OXA 48之菌株，第4個為不含cabapenemase菌株，作為陰性對照組。以carba NP技術進行水解實驗，呈色反應需時20分鐘至2小時不等。上排為未加細菌萃取液之反應，無酸產生，指示劑未變色(紅色)。下排加入細菌萃取液，因酸的產生，PH值改變，使指示劑變色(橙色)。
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Taiwan

 PROGRAMME 

	Date
	Time slots
	Details of meeting 
	Person responsible

	1st October 
	9.30am – 10.00am

10.00am –10.15am 

10.15 am – 11.00am

11.30am – 12.30pm

1.30 – 4.00pm


4.00pm – 5.00pm
	HPA introduction (meet at Reception desk)
Safety Induction

Sensitivity Testing Section Head, AMRHAI

Resistance Mechanism Section, AMRHAI

Resistance Mechanism Lab, AMRHAI


AMRHAI Unit Head
	Monica Sethi

Fiona Clode

Dr Robert Hill

Dr Katie Hopkins 

 Dr Daniele Meunier

Prof. Neil Woodford

	2nd October 
	9.15 am - 10.00 am

10.15am – 10.45am

11.00 – 12.00pm

12.15 – 3.00pm

3.00pm – 4.00pm


4.00 – 5.00 pm
	Laboratory of Gastrointestinal Pathogens
Opportunistic Pathogen Lab, AMRHAI
Virus Reference Lab, room 3B07

Sensitivity Testing Lab, AMRHAI
Healthcare Associated Infections & Antimicrobial Resistance Department
Continue with Sensitivity testing Lab

	Dr Kathie Grant

Dr Jane Turton

Dr David Brown

Dr Rachel Pike

Prof. Alan Johnson

Dr Rachel Pike

	3rd October
	9.15am – 1.00pm

2.00 pm – 3.00pm


3.00pm – 4.00pm
	Resistance Mechanism lab

Respiratory and Vaccine Preventable Bacteria Reference Unit (RSIL)
Surveys and Contract Section, AMRHAI
	Dr Daniele Meunier

Dr Tim Harrison

Shazad Mushtaq  

	4th October
	1.30pm – 2.30pm

2.30 pm – 4.00pm
	Antibiotic Lead, AMRHAI

Clinical Governance staff meeting
	Prof David Livermore

Dr Robert Hill
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