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摘  要

為提昇台灣對於新浮現動物傳染病及人畜共通傳染病之診斷技術，自94年11月6日至12月2日止，共計27日，赴美國聯邦政府疾病管制局之傳染病病理部（Infectious Disease Pathology Activity）及病毒立克次體部（Viral and Rickettsial Zoonoses Branch），觀摩與研習Q熱人畜共通傳染病診斷技術，主要是以抗體來偵測經福馬林固定與包埋之組織切片中的抗原，達到定量定位的目的，以及利用聚合酶連鎖反應試驗以偵測樣本中少量的核酸。由於此等病原具高度危險性，僅需少數菌體即可造成感染，在美國列屬於B級生化戰劑，因此建立Q熱之診斷實驗室，以求能在本病入侵之際迅速確診。
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研習目的
Q熱(Query fever)是由立克次體引起之人畜共通傳染病，目前全世界僅紐西蘭為非疫區，牛、綿羊及山羊為主要宿主。動物及人類可經由感染動物乳汁、尿液、糞便、惡露及胎盤而受感染，畜牧獸醫相關人員主要感染途徑為吸入含病原之飛沫或塵埃，通常為急性感染而無明顯症狀，若為慢性感染可能產生嚴重之肝炎、肺炎、腦膜炎及心內膜炎等，甚至死亡。目前台灣對本病於動物之影響所知甚少，僅有少數人類病例研究報告，而台灣自1993年第一病例報告後，陸續有其他Q熱病例報告，然而實際發生情況也因症狀不明顯而被低估，由於許多確定病例中，都是和羊隻接觸而造成感染，為確保畜牧業發展及維護國民健康，有必要建立本病之診斷技術與作業流程，並對牛、羊等主要宿主進行監測工作。由於此等病原具高度危險性，其操作必須在第三級生物安全性要求的實驗室，所以將參考美國之診斷技術，於本所完善之負壓解剖房及符合生物安全性要求之實驗室內，進行後續之研究及診斷技術建立。
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圖1.美國疾病管制局新車道出入口

研習地點
美國疾病管制局(The Centers for Disease Control and Prevention ；CDC)位於喬治亞州的亞特蘭大，現為美國健康及人類服務部13個機構之一，為政府捍衛所有美國公民健康與安全而建立的機構，成立於1946年。原來的任務是為控制瘧疾而設立的，而後持續為其他傳染性、慢性疾病和職業傷害、糖尿病、環境健康及人類健康及生活相關主題把關，對於新興傳染病、恐怖攻擊及天災等研究調查更是不遺餘力。
美國疾病管制局底下共分14個機構中心，此次研習地點在其中的國家傳染病中心（National Center for Infectious Diseases；NCID），病毒及立克次體部門(Division of Viral and Rickettsial Diseases)裡的病毒及立克次體人畜共通傳染病部(Viral and Rickettsial Zoonoses Branch)和傳染病病理部(Infectious Disease Pathology Activity)，分別研習聚合酶連鎖反應及免疫組織化學染色。
研習過程
為執行九十四年度臺美農業合作計畫「人畜共通傳染病-西尼羅病毒感染症及Q熱之診斷實驗室建立」（94中美-1.4-合-01-01），然而自911恐怖攻擊之後，美國唯恐再度受到外來生物製劑的攻擊威脅，對於國際外來訪客均需通過嚴格審核，而美國疾病管制局無法以一般觀光簽證進入，因此自七月開始提出交換賓客之申請手續，直至十月中旬始通過審核同意，隨即辦理交換賓客J-1簽證，終於在十一月六日得以順利啟程。
此次研習期間適逢美國疾病管制局傳染病病理部門之新建大樓落成啟用，承蒙主任Dr. Sherif R. Zaki在百忙之中仍願意接受研習，病毒立克次體部Ｑ熱診斷實驗室Dr. Massung於緊湊的行程中抽空指導，及病理專科醫師謝文儒博士Dr. Wun-Ju Shieh對於West Nile腦炎、SARS、Antrax、Lassa Fever及Avian Influenza等最近爆發流行疾病，不吝分享其研究成果和心得，傳染病病理部（Infectious Disease Pathology Activity）及病毒立克次體部（Viral and Rickettsial Zoonoses Branch）研究同仁在各方面的指教，使得本次研習得以順利達成並收穫豐碩。

