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摘  要

    多重抗藥性結核病的逐年增長已成為全世界結核病防治工作之重要課題，由於INH及RIF是重要的第一線藥物，對兩者皆產生抗藥之結核病患將對治療而言是ㄧ大難題。目前以分子技術為基礎，利用陽性結核菌株及痰陽性檢體，針對抗藥基因發展商品化試劑組正在評估階段，由於文獻上報導各國多重抗藥菌株之抗藥位點可能有其差異，因此利用本土抗藥性菌株之基因體資訊，尋求適合之抗藥基因位點，是目前發展新一代快速檢驗技術之必要途徑。由於美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)與我國一樣，同樣具傳染病防治及公衞監控角色，因此對於疑似結核病群聚感染之釐清，雙方均以菌株基因分型技術為之，針對疾病管制局目前基因分型技術之量能及新技術之適用性，美方已有新技術改善基因分型方法，因此此次赴美研習新技術，將有助於改善目前本局對於結核菌基因分型及快速檢驗上時間及檢驗量能之突破。
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壹、前言與目的：

結核病(Tuberculosis, TB)是古老的傳染病，主要是個人經由飛沫感染結核菌群 (Mycobacterium tuberculosis complex) 後所致。雖然大多造成潛伏性感染，但是感染者一生當中仍有約5-10%的機率，因為免疫系統無法有效阻止細菌增殖或殺死細菌等因素而發病。目前，TB仍然是成年人因為感染症死亡的主因，全球每年死亡人數為2-3百萬 (WHO, 1999)。台灣地區施行全國TB防治已經超過五十年，疾病盛行率和死亡率已有明顯的下降，然而每年仍有許多新的病例產生。根據2005年資料顯示，台灣有22,663件通報及16,472件確診的TB個案，發生率為每十萬人中有72.47例個案，當年有970死亡個案。TB在我國仍是一項急待解決的公共衛生問題。 

多重抗藥性結核病的逐年增長已成為全世界結核病防治工作之重要課題，由於INH及RIF是重要的第一線藥物，因此對兩者皆產生抗藥之結核病患將對治療而言是ㄧ大難題。抗藥性結核病是結核病治療失敗的重要因素之一，發生抗藥性的原因很多，除了少部分病患是因為直接被具有抗藥性的結核菌株感染致病以外，大部分是人為因素所造成，主要為病患的服藥順從性、處方錯誤、藥物供應不規律、藥物品質不良及個案管理不佳等。發生因素尤其是和病患的服藥順從性與規律性關聯性最大。美國CDC於2007發表2005年全美之結核病患有7.8%對INH抗藥，對INH及RIF皆有抗藥之比例為1.2％；此比例與Moore等人於1997年針對1993-1996年全美結核病患中有1.6%對INH及RIF皆有抗藥並無明顯下降。
由於液態培養系統之問世，使結核菌之培養大幅縮短時程，因此利用該系統進行藥敏試驗成為抗藥性結核菌株篩選確認一項工具，但由於自陽性培養菌株導入此系統仍需7-10天才能獲得抗藥試驗結果，因此直接由檢體進行快速分子試驗室目前努力的方向，這些實驗方法是基於目前對RIF與INH抗藥機制之了解，如針對Rifampcin抗藥基因rpoB 之81-bp”Core-region”定序結果，有超過95％對RIF產生抗藥之菌株於此區域皆發生基因突變；但對於INH之抗藥基因及抗藥位點卻是多元化，katG 315 coden發生突變產生對INH抗藥之比例介於50-95％；inhAr發生突變產生對INH抗藥之比例介於20-35％；此外，oxyR-ahpC發生突變產生對INH抗藥之比例介於10-15％，但此基因之突變通常亦伴隨katG 315 coden之突變。根據統計數據顯示，INH抗藥與上述katG、inhAr、inhA、oxyR-ahpC有顯著相關。
目前以分子技術為基礎，利用陽性結核菌株及痰陽性檢體，針對rpoB基因發展商品化試劑組 (INNO-LiPA Rif; Innogenetics N.V., Ghent, Belgium)、及對rpoB與katG基因之商品化試劑組 (Genotype MTBDR; Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany) 正在評估階段。新一代之試劑組 (Genotype®MTBDRplus) 也針對除katG基因以外之基因進行設計，試圖更廣泛偵測對INH抗藥基因位點。針對疾病管制局目前已收集之抗藥性結核菌株，分析其基因突變機率及多型性，可推斷菌株演化關聯性和傳染動態。結果發現，RMP抗藥或MDR結核菌的盛行，可能較傾向於病患感染結核菌後，基因才陸續發生突變而造成抗藥性，而非由MDR結核菌的直接傳播所導致。我們於2007年起即針對Genotype®MTBDRplus試劑組進行抗藥性菌株抗藥位點偵測評估，並搭配定序結果。發現台灣之抗藥性結核菌株有其他突變基因位點之熱點 (Hot-spot)，因此針對目前累積100餘株之MDR確認菌株之基因體資訊，我們將發展符合快速偵測及針對多重抗藥菌株確認之分子檢測系統。
此次赴美接受結核菌快速檢驗技術及生物資訊分析相關研習，與美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)結核菌實驗室相關人員共同討論目前運用基因分型方法遇到之問題，並了解其解決之對策。期望引進新改善技術協助結核病之診斷與基因分型。
貳、過程：

