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摘要

PulseNet為美國疾病管制中心發展用來監測細菌病原的即時監測網,主要精神是以PFGE圖譜結合網路傳送資訊的方式來進行監測。本實驗室為Pulsenet Taiwan的核心實驗室,目前標準的PFGE操作流程已建立完善,網路連結平台也已初步建立,但仍有使用不便及維護等等問題待解決。日本同為Pulsenet Asia Pacific的一員,在致病性大腸桿菌的PFGE圖譜分析十分有經驗,因此Pulsenet Japan實驗室操作流程至網路平台架構均是觀摩重點。此次赴NIID研習發現他們的PFGE圖譜操作技術稍微精確一點但方法過於繁瑣,圖譜資料並未以網路傳送,架構功能較我們的為簡單,由於資源的限制,他們將Pulsenet Japan定位在研究功能多於防疫功能。綜合來說,目前台灣pulsenet實驗室的PFGE技術及聯繫架構不輸日本,但若將目前的流病資料網頁與疾管局現存之系統整合,有助於系統的維護及合作實驗室的配合。

目的

PulseNet是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, 並以建立全球監測網為目標,本實驗室於2002年由邱乾順博士至美國學習CDC的標準化PFGE技術,並開始執行「建立重要傳染性病原細菌DNA指紋資料庫」計劃,建立了PFGE的標準化操作及分析能力,並於2004年開始執行「建構台灣細菌病原實驗室分子分型即時監視網」計劃,目前已初步建立監測網,結合各地區實驗室之PFGE圖譜及流病資料,以即時監測細菌性病原,台灣已於2002年成為PulseNet Asia Pacific的一員,因此觀摹其它成員實驗室的運作架構, (包括PFGE圖譜資料的滙整,流病資料的收集方式及結果的回覆系統,)以改善本身之監測網,另一方面,建立與其它國家的合作關係,有助於推展進一步的工作。

日本NIID是主導感染症及預防醫學研究的組織, Dr. Terajima是NIID細菌第一部第一室的室長,也是Pulsenet Japan的負責人,專精於致病性大腸桿菌的PFGE圖譜製作及分析,由於本局尚未建立有致病性大腸桿菌的參考實驗室,因此選擇此實驗室可一方面了解Pulsenet Japan的架構,也可同時學習日本對大腸桿菌PFGE分型的經驗。有幸透過研究檢驗中心周振英博士的聯絡,我得以進入Dr. Terajima的實驗室進行為期一個月的研習。

  研習過程

雖然這已不是我第一次來日本,但不同於以往的是帶了一點緊張的心情,因為這次有學習及建立交流管道的責任在身,第一天到時,遇到颱風,飛機在成田機場上空盤旋下不去,歷經波折,總算順利抵達,算一算共飛了8小時,真是辛苦的旅程。 NIID位於新宿區早稻田大學附近,一位室友正好讀早稻田,上班的第一天我省去了自己找路的困擾, 順利的到NIID。
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與NIID實驗室同仁合照

由於我要進的實驗區是P2和RI實驗室,依照NIID的規定,必需上課並通過P2實驗室安全規則考試,及放射線安全考試才能拿到進入實驗區的ID卡,因此一直到第三天才獲准進入實驗室。這段時間Dr. Terajima撥空與我討論研習的細節。

Pulsenet 主要的精神是利用脈衝式電泳(PFGE)的方式,將細菌病原體製作成指紋圖譜,之後再利用網路的傳輸來比對每個細菌指紋圖譜之間的親緣性,以早期偵測到群突發的發生。

Pulsenet Japan目前主要用來偵測引起的食物中毒的致病性大腸桿菌病原及痢疾桿菌,雖然日本也是2002年加入Pulsenet Asia Pacific 的一員,但是他們從1996年就開始建立自己的E. coli指紋資料庫,因此他們對於E. coli的PFGE圖譜製作及分析有自己的一套方法及經驗,不同於美國CDC。因此研習就從日本的PFGE圖譜製作方法開始一直到分析,同時再看他們監測網的架構。
E. coli PFGE圖譜的特性

