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赴澳洲研習人畜共通副黏液病毒診斷及防治技術
行政院農業委員會家畜衛生試驗所

豬瘟研究系　李　璠　黃天祥
引言

1990年代起，世界各地陸續出現許多新興的傳染性疾病。這些過去不為人所知的疾病，經常是藉由動物作為媒介使人或家畜受到感染。造成此一全球性變化的主要原因包括國際交通運輸時間大幅縮短、野生動物的棲地受到破壞、物種之間的接觸頻繁、家畜飼養方式改變、全球氣候變遷等因素。在這些新的病原中，副黏液病毒是相當特殊的一群，如1994年在澳洲發現的亨德拉病毒及1997年的梅南高病毒(Menangle virus)、1998年在馬來西亞發現的立百病毒皆屬於此病毒科。其中又因馬來西亞與我國地緣關係較近，經貿旅遊往來頻繁，故必須對立百病毒的疫情加以注意。澳洲政府自馬來西亞發生立百病毒疫情之後，便持續提供該國防疫與撲滅該疾病之技術支援，對於立百病毒的監測與診斷經驗極為豐富。本所乃在農業委員會的經費支持下，派員於2001年12月1日至12月15日赴澳洲研習此類病原的血清學診斷技術，以強化與立百病毒感染症相關的實驗室技術。

研習疾病概述

亨德拉病毒(Hendra virus, HeV)原名馬麻疹病毒(Equine morbillivirus)，屬於副黏液病毒科，為一種能引起馬、貓、人類急性呼吸系統疾病及貓、天竺鼠、人類中樞神經系統疾病的病毒。馬受到感染的病徵包括呼吸困難、發高燒、口鼻有帶血的泡沫樣分泌物、肺水腫及鬱血。組織病理變化包括：間質性肺炎、全身性小血管類纖維變性變化及血管內皮細胞融合，有些病例會導致非化膿性腦炎而在中樞神經系統出現淋巴球圍管現象、神經元壞死、神經膠質細胞過多(Gliosis)等病變。澳洲昆士蘭省的布里斯班(Brisbane)在1994年9月首次出現亨德拉病毒感染的病例報告。當時有十三匹馬突然因甚急性的呼吸系統疾病而死亡，並造成一位馴馬師死亡。1995年10月，一位農民因相同的疾病引發腦炎而死亡，死者曾接觸去年發病的馬匹。第三次也是最近的一個病例發生於1999年元月，僅在昆士蘭東北岸的凱恩斯(Cairns)有一匹馬受到感染死亡。亨德拉病毒在自然界的保毒動物為狐蝠(Flying foxes; Pteropodidae)，然而它自狐蝠傳播給馬或自馬傳染給人類的方式至今尚無定論。在實驗環境下，馬與貓可藉皮下注射或口鼻投與的途徑使感染成立，與感染的貓接觸也可造成感染。

立百病毒(Nipah virus, NiV)亦屬於一種新發現的副黏液病毒。1998年至1999年間發生在馬來西亞與新加坡的人類與豬隻傳染病，即由此種病毒所引起，當時曾在馬來西亞造成265人發病，其中105人死亡；新加坡也有13人受到感染，1人死亡。。立百病毒在型態學上為典型的副黏液病毒，血清學與核酸序列方面與亨德拉病毒有相當的相似性，但與其他副黏液病毒的親緣關係較遠。這種病毒能傳染給人、豬、狗、貓、馬等動物。豬隻之間會相互傳播這種病毒，也能將這種病毒傳播給其他易感動物。人類之間尚未發現能夠相互傳染的病例。自然界中的食果蝙蝠(Fruit bats; Pteropus spp.)可能是這種病毒的保毒動物。人類感染立百病毒會出現發燒、頭痛、暈眩、嘔吐、意識不清、出現神經症狀等腦炎的症狀，死亡率40%至50%。豬隻受立百病毒感染，臨床表現與病理變化以呼吸與神經系統為主，但許多豬隻呈現不顯性感染。病理學上的主要病變包括中度到重度的間質性肺炎、肺臟廣泛性出血、肺血管內皮細胞融合。診斷立百病毒感染的方式目前有病毒分離、免疫化學染色、反轉錄聚合酵素連鎖反應、酵素連結免疫吸附分析法等。

立百病毒的肆虐對馬來西亞的養豬業衝擊相當嚴重。養豬戶的數目僅1999年前半年便由1,800戶縮減為796戶，在養頭數也由二百四十萬頭降為一百三十萬頭。因撲殺豬隻所造成的損失達九千七百萬美元。所幸經過三個階段的防疫計畫，目前已未再出現新的病例。

研習國家及地區簡介

澳洲國土面積約七百七十萬平方公里，約與美國本土相當。人口截至2001年底將近二千萬人，超過八成集中在澳洲大陸東岸及東南岸的都會區，其中雪梨四百萬人、墨爾本三百四十萬人、布里斯班一百六十萬人、阿德雷得一百零九萬人、伯斯一百三十六萬人，前五大城市的人口數便佔全國的57%。近五年的人口成長率約在1.1%至1.3%之間。

