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摘要

PulseNet為美國疾病管制中心發展之實驗室分子分型即時監測網， 用以監測細菌病原， 目前台灣已加入此一國際組織。PFGE(脈衝式電泳)至今在分子分型法中被公認為黃金標準， 也是目前PulseNet主要採用的分型方式 本次在香港舉辦的研習營， 主要目的是訓練亞洲地區的實驗室人員， 使之俱備製做標準PFGE圖譜的能力， 才能與PulseNet的資料庫有效比對， 隨時監測細菌病原之發生。議程除了操做訓練外，專題演講部份分別有日本，美國的專家講述PFGE在E.coli O157監測方面的實際應用及PulseNet資料庫運作的現況。隨著國際交流日趨頻繁， 傳染病的擴散速度有增無減，PulseNet提供了細菌病原即時的， 正確的監測平台， 台灣有幸加入此一組織， 應僅速整合國內各實驗室建立好自己的PulseNet架構， 以備不時之需。

目的

PulseNet為美國疾病管制中心發展之實驗室分子分型即時監測網， 用以監測細菌病原， 因為成效卓著， 而計劃推到全世界， 以建立全球監測網為目標， 2002年，本實驗室負責人邱乾順博士至美國疾病管制中心了解PulseNet的運作方式及學習建立細菌DNA指紋資料庫之標準化PFGE(脈衝式電泳)技術及圖譜分析比對的方法， 並於2002年底代表我國參加亞洲地區籌備會議， 同時加入隨後成立之PulseNet Asia Pacific 組織， 該組織目前計有十一國家/地區/研究機構參與。

2002年底，本實驗室逐步建立了PFGE的操作及分析能力， 同時擬定了「建立重要傳染性病原細菌DNA指紋資料庫」的三年計劃。目前此計劃於2004年1月開始為本局其它實驗室送來的傳染性細菌株做分型的服務，同時資料庫的網路系統已大致建構完成， 預計在今年內對其它實驗室人員進行PFGE的操作訓練並對目前的資料庫系統進行測試， 希望於未來此系統能提供各實驗室遠端電腦傳送， 下載圖譜進行比對的需求。 

今年， PulseNet委託香港於3月15日至3月17日舉辦亞洲地區的技術訓練營， 為了解相關技術最新進展， 蒐集亞洲各國之發展資訊， 本人奉派至香港參加此訓練營。

研習過程

此次的訓練營是於3月15日至17日在香港公共衛生檢測中心進行， 參加的學員除了我國還有來自韓國， 中國， 孟加拉， 泰國， 馬來西亞，研習營的主要內容包含操作訓練及專題演講。

一. PFGE標準操作的示範教學及疑難排除

操作訓練PFGE是目前Pulsenet主要使用的分子分型法，標準化的PFGE圖譜之重要性在於必須有良好的再現性，可信度，及即時產生的才能有效偵測群聚情形， 採取適當的防疫措施， 防止疾病的散播。訓練主題是“Laboratory directions for molecular subtyping of Salmonella (E.coli O157:H7 and Shigella) by Pulsed- Field Gel Electrophoresis (PFGE)”，美國疾病管中心微生研究部門的Dr. Mary Ann Lambert- Fair 負責PFGE實驗操作示範， 至於產生之PFGE圖譜以Bionumerics分析軟體分析， 則由PulseNet資料庫負責人Dr. Kelley B. HISE 指導， 實驗流程詳見附錄 (一)。 

疑難排解Dr. Mary Ann Lambert- Fair建議維持PFGE的實驗品質必須注意常規事項如右， 正確的量取， 計算， 確認所有的儀器準確度， 確認所有試劑無沉澱、變色，、變濁、過期的問題。由於本實驗室在2002年已建立了PFGE的操作系統， 因此對於技術層次的學習著重在問題圖譜的疑難排除， 將所得資訊整理如表(一)。

