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摘要

腸道法定傳染病有霍亂、小兒麻痺症、傷寒及副傷寒、桿菌性痢疾、阿米巴痢疾、腸道出血性大腸桿菌感染症及腸病毒群感染等。本次研習內容著重於腸道細菌的檢驗方面，分為三部份：藥物敏感性試驗、O抗原血清凝集試驗、脈衝式電泳。

應用藥物的敏感性試驗，可調查法定傳染病的陽性菌株對抗生素是否產生抗藥性，若將來有疫情爆發此資料能作為需採取預防性投藥時的依據。同時抗藥性圖譜可配合脈衝式電泳的分子分型圖譜，用於分子流行病學上分析菌株的感染源，以釐清疫情的動向，對防疫將有所幫助。

另O抗原血清凝集試驗，針對桿菌性痢疾及出血性大腸桿菌容易產生自發性凝集的菌種，此方法可降低偽陽性凝集的產生，找出正確的型別。

目的

研習腸道細菌性病原菌的快速檢驗技術及分子分型技術，希望能運用於平常的檢驗工作，提高檢驗正確性，增加陽性檢出率，同時能利用分子分型技術找出在流行病學上的關聯性，希冀對防疫工作有所助益。

藉此機會學習其他實驗室的優點進而提昇自己實驗室的素質，並能與國際接軌增加日後學術合作的契機。

過程
行程

94年10月1日於高雄小港機場搭乘接駁機至桃園中正機場後再搭乘中華航空班機抵達日本。回程於94年10月31日依相反方向返國。
內容

1、 生物安全講習

依照NIID規定，進入實驗室前必須有四小時的生物安全講習，並通過測試領到證書後，始發給通行證方可進入實驗室研習。
1. Introduction of Biosafety

2. History of Laboratory-acquired Infection

3. Principles and Practices of Biosafety

4. Controlling Infectious Aerosols- Precautions in Microbiology

5. Operation of Laminar Flow- Biological Safety Cabinet

6. Introduction to Biological Safety Cabinets 

I. What They Are &How They Work

II. The Different Types

二、實驗室研習課程

(1)藥物敏感性試驗

材料與方法：

1. 配製M-H agar 及broth

取M-H agar粉末9.5克溶於250mL純水， 121℃滅菌15分鐘，待回溫至約50℃倒入9cm空培養皿。

取M-H broth粉末11克溶於500mL純水，121℃滅菌15分鐘，待回溫備用。

2. 取3mLM-H broth接種一單一菌落，37℃隔夜培養

3. 配製抗生素濃度為16μg/mL，加到每個well，並做序列稀釋，完成後可存放一個月。

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

	μg/mL
	8
	4
	2
	1
	0.5
	0.25
	0.125
	0.063
	0.032
	0.016
	0.008
	Pc


4. Micro plate dilution method

取5μL/well菌液，加入配製好抗生素的盤子，37℃隔夜培養

5. E-test method

取300μL的菌液加入3mLM-H broth混勻

取100μL的菌液於M-H agar上均勻塗抹

打開上蓋待乾燥備用

取一條E-test試紙貼在塗抹好菌液的M-H agar上，37℃隔夜培養

結果

	
	菌種
	E-test 
	MDB
	二者的差異

	1
	S. dyseute
	0.008
	0.008
	

	2
	
	0.012
	0.008
	

	3
	S. flexneri
	0.016
	0.008
	

	4
	
	0.5
	1
	可接受

	5
	S. boydii
	0.19
	0.25
	可接受

	6
	
	0.016
	0.016
	

	7
	S.sonnei
	0.006
	0.008
	

	8
	
	0.25
	0.5
	可接受

	9
	S.sonnei 49-05
	0.012
	0.008
	

	10
	S. boydii 50-05
	0.25
	0.063
	有差異


(2)O抗原凝集試驗O-antigen Agglutination

針對桿菌性痢疾及出血性大腸桿菌容易產生自發性凝集的菌種

材料與方法

1. 配製含1%TTC培養基

配方Antibiotic medium No.3(Difco)17.5g/L

         Bacto agar (Difco)1.5%/L(15g/L)

121℃滅菌15分鐘，待回溫至約50-55℃，加入1%TTC混合均勻後，倒入9cm空培養皿，完成後備用。

2. 將菌接種於1%TTC培養基，37℃隔夜培養

3. 次日於立體顯微鏡下觀察菌落型態

挑選表面光滑的單一菌落，接種於BHI培養基，37℃隔夜培養

4. 收集菌落

將前日純培養的菌落溶於生理食鹽水中

121℃滅菌20分鐘，3000轉，離心30分鐘，倒掉上清液，再加入2mL生理食鹽水製成懸浮液

5. 將抗血清滴在玻璃盤上，加上上述菌液一滴，180轉震盪5分鐘，觀察凝集情形

(3)脈衝式電泳PFGE

材料與方法

1. 配製TSA培養基

取32克TSA粉末加800mL純水，121℃滅菌20分鐘，待回溫至約50℃倒入9cm空培養皿完成後備用。

2. 將欲分析的菌種接種於TSA培養基上，37℃隔夜培養

3. 取適量菌溶於200μLNuclearase free 水，加等量1.2% argarose gel 混合均勻後，加到鑄膠模，注意不要有氣泡並置於冰上待冷卻凝固

4. 配製1mg/mL Lysozyme 溶液(溶於0.5M EDTA pH8.0)