在畜牧產業方面，羊毛工業是澳洲極為重要的產業，每年出口羊毛約六十八萬噸，出口總值約三十六億澳幣(相當於十八億美元)。根據澳洲羊毛博物館(National Wool Museum)的資料，澳洲全國約有一億一千五百萬頭綿羊，其中近80%為毛質最輕柔細緻的美麗諾種綿羊(Merino)。主要的綿羊飼養地區在澳洲大陸東南及西南部。肉牛多飼養於澳洲東部及北部，在養頭數近二千七百萬頭，為適應北部氣候，以熱帶品種居多。出口牛肉年產值約三十三億澳幣。酪農業是澳洲第三大畜牧產業，乳牛飼養以維多利亞省最多，約佔全國總數二百一十萬頭的六成。年產值約二十八億澳幣。養豬業在澳洲畜牧業的重要性相對較低，多飼養於新南威爾斯省(佔29%)、昆士蘭省(25%)及維多利亞省(19%)。在養頭數約二百六十萬頭，總產值近九億澳幣。(以上畜產業數據為2001年預估值)。依據澳洲動物衛生實驗室Chris Morrissy博士的描述，澳洲的豬隻疾病相當單純，世界各國流行的疾病在澳洲多不存在，養豬戶通常僅對豬隻施打小病毒及黴漿菌二種疫苗。西澳曾檢測到豬隻血清呈環狀病毒抗體陽性反應，但不確定是第一型或第二型病毒所致，至今也未成功分離到環狀病毒。

研習機構介紹

澳洲動物衛生實驗室(Australian Animal Health Laboratory, AAHL)隸屬於工業科學與資源部(Department of Industry, Sciences and Resources)的澳洲聯邦科學暨工業研究組織(Commonwealth Scientific and Industrial Research Organization, CSIRO)，為該國最重要的動物疾病監測及外來動物傳染病診斷機構。該實驗室的業務亦涵蓋診斷技術、動物用藥品、動物用疫苗及獸醫科技的研發工作，並負擔獸醫師的疾病診斷訓練任務。

澳洲動物衛生實驗室位於澳洲東南部維多利亞省(Victoria State)的磯浪(Geelong)。磯浪距離維多利亞省首府墨爾本西南方約70公里，北面臨柯萊爾灣(Corio Bay)，為澳洲羊毛工業的重鎮。實驗室坐落於磯浪市區東郊，周圍有高爾夫球場、植物園及溼地，北邊即為柯萊爾灣，地理位置與農業委員會家畜衛生試驗所頗為相似。

澳洲動物衛生實驗室的沿革需溯及1964年，當時一位美國訪問學者Eichorn博士建議澳洲政府成立一所因應外來動物疾病的專責機構。經過參訪及評估後，1977年澳洲聯邦政府核准設立澳洲國家動物衛生實驗室(Australian National Animal Health Laboratory, ANAHL)，並於次年3月正式成立。1985年10月更名為澳洲動物衛生實驗室(Australian Animal Health Laboratory, AAHL)。1989年改隸澳洲聯邦科學暨工業研究組織。現有之高生物安全性實驗室起造於1978年而於1985年正式啟用，斥資澳幣一億五千萬元，為目前世界最先進的動物疾病診斷實驗室之一。建物共分為五個樓層：一樓為污水處理層(Sewage treatment)，二樓為污水收集層(Sewage collection)，功能為處理來自實驗室及動物舍之所有液態廢棄物。三樓為作業樓層(Work floor)，包含所有實驗室及動物舍。四樓為空調設備層(Air distribution and treatment)，處理生物安全區域內所有排出之氣體。五樓為焚化爐，處理固體廢棄物。其中一樓及部分二樓較地平面為低。

該實驗室目前共有員工254人，包含試驗研究部門人員145人，行政及勤務支援人員109人。內部主要可分為傳染病與食品安全部(Infectious Diseases and Food Safety Program)、疫苗與製劑部(Vaccine and Therapeutics Program)、診斷科學部(Diagnostic Sciences Program)、技術及勤務支援部(Technical and Support Services Program)等，詳細組織架構請參見附錄一。本次研習主要在診斷科學部的診斷與流行病學計畫(Diagnosis and Epidemiology Project)主持人Peter Daniels博士所屬實驗室內進行。實驗室位於三樓南區(South Suite)，從事豬瘟、口蹄疫、豬生殖及呼吸到綜合症、亨德拉病毒、立百病毒、環狀病毒、兔出血熱、犬艾立希氏體等病原的檢測及研究工作，負責人為Chris Morrissy博士。


圖一、澳洲動物衛生實驗室生物安全性建築示意圖

研習見聞及心得

1、 負壓實驗室之設計與規劃

(一)生物安全區內的牆壁用色明亮，以淺黃色為底並有圖案增加變化，使工作人員在管制區域內不覺單調與封閉。

(二)整個安全區用雙層的氣密門分隔成多個獨立區域，以便必要時能個別進行消毒。

(三)氣密門使用的橡膠充氣墊片依使用的頻率而異，每一至二年需更換一次。因此後續的定期維修相當重要，必須確保耗材的來源無虞，才能維持負壓實驗室的正常功能。這是本所國家動物傳染病診斷實驗室完成後，與廠商簽訂維護合約時必須考慮的重要問題。

(四)所有的氣密門皆有自動及手動兩種開啟方式。平時按鈕的方式自動控制充氣與洩氣，自動裝置故障時，可將手動把手的細繩扯斷，改以人工方式開啟。
(五)進出浴室的更衣間以夾板而非磚牆或混凝土牆作為隔間，可以節約空間。隔板接近地面的部分有約30公分的空隙，便於進行環境清潔工作。

(六)進出生物安全區的浴室內冷熱水開關扭開後，水先由接近地面的水管流出，可先以腳試溫，避免被熱水灼傷，是人性化又兼顧安全的設計。

(七)建築物的空調設備層(四樓)內有近千個圓桶狀的高效率過濾箱，每兩個為獨立的一組，分別與三樓生物安全區的各實驗室對應。過濾箱每年更換一次濾材，更換時先關閉成對過濾箱其中之一，通入福馬林蒸氣燻蒸24小時，然後通入碳酸銨(Ammonium carbonate)中和福馬林。更換濾材時不須穿著特殊保護服裝。

(八)實驗室污水的處理分為兩類：高污染性廢水係來自實驗動物舍及高危險性實驗室，須經攝氏121度45分鐘加熱處理；低污染性廢水來自一般實驗室及廚房、衛浴設備等，以攝氏100度加熱30分鐘。處理後的廢水皆直接排入柯萊爾灣中。