	日    期
	星期
	研     習     內     容

	11月 6 日
	日
	往程

	11月 7 日
	一
	認識CDC週邊環境

	11月 8 日
	二
	討論人畜共通傳染病相關問題

	11月 9 日
	三
	辦理識別證申請與實驗室安全訓練測驗

	11月 10日
	四
	參觀舊有實驗室與相關研究人員介紹

	11月 11日
	五
	假日（榮民節）

	11月 12日
	六
	假日

	11月 13日
	日
	假日

	11月 14日
	一
	研習免疫組織化學染色技術

	11月 15日
	二
	立克次體病例討論及參觀傳染病病理部門新建實驗室與設備

	11月 16日
	三
	免疫組織化學染色技術之問題討論

	11月 17日
	四
	研習免疫組織化學染色技術

	11月18日
	五
	研習免疫組織化學染色切片判讀

	11月19日
	六
	假日

	11月 20日
	日
	假日

	11月 21日
	一
	檢體處理流程與資料管理系統介紹

	11月 22日
	二
	研習組織病理切片判讀與病例討論

	11月 23日
	三
	Ｑ熱及其他人畜共通傳染病參考資料收集與問題討論

	11月 24日
	四
	假日（感恩節）

	11月25日
	五
	參觀CDC全球健康歷程與交流中心展覽

	11月26日
	六
	假日

	11月 27日
	日
	假日

	11月 28日
	一
	參訪喬治亞大學獸醫學院病理系

	11月 29日
	二
	參訪CDC特殊病原部門新成立之生物安全第三與第四等級實驗室

	11月 30日
	三
	聚合酶鏈鎖反應及參觀病毒立克次體部新建實驗室與設備

	12月 1 日
	四
	返程

	12月 2 日
	五
	返程
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圖2. 新建交流中心展覽並與Dr. Wun-Ju Shieh合影

研習內容
由於Q熱在臨床症狀上並不具特異性，若沒有實驗室的支持下，很難做出正確的診斷。然而Q熱的人類病例雖以間接免疫螢光染色技術為最常規且為黃金標準之診斷方式，在美國疾管局的病毒立克次體部門之Q熱實驗室裡，是以該實驗室之實際分離菌株做為間接免疫螢光染色(Indirect Immunofluorescence Assay, IFA)之抗原，因此需在生物安全第三級實驗室裡自行增殖與備製抗原。Q熱之病原為B級生化戰劑，由於為高度敏感的病原，沒有經過淮許以及施打疫苗，是無法操作病原，然而疫苗施打之申請過程繁複，必需同時經政府經費支持及美國軍方許可下，才具操作Q熱病原之資格。

以下說明該實驗室裡另外採用之免疫組織化學染色（Immunohistochemistry, IHC）及聚合酶連鎖反應試驗（Polymerase chain reaction, PCR）：
免疫組織化學染色（IHC）：

免疫組織化學染色法是利用抗原抗體之特異性結合原理與免疫化學的呈色反應技術，將組織細胞內的病原進行定性、定位、定量的檢測技術，來偵測經福馬林固定且石蠟包埋組織切片中之病原是否存在與病原分佈位置為診斷之目的。免疫組織化學染色法於傳染病病理部門研習，在全球無數次人類或人畜共通傳染病大規模爆發或發生不明原因傳染病時皆曾扮演著相當重要的角色。利用Q熱的多重抗體(人的血清或兔鼠抗血清)，再使用標示者fluorescein isothiocyanate或peroxidase的抗體(抗人或抗實驗動物抗體)，使菌體顯露出來，必需要有陽性對照做比較，該部門主要應用鹼性磷酸酶之間接性免疫酵素呈色法，初級抗體多為自製之單株或多株抗體。
試劑