表(一) 問題圖譜的疑難排除

	問題狀況
	可能原因
	排除方法

	Thick Band 
	菌液太濃, 染色過久
	檢查菌液濃度， 染劑濃度及時間 

	Smear Band
	Plugs不正確Lysis及wash

限制酵素活性降低
	檢查Lysis, wash buffer

菌液濃度, 水質

增加限制酵素單位

	Curved Band 
	未正確製膠
	檢查膠台水平， 防止移動Plugs 

	No Band
	電泳儀受細菌或黴菌污染
	以2L 5%~10%漂白水清洗再以2L純水清洗

	Untypeable lanes
	發生於某些菌種如: Salmonella 特定血清型

Clostridia

Vibrio parahaemolyticus

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella 
	Running buffer加入

50 M thiourea可防止DNA被破壞

	Not straight lanes
	製膠未水平, running buffer未均勻流動
	檢查膠台水平, 電泳儀


在分析PFGE圖譜方面，必須注意light band， intensity bands， 圖譜內intensity band必須排除菌量， 染色時間的影響， light band必須以不同濃度的限制酵素處理並重覆測試其再現性來確認，最後仍應以目視為準， 並充份配合流病資料， 以推估分析出來群聚情形的正確性。

二. PulseNet用於追踪傳染病的實際情況

日本國家傳染病協會細菌部門的Dr. Jun Terajima介紹PulseNet Japan 追踪傳染病的成效， 日本目前列入監測的有Shigella，Salmonella ， EHEC O157:H7， 2001年一次E. coli O157的流行， 由市售冷凍牛肉分離出與患者同一PFGE型別的E. coli O157， 並即時阻止該批牛肉販售防止疾病的傳播。 他認為PFGE圖譜的品質是PulseNet的最關鍵要素， 在日本由地區實驗室上傳的圖譜仍有無法比對的情形， 因此技術支援尤為重要。

美國疾病管制中心PulseNet主席Dr. Bala Swaminathan介紹PulseNet在美國運作及國際推展的現況， PulseNet現階段配合PFGE分型方法用以監測食因性疾病，已開發出標準PFGE操作流程的病原菌有E.coli O157:H7， Salmonella， Listeria monocytogens， Shigella sonnei， Campylobacter jejuni， Clostridium perfringens， Vibrio cholerae， Vibrio parahaemolyticus， Yersinia enterocolitica， Non-O157 STEC。 PulseNet最主要的功能是在散發病例中發現群聚的情形而提早偵測到流行， 並非只是追踪流行，例如在2002年， 由6個地區實驗室分別傳回散發病例的Listeria monocytogenes PFGE圖譜， 經比對發現高度聚集， 之後於某品牌火雞肉發現同PFGE型別的Listeria monocytogenes， 而緊急召回該品牌的肉品， 防止疾病繼續擴散。基於疾病傳播已全球化， 及即時資訊共享的精神， 而要推廣此計劃， 目前成立的有PulseNet Canada， PulseNet Europe， PulseNet Asia Pacific， PulseNet Latin America。 

心得與建議

在三天既緊湊又充實的研習營議程中， 除了實驗室技術方面獲得與會專家們許多寶貴的經驗及建議， 也對主辦地區香港的用心印象深刻， 個人認為有許多是值得我們參考的。

一. 重視實驗室安全及整體規劃

香港衛生檢測中心是集中所有公共衞生實驗室的大樓，管理十分嚴謹， 非員工一定要有內部人員帶領才能進入。工作人員進出實驗室均需經過準備室和更衣室， 使實驗室與環境交叉污染的情形降低。 而對於類似ETBR等有毒物質的操作及處理， 相當謹慎。 另外會議室設計為多功能式的， 可做為訓練， 會議， 聚餐等用途， 十分結省空間， 香港地狹人稠， 似乎更擅長於空間的運用。

二. 創造英語環境

此次在香港衛生署接觸到的實驗室人員， 均能以英語與各國人員溝通無礙， 不禁對當地英語之普及感到佩服， 也覺得台灣應更努力營造英語環境才能提升國際競爭力。 

三. 整合地區實驗室建立完整的PulseNet架構為當務之急

觀察與會各國均排除各種困難積極參與PulseNet， 台灣算是實驗設備及技術建立較完善的， 更應僅速整合好各地區實驗室， 使PulseNet能發揮遠端比對的功能， 以備不時之需。
附錄

附錄(一) Laboratory directions for molecular subtyping of Salmonella(E. coli O157:H7 and Shigella) by Pulsed-Field Gel Electrophoresis(PFGE)
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