（一）行程

此次受訓行程由美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)羅其正博士安排，自96年9月29日起至10月12日止，含路程時間共計14天，相關時間、地點及行程內容詳述如下：

	日期
	工作

日誌
	地     點
	行  程  內  容

	96/9/29
	啟程
	台北→洛杉磯
	路程

	96/9/29
	轉機
	洛杉磯→亞特蘭大
	路程

	96/9/30
	抵達
	亞特蘭大
	抵達

	96/10/1-5
	研習
	疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)
	結核菌快速檢驗技術（含基因分型）及生物資訊訓練

	96/10/8-9
	研習
	亞特蘭大Grady memorial Hospital
	結核菌快速檢驗技術

	96/10/10
	研習
	喬治亞州實驗室
	例行結核菌檢驗 

	96/10/11
	返程
	亞特蘭大→洛杉磯
	路程

	96/10/12
	返程
	洛杉磯→台北
	路程

	96/10/12
	抵達
	台北
	抵達


（二）研究內容

本次研習是由美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention) 羅其正博士（Dr. Chi-Cheng Luo）所安排，十天受訓期間分為主要兩大主題，

（壹）、美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)部分

10/1到達位於亞特蘭大美國疾病控制及預防中心，由羅其正博士接待，並告知有一周的時間在Mycobacteriology Laboratory Branch與實驗室人員進行相關實驗研習與會談，首先與Reference Laboratory Team Leader Dr. Beverly Metchock 討論在美國進行之第二線抗生素 (Capreomycin；Ethionamide；Kanamycin；Ofloxacin；p-Aminosalicylic acid)之藥敏試驗方法，美國疾病控制及預防中心和我國疾病管制局分枝桿菌參考實驗室一樣，均使用國際上廣泛使用之主要結核菌抗藥性檢測方法之一：比例法 (proportion method)，此法能精確定量待測菌種內抗藥性變異菌株所佔比例，該比例法兩國參考實驗室均使用液態及固態培養基(Agar Proportion method)雙法並行，其中商用液態快速培養系統及抗藥試驗如 BD BACTECTM及MGITTM960SIRE Kits已通過美國FDA認證，其結果的準確性及報告時效已足以取代Bectec 460® radiometric method，但價格昂貴是最主要的缺點。因目前國際間對二線藥試驗並無一標準規範，因此台美雙方正就世界衛生組織建議之二線藥濃度進行評估。Dr. Beverly Metchock並介紹該實驗室以HPLC進行菌種鑑定，由於美國主要非結核分枝桿菌以Mycobacterium avium complex為主，因此較少出現罕見之NTM菌株，一旦無法以HPLC確認菌株種類時，該實驗室會以16S-rDNA定序進行鑑定。
稍後與該實驗室從事免疫檢測之專家Mr.Sean R.Toney 討論T細胞檢測方法之應用，由於國際間目前已有兩項商品化試劑組問世，其一為已獲得美國藥物食品檢驗局許可及美國疾病控制及預防中心推薦之QuantiFERON®-TB Gold試劑組，Mr.Sean R.Toney詳細介紹該方法學之實驗操作，由於該試劑可藉機器手臂自動化執行各項步驟，大幅降低人為誤差，但由於該項試劑仍有幾類族群之受限，依據試劑仿單說明如下1. Individuals who have impaired or altered immune function because of human immunodeficiency virus (HIV) infection or acquired immunodeficiency syndrome (AIDS); immunosuppressive drugs including those used for managing organ transplantation; clinical conditions including diabetes,silicosis, chronic renal failure, hematological disorders (e.g., myeloproliferative disorders, leukemias and lymphomas); or other specific malignancies (e.g., carcinoma of the head, neck, or lung). 