處理E. coli 之DNA較常選擇的限制酶為XbaI, NotI, BlnI, 其中XbaI 被選為Pulsenet之通用標準限制酶,以XbaI消化之後會產生數目20至25個分布於20.5~ 500 Kb大小不等之DNA片斷,圖譜上顯現的band十分密集,因此製作E. coli 圖譜關鑑在於如何僅量將DNA片斷分開,才能執行正確的比對。

PFGE

PFGE長久以來被視為用來分型細菌DNA的黃金標準,一般來說, PFGE主要分為三大部份,即是菌體的包埋,限制酶的消化及脈衝式電泳,目前日本NIID的使用的方法也不出這三大原則,但他們致力於提升每個指紋圖譜的精確度,將每個DNA片斷分開,另外由於人力的限制,他們使用三個工作天的PFGE流程(詳見附錄一),以配合工作的調度,筆者以功能性的角度簡述如下:

1. 增加分離片斷的影像銳利度

由於圖譜之DNA片斷影像與DNA量及Pulg 模型有關,減少菌液濃度為1/2倍,減少製作Plug的厚度,使用0.7 mm厚度的模型,增加每個well的Plug 的寬度為2倍,使得單位膠體內的DNA濃度增加。

2. 減少清洗的次數並增加清洗的乾淨度

清洗的目的在於去除前一步驟的Proteinase K, Proteinase K的殘留會影響後續限制酶消化的作用, 於清洗時加入Pefabloc可更有效的去除ProteinaseK, 功能類似PMSF, 但較不具毒性也較為穩定,對DNA的影響比PMSF小,利用此法將清洗次數減至3次以縮短流程。

3. 控制圖譜的長度

指紋圖譜的長度與膠片濃度,跑膠的温度有關,制膠時將微波加熱的時間控制在60秒內,控制膠片的濃度維持在1%,由於DNA泳動的速度與温度成正比,校正電泳槽緩衝液的温度以維持圖譜的標準長度。

4. 降低圖譜的背景值

降低背景值有利於分析,以水退染3次可有效降低背景值。

5. 精確的分析

有鑑於不論是相機或分析軟體均有其限制,每個膠片均拍傳統相片及數位相片,每張相片均拍攝長,中,短三種曝光時間,以鑑別小,中,大三種DNA片斷區域的分佈情形,用軟體分析時同時以傳統相片重覆確認,圖一(a),(b),(c)為一張膠片分別曝光3, 5, 9秒的時間,(a)圖的小片斷(黑箭頭)影像微弱,大片斷(白箭頭)部份可區分清楚,(b)(c)圖的大片斷區分不出來, (c)圖的小片斷影像清楚。

台灣與日本方法詳細比較如表一。

表一. 台灣與日本PFGE方法的比較

	項目
	台灣
	日本

	Bacteria suspension
	O.D. 0.48~0.52 (spectrophotometer)
	O.D. 0.2 (目測)

	Mold
	14 x10 x 1 mm (Biometra)
	13 x 10 x 0.7 mm

(Biorad)

	Plugs
	10 x 2 x 1 mm 
	5 x 5 x 0.7 mm

	Lysis 
	1.5~2 h 
	2h ~ O/N

	Wash
	ddH2O x 2 

(by machine)

TE x 4
	4 mM Pefabloc x 2 

(by hand)

TE x 1

	Storage buffer 
	TE buffer
	Lysis buffer

	Predigest
	RT 
	On ice 15 min

	RE Digest
	37 ℃, 2 h 
	37 ℃, O/N

	RE
	XbaI, Not I
	XbaI, Bln I

	Running system
	CHEF- mapper
	CHEF- DRIII

	Gel making
	-
	Boiling no more than 1 min

	Stain
	EtBr 20 min

ddH2O 40 min
	EtBr 30 min

ddH2O 30 min x 3

	Running time 
	18 h 
	19.5h ~ 20 h

	Photograph
	Digital camera (Kodak)
	Kodak camera 立可拍

& Scanner

CCD camera (Biorad)

	Marker
	-
	Used only in two months

	Cluster
	Optimal 3.0%

Tolerance ≦1%
	Optimal 1%

Tolerance 1.2%


兩種PFGE方法之結果比對(圖二)

