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摘  要

美國疾病管制中心於1996年架構一套用於監測食因性傳染病之實驗室分子分型監測網—PulseNet，此監測網具有早期偵測傳染病流行之強大功能，使防疫單位及早介入遏止傳染病流行，使得爆發流行事件平均規模縮小三分之二，有效維護人民健康與生命安全，減少醫療資源支出。PulseNet之功能強大，加上地球村的觀念，美國疾病管制中心因而積極推動成立國際性的監測網—PulseNet International，為了加強成員彼此間之溝通與更新各種技術，每年度均舉辦技術更新會議。台灣於2004年亦開始執行相似之實驗室分子分型即時監測網—PulseNet Taiwan，因此出席該項會議，並發表研究論文。本文描述會議之經過與心得，以供參考。參加會議之重點在了解PulseNet之運作模式，獲取最新分子分型技術之發展知識，最重要的目的在結交各國防疫實驗室專家，拓展合作交流之機會。

前  言

現今食品集中加工大量生產，產品則跨越廣大地區或國界販售，因此食品在受到病原菌污染後所造成的感染流行，常不易經由傳統的流行病學方法，監測病例發生之時間與地點之聚集，而偵測到傳染病的流行，往往在察覺到有因為食品污染而導致的傳染病流行時，已有大量的感染病例，疫情已發展到難以收拾的地步。1996年，美國曾發生由Escherichia coli O157所造成食品中毒事件，感染地區橫跨數州，近8百人受到感染，1996年日本E. coli O157的感染流行事件，萬餘人受到感染，十餘人死亡。每次爆發集體性的傳染病感染事件，皆造成社會人心恐荒不安與導致巨額經濟損失。美國1993年的跨州E. coli O157食品中毒案件發生時，美國疾病管制中心(Centers for Disease Control and Prevention, CDC)實驗室應用脈衝式電泳(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)方法分析由臨床病人與可疑食品所分離之菌株，確定感染媒介為供應地區速食店的漢堡牛肉餅(hamburger patties)，衛生單位緊急召回(recall)該食品，因而防止更多人受害。PFGE分析細菌菌株的結果讓衛生單位能夠及早偵測並確定所爆發的疫情，對疫情的調查與防疫策略制定上有很大貢獻，於是美國CDC接獲越來越多要進行PFGE分析的要求，基於日增的需求，美國CDC於1995年結盟各地區的實驗室進行PFGE分型工作，初期有Massachusetts、Minnesota、Texas、Washington、USDA-FSIS等州與單位加入，成立實驗室分子分型即時監測網(PulseNet)，用以即時監測食因性傳染病的發生，現今PulseNet監測網包括美國50個州立公衛實驗室、數個郡立公衛實驗室、USDA-FSIS、FDA-CFSAN、Center for Veterinary Medicine。PulseNet成立之後，確實發揮預期的強大功效，能早期偵測到傳染病的流行，及早進行控制，因而使得食品中毒事件感染人數之規模平均降低三分之二，有效維護人民健康與生命安全，並節省大量醫療成本支出。未久，加拿大亦成立PulseNet Canada，與美國之PulseNet組成監測網。PulseNet計畫主持人Dr. Bala Swaminathan基於防疫工作需結合世界各國共同合作的理念，積極推動成立全球性的PulseNet監測網，在歐洲成立了PulseNet Europe，在亞太地區籌組成立PulseNet Asia Pacific，與成立PulseNet Latin America。在2002年12月舉行PulseNet Asia Pacific籌組會議時，台灣亦被邀請參加，並成為新成立之PulseNet Asia Pacific組織之執委會委員。