2. Individuals with a high likelihood of M. tuberculosis infection progressing to tuberculosis disease.3. Patients who have been treated for either LTBI or tuberculosis disease. 4. Individuals with medical conditions other than, or in addition to, LTBI or tuberculosis disease. 5. Individuals younger than age 17 years. 6. Pregnant women.，可發現該項試劑最大受限為小於17歲以下之年輕族群及相關免疫抑制個案無法進行檢測；但2007年美國藥物食品檢驗局已針對另一項試劑組T-SPOT.TB進行書面審查，因該項試劑組可彌補上述QuantiFERON®-TB Gold試劑組無法進行之受限族群，預計2008年有可能宣布該項試劑之許可，因此美國疾病控制及預防中心已著手評估該項試劑之實驗流程，由於我方實驗室已有研究計畫針對T-SPOT.TB進行兒童及青少年族群相關研究經驗達兩年，因此與Mr.Sean R.Toney討論許多試劑應用時面臨之問題，雙方均獲益許多。由於該項試劑須抽取3-5 mL全血進行T細胞計數，總數須達1.25×106才能進行實驗，因此與QuantiFERON®-TB Gold抽取全血4 mL試驗不同，此項檢測須有定量之T細胞是最大的限制。 
由於美方亦執行有關非結核分枝桿菌之分型技術，此次與主要執行人員為Mr. Mitchell A. Yakrus討論PFGE技術並實際觀摩相關細節,由於我方在執行分枝桿菌PFGE技術上一直無法突破，Mr. Mitchell A. Yakrus提供美方針對快速生長菌及慢速生長菌之兩項標準操作程序，其中重點在於培養菌體於Middlebrook 7H9數天（快速生長菌4-5天及慢速生長菌10-14天），之後添加cycloserine及ampicillin繼續培養，進行PFGE電泳時電泳緩衝液添加總濃度為100μM thiourea，此兩項建議或許將可對我方進行PFGE實驗有所助益。
美方 Dr.Robert C.Coolsey為一位應用領域專家,研究方向主要為新方法學之開發， 個人發表之文章極廣，1997年曾回顧抗藥菌株之抗藥機制，同年發表評估針對Rifampin抗藥 之Line Probe Assay，1998年建立SSCP偵測Rifampin抗藥技術，1999年建立毛細管電泳之PCR-RFLP改進方法，2000年建立抗藥基因Invader assay方法學，2001年分析埃及特定醫院結核菌株IS6110-RFLP及抗藥性基因之關聯性，2002年發展DHPLC偵測結核菌抗藥基因位點，2003年回顧實驗室針對結核菌檢驗之最新演進，同年發展新技術Microfluidic labchip進行分枝桿菌菌株之鑑定，此次與Dr.Robert C.Coolsey討論兩項主題，分別是我們實驗室利用16S-rDNA設立之real-time PCR及針對台灣地區MDR結核菌株特定抗藥基因新發現之突變位點，Dr.Robert C.Coolsey也提供他發表之相關文獻作參考，希望能進一步了解是否有特定地區與抗藥基因位點之關聯性。
由於結核病防治相當困難，近年衍生多重抗藥（MDR）及超級抗藥（XDR）問題日趨嚴重，因此利用在疾病控制及預防中心空檔時間，由羅其正博士帶領拜會Dr. Patrick K.Moonan與 Dr.J.Peter Cegielski 兩位公衛領域專家，了解有關美方結核病防治工作在流行病學監測領域與實驗室資訊結合之現況，目前美方有兩家合約實驗室，分別位於加州及密西根州，收受全美各州之結核菌株進行spoligotyping及MIRU基因分型實驗，再將電子資料回傳美國疾病控制及預防中心結核病參考實驗室進行數據分析，原則上針對群聚事件，會先以上述兩種基因分型方法進行分析，若spoligotyping基因型別為完整Beijing型，且MIRU型別又一致時，將會再進行IS6110-RFLP基因分型法進一步研判。Dr.J.Peter Cegielski 亦在2007年9月下旬受邀訪問我國疾病管制局，了解「MDR結核病醫療照護體系」並給予建議，拜會Dr.J.Peter Cegielski 時他提及2003美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)提出跨國研究計畫（PETTS）。