(九)二樓廢水收集層的角落有個以鐵絲網隔離的獨立區域，內有一鉛製、重達4噸的鐘形容器。容器內有能產生加瑪射線的鈷六十同位素，用以處理人畜共通傳染病的送檢血清。

2、 實驗室安全

(一)走廊上的佈告欄有急救與職災應變人員編組表，清楚地劃分任務與執掌。滅火器旁懸掛著人員淨空作業程序(詳見附錄二)，每個實驗室門口也都有微生物意外處理程序(詳見附錄三)，顯示該機構對於實驗室意外傷害平時即有準備，也以扼要的說明提醒工作人員發生意外時的處理要點。
(二)實驗室的有機或揮發性液體皆儲存於實驗檯下的一只厚重鐵箱內。箱門上有明顯的危險警告標誌，可避免意外滲漏或爆裂對人員的傷害。

(三)研習的最後一天上午，我們工作的實驗室隔壁有位男士遭不明液體濺到臉部。該工作人員立即使用實驗室的沖眼器沖洗臉部。由於沖眼器與警報系統相連，實驗室的警鈴大作，門楣上的警示燈也開始旋轉，使附近的同事能立刻找到出事地點就近支援。同時監控中心也收到警報訊號，不出幾分鐘就有人員前來護送受傷同事就醫，也立即評估環境受污染的情形，進行適當的清理。顯見平時對此類職業意外便有準備，警示系統也相當週延。

(四)12月11日清晨，當我們抵達動物衛生實驗室時，發現氣氛極不尋常。首先所有外來訪客的識別磁卡在大門警衛室皆無法通過刷卡機的辨識。其次，在生物安全區的入口站著數位制服警員，正與中央監控中心的職員交談。進入生物安全區後，曾試圖向實驗室內的工作人員探詢，他們似乎也都不願多談，但看得出來情緒都有些低落。到了上午11點左右，才由Chris Morrissy博士正式向我們說明原委。原來當日清晨一位隸屬於微生物安全部門的越南裔工作人員Set Nguyen先生，屍體在兩道氣密門之間被同事發現。由於該處為保存微生物檢體的緩衝區，雖然事後證實並無微生物外逸之虞，仍引起外界相當的重視。死因可能與窒息有關，當局表示可能需要經過法醫驗屍之後才能有比較明確的答案。次日當地報紙與廣播也都報導此一意外事故(詳見附錄四)。根據返國後向澳洲方面查證的結果，該保存微生物的房間內有液態氮裝置，由於空調系統故障導致氮氣逐漸在房間內累積，工作人員未留意門外的警報裝置，進入後窒息身亡。此一事件讓我們警覺到負壓生物安全實驗室潛藏的危險性。氣密空間的封閉性不僅阻絕了微生物的逸散，也可能成為工作人員的隱形殺手。因此，對於興建中的國家動物傳染病檢驗實驗室，更應在人員的安全設施多方斟酌，將可能發生職業傷害的機率降至最低的程度。
三、實驗室管理與生物安全性維護

(一)訪客管理：澳洲動物衛生實驗室對於人員的管制相當嚴格，訪客在園區入口皆須更換識別磁卡。若訪客必須進入生物安全區，必須事先經過所長與微生物安全辦公室同意，在指定人員同時刷卡與陪同之下才能進入。

(二)生物安全區的出入管理：申請進入生物安全區的訪客，皆須事先提供身高、服裝尺寸、鞋碼等資料，以便預先準備工作服裝。生物安全區內另備有識別磁卡，必須隨時佩掛。初次進入生物安全區域前，必須先觀看一段長約20分鐘的影片，充分了解進出實驗室的程序與規定(詳見附錄五)，並填寫切結書(Microbiological Security Declaration)後才允許進入。進入生物安全區時不需沐浴，將所有衣物鞋襪完全褪去後，直接穿越浴室至對側的更衣室更換工作服。人員進入時允許佩帶眼鏡、小型戒指或耳環。離開時將工作服留在生物安全區內，眼鏡必須在2% glutaraldehyde浸泡2分鐘才能自消毒液中夾出沖洗。佩帶戒指者需在淋浴時轉動戒指並充分沖洗，避免病原躲藏在與皮膚接觸的縫隙內。淋浴的時間必須超過3分鐘以上，氣密門才能夠重新開啟，允許人員離開生物安全區。

(三)生物安全區內的檢體如需送出，必須通過一個穿牆式的不鏽鋼水槽。該水槽內裝滿1% glutaraldehyde，檢體必須浸泡40分鐘以上才能自另一側取出。消毒劑每三個月更新一次。水槽平時需加鎖，鑰匙由專人負責保管。

(四)實驗室內的廢棄物分類明確而有條理。如塑膠瓶、滴頭、離心管等凡是直接與實驗操作有關的可拋棄式耗材，皆直接丟棄於有明顯生物安全標誌的塑膠圓罐或厚塑膠袋，再統一滅菌處理。可重覆使用的玻璃器皿，則在使用後放置於特製的不鏽鋼箱中，由技工統一收回清洗。相較於本所某些實驗室尚以塑膠及紙張作為實驗室廢棄物的分類標準，此種分類方式簡單合理、容易遵循且符合生物安全的觀念。在醫院內，以「醫療廢棄物」與「非醫療廢棄物」作為垃圾初步分類的標準已行之有年，本所既已將生物安全性列為實驗室運作的重要準繩，這方面的觀念也應跟上先進實驗室的做法，使注重實驗室廢棄物分類的概念深植於同仁的心中，進而落實在日常的工作上。