1. xylene 二甲苯

2. 70%, 95%, 100% alcohol 乙醇

3. proteinase K 蛋白酶K（Roche®）

4. tris buffered saline pH 7.5  TBS緩衝液

5. tris-saline-tween 20（200mL 2M tris, PH7.5＋80mL 5M NaCl＋8mL MgCl2, 51%＋2mL tween 20加水至4公升） TST緩衝液

6. Tween-20 界面活性劑

7. sodium chloride（NaCl） 氯化鈉

8. calcium chloride（CaCl2） 氯化鈣

9. magnesium chloride（MgCl2） 氯化鎂

10. normal sheep serum（NSS） 正常綿羊血清

11. monoclonal or polyclonal antibody 單株抗體或多株抗體

12. biotinylated anti-mouse and anti-rabbit antibody 生物素標記次級抗體（DAKO® cat# K0674 LSAB2 kit）

13. Alkaline phosphatase conjugated streptavidin 鹼性磷酸酶連結鏈卵白素受質（DAKO® cat# K0674 LSAB2 kit） 

14. Fast red chromagen reagent 呈色劑（Dako® cat # K699，儲存於-20℃冰箱中，使用前回溫後再打開瓶蓋，每個藥錠加入2mL 0.1M tris buffer, pH 8.3，震盪溶解後通過Millipore® 0.45 um過濾膜）