分子分型即時監測網的運作，需結合標準化的PFGE分型技術、PFGE圖譜資料庫與DNA圖譜比對分析技術、上傳下載資料的網路系統與結合流行病學調查單位共同合作，由於監測網成員眾多，任何技術的更新與運作需要不斷溝通協調，因此計畫執行單位(美國CDC)每年在各地舉辦年度技術更新會議(Update Meeting)，齊聚監測網成員，進行學術技術研討會與進行溝通協調，近年來因為有國際性的監測網成立 e.g. PulseNet Europe、PulseNet Asia Pacific、PulseNet Latin America，PulseNet年度技術更新會議已不再限於美國與加拿大成員，近幾年的年度技術更新會議已屬於國際性的會議。參加此PulseNet Update年度會議，可以獲得最新分型技術的研發訊息，得知最新分子分型技術應用評估結果，了解美國與其它國家監測網運作模式與未來國際監測網發展走向，最重要的是可以和來自各國的公衛實驗室人員認識，發展交流合作的機會。

PulseNet Update年度會議，每年皆有研討主題，今年的研討主題是「Getting Connected」, 包括Getting Connected to [Local and National Databases]、[Communication between Lab and Epi]、[Federal PulseNet Laboratories]、[PulseNet Validation Laboratory]、[Optimizing the National Database]、[PulseNet International Networks]、[Other Molecular Networks]、[Next Generation Subtyping Methods] (詳細節目，請見附錄)。筆者過去兩年來努力建立我國之實驗室分子分型即時監測網—PulseNet Taiwan，在2002年7-9月曾到美國CDC的PulseNet實驗室研習兩個半月，習得標準化的PFGE操作技術、PFGE圖譜分析技術與瞭解PulseNet運作模式，並熟識PulseNet計畫主持人Dr. Swaminathan與該實驗室成員，由於兩年來筆者在PFGE操作技術上有很好的進展，因而受邀進行報告。此報告記錄筆者參加此會議之經過與心得，供防疫同仁參考。

會 議 記 實

1、 醫療院所檢驗室與公共衛生實驗室定位之比較 

會議開議第一天(2004年4月27日)邀請Minnesota州公共衛生部實驗室部門局長Norman Crouch (Director, Public Health Laboratory Division, Minnesota Dept. of Health)進行專題演講。Norman Crouch演講題目是「Making PulseNet Work: Laboratory Connectivity」，演講內容最吸引我注意的地方是他對一般醫療院所檢驗室與公共衛生實驗室任務定位差異的見解。Dr. Crouch認為醫療院所檢驗室進行的大部份是例行性的診斷檢驗，只有少部份參考實驗室之試驗，是以醫療病人為目的，以為服務個人核心，而公共衛生實驗室之例行性診斷檢驗少，參考實驗室試驗為主，是為了公共衛生之監測，以眾人為任務焦點。此一見解，很值得台灣參考。

長期以來，特別是疾病管制局成立以來，對實驗室的任務定位一直模糊不清，高層主管也多認為實驗室應以檢驗為主，不需要做太多研究，甚至有的認為將檢驗交給民間醫院檢驗室合約實驗室即可，研究則由國家衛生研究院，或大學研究單位來做就可以，疾病管制局是行政單位，只要做好行政管理即可。因此，1999年合併衛生署預防醫學研究所、檢疫總所、防疫處而成立的病管制局，有關檢驗研究的部門不斷萎縮，由原先的預防醫學研究所，縮編成為一個組(檢驗研究組)。對公共衛生部門實驗室功能定位問題，應該在美國也有人不清楚、有爭議，Dr. Crouch才會在專題演講中強調，鼓勵在公共衛生實驗室工作的同仁，要有使命感與奉獻的榮譽感，因為所從事的工作是為了多數民眾的健康，是很有意義的工作。