目的在於了解：（1）多重抗藥結核病患於接受治療過程中，有多少比例會對二線藥抗藥產生抗藥；（2）為何有些病患於治療過程中不對二線藥產生抗藥性；（3）病患二線藥治療結果及對二線藥產生抗藥時對治療之結果；（4）依照WHO對抗結核藥之治療指引，是否能預防病患對二線藥產生抗藥性。該項PETTS計畫於2004年召開第一次研究團隊會議，會中選定研究區域、研究方法、科學及倫理許可確認、研究團隊同意參與文件；2005年第二次會議主要開始於6個國家進行受試者收案、簡化收案標準及增加受試者數目；2006年第三次會議時，共有8個國家加入（Estonia、Latvia、Peru、Philippines、Russia-Tomsk、Russia、South Africa、South Korea、Thailand），部分地區收案數已超過50％，研究方法再更新及實驗室流程訂定；2007年所有參與之地區收案至年底結束，之後進行受試者持續追蹤治療結果，分析實驗室收集受試者連續治療過程中，培養陽性結核菌株基因型別資料及個案病歷資料。
此行最主要目的為研習應用Luminex系統快速執行結核菌基因分型實驗，此項技術係由Dr. Lauren S.Cowan 於2004年發表於Journal of Clinical Microbiology: Transfer of a Mycobacterium tuberculosis Genotyping Method, Spoligotyping, from a Reverse Line-Blot Hybridization, Membrane-Based Assay to the Luminex Multianalyte Profiling System. Dr. Lauren S.Cowan之所以會運用此系統，主要目的在改善膜式spoligotyping實驗於核酸探針雜交時，特定行列訊號過弱之現象。Dr. Lauren S.Cowan實際上機指導如何將（1）鑲嵌特定引子之磁珠（非磁性珠）進行鍵結反應（2）spoligotyping之PCR產物與鑲嵌特定引子之磁珠（非磁性珠）進行雜交反應，經由一系列清洗離心步驟，最終將反應磁珠導入Luminex系統分析。Dr. Lauren S.Cowan還提供該實驗室鑲嵌引子至磁珠之操作步驟，及Luminex系統分析之數據轉換成spoligotyping訊號之操作流程，相信在我方實驗室取得此項技術後，未來在實際運用上，將能大幅改善結核菌檢測基因分型所遇到的困難及增加分析量能。。
此行亦遇到於美國疾病控制及預防中心結核病參考實驗室Mrs. Lois Diem，她為執行RFLP基因分型實驗專業人員，從事此項實驗經驗長達10餘年，目前在美國各州疑似結核病群聚事件發生時，其菌株分型主要以spoligotyping及MIRU為之，若spoligotyping基因型別為完整Beijing型，且MIRU型別又一致時，才會再進行IS6110-RFLP基因分型進一步研判，又根據文獻統計，北美地區結核菌之Beijing型約僅佔不到20％，因此大多數群聚事件之基因型別，可僅利用spoligotyping及MIRU即可判斷。而我國由於Beijing型約佔近40-45％，因此IS6110-RFLP有其執行之重要性。與Mrs. Lois Diem針對IS6110-RFLP目前實驗上之困境，雙方的共識均是此方法學雖為結核菌基因分型之標準方法，但由於步驟繁瑣且操作人員訓練不易，是目前無法推廣的原因。Mrs. Lois Diem亦建議一旦執行IS6110-RFLP最終核酸雜交未見呈色時，除先考慮沖片機顯、定影液外，用於核酸雜交之探針序列之製備極有可能是重要原因，因此建議每批雜交用之核酸探針應有一定品管機制。
10/5當日上午與Division of AIDS ,STD and TB Laboratory Research /Tuberculosis and Mycobacteriology chief Dr.Thomas M. Shinnick 見面，由於此行主要由羅其正博士安排行程，並經Dr.Thomas M. Shinnick首肯後得以前往美國疾病控制及預防中心進行研習，我與Dr.Thomas M. Shinnick討論有關結核菌分子檢驗現況，由於Dr.Thomas M. Shinnick曾發表相關Bio-chip等分子檢驗報告，因此對我方針對多重抗藥菌株之研究相當感興趣，此行並邀請Dr.Thomas M. Shinnick於隔年（2008年）訪問台灣並給與專題演講。（註：Dr.Thomas M. Shinnick已由實驗室周如文博士於2007年底國際會議場合正式邀請，將於2008年3月訪台演講。）此行能與美國疾病控制及預防中心結核病實驗室正式建立聯繫管道，希望能加強兩國對於結核病防治實驗室之交流。
（貳）、喬治亞州其他臨床實驗室部分