15. Mayer’s hematoxylin 蘇木精（Biomeda® cat # M10）

16. Aqueous mounting medium 封片膠（Dako® cat # S3025）

器材

1. 載玻片（Superfrost Plus®）

2. 蓋玻片

3. 染色架

4. 染色槽

5. 震盪器

6. 無塵拭紙

7. 10(l, 100(l, 200(l, 1000(l 微量滴管及拋棄式尖頭

8. 1.5ml, 15ml 離心管

9. 烘箱（可達60~80℃）

10. 加熱蒸汽鍋（可達100℃）

11. 組織切片自動染色機（Sakura® Tissue Tek）

12. 組織切片自動免疫染色機（Dako® Autostainer Universal Staining System）

13. 光學顯微鏡

14. 冰箱

步驟

1. 將經福馬林固定、酒精脫水、石蠟包埋組織，製成 3 um 厚之組織切片置於染色架中。

2. 放置於60℃烘箱中30分鐘或80℃烘箱中10分鐘。

3. 置於組織切片自動染色機內進行脫蠟，先經兩次二甲苯，再經100%、95%、70%乙醇，每步驟浸泡3分鐘，最後以蒸餾水洗。

4. 配製自動免疫染色機染色過程所需之試劑，包括蛋白酶K、正常綿羊血清、TST緩衝液、初級抗體、次級抗體與受質等溶液。

5. 將切片置於組織切片自動免疫染色機內進行染色，輸入相關資料與設定染色步驟。

6. 以蛋白酶K溶液（0.1 mg/mL in 0.6M tris/0.1% CaCl2），置於室溫中消化15分鐘。

7. 以TST緩衝液中清洗兩次，每次3分鐘。

8. 滴滿20% NSS/TST正常綿羊血清，置於室溫15分鐘。

9. 滴滿經適當稀釋之單株或多株初級抗體（以NSS/TST緩衝液稀釋，約在100至1000倍間），置於室溫作用60分鐘。

10. 浸泡於TST緩衝液中兩次，每次3分鐘。

11. 切片上滴滿次級抗體，置於室溫15分鐘，。

12. 於TST緩衝液中清洗兩次，每次3分鐘。

13. 切片上滴滿受質，置於室溫15分鐘。

14. 於TST緩衝液中清洗兩次，每次3分鐘。

15. 配製呈色劑，置入自動免疫染色機中。

16. 滴滿呈色劑，置於室溫15分鐘。

17. 切片於蒸餾水中清洗兩次，每次3分鐘。

18. 切片浸泡於蘇木精中複染3分鐘。

19. 將切片浸泡於蒸餾水中1分鐘。

20. 將切片浸泡於緩衝液（2mL 2M tris buffer, pH 7.5＋198 mL蒸餾水）中1分鐘。

21. 浸泡於蒸餾水中1分鐘。

22. 風乾切片，滴上封片膠，蓋上蓋玻片。

23. 置於光學顯微鏡下觀察結果。

聚合酶連鎖反應試驗（PCR）：
聚合酶連鎖反應試驗可應用於含少量病原核酸之檢體，例如乳汁、尿液、糞便、惡露、分娩產物及流產胎兒，在病毒立克次體部Q熱診斷實驗室裡，當檢體裡所偵測之PCR產物確定為Q熱之序列時，便可做為最後診斷依據。聚合酶連鎖反應試驗與需費時至少2星期且容易汙染之細胞分離，10天之雞胚胎培養，或是動物接種，相較起來所費的時間縮短許多。

試劑

1. DNA純化套組QlAamp Mini Kit®（QIAGEN，德國製）

2. 引子（Primer）：感謝Dr. Massung熱心提供之T1: 5' - TAT GTA TCC ACC GTA GCC AGT C及T2: 5' - CCC AAC AAC ACC TCC TTA TTC，以及引子所需之熱循環條件。
3. DNA Polymerase 
4. dNTP Mix
5. 10X PCR Reaction Buffer
6. 2﹪瓊脂凝膠（Agarose）

7. 電泳膠片染色劑：溴化乙烷（Ethidium Bromide, EtBr）

8. 50X TAE緩衝溶液

9. 核酸標幟物（100 bp Ladder Marker）

10. 滅菌之0.1%Diethyplyrocarbonate 蒸餾水(DDW)

11. 追蹤染色劑（6X Tracking Dye）

器材：

1. 0.2 mL PCR反應管及1.5 mL之微量離心管

2. 微量吸管

3. PCR反應管

4. 自動控溫循環反應器

5. 微量分注器（刻度2μL、10μL、20μL、200μL、1000μL）

6. 冷凍高速離心機（1.5 mL微量離心管用）

7. 水平式電泳槽

8. 振盪器（Votex）

9. 紫外燈觀察箱

10. 電泳膠片照相系統

11. -20℃冰箱

步驟
1. 病材組織懸浮液之製作：病材以滅菌之磷酸緩衝液（PBS），利用組織磨碎機作成10﹪組織懸浮液，移至離心管，以1,000xg離心20分鐘，取出上清液。

2. 取200μL之上述上清液，以市售DNA純化套組QIAamp Mini Kit®依其說明步驟抽取樣品之DNA。

3. 配製PCR試驗反應液：每25μL之PCR反應液中配製成含有，2.5μL 10X PCR Reaction Buffer，Primer 各為0.5μＭ， 200 μM dNTP Mix，1.25U Taq Polymerase，2μL待測檢體DNA模板，其餘以DDW補足25μL。將上述配製好之反應液放入自動控溫循環反應器中進行反應。反應條件：
94℃ 2分鐘

以下做40個循環

94℃ 30秒

62℃ 30秒

72℃ 1分鐘

＿＿＿＿＿＿

最後72℃ 3分鐘
4. 增幅後產物及100 bp Ladder Marker與 6X Dye混合後，放入含EtBr 的2 %瓊脂凝膠中，在盛裝配製為0.5X TAE緩衝溶液之水平式電泳槽內，以100伏特電壓進行電泳。
5. 電泳完成後，再將電泳膠片置於紫外燈觀察箱上觀察。
結果：