(五)一般廢棄物需以穿牆式溼熱滅菌器處理，經攝氏121度、45分鐘滅菌後方可運出生物安全區。與牛海綿狀腦病相關的實驗室廢棄物需先在實驗室內以攝氏132度、2小時滅菌處理，復依一般廢棄物的處理程序再次滅菌後運出。可燃性廢棄物則在集中後交由焚化爐處理。

(六)生物安全區內有自己的儀器維修人員。對於無法自行修理的設備，以福馬林蒸氣燻蒸後送出修繕。燻蒸時會同時放入一片塗有Bacillus stearothermophilus孢子的金屬片，待燻蒸結束後將金屬片放進液體培養基內培養48小時，若培養基未因細菌生長而呈現混濁，則可以確定該次消毒程序達到滅菌的目的。其後再次燻蒸才將設備送修。

(七)微量盤自動清洗機(Plate washer)盛裝廢液的收集罐內皆先加入glutaraldehyde。廢液裝滿後靜置一夜才能倒入水槽，以消滅檢體中可能殘留的病原。

四、實驗室技術

(一)澳洲動物衛生實驗室亦通過實驗室認證，許多實驗操作程序皆已文件化。本次研習帶回亨德拉病毒抗體ELISA(翻譯資料參見附錄六)、立百病毒抗體ELISA(翻譯資料參見附錄七)、立百病毒血清中和試驗、病理組織切片處理等四種實驗標準操作程序說明書。說明書內對於實驗準備、實驗操作步驟，乃至於實驗結果紀錄、品質管制紀錄都有清楚的描述，對於本所積極推動的實驗室認證工作，可以提供很好的參考。

(二)對於本所的科技水準而言，ELISA或許不能算是艱深的檢測技術，但該實驗室對試驗品質的良好管制卻讓我們印象深刻。不論受檢的檢體數量有多少，每次ELISA的陽性、陰性對照組吸光值均紀錄保存，以便使實驗條件經常維持在穩定的狀況之下。這種概念值得引進本所的相關實驗中，列入實驗室人員自主性品質管制的方法之一。

(三)澳洲動物衛生實驗室同意提供立百病毒抗體ELISA的診斷試劑給我國從事該疾病的監測，並歡迎隨時與該實驗室聯絡。

(四)澳洲研究人員對於立百病毒疑患病例的處理態度相當謹慎。在研習結束前的討論中，Chris Morrissy博士與Greer Meehan博士皆堅持在沒有完善BSL-4等級實驗室的條件下，一旦在我國的實驗室內發現疑似立百病毒的檢體，無論是細胞培養或血清，都應該立即停止任何操作，將檢體密封送到澳洲動物衛生實驗室或美國疾病管制中心(Center of Disease Control, Atlanta, Georgia, USA)鑑定，千萬不可冒險嘗試分離病毒，更不能進行動物接種試驗。

綜合建議

一、加強中澳雙方合作：此次研習過程十分充實，除了學習實驗室技術之外，對實驗室環境管理與工作態度亦受益良多。尤其能夠置身於一流設計的實驗室內，本身就是很好的經驗。澳洲動物衛生實驗室在蟲媒動物傳染病監測、疫苗及診斷試劑開發，乃至於數位化動物疾病管理系統等方面都有顯著的成就，澳洲防範外來動物傳染病的應變體系也極為健全。過去本所與澳洲的接觸機會較少，期望藉由本次研習能與澳洲建立持續的聯繫管道，增加人員互訪及合作的機會。
二、重新評估氣密空間之安全性：由於此次研習期間適逢該機構發生人員安全事故，也使我們注意到「氣密門」這種生物安全性設施，在要求其封閉性的同時，也需考慮到人員的安全問題。雖然此次意外也是該實驗室成立十六年來僅見的嚴重人員安全事故，但我們亦不可忽視其對人員安全的潛在威脅。因此返國之後，職等已將事故的經過利用豬隻疫情研判小組會議及國家動物傳染病檢驗實驗室工程促進小組會議等機會反映給所內長官以及監造、施工單位。建議應重新檢討興建中國家動物傳染病檢驗實驗室及本所其他新建工程的氣密設計，加強密閉空間內的監測裝置、緊急事故對外警報及聯繫設施，以確保工作人員的安全。

三、落實人員安全訓練：澳洲動物衛生實驗室非但硬體安全設施相當齊全，軟體方面的應變措施及人員編組也十分講究。相對地本國實驗室人員對工作安全維護與緊急事件應變處理的訓練就稍顯薄弱。期盼隨著國家動物傳染病檢驗實驗室的落成，也能培養同仁以新的安全觀念面對新的實驗環境。無論在例行工作的安全觀念、各種意外事故的處理、緊急疏散的演練，都應謹慎且綿密的規劃。畢竟，人力資源是一個研究機關最寶貴的資產，養成良好的工作習慣不僅能保護自己，也是為國家珍重人才。

四、妥善規劃實驗室管理：加強實驗室的門禁管理是國家動物傳染病檢驗實驗室必須確立的態度。門禁的管理除了保護實驗室的資產與研究環境，也是對人員安全的一種保障。所以同仁應將實驗室的管制視為保障安全的一種福利，而不是對行動自由的干擾。以澳洲動物衛生實驗室為例，生物安全區內劃分成不同的實驗區域，其規劃的理念便是避免非業務相關的人員任意出入實驗室。這樣的管制可以避免各種病原在各實驗室之間交互污染，也能避免人員無意間被不明的病原感染而不自知。建議國家動物傳染病檢驗實驗室也能妥善規劃人員進出之權限，對於外來的訪客與維修廠商也宜以更嚴謹的制度審核其出入，讓這座處理重要病原的國家級檢驗環境能妥善的運作。