1. 圖(a)是日本方法製作圖譜, (b)是台灣方法製作圖譜, 箭頭標示部份是double bands的部份,可以見到,同樣標示的位置, 雖然只有很細微的差異, (a)經肉眼可見兩個band,而(b)只出現一個較粗的band, 因此(a)法可將DNA片斷分的更開。

2. 菌株No.3, 4在圖(a)顯現出較低的背景值,可見(a)法處理的DNA品質較佳。

台灣之E. coli圖譜比對結果

此行本人帶了實驗室同仁製作的E. coli圖譜與日本資料庫作比較, 初步比對没有相同的圖譜,但由於實驗條件不盡相同,解析度不同，這樣的比對不具太大的意義。

台灣與日本PFGE方法之優缺點比較

1. 速度

台灣在菌體包埋的步驟使用機器清洗,可節省人力和時間,於一天之內完成,日本的方法完全以人力操作, 整個流程需時三天。

2. 困難度(重覆性)

日本的操作方式十分精細, 若非訓練有素的技術人員, 難以製作出相同的可比對的圖譜。 本實驗室的方法雖也需要一定專業的人員, 但較易學習。

3. 適用性

台灣的方法適用於DNA片斷分布均勻的圖譜, 日本方法易於解決DNA片斷分布不均勻或密集的圖譜。

4. 精確性

日本方法的圖譜精確性較高, 對於指紋圖譜相近的菌株, 可得到較正確的比對結果。

綜合以上的比較,筆者認為,由於本實驗室的PFGE技術已具相當水準,且方法較易學習,流程容易標準化,適合操作大量檢體的實驗室及推廣至地區實驗室,由於Pulsenet的目的是要聯結各實驗室的資料,台灣目前的方法還是首選。若要比對指紋圖譜十分相近的菌株,或是要開發其它困難性高的菌種,可考慮以日本方法做研發。
特殊圖譜分析

在PFGE圖譜中,有時會見到影像強度小於平均亮度的DNA片斷,此時有幾個推測方向,一個可能是能是限制酵素作用不全造成的uncomlpeted cut,此時可提高限制酵素的單位重覆實驗來測試,另一個可能是plasmid的存在,這可由DNA片斷大小作初步的判斷,若小於250 kb就較有可能,但要再抽取質體跑膠才能進一步確認。

NIID實驗室除了上述兩項,特別注意同種細菌汚染的可能,如圖二(a)黑箭頭所指處,若要鑑別,要挑取單一菌落,利用spreading的方法挑取同一菌落中包含的不同群聚,再進一步做指紋圖譜。

上述的方式提供我們在解決問題圖譜時一個新的思考方向。
PulseNet架構觀察

台灣的架構及困難處

目前Pulsenet Taiwan執行的狀況,在核心實驗室有三台分析電腦作為客戶端,一台server用來整合客戶端的輸入資料,常規處理的菌株有三種,今年預訂完成各地區實驗室PFGE的操作流程標準化,在整合平台方面,已建立流病資料上傳網頁,供各地區實驗室上傳流病資料及圖譜資料,但這部份的架構運作的並不十分順暢,一方面是上傳介面複雜,影響學習及使用的意願,另一方面整個系統維護的問題,從sever端到流病網頁均需要耗費時間及經費來維護,而且若非專業資訊人員無法勝任此工作,但實驗室並無規劃資訊人員長期維護,因此我們對日本如何整合個地區實驗室的圖譜資料及網路整合平台的架構十分有興趣,希望能參考他人的經驗來簡化改善我們本身的架構。

日本規劃的架構及現況
PusleNet Japan規劃的架構(圖三),由各轄區的地方研究所製作好PFGE圖譜,經由網際網路傳送給國立感染症研究所核心實驗室,核心實驗室人員將圖譜滙入資料庫作分析比對,並將結果通知厚生勞働省,再通知各地方衞生研究所,進行必要的疫情調查,在推測為大規模食物中毒之後進行污染食品的回收, 防止疫情擴大。

日本核心實驗室目前進行的狀況,只處理致病性大腸桿菌及少數痢疾桿菌,接受各地方實驗室經生化及血清型鑑定的菌株及流病資料,圖譜製作及分析均在核心實驗室完成,圖譜集中於一台電腦由固定人員分析,由於尚未完成各地方實驗室操作流程,儀器設備,及分析軟體的標準化,因此尚未將圖譜製作授權給地方衞生研究所。