1. 於光學顯微鏡底下之免疫組織染色切片，以不同倍率之接物鏡觀察之，由於樣本以fast red呈色，若組織為陽性，應呈現紅色顆粒(如圖3)，為了確認染色是否成功，每次染色時要同時進行陽性與陰性對照染色，在遇到問題時方能藉由對照結果來發掘問題之所在。
2. 若陽性對照染色效果差，除了確認抗體、蛋白酶之有效，另可以於脫蠟後染色前增加抗原修復(Antigen retreval)的步驟，可利用蒸的方式加熱10~20分鐘，以修復福馬林變性之蛋白質，並顯露出抗原決定位。
3. 聚合酶連鎖反應試驗以T1及T2引子所增幅出的片段大小為687bps(如圖4)，目標基因為Coxiella burnetii IS1111 transposable element，由於此段基因在一個單獨的Q熱病原基因裡，共有19次的重複，因此選擇這段基因也會比其他基因敏感19倍。每次反應應有陽性及陰性對照，與陽性對照等高之片段，為確認其PCR產物之正確性，需定序並與基因庫加以比對。Q熱病原的完整的基因序列均已解讀並發表，因此仍有許多目標基因可供選擇，做為診斷參考。
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圖3. 為傳染病病理部所做的Q熱免疫組織染色。病患為後天免疫缺陷的患者，圖上所顯示的是心瓣膜上的巨噬細胞內含Q熱抗原。摘錄自Emerging Infectious Disease, www.cdc.gov/eid , Vol. 10, No. 3, March 2004
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圖4. 1~5為臨床樣本，最後兩行為陽性及陰性對照，

產物大小為687bps。

研習期間觀察與心得

Q 熱是重要的人畜共通傳染病，雖然致病率不高，但由於其疾病傳播僅需少量病原(ID50=1-10)，且對於環境抵抗力強，因此美國將其列為B級生化戰劑。Q熱實驗室對於外來檢體亦保持謹慎態度，血清需經α-radiation處理，樣本亦僅收萃取好之核酸。然而美國疾病管制局所收到病例均為人類的血清，對於動物的相關資料所知甚少，在人群中也沒有對Q熱進行監測系統的建立，但基於流行病學的原則，仍給予建議。
由於Q熱病原分離僅限BSL3之實驗室才能操作，且所有Q熱實驗室之工作人員均施打Q熱疫苗，然而疫苗取得不易，實驗室進出人員亦嚴格限制，因此整個實驗室總人數並不多。病原分離方面雖以細胞分離及雞卵黃囊為主，然而細胞分離不但耗時且常有一般細菌汙染，不見得能真的分離到病原。因此新建的BSL3實驗室已設立動物實驗隔離籠，預備將來利用小老鼠做為診斷工具之一，而隔離設備的傳遞通道直接與生物安全櫃相接，方便替換墊料及病原接種操作，實驗室裡所有桌椅，大部份以不锈鋼為主，以方便消毒與清潔。