五、由於研究人員對於實驗室專用建築的觀察重點與建築師或設計師往往不盡相同。研究人員能依據現今與未來技術需要並對照本身的工作經驗來考量實驗室的設計，因此較能對實驗室內的細部結構提供符合實際需求的設計觀念。職等建議日後進行實驗室硬體規劃的過程中，若需派遣建築師出國考察國外的先進研究機構，最好也能提供資深研究人員共同前往的機會。如此設計出來的實驗室才能與研究人員的工作緊密配合，提高研究的品質及效率。
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附錄一：澳洲國家衛生實驗室現行組織編制












現任代理所長：Dr. Stephen Prowse

員工總數：254人
附錄二：生物安全區域人員淨空作業程序

一、清點在淨空區域內的所有人員(Account for all persons known to be in the area.)。
二、將未清點到的人員向中央監控中心報告(Report any persons unaccounted for the Central Monitoring System, CMS.)。
三、協助傷患，並向中央監控中心報告(Assist any injured persons and advice the CMS.)。
四、指派同仁在走道上看守，防止其他人員進入淨空區域(Post persons in passageways to ensure no-one enters the area.)。
五、人員淨空之後，立即向中央監控中心報告(Once area is evacuated, advice the CMS.)。
六、如有必要，將人員疏散到其他區域，或疏散至淋浴室以便離開生物安全區域(If necessary, move evacuees to another area, or to the showers for exit of secure area.)。
七、非經許可，切勿重新進入該淨空區域(Do not re-enter the area until advised it is safe to do so.)。
附錄三：實驗室內微生物意外處理程序：

一、照顧自身及同仁的安全，避免吸入污染物，將受污染的衣物脫下，離開污染區域並留下「禁止進入」等標誌。(Look after yourself and other workers. Avoid inhaling aerosols. Leave contaminated clothes behind. Evacuate. Leave information for others e.g. A ”Stop! No entry” sign )

二、如果身體情況許可，盡可能控制微生物的散播。(Limit spread if you are comfortable and competent to do so.)

三、立即撥分機5005向中央監控中心報告。(Inform Central Monitoring System. Telephone 5005)
附錄四：磯浪當地報紙「Advertiser」關於澳洲動物衛生實驗室員工意外的報導：
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Body found in health laboratory airlock

THE body of a 43-year-old
man was found dead at the
CSIRO’s Australian Ani-
mal Health Laboratory in
Moolap yesterday.

The man was found in
an airlock of the Portar-
lington Road facility yes-
terday morning during a
search by staff, after his
wife reported he had not

returned home from work
on Monday.

The man died due to a
lack of oxygen, police said.

Police called to the scene
said the man was already
dead when they arrived,
shortly before 6.59am.

The circumstances are
being investigated by Vic-
toria Police, WorkCover

Victoria for the Federal
Government department
Comcare, and by AAHL’s
Occupational Health and
Safety staff.

Australian Animal
Health Laboratory acting
director, Dr Stephen
Prowse, said it appeared
the death was caused by a
lack of oxygen but the

cause would be determined
by continuing investi-
gations and the coroner.
“The area he was entering
was a low temperature
storage area for biological
samples,” Dr Prowse said.

“It does not contain
high-hazard disease
agents, which are stored
elsewhere.

“The samples were all
sealed in ampoules, and
kept in closed cabinets.

“There is no evidence of
any exposure to
microbiological hazard.

“It appears there was not
enough oxygen due to a
build-up of nitrogen gas.

“The actual reasons why
there was a build-up of

nitrogen to the level where
by there was no oxygen
available is under investi-
gation,” Dr Prowse said.

The man, who worked
as part of the laboratory’s
microbiology security
group, had worked for the
company for 16 years.

Dr Prowse said the
man’s work colleagues

were deeply distressed by
the tragic incident and
were receiving counselling
along with the family.

“It is a great sadness to
lose a respected colleague,
especially on duty,” Dr
Prowse said. “We have
sent our sincerest condol-
ences to his wife, children
and family.”






附錄五：訪客進入澳洲動物衛生實驗室生物安全區的微生物安全規定

為維持實驗室之微生物安全性以維持實驗室運作，所有進入生物安全區之訪客皆必須以書面形式同意遵守下列規定：

一、訪客之個人貴重物品請裝在信封內，密封後交由中央監控中心保管並於離去時領回。

二、除了戒指、耳環與眼鏡外，禁止攜帶任何個人物品進入生物安全區。(若佩帶眼鏡，請依據介紹影片之說明進行消毒)

三、工具、照相機、儀器設備、零件、操作手冊等物品，非經生物安全官同意禁止攜入生物安全區，任何攜入之物品未經許可亦不准攜出。所有物品攜出前皆必須經過消毒，消毒的程序可能必須花費數日。紙張、包裝材料、易燃物等廢棄物必須在生物安全區內銷毀。

四、餐廳為唯一可以進食的區域。請在進入生物安全區前向餐廳訂餐並付款。

五、訪客必須聽從本實驗室人員的指引，請勿在無人陪同下在實驗室區域內任意走動。識別磁卡請務必隨身佩掛。

六、離開生物安全區前必須淋浴至少3分鐘，頭髮與鬍鬚皆須充分洗淨。

七、離開生物安全區後7日以內，請勿與綿羊、牛、山羊、豬、馬、驢、騾、其他偶蹄類、雞、火雞、鵝、鴨、寵物鳥類、鴕鳥、兩棲類接觸，亦勿進入水生動物的養殖場。

八、貓、狗不在禁止的範圍之列。

若在淋浴的過程中有任何問題，請回到生物安全區內請求協助(可就近撥電話與分機3聯絡)。
附錄六：亨德拉病毒抗體酵素連結免疫吸附分析檢測(主要內容節譯自澳洲動物衛生實驗室文件”Hendra Virus: An Indirect ELISA for the Detection of Antibodies to Hendra Virus in Horse, Human and Bat Sera”)