亞特蘭大Grady memorial Hospital為三年前前往美國受訓時之單位，三年前我方分枝桿菌實驗室剛成立之初，即有機會前往美國學習結核菌即時定量PCR檢驗方法，此系統為Grady memorial Hospital 微生物及免疫學實驗室Dr. Wayne Wang設計，可於不同即時定量PCR儀器進行，不須重新調整最佳化參數。此項快速檢驗結核菌檢體方式於三年前受訓期間，實際應用於疑似結核菌感染病人病理石臘檢體之檢驗，此方法於我方實驗室建立後，已開始執行相關病理石臘檢體之檢驗任務，此次有機會再次拜會Dr. Wayne Wang，並與其討論結核菌即時定量PCR檢驗方法實際運用之情形，配合相關IS6110基因定序實驗，已成功協助我方若干疑難送驗檢體之訊息。 
此行最後一站為訪問Georgia Department of Human Research (DHR) Division of Public Health/Clinical Microbiology Services，喬治亞州實驗室位於亞特蘭大市Decatur，Dr. Mahin M. Park為Pubilc Health Laboratory director， Mrs. Jane M. Bush為Mycobacteriology/Mycology Unit manager，喬治亞州實驗室每日收受呼吸道檢體數目不等，例行工作為檢體檢驗及培養陽性菌株之菌種鑑定，痰檢體會經去污染程序後，以螢光染色鏡檢觀察，若為AFB陽性檢體則會將處理後之痰檢體，送至Grady Memorial Hospital進行Gen-Probe分子檢驗。同時所有檢體均會接種固體（L-J）及液態培養基（MGIT960）各一管。各項檢驗均由專人進行。培養陽性菌株之菌種鑑定係以HPLC進行，操作流程係遵循美國疾病控制及預防中心所制定之標準作業程序進行，該項方法所需設施約需新台幣近200萬元建置系統，雖大量檢體操作時，單價可降低至一檢體約1美金左右，但須有一名專責人力進行mycolic acid之萃取、上機、分析圖譜，就台灣臨床實驗室及臨床醫師而言，增設一固定人力及相對應設備之建置，以確實做到非結核分枝桿菌枝菌種鑑定，就臨床診斷而言是否合乎經濟效益可進一步深思。
參、心得：