公共衛生實驗室與醫療院所檢驗室的確扮演不同的角色與功能，因為彼此的任務不同。以美國疾病管制中心(Centers for Disease Control and Prevention, CDC)為例，該中心負責傳染病致病原的中心，工作重點是實驗室的疾病監測，為了達到此目的，必需進行病原體特性的研究，建立各種病原體的參考實驗室，建立病原體的分型方法，提供可精確串連病原體關係的技術。近年來，DNA定序等之分子分型技術有很大的進展，應用分子生物技術研發許多方法，可用於比對病原體間之親緣關係，探討病例之流行病學關係，與病原體之演化問題，加上電腦網路科技的發展，使得以實驗室分析病原體為基礎的監測網得以建立，以實驗室為基礎的疾病監測(laboratory-based disease surveillance system)之功能已超越傳統的任何一種監測系統。例如美國CDC建立的「實驗室分子分型即時監測網」(PulseNet))即是一個很成功的例子，PulseNet在疾病的早期偵測與協助流行病學調查上，皆有很卓越的功能。公共衛生實驗室雖然不應該湮沒於例行性的診斷檢驗工作中，但有時也必需發揮其權威地位，協助一般的檢驗，或扮演參考實驗室的最後確認者。公共衛生實驗室也應建立高生物安全等級(P3)實驗室，可處理高危險性傳染病檢體之檢驗與病原體之培養研究，對新興傳染病(例如SARS)有責任建立有效的檢驗方法，再將方法下放到一般檢驗室。對於罕見傳染病，一般民間實驗室常基於成本理由，不願進行檢驗，公共衛生部門實驗室部門亦有責任承擔其檢驗工作。對於不明原因猝死案件之檢體與疫情爆發流行所採之大量檢體，公共衛生部門實驗室亦是責無旁貸，須負起檢驗責任。由於傳染病往往具有高度政治敏感性，傳染病的發生常引發民眾的不安，造成社會恐慌和導致巨額經濟損失，其結果必然導致政治效應，因而付出額外的國家社會成本，因此，公共衛生實驗室絕對必需要有強大的檢驗功能，不能只基於「看得見」的成本，將檢驗工作完全委託民間檢驗部門承擔，否則可能必需付出更多「無法預期」的代價。

2、 PulseNet International在食因性疾病監測之強大功能 

會議開議第二天 (2004年4月28日) 早上，由PulseNet計畫主持人Dr. Bala Swaminathan開場，介紹第八屆PulseNet年度技術更新主題，特別提到為何需要國際性的PulseNet監測網，他舉出的理由包括：1)我們是居住在一個地球村；2) 在世界一個地方生產的食品，會在距離遙遠的地方被消費；3)經由食品為媒介傳播的傳染病已是個該被重視的議題；4)需要一個有效的全球早期預警系統；5)全球網與交流使我們能有效地應用有限的資源在防疫上；6)全球監測網能應用於監測其它新興傳染病和生物恐怖活動。這是Dr. Swaminathan過去數年來積極推動國際PulseNet監測網的動力。過去一年，美國的PulseNet監測網活動更加擴大，到2003年為止，每年仍以27%的速度增加分析的菌株數，2003年傳送到PulseNet資料庫的PFGE圖譜數目高達28000個圖譜。過去PulseNet監測網在美國地區偵測到無數個爆發流行事件(outbreaks)，他在演講中特別介紹一例透過國際合作而成功偵測到E. coli O157感染的事件。在2004年2月27日，PulseNet資料庫收到日本傳送6株分離自3名病人與牛肉餅(beef patties)之PFGE圖譜，比對未發現日本E. coli O157資料庫有相同PFGE圖譜，此6株菌株具有新的PFGE圖譜，該牛肉餅由美國產商所生產。比對結果顯示PulseNet資料庫也無相同之圖譜，美國CDC於是將此日本菌株圖譜公布在PulseNet的Webbord公布欄，提醒大家注意，當天位於加州生產該牛肉餅的公司發出回收令，結果3月11日某實驗室送出相同的圖譜資料，該菌株皆離自2003年8月26日與9月8日，該實驗室並未即時送出所分析之菌株PFGE圖譜至PulseNet資料庫中心。此一案例說明國際監測網的重要與所帶來的共同利益，台灣2001年亦出現一例E. coli O157病例，患者僑居美國New York City，回台灣一個月才出現症狀，該菌株由筆者帶到美國CDC進行圖譜比對，發現與Wisconsin州之一菌株有100%相同的PFGE圖譜，與分離自許多州的20幾株菌株只差一個DNA片斷，因此推斷此台灣病例之感染源在美國，台灣仍保持本土零E. coli O157感染病例。