一、前言

本檢測方法係用以篩檢人及馬血清中的亨德拉病毒(以下簡稱HeV)抗體，並成功地應用於檢測狐蝠、貓、天竺鼠、小白鼠、大白鼠等動物。然而本分析方法的敏感性與特異性尚未正式進行評估。在澳洲動物衛生實驗室內所測得之陽性血清檢體尚須經過血清中和試驗進行確認。本試驗亦無法檢測IgM，因此急性感染動物的血清需以血清中和試驗檢測。

本試驗使用經不活化處理之抗原，毋須在BSL4等級之實驗室內進行操作。

二、檢測方法

(一)檢體處理：送檢檢體若為血清，則視實際需要保存於攝氏4度或-20度。若檢體為凝固之血液，則以1,000g離心15分鐘後保存其血清。每批檢體均須核對清冊，以確定送檢檢體的數量。

(二)操作步驟：

1.依下列配置分配檢體的位置及計算所需的抗原盤數量：
	
	SDS處理之HeV抗原
	Vero細胞抗原
	純化之HeV抗原

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	陽性對照
	檢體1
	
	
	陽性對照
	檢體1
	
	
	陽性對照
	檢體1
	
	

	B
	陽性對照
	檢體1
	
	
	陽性對照
	檢體1
	
	
	陽性對照
	檢體1
	
	

	C
	陰性對照
	檢體2
	
	
	陰性對照
	檢體2
	
	
	陰性對照
	檢體2
	
	

	D
	陰性對照
	檢體2
	
	
	陰性對照
	檢體2
	
	
	陰性對照
	檢體2
	
	

	E
	弱陽對照
	檢體3
	
	
	弱陽對照
	檢體3
	
	
	弱陽對照
	檢體3
	
	

	F
	弱陽對照
	檢體3
	
	
	弱陽對照
	檢體3
	
	
	弱陽對照
	檢體3
	
	

	G
	螯合物
	“
	
	
	螯合物
	“
	
	
	螯合物
	“
	
	

	H
	TMB
	“
	
	
	TMB
	“
	
	
	TMB
	“
	
	


2.抗原被覆(Coating of antigen)：將SDS處理之抗原(稀釋1,000倍)、Vero細胞抗原(稀釋1,000倍)、純化之HeV抗原(稀釋50倍)分別以PBSA稀釋後，依步驟1.的配置加入微量盤(PVC材質U形底微量盤，DYNEX)，每孔50ul。隨後將微量盤加蓋，置於攝氏37度培養箱內，以震盪器震盪1小時(震盪速率約500rpm)。
3.稀釋待檢血清(Dilution of sera)：利用抗原被覆的時間，將待檢血清以血清稀釋液稀釋100倍。陽性馬血清與陰性馬血清各稀釋100倍作為陽性及陰性對照，陽性馬血清稀釋1,000倍作為弱陽性對照。血清與稀釋液的混合，在微量管(Micronic tube)內進行。

4.利用微量盤自動清洗機，以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用200 ml PBST，共清洗三次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。

5.加入血清：將稀釋過的對照血清及待測血清，以每孔50 ul的體積依先前分配的位置加入微量盤內。螯合劑及TMB孔各加入50 ul血清稀釋液。隨後將微量盤加蓋，置於攝氏37度培養箱內，以震盪器震盪30分鐘(震盪速率約500rpm)。

6.以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用200 ml PBST，共清洗三次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。
7.加入鰲合劑：以含有1%脫脂奶粉的PBST將protein G HRPO螯合物 (ICN Pharmaceuticals Inc.)稀釋10,000倍，每孔各加50 ul，但TMB孔僅加入50 ul含有1%脫脂奶粉的PBST。隨後將微量盤加蓋，置於攝氏37度培養箱內，以震盪器震盪30分鐘(震盪速率約500rpm)。

8.製備受質：製備受質溶液的最小體積為10 ml。欲製備10 ml受質溶液應將9 ml蒸餾水、1 ml受質緩衝液(Citriate-acetate buffer)混合後再加入0.1 ml受質(TMB)。另需添加30% H2O2 1.3 ul，但須在受質溶液即將加入微量盤之前混合。

9.以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用200 ml PBST，共清洗三次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。

10.加入受質：將受質溶液加入微量盤內，每孔加入50 ul。隨即將微量盤置於震盪器上，在室溫下震盪5分鐘。

11.中止反應：每孔加入1M硫酸50 ul使反應中止，5分鐘內判讀實驗結果。

三、判讀

(一)以自動判讀機取讀微量盤上各孔在波長450 nm的吸光值。

(二)當下列條件成立時，視該次實驗之結果可信：

1.陽性血清之平均吸光值高於0.7。

2.弱陽性血清之平均吸光值高於0.25。

3.陰性血清之平均吸光值低於0.2。

(三)陽性檢體(Reactor)之判定：血清檢體對純化抗原的吸光值高於0.2者應視為陽性。檢體對SDS處理之抗原的吸光值高於0.2但對Vero細胞抗原的吸光值低於0.2者亦視為陽性。ELISA陽性之檢體應以血清中和試驗進行確認。

(四)陰性檢體(Nonreactor)之判定：血清檢體對三種抗原的吸光值皆低於0.2。若檢體對SDS處理之抗原與Vero細胞抗原的吸光值皆高於0.2則視為非特異性反應；檢體對三種抗原的吸光值皆高於0.2亦視為非特異性反應。
(五)血清檢體進行二重複試驗(duplicate test)時，同一檢體二孔之吸光值不宜高於或低於平均值的10%。

四、相關試劑之製備

(一)PBSA：將8.0g NaCl、0.2 g KCl、1.15 g Na2HPO4、0.2 g KH2PO4溶於1 liter蒸餾水中，調整酸鹼值至pH 7.3。