在資料傳送及連結方面,地方衞生研究所將流病資料以電子郵件傳送至核心實驗室,完成之圖譜分析結果,以電子郵件將菌株型別回覆

給地方實驗室,另外有親緣關係菌株之樹狀圖由核心實驗室人員每個月以手動方式於WISH網頁上更新資料,各地方衞生研究所人員在terminal computer輸入密碼,可見到屬於自己轄區的分析結果。WISH網頁是厚生省的網頁,由厚生省維護,資訊的架構交由廠商辦理。

由日本Pulsenet實驗室的狀況來看,他們聯繫平台的建構尚不及我們的完整,地區實驗室也尚未完成標準化的操作流程。Dr. Terajima坦言,他們的實驗室規模小,無法做到像美國CDC的架構,再加上地區實驗室也未能百分之百的配合,不太可能做到菌株圖譜即時比對,因此仍然必需透實驗室私下的緊密聯繫才能掌控疫情。但他們在資源有限的情形下,仍然以最簡單的方式執行細菌病原監測的任務.這對人力同樣有限的Pulsenet Taiwan核心實驗室來說,未嘗不是另一種選擇。

表二. 現階段台灣與日本Pulsenet 執行狀況比較

	
	
	台灣
	日本

	資料庫
	建立時間
	2002~
	1994~

	
	監測細菌
	Shigella
Salmonella 
Neisseria meningitidis
	Shigella 

Pathogenic E. coli

	
	菌株數
	 > 9000
	> 20000

	核心實驗室
	收授案件
	菌株, 圖譜
	菌株

	
	分析電腦數
	三台
	一台

	
	資料庫整合
	SQL server整合*
	無

	
	分析人員
	三人
	一人

	地區實驗室
	硬體
	標準化
	標準化

	
	分析軟體
	齊全
	尚未齊全

	
	操作標準化
	今年預訂進度
	進行中

	整合平台
	連繫網頁
	流病資料網頁
	WISH

	
	圖譜及流病資料收集方式
	上傳網頁
	文件及電子郵件寄送

	
	結果回覆方式
	以電子郵件回覆
	Post於網站

	
	網頁維護
	國防疫人員
	厚生勞働省


PulseNet Japan 的實際案例

在2001年11月28日開始,日本的Shigella sonnei案件突然增加至平時的三倍以上,追踪患者的流病資料,發現有28名患者均曾向兩位水產商購買牡蠣,而這兩位業者同時販賣韓國進口及日本國產的牡蠣, Pulsenet Japan核心實驗室從2001年11月9日至2002年1月9日陸續分析了各地方轄區分離的223株Shigella sonnei菌株,其中包括了韓國進口牡蠣分離出的菌株,分析結果發現有223株中有200株(89.7%),包括了韓國牡蠣分離株,及28株有流病關聯性的菌株屬於同一PFGE型別。此型別的其它172菌株並未找到流病關聯性。但此型別並未在日本的資料庫出現過,因此推測感染源應為韓國牡蠣,地方防疫機關即時銷毀該批牡蠣。 

由此案例可見,Pulsenet系統可在流病資料不完整,或者多重可疑感染源時,幫助釐清案情,追踪出正確的感染源。

沙門氏菌血清分型

在NIID與我同一間研究室內有一位泉谷博士,主攻沙門氏菌的PFGE分析及抗藥性研究,在與他討論之中,發現他們的H分型除了傳統的試管法,還用96 well 反應盤法,這引以我的好奇心,因為96 well盤反應量少,可以更減少抗血清的用量,泉谷博士時分熱心的主動教我此種96 well盤方法,這算是意外的收穫,雖然本實驗室已建立完善的沙門氏菌參考實驗室,但還是將方法(附錄二)帶回,可做進一步評估。

心得與建議

Pulsenet 實驗室之相關建議

1. 維持本實驗室原有之PFGE方法

雖然日本方法的PFGE圖譜解析度梢微好一點,但做法十分耗時耗力,並不符合本實驗室的需求,但日本方法可以作為未來發展其它菌種PFGE圖譜之參考。

2. 簡化流病網頁之架構

Pulsenet發展的困難點在於合作實驗室之標準化及資料整合,因此建議參考日本的作法,將目前本實驗室的流病資料網頁整合入疾管局現有的傳染病通報系統,並考慮請廠商協助整合系統,一方面可解決維護問題及資訊人員缺乏問題,另一方面可減少各合作實驗室的工作量,始能提升合作意願。