3、 溝通交流是傳染病監測網功能的基礎

今年PulseNet年度更新會議的主題是「Getting Connected」, 4月27日的主題是Getting Connected: Local and National Databases 與Getting Connected: Communication between Lab and Epi。為了專精，必需分工，但有了專精的分工，就有「溝」，所以必需架設「溝通的橋樑」。資料庫是PulseNet監測網的基礎，必需經常與各州公共衛生部門的使用者溝通，讓大家了解資料庫的使用與技術更新的理由與情況；另外，PulseNet在偵測到有傳染病流行時，必需將訊息交由流行病學專家進行調查，追查感染源與感染範圍。在美國CDC，PulseNet成員與流行病學部門的流病專家有安排定期會議，在有爆發流行事件警訊時，立即開會討論。台灣疾病管制局實驗室部門與防疫部門的溝通有很大問題，欠缺的就是可擔任橋樑的人或缺少「架橋」的工作。

4、 PulseNet與其它聯邦機構的溝通

第三天(4月29日)議程，安排與其它聯邦政府機構的溝通，題目為Getting Connected: Federal PulseNet Laboratories。PulseNet是聯邦政府之下的CDC所建立的監測網，CDC主管有關人的健康業務，PulseNet最主要的監測對象是食因性疾病，食因性疾病的防治要「從農場到餐桌」，過程的每一環節皆是監測的範圍，因此必須與主管食品生產的農業部(USDA)及其相關附屬機關，主管食品加工到販售的藥物食品部(FDA)與其相關附屬機關等聯邦政府機構溝通合作，才能發揮PulseNet最大功效。台灣疾病管制局亦由筆者建立PulseNet Taiwan監測網，今年(2004)是第一年，監測網未來目標將要結合農政單位的動植物檢疫局，主管食品衛生安全的食品衛生處與藥檢局，共同監測食因性傳染病，建立農場—加工—販售的監測體系。

5、 來自台灣的報告

第三天第二段議程是Getting Connected: PulseNet Validation Laboratory，筆者被安排在此時段發表研究報告，題目：Current Status of Laboratory-based Molecular Subtyping Surveillance network in Taiwan。報告主要介紹所組裝的半自動與全自動膠體清洗機，應用TIGR網站提供之電腦軟體預測細菌基因體之罕有限制酶數目，並同時介紹台灣實驗室分子分型即時監測網之現況。PFGE 技術是目前公認應用於傳染病流行病學研究、調查、與監測上最好的方法，但此方法操作困難，特別是在清洗包埋細菌體之膠體，過程最為繁雜與費時，2002年筆者在美國CDC研習時，實驗室的Lewis Graves曾展示他所組裝的膠體清洗機，由於效果很好，可節省大量人工與時間的消耗，因此回國後即積極模擬組裝，在廠商的協助下，改善美國CDC膠體清洗機的缺點，分別組裝一部半自動與全自動的膠體清洗機。在此清洗機的協助下，PFGE操作變成非常容易的工作，大大節省人力資源，而使用電腦進行蒐尋罕有限制酶點的方法，亦可節省大量人力去測試菌種之最適限制酶，過去皆使用trial and error的方法試出最佳限制酶，過程往往要花費大量人力與冗長時間，花費大量經費，電腦預測的方法非常準確，筆者利用此方法找出Streptococcus pyogenes的第二種限制酶，筆者與其它學者曾面對許多基因體DNA不受SmaI限制酶切割的菌株，使用電腦軟體找出SgrAI限制酶後，解決研究的瓶頸。演講之第三部份介紹台灣監測網PulseNet Taiwan的進展，主要目的在顯示我們的程度，讓與會者了解台灣在監測網的研究與應用上已是先進國家，必是各國建構監測網的合作對象。演講後，得到極大迴響，許多人前來索取膠體清洗機的廠商訊息，同時Dr. Swaminathan亦認為雖然目前正積極發展下一世代的新分子分型方法，但PFGE絕不會在很短的時間內被取代，他要求同仁要應用電腦軟體，尋找各菌種可能的第二種限制酶，取代之前應用trial and error方法決定之各菌株的第二種限制酶。