(二)PBST：在PBSA中添加0.05%(v/v)的Tween 20 (即0.5ml Tween 20/liter PBSA)。

(三)血清稀釋液：在PBST中添加1%(w/v)的脫脂奶粉(即1 g skim milk/100 ml PBST)。

(四)受質：將0.101克3,5’,5,5’-Tetramethyl benzidine (TMB)溶於10 ml Dimethyl sulfoxide (DMSO)，以小玻璃瓶分裝成1 ml，避光保存於攝氏4度。

(五)受質緩衝液：將1M sodium acetate 100 ml與1M citirc acid 1.5 ml混合，再以1M citirc acid調整酸鹼值至pH 6.0。
附錄七：立百病毒抗體酵素連結免疫吸附分析檢測(主要內容節譯自澳洲動物衛生實驗室文件”A Comparative ELISA for Detection of Antibodies to Nipah Virus in Porcine, Canine and Feline Sera”)

一、前言

1999年在馬來西亞的全國性豬隻監測計畫中，係以間接酵素連結免疫吸附分析檢測血清中之立百病毒抗體，以進行立百病毒感染場的初步控制與撲滅，特異性可達98.4%。本檢測方法之特異性較該法為高，因為待測血清在檢測前已先與未感染細胞的抗原進行吸附以減少非特異性結合的可能，其後並分別與利百病毒抗原及細胞抗原作用，以揀選出陽性檢體。為了避免偽陽性反應，測得之陽性血清檢體尚須經過血清中和試驗進行確認。

由疫區送檢之檢體，必須先以放射線照射以策安全。

二、檢測方法

(一)檢體處理：送檢檢體若為血清，則視實際需要保存於攝氏4度或-20度。若檢體為凝固之血液，則以1,000g離心15分鐘後保存其血清。每批檢體均須核對清冊，以確定送檢檢體的數量。

(二)操作步驟：

1.血清之不活化處理：為使可能存在於血清中的立百病毒不活化，取待測血清20 ul，與80 ul含有0.5% Tween 20及0.5% Triton-X 100的PBSA混合(即將血清稀釋5倍)，在水浴槽內以攝氏56度作用30分鐘。

2.抗原被覆：將Nipah抗原(立百病毒感染細胞的溶裂物)與Vero抗原(未感染病毒的Vero細胞的溶裂物)分別以PBSA稀釋1,000倍，然後如下以每孔50ul的體積將稀釋之Nipah抗原加入第1、2、5、6、9、10列，以相同體積將稀釋之Vero抗原加入第3、4、7、8、11、12列。

	
	Nipah抗原
	Vero抗原
	Nipah抗原
	Vero抗原
	Nipah抗原
	Vero抗原

	
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7
	8
	9
	10
	11
	12

	A
	檢體1
	檢體1
	檢體1
	檢體1
	
	
	
	
	
	
	
	

	B
	檢體2
	檢體2
	檢體2
	檢體2
	
	
	
	
	
	
	
	

	C
	檢體3
	檢體3
	檢體3
	檢體3
	
	
	
	
	
	
	
	

	D
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	E
	
	
	
	
	
	
	
	
	陽性對照
	陽性對照
	陽性對照
	陽性對照

	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	陰性對照
	陰性對照
	陰性對照
	陰性對照

	G
	
	
	
	
	
	
	
	
	弱陽對照
	弱陽對照
	弱陽對照
	弱陽對照

	H
	
	
	
	
	
	
	
	
	螯合物
	TMB
	螯合物
	TMB


3.隨後將微量盤加蓋，置於攝氏37度培養箱內，以震盪器震盪1小時(震盪速率約500rpm)。
4.血清與Vero細胞抗原吸附(Absorption of sera)：當微量盤進行被覆步驟的同時，將25 ul已經加熱處理的陰性對照及待測血清與等量之稀釋Vero抗原(以PBSA稀釋100倍)混合，在室溫下作用30分鐘。陽性對照血清則視需要取適當量與等量之稀釋抗原混合，亦在室溫下作用30分鐘。血清與Vero抗原吸附的步驟須斟酌時間，使作用完成之時間與微量盤完成被覆的時間同時到達。

5.利用微量盤自動清洗機，以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用250 ml PBST，共清洗四次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。

6.阻斷(Blocking)：在清洗完畢的微量盤內加入阻斷液，每孔加入100 ul。隨後將微量盤加蓋，置於攝氏37度培養箱內，以震盪器震盪1小時(震盪速率約500rpm)。

7.稀釋血清：微量盤進行阻斷的同時，將450 ul阻斷液與先前步驟4已經過不活化及吸附處理的50 ul稀釋血清混合，在室溫下作用30分鐘。
8.以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用250 ml PBST，共清洗四次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。
9.加入血清：將處理過的陽性血清以阻斷液稀釋100倍作為陽性對照血清，稀釋800倍作為弱陽性對照血清。陰性血清稀釋100倍作為陰性對照血清。將對照血清與待測血清加入微量盤，每孔100 ul。同時在螯合劑與TMB的位置加入阻斷液，每孔亦為100 ul。將微量盤加蓋，靜置於攝氏37度培養箱內1小時。

10.以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用250 ml PBST，共清洗四次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。
11. 以含有1%脫脂奶粉的PBST將protein A HRPO螯合物 (ICN Pharmaceuticals Inc.)稀釋200,000倍，每孔各加100 ul，但TMB孔僅加入100 ul含有1%脫脂奶粉的PBST。將微量盤加蓋，靜置於攝氏37度培養箱內1小時。

12.以PBST清洗抗原被覆後的微量盤。每孔每次使用250 ml PBST，共清洗四次。清洗後將微量盤倒置拍乾以去除殘液。

13. 製備受質：製備受質溶液的最小體積為10 ml。欲製備10 ml受質溶液應將9 ml蒸餾水、1 ml受質緩衝液(Citriate-acetate buffer)混合後再加入0.1 ml受質(TMB)。另需添加30% H2O2 1.3 ul，但須在受質溶液即將加入微量盤之前混合。