3. 加強實驗室間的相互交流

由於傳染病原傳播的管道廣泛,會牽涉到動植檢疫單位,食品檢驗單位(如文中的日本的牡蠣事件),因此除了Pulsenet外,仍應與其它單位實驗室隨時保持聯繫才能掌握疫情。

日本目前也是遇到公務人力精簡的狀況,但NIID有幾項特點使他們在有限的人力下維持工作成效(一)專業分工,NIID有數個行政部門總攬行政業務,研究部門專則研究。而在每個部門內部仍然是詳細分工,以細菌第一部來說,每一位PI負責一種菌或僅一個研究子計劃。(二)合作無間,研究子計劃的資訊互相交流,成果共享,因此發表的論文數量相當多。(三)定位明確,NIID實驗室主要執行預防醫學相關研究,參考實驗室,國家檢定及訓練業務,未做常規檢驗。(四)高水準的地方轄區實驗室,地方轄區實驗室均有能力將菌株鑑定至血清型,發揮第一線監測的功能。

因此對於疾管局實驗室定位有以下建議:

1. 定位為研究型實驗室-預防醫學相關研究

做為中央機關的實驗室,理應負起預防醫學之研究工作,但目前分局實驗室的任務包括常規常規檢驗(防疫,檢疫)工作,檢驗值班,行政工作,研究工作等,人力調度吃緊,但是却不易有相對的成果展現,筆者認為,在政府精簡人事的趨勢下,唯有專業化才是疾管局實驗室維持下去的方法。

2. 應督促地方衛生局實驗室應負起該轄區第一線常規檢驗的責任,充分分工,才能提高成效。

另外,在NIID實驗室期間,見識到了日本人追求完美及實事求是的做事態度,針對一項已發展成熟的技術,仍然不斷改善,而且無論是多基本的實驗,每一個步驟都非常確實,我想這是他們的優勢所在,也是我們最需要學習的。

[image: image2.jpg]



[image: image3.jpg](L I TR
. A
(e D IR R





[image: image4.jpg]e




圖一. 同一圖譜,不同曝光時間(a) 3 sec,(b) 5 sec, (c) 9 sec 
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圖二. 日本(a)與台灣(b)方法製作PFGE圖譜比較
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圖三. Pulsenet Japan 基本架構

     (摘自感染症雜誌 76:842~848,2002)

附錄一

日本PFGE 標準操作流程

2.1 Materials for PFGE

1. Disposable plastics: Falcon2054 tubes, sample plug mold (Bio- Rad), 15 ml tubes with screw cap (Sarsstedt), Eppendorf tubes (1.5 ml, 2.0 ml), 1l inoculating loops (Greiner).

2. STEC O157:H7 strains for analysis.

3. Seakem gold agarose (FMC)

4. Buffers: Tris- EDTA (TE; 10mM Tris, m mMEDTA, pH8.0)

          Tris- Borate- EDTA buffer (TBE; Tris-borate 45 mM, EDTA 1 mM);

Enzyme buffer(sure/cut buffer H, Boehringer Mannheim), 

5. Enzymes: Lysozyme, Proteinase K (Boehringer mannheimI,

Restriction enzyme (XbaI, Boehringer Mannheim)

6. Reagents: N- lauroylsarcosine (Sigma), Pefabloc SC (Boehringer Mannheim),        

Ethidium Bromide.

7. DNA size standard: Salmonella H9812

8. CHEF- DRIII system (Bio- Rad), including power module, electrophoresis box, variable speed pump, 14 cm x 13 cm gel casting stand, 20 well comb and comb holder, tygon tubing, leveling bubble.

3.1. Method for PFGE

1. By using 1 ml inoculating loop, transfer appropriate amount of STEC O157: H7 from the plate into the Falcon 2054 tube containing 200 ml of sterile water, so that OD at 600 nm of the suspension will be approximately 0.2.