6、 國際性的監測網

第三天下午與第四天(4月30日)早上議程是Getting Connected: PulseNet International Networks，計有PulseNet Latin America、PulseNet Asia Pacific、PulseNet Europe、PulseNet Canada等地區監測網代表的報告，也臨時插入英國一名學者報告一起國際Salmonella爆發流行事件。PulseNet Latin America 由Argentina的Dr. Norma Binzstein 報告，該組織才剛成立，正準備於今年年底舉辦一個訓練營，Dr. Norma Binzstein同時提到一般人認為比較低度開發的國家之桿菌性痢疾病原以Shigella flexneri為主，高度開發的國家則流行S. sonnei為主，但最近幾年，南美洲許多國家皆有S. sonnei引發的大流行，她覺得這個現象很值得注意。事實上筆者的研究發現台灣近幾年來數次的桿菌性痢疾流行，菌株大多來自東南亞國家的S. sonnei，去年國人旅遊峇里島感染痢疾事件，病原亦為S. sonnei，此菌株PFGE圖譜與來自中國的菌株之非常相近，也和1998年桃園武漢國小桿菌性痢疾爆發流行事件的菌株有相同PFGE圖譜，因此推測這個菌株已經在世界各地流竄許久，今 (2004) 年發現有來柬埔寨的菌株具相同的PFGE圖譜，更加強化推測的可能性，因此，針對這種旅遊疾病，國際上有需要建立監測網，共同合作監測旅遊傳染病的流行。

PulseNet Asia Pacific是由目前的協調者(Coordinator) Dr. Kai Man Kam (甘介文)報告，Dr. Kam來自中國香港地區，對台灣相當不友善，2002年在Honolulu, Hawaii舉行PulseNet Asia Pacific籌備會議，在議程中即將Taiwan名稱改為Chinese Taipei，經過筆者向推動成立該組織的Dr. Swaminathan抗議，才讓筆者以Taiwan的名稱參加，在推舉執委會委員時，Dr. Kam亦明目彰瞻地將台灣排除，經筆者抗議，在New Zealand的代表退出的情況下，Taiwan才成為執委會一員。今年Dr. Kam在介紹PulseNet Asia Pacific的內容中，有一張未放在handout中的投影片介紹亞洲今年嚴重的禽流感流行，他標示的流行地區有Taiwan、Vietnam、Thailand、Indonesia，但略過最嚴重的中國，也沒包括實際有H5N1高病原性禽流感的韓國與日本，台灣雖有禽流感的發生，但病毒屬於低病原性的H5N2，Dr. Kam報告此資料，顯然有故意誤導或裁贓台灣的意圖，況且這個會議主題皆是細菌性傳染病，他何故在此報告禽流感。在最後第二張投影片介紹PulseNet Asia Pacific的會員時，又將Taiwan改為Chinese Taipei，筆者在會場提出抗議，現場氣氛相當尷尬。筆者總是覺得Dr. Kam是相當齷齪的人，若他是無心的，就不會不將此張影片與之前禽流感流行圖放在handout上，以避免筆者抗議。PulseNet Asia Pacific在2002年最初籌組時有十一個會員國，今年India也加入，日本原先已自行建構一個類似PulseNet的E. coli O157 PFGE圖譜資料庫和監測網，但使用的Reference size markers和跑膠的條件與PulseNet不同，所以產生的圖譜無法相互比對，但今年日本已使用PulseNet的標準，所以也加入PulseNet Asia Pacific的行列，顯然日本已克服圖譜比對之電腦技術上的問題，否則上萬筆資料要重新建構，應該是很困難的事。

PulseNet Europe由Denmark國家實驗室Statens Serum Institut的Peter Gerner-Smidt報告，此人2002年筆者在美國CDC研習時即已認識，由他口中了解歐洲的情況，由於歐盟的關係，歐洲是比較有可能建立一個健全的監測網，不像PulseNet Asia Pacific成員有太大的差異，亞太各國在傳染病監測、實驗室能力與經濟上的巨大差距，筆者認為這個組織想要發展成為有功能的團體，還有得等。雖然歐洲國家在整合上比較容易，但私下Peter Gerner-Smidt 也承認事情不會那麼簡單，因為各國皆心懷鬼胎，都希望將資料庫放在自己國家，而不願將菌株圖譜資料傳送到資料庫中心。