14. 加入受質：將受質溶液加入微量盤內，每孔加入100 ul。將微量盤靜置於在室溫下作用10分鐘。

15.中止反應：每孔加入1M硫酸100 ul使反應中止，5分鐘內判讀實驗結果。
三：判讀

(一)以自動判讀機取讀微量盤上各孔在波長450 nm的吸光值。

(二)計算每個檢體吸光值的平均值，用以計算S/N值。

S/N值=(檢體對Nipah抗原的平均吸光值)/(檢體對Vero抗原的平均吸光值)

(三)陽性對照血清對Nipah抗原的平均吸光值應大於0.8且S/N值大於2.0，理想狀況下吸光值應達1.0至1.3。

(四)弱陽性對照血清對Nipah抗原的S/N值應大於2.0。

(五)陰性對照血清的平均吸光值應小於0.2且S/N值小於2.0

(六)檢體的S/N值大於2.0且吸光值大於0.2者，應判定為陽性(Reactor)。

(七)檢體的S/N值大於2.0但吸光值小於0.2者，應判定為陰性(Nonreactor)。
(八)血清檢體進行二重複試驗(duplicate test)時，同一檢體二孔之吸光值不宜高於或低於平均值的10%。
四、相關試劑之製備
(一)PBSA：將8.0g NaCl、0.2 g KCl、1.15 g Na2HPO4、0.2 g KH2PO4溶於1 liter蒸餾水中，調整酸鹼值至pH 7.3。

(二)血清不活化劑：每10 ml PBSA中添加 50 ul Tween 20及50 ul Triton-X 100。
(三)PBST：在PBSA中添加0.05%(v/v)的Tween 20 (即0.5ml Tween 20/liter PBSA)。

(四)阻斷液(Blocking solution)：每10 ml PBSA添加0.5 g脫脂奶粉與0.5 ml雞血清。

(五)螯合劑稀釋液：每10 ml PBST添加0.1 g脫脂奶粉。

(六)受質：將0.101克3,5’,5,5’-Tetramethyl benzidine (TMB)溶於10 ml Dimethyl sulfoxide (DMSO)，以小玻璃瓶分裝成1 ml，避光保存於攝氏4度。

(七)受質緩衝液：將1M sodium acetate 100 ml與1M citirc acid 1.5 ml混合，再以1M citirc acid調整酸鹼值至pH 6.0。

五、立百病毒感染細胞與非感染細胞溶裂物(Cell lysates)的製備

(一)非感染細胞溶裂物：
1.使用含有10%胎牛血清的EMEM培養液在大型迴旋式培養瓶(以Corning廠牌為佳)內培養Vero細胞至細胞完全長滿。

2.倒去培養液，以PBS-ABC將單層細胞清洗一次。

3.每只培養瓶內加入5~10 ml冰溫的PBS-ABC，用橡皮刮刀刮下細胞。

4.將刮下之細胞暫置於冰上保存，然後以1,000rpm離心5分鐘取得沉降物。

5.倒去PBS-ABC，以每只培養瓶約0.5 ml的體積將沉降物重新懸浮於冰溫的TNM(10 mM Tris, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, pH7.2)。
6.添加1/10體積之10% NP-40(水溶液)，使NP-40的最終濃度為1%。

7.以均質機(Dounce homogenizer)將細胞打破。

8.在冰溫下，以2,000rpm離心10分鐘使細胞核沉降。

9.小心吸取上清液(細胞質萃取物)。
10.每1 ml上清液添加100mM EDTA (pH7.5) 15 ul ，使EDTA之最終濃度為1.5mM。
11.以TNE將總體積補足至10 ml，每1ml分裝一瓶，以加瑪射線照射處理。

12.保存於攝氏-80度。一旦解凍及分裝成適當體積以減少重複冷凍、解凍之次數。

(二)感染細胞之溶裂物：
1.使用含有10%胎牛血清的EMEM培養液在大型迴旋式培養瓶(以Corning廠牌為佳)內培養Vero細胞至細胞完全長滿。

2.留下約5 ml培養液，加入50 ul純化的立百病毒(4 x 107 TCID50/ml)，在攝氏33度下感作30分鐘。

3.加入60 ml培養液，繼續在攝氏33度下培養48小時。(此一溫度與感染量可使大部分細胞感染並融合，但尚不致使細胞脫落)
4.將培養液倒掉，保持攝氏4度的溫度。若要濃縮病毒，則立即進行病毒純化的步驟。若要取得ELISA用抗原，則用PBS-ABC將受感染的單層細胞洗一次。

5.每只培養瓶內加入5~10 ml冰溫的PBS-ABC，用橡皮刮刀刮下細胞。

6.將刮下之細胞暫置於冰上保存，然後以1,000rpm離心5分鐘取得沉降物。

7.倒去PBS-ABC，以每只培養瓶約0.5 ml的體積將沉降物重新懸浮於冰溫的TNM(10 mM Tris, 10 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, pH7.2)。

8.添加1/10體積之10% NP-40(水溶液)，使NP-40的最終濃度為1%。

9.以均質機(Dounce homogenizer)將細胞打破。

10.在冰溫下，以2,000rpm離心10分鐘使細胞核沉降。

11.小心吸取上清液(細胞質萃取物)，將其移至另一乾淨試管。

12.每1 ml上清液添加100mM EDTA (pH7.5) 15 ul，使EDTA之最終濃度為1.5mM。

13.以TNE將總體積補足至10 ml，每1ml分裝一瓶，以加瑪射線照射處理。

14. 保存於攝氏-80度。一旦解凍及分裝成適當體積以減少重複冷凍、解凍之次數。
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