2. Add equal amount of melted 1% of Seakem gold agarose solution into the tube and after mixing dispense the mixture into 2 wells of plug mold per sample, which were pre- chilled on ice (see Note 1). Leave the plug molds on ice at least for 20 min to solidify the agarose.

3.1.2 Lysis of the samples

1. add 1 ml of 0.5 M EDTA containing 1mg/ml of Proteinase K and 1% of N- lauroylsarcosine (lysis buffer).

2. Incubate, with gentle agitation, for overnight at 50℃. After the incubation, samples can be stored in the same buffer at 4℃ for a few years.

3.1.3 Digestion of samples by restriction enzyme

1. Take a piece of gel from the lysis buffer using a spatula and cut it into half with a cover glass.

2. Transfer the cut piece to a 2.0 ml U-bottom Eppendorf tube containing 0.5 ml of 4 mM Pefabbloc SC in TE (see Note 2).

3. Incubate tubes at 50℃ with gentle agitation at least for 15 min, and repeat this step one more time.

4. After the second incubation, take out the buffer as much as possible from the tube and add 1 ml of TE into a tube. (see Note 3)

5. Incubate the tube on ice with gentle agitation for 15 min.

6. Change TE to 0.2 ml of sure/cut H buffer and incubate the tube on ice at least for half an hour.

7. Change the buffer to 0.1 ml of freshly prepared sure/cut H buffer containing 20 units of restriction enzyme XbaI.

8. Incubate the tube at 37 ℃ with the gentle agitation at for 2 hours to overnight.

9. After the incubation, change the buffer containing XbaI to 0.5 xTBE and leave the tubes on ice until making gel.

5.1.4 Loading of restriction digest

1. Prepare 100 ml of 1% of Pulsed- field Seakem gold agarose for a horizontal gel apparatus (14 cm x 13 cm) using 0.5 x TBE buffer

2. Dissolve the agarose completely in a microwave oven and melted agarose should be cooled down to approximately 55 ℃ before pouring onto the gel apparatus.

3. Let the agarose to solidify.

3.1.5 Electrophoresis

1. Set the gel box horizontally on a bench. Pour 2 L of 0.5 x TBE buffer that were made previous day and kept at 4 ℃ for overnight. Place the gel into the gel box.

2. Adjust the circulation pump for an appropriate flow. 

3. Make sure that surface of the gel is set horizontal and covered with the buffer.

4. Set the electrophoretic apparatus with the following conditions (see Note 4): 6V/cm, buffer temperature 14℃, included angle at 120 degrees, a linearly ramped  switching time from 2.2~54.2 sec for 19.5~ 20 hours.

5. After electrophoresis, take out the gel from the gel box and stain with 0.16 g/ml of Ethidium Bromide at room temperature for half an hour with gentle shaking.

6. Destain with distilled water at least for half an hour for three times and photograph the gel under illumination with UV light. (see Notes 5)

Notes for PFGE

1. Chromosomal grade agarose can be substituted for low melt agarose since it is easier to handle the gel.  When chromosomal grade agarose is used, the incubation period of washing gel blocks should be extended at least to an hour for each step.

2. Pefablock SC in TE can be prepared as 100 mM stock solution in TE and stored at - 30℃. Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) can also be used at the concertration of 1 mM but the incubation time should be extended to 1 hour. PMSF is both toxic and volatile and should be handled with precaution. It is unstable in aqueous solution, so solutions should always be freshly prepared.

3. Be sure to remove all of the liquid during this and subsequent wash steps because appropriate buffer condition will be required when the plugs are digested with restriction enzymes.

4. It is important that the temperature of the gel (buffer) should remain at the temperature during the run to maintain sharpness of the bands.

5. Adding destaining process after staining will certainly decrease background and give better contrast in the photograph.
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附錄二.

NIID沙門氏菌H分型96 well盤反應法

1. one single colony was added 6 ml H buffer and shake in 37℃ O/N.

2. 6 ml formaldehyde was added to the bacterial broth.

3. One drop of salmonella H antiserum (Seiken) was added to well of 96 well plate (Falcon).

4. 150 l No.2 broth was dispensed to the wells contained antiserum.

5. shake for 30 min at 37℃.

6. Watch for the aggregation
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