來到傳染病病理部，雖然正好遇到實驗室搬遷，但也有機會看到傳染病病理部的歷史，原先的實驗室不但小並且分散，也沒有窗戶，而新建大樓的辦公空間明亮且有自動調節光源的功能，每位資深員工擁有自己的小辦公室，整體看來乾淨整齊。雖然是搬遷，但過程並不慌張忙亂，僅需打包個人用品與書藉及實驗室小型器具，箱子上再貼上運送樓層及房間號碼，其餘的高科技機器、電腦及大型櫃子均有專人搬運，因此約略一個星期，實驗室又能再度建立所有診斷流程，並測試機器的正確性。在這裡最令人讚嘆的是資料庫的管理，Dr. Wun-Ju Shieh表示以前並沒有電腦的幫忙，因此為建立資料庫的程式，花了許多心力，與歷任電腦程式工程師不停討論與改進，才有今日人性化的資料庫程式，不過他覺得仍然有改進的空間。所有的病例及樣本都需事先建檔，並且所有電腦可連線存取相同的Excel檔案，隨時知道有沒有新的工作排隊，因此病例檔案的管理及搜尋相當方便，即使是切片均編號且存檔，雖說事前的建檔工作繁複，但也建立相當完整的資料庫，並附有回覆功能，可與臨床工作醫師保持適當的聯繫。
病理部的工作大多由自動化機器接手，然而事先輸入機器的各種染色流程，均是長久以來經驗的累積，因此已經建立了上千種特殊染色的程序，切片染色的自動化可降低人為的干擾以及人力的負擔。每日四位病理專科醫師均約定時間，一同檢視當日製作的切片，並提出見解加以討論，有趣的病例會提出分享新發現，並帶領相關研究人員加以指導。
此次前往美國疾病管制局，感受到整個安全監控系統之嚴謹，特別是國際賓客，不但需三個月前提出申請。取得識別證之前，需先通過生物安全觀念的測驗，以及十指指紋的建檔。即使用臨時識別證，必須有位工作人員一路從大門帶領著進入實驗室，需每日更新臨時識別證。由於每棟大樓之進出口均設有安全檢查站，亦需感應器，因此取得正式識別證之前可說是寸步難行，即使有正式識別證，只能前往預定的實驗室，因此其他診斷實驗室或辦公大樓也不能隨意進出。由此可知美國自恐怖攻擊之後，除了加強所有的安檢外，並特別注重生物安全問題，尤其疾病管制局裡進行各種疾病病原之診斷，更是需要重點加強防恐的工作。
建議事項

在美國疾病管制局病毒立克次體部門Q熱診斷實驗室，人類病例一經血清學的IFA確認Q熱感染或核酸偵測法檢測到核酸的存在與序列確認後，便可說是Q熱感染症之成立，Dr. Massung在瞭解台灣每年人類陸續有Q熱病例報告，但未有動物病例也沒有進行分離病菌後，便建議反芻獸應儘快建立診斷技術。由於畜牧場多以族群為主，為建立監測系統，Dr. Massung建議先以ELISA做篩選，若呈現陽性之血清，則進一步做IFA(如圖7)及PCR。

Dr. Massung另外建議ELISA方面應以IgG檢測為主，由於檢測IgM雖可知是否為早期感染，然而IgM的檢測套組較貴，且較不穩定。而IFA於市場上有商業化產品，卻多為人類血清抗體檢測使用，因此次級抗體軛合物需做適當之修正，需替換為抗反芻獸之抗體，而檢測對象應先從有流產症狀之反芻獸開始篩選。

由於台灣許多人類確定病例中，都是和羊隻接觸而造成感染，推測羊群中應有病原存在，並且每年本所收到不少羊隻流產病例以及反芻獸之檢測血清，應可先從人類病例最多之居住地：屏東、台東、台南及高雄四區來源之樣本或血清開始篩選，若有流產症狀之反芻動物，應列入檢測對象。
Q熱的高危險群包括農夫、獸醫、毛皮業者、屠宰場員工、畜牧業者等，凡是需經常接觸牲畜（尤其是山羊、綿羊）者，例如：獸醫，處理肉類及乳品工作者及從事與羊有關之實驗室工作者，應加強衛教宣導，教育民眾及牧場工作人員：羊與牛生產的排出物，如胎盤、羊膜及死產流產的胎兒，應避免直接接觸，並適當處理及焚化，以避免貓狗老鼠等舔食。應於清潔動物圍欄時，戴口罩與手套。以及避免直接生飲未滅菌的羊乳或牛乳。

進口畜牧相關產品及動物應增加Q熱檢疫項目，並且飼養羊的農場應定期檢驗 C. burnetii抗體。也不要隨意使用不明來路的動物產品。
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圖5. 間接免疫螢光染色，可見螢光小點呈現菌體形狀。
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