此次前往美國疾病控制及預防中心Mycobacteriology Laboratory Branch受益良多，僅將訓練心得整理分述如下：

（一）、美國疾病控制及預防中心Mycobacteriology Laboratory Branch針對spoligotyping膜式基因分型技術之問題，於2003年開始建立以Luminex系統快速執行結核菌基因分型實驗，於2004年起移轉此技術至州合約實驗室（加州及密西根州），相關鑲嵌特定引子之磁珠（非磁性珠）鍵結反應技術由於涉及品管指標，因此統一由Dr. Lauren S.Cowan於疾病控制及預防中心結核病實驗室內製備後，分送至兩家州合約實驗室進行spoligotyping分型試驗。外部品管（EQA）係由Dr. Lauren S.Cowan定期針對州實驗室回覆分型數據（Excel檔），抽樣請州實驗室送回菌液核酸進行重複試驗，以確認其品管指標。
（二）、美國疾病控制及預防中心Mycobacteriology Laboratory Branch實驗室位一已完工之建築體F8，人員對安全規範均嚴格遵守，不僅門禁管制嚴格，各樓層為不同病原體實驗室，相關休憩設施均位於各樓層之管制區外。 
（三）、綜合疾病控制及預防中心、亞特蘭大Grady memorial Hospital、喬治亞州實驗室等專責單位任務而言，其各項檢驗專責人員僅執行一至二項工作，避免重複進行相同實驗，造成人力物力之浪費。喬治亞州針對結核病檢驗及鑑定等工作，區分由Grady Memorial Hospital進行痰檢體之分子檢驗工作（即Gen-Probe）；由州立實驗室進行HPLC菌株鑑定工作及MGIT菌株抗藥性實驗；由疾病控制及預防中心（CDC）進行RFLP及固態培養基抗藥性實驗，2007年起疾病控制及預防中心更進一步進行結核菌二線藥藥敏試驗。菌株基因分型實驗該州則送至密西根州進行spoligotyping及MIRU實驗。 
肆、實務工作應用計劃及建議：
1、 此次前往美國研習，美國疾病控制及預防中心(Centers for Disease Control and Prevention)對國外參訪研習者之申請相當嚴格，研習期間須有一專責人員負責每日出入之門禁接待，個人每日至實驗室前，須至來賓中心接受安全檢查，完成後再由羅其正博士由F8棟前來接待；期間前往流行病學辦公室院區訪問時，因研習證件無訪問權限，使接待人員花費較多時間處理行政程序才得以成行。由於911事件發生後，相關生物安全管制更為嚴謹，因此建議國內與生物安全有關之機關，應有一套制度化之參訪措施，即使是外賓參訪，亦應有申請文件、許可流程及允許參訪單位之限制，不應任由外賓提出任意參訪之要求，一旦發生生物危害事件，恐非當初邀訪單位所預期。
2、 三年前前往美國亞特蘭大Grady memorial Hospital研習之即時定量核酸快速檢驗系統已在我方實驗室建立，同時取代巢式PCR方法，成為核酸快速檢驗之另一選擇。  
3、 此次研習之快速核酸基因分型技術，預計於2008年辦理系統之採購，相關軟體及試劑亦於同年年初辦理，根據採購合約預計於2008年下半年進行最適條件之建置，於同年底進行膜式spoligotyping及Luminex系統平行比對，以進一步於比對後建立新的標準作業流程。
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