相對上，PulseNet Canada就不會有什麼問題，Canada是整合國內各省的實驗室為一監測網，再和美國資料庫連線， PulseNet在1996年成立後不久，Canada即加入美國的PulseNet一起運作。
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該時段臨時安插英國學者的報告，他報告一起由中國山東生產帶殼花生所引發的國際Salmonella感染流行事件。由於英國、加拿大、澳洲等國發現該國亞裔人士被S. Stanley感染之案件明顯增加，這些血清型在這些國家相當罕見，後來發現這些人食用自中國進口的帶殼花生受到污染，生產的廠商名為「味香園」(圖)，比對結果顯示，各國分離之菌株具有相同PFGE圖譜。

7、 新世代分子分型技術

第四天最後的議程是Getting Connected: Next Generation Subtyping Methods。雖然各界公認PFGE技術是目前最強的分子分型技術，但因其操作困難，結果是影像資料，必需大家使用共同標準操作流程(SOP)，與購買昂貴的影像圖譜分析軟體，才能相互比對，雖然借助電腦網路科技，所成立的監測網已能發揮強大的疾病監測能力，但是追求更快、操作方便、低成本、容易比對、結果又具有強力解釋傳染病流行病學能力的技術，是各個實驗室追求的目標。基於對新世代分子分型技術的期待，美國CDC資助三個州立實驗室與大學共同合作，發展、評估MLVA (multilocus variable-numbered tandem repeat analysis)技術，此三個實驗室分別應用MLVA技術和PFGE技術分析Listeria monocytogene、E. coli O157:H7、S. Typhimurium與S. Enteritidis。三個評估比較結果顯示，MLVA具有高的分型效力，且結果可化為是簡單的數字資料，因此未來PFGE可能很快會被MLVA所取代。這些報告，是參加這次會議最大的收獲，筆者在1999年即開始注意MLVA的發展，但最近幾年將研究重心放在PFGE技術和監測網的建立上，因而延遲了MLVA的發展，雖然如此，現在筆者發展MLVA的基礎更加穩固，因為有了許多菌株和完整的PFGE圖譜與流病資料庫，又和台大資訊系合作研究發展一套可利用多條已被解序之細菌基因體尋找VNTR的程式軟體，這套軟體將有助於MLVA技術的發展，讓台灣成為細菌分子分型技術的領先者。

8、 他鄉遇故知

這次會議除了筆者來自台灣，也碰到一位來自故鄉的鄭崇明博士(見下圖)，鄭博士曾任職於衛生署藥物食品檢驗局，來美取得博士學位後，目前任職於美國藥物食品管理局(FDA)位於加州之地區機構，由於他也從事細菌(特別是Salmonella)的研究，可說有相同的專長，所以見面時很談得來，特別是在異鄉見面認識，是件很值得高興的事。

結  語 與 建 議

參加第八次PulseNet年度技術更新會議，是一趟豐收之旅，三天的會議讓我清楚PulseNet最近的運作，也發表我國實驗室分子分型監測網的現況，會議期間和老朋友見面敘舊，結交國際新朋友，建立未來的合作基礎，同時PulseNet使用的分型技術是目前世界上在疾病監測上最實用、最先進的方法，每年有新分型技術的評估結果報告，參加PulseNet年度技術更新會議，將可追上世界之潮流脈動，也取得分子分型的最新發展方向與進展，在科學研究上才不會走太多冤枉路，才會有競爭機會。PulseNet分子分型監測網將是未來細菌傳染病監測網相當重要的監測體系，加上PulseNet監測網正積極串連成為世界性的組織，防疫國際化的趨勢正在形成中，我國除了要建構自己國內的監測網之外，也要注意這個組織的發展，積極參與其活動，也應每年派員出席PulseNet的年度技術更新會議，收集新知，更要利用此機會結交各國防疫實驗室科學家，找到合作的管道與機會。

圖：他鄉遇故知，在會場碰到曾任職於衛生署疾病管制局的鄭崇明博士(左)，鄭博士目前任職於FDA在California的地區機構。
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