取1mL Lysozyme 溶液於10mL試管中，再將plug放入37℃，震盪反應3小時

5. 配製Proteinase K溶液

取0.5M EDTA pH8.0溶液9.5 mL加入0.1g N-Lauroylsarcosine (1% N-Lauroylsarcosine) ，再加入20mg/mL Proteinase K 0.5mL溶液最後體積為10mL

6. 將Lysozyme 溶液吸乾再加入1mL Proteinase K溶液，50℃震盪反應隔夜

7. 清洗膠塊

配製1mM Pefabloc溶液20mL，取0.2 mL 100 mM  Pefabloc溶液加入20mLTE溶液，每個檢體加入1mL1mM Pefabloc溶液，50℃震盪反應30分鐘共2次。

8. 每個檢體加入1 mLTE溶液置於冰上震盪反應30分鐘

9. 配製不含限制酵素之緩衝溶液

900μL二次 水加100μL 10倍濃度的緩衝溶液，每個檢體加入200μL不含限制酵素之緩衝溶液，冰上震盪反應30分鐘

10. 配製含限制酵素之緩衝溶液

870μL二次 水加30μL限制酵素，加100μL 10倍濃度的緩衝溶液，每個檢體加入100μL含限制酵素之緩衝溶液，37℃震盪反應隔夜

11. 配製0.5倍TBE緩衝溶液

取110mL的10倍濃度TBE緩衝溶液，加2090mL純水先配製0.5倍TBE緩衝溶液

將已經限制酵素反應完成的檢體，以0.5倍TBE緩衝溶液置換後放在冰上

12. 配製1%Argarose Gel

取1克粉末加入100mL的0.5倍TBE緩衝溶液，微波溶解，倒入膠模，注意此步驟需要水平

13. 待膠完全冷卻後將檢體置入well中

14. 電泳條件︰switch time 2-50sec，running time 22 小時，電壓6v/cm，14℃

15. 染色取5μL的10mg/mLEthBr加入500mL純水中染一小時

16. 用純水退染一小時

心得

1. 在美國CDC或日本NIID，實驗室新成員或新操作者在進入實驗室之前，必須先上過「生物安全講習」的課程並通過簡單的測試習作才能正式進入實驗室操作，但在台灣疾病管制局這方面規定則較為寛鬆，例如每年在分局實驗室實習的學生或見習醫師，僅由帶領人員口頭講授簡單注意事項或閱讀書面規定就能在帶領人員監督下進入實驗室操作試驗。

2. 在日本研習期間，進入實驗室須穿著實驗衣，離開實驗室則須脫掉實驗衣，尤其禁止穿著實驗衣進出辦公室；另凡操作到相關活病原菌的步驟，皆被要求須在「生物安全操作櫃」中進行。上述要求，乃屬實驗室基本規定事項，而我們有時郤往往會一時疏忽，或是偶爾圖一時之便，直接穿著實驗衣進出辦公室或其他地方，但在日本NIID實驗室，這些規定是被嚴格的落實及執行，此態度值得我們學習。

3. 在細菌生化鑑定方面，日本NIID實驗室大都使用自己配製的傳統試劑，並不完全信賴商業性生化套組的準確度，其優點是比較能夠控制一定的品質。目前本分局實驗室所使用的生化鑑定試劑大多是跟合約廠商購買成品，雖然節省許多泡製時間可挪出更多人力，但試劑或培養基品質無法掌控，不同時間批次製造之產品可能良莠不齊，我們必須加強每一批購買的產品之品質測試，以確保每一次的檢驗或實驗結果之準確度。

4. 對於桿菌性痢疾及出血性大腸桿菌之O抗原凝集試驗，日本NIID實驗室的方法與本局的標準作業流程略有差異，日本NIID方面將純培養後的菌株挑選外表圓滑的菌落，再次接種於特殊培養基上續作凝集試驗；此舉對桿菌性痢疾似乎較無影響，但是在出血性大腸桿菌方面，其菌株容易因為自發性凝集而無法分辨型別，如果以日本NIID方面再次挑選外表圓滑的菌落作凝集試驗，可能就可以因此分出型別出來，所以此法可以提供我們參考使用。

5. 由於日本NIID脈衝式電泳的方法是參考美國CDC，所以和本局的方法並無太大的差異。而將脈衝式電泳應用在分子流行病學上，對分析歷年來的陽性菌株，比較其分子型別是一項很好的工具，同時也可以藉由此發現感染源，找出傳染的路徑，做好預防的措施。但是脈衝式電泳，如果用於即時性的疫情防治，因耗時之故，較不符合需求。

6. 此次在NIID實驗室受訓的部門是屬於細菌第一部第二室，該室主要的研究項目是抗藥性試驗及抗藥基因的研究，且會接受收集全國的陽性菌株，整個NIID似乎並無常規的檢驗工作，純粹是一個研究機構，這是與我們研檢中心的工作性質有所差異之處；而來到此處所學也與當初設定的內容略有出入，但既以來之則學之，也至少建立一個可以連繫之管道，或許往後有進一步合作的機會。

建議

1. 建立「生物安全講習」的課程，讓非本局之人員於進入本局之實驗室前閱讀，以清楚了解生物安全規範、操作程序、作業條件及安全衛生等注意事項。降低實驗室因人為產生的安全風險，提高實驗結果之準確度，並保障操作人員的安全。

2. 建立及提升實驗室的品質管理，對所用的試劑試藥及培養基品質做管制，如果是商業化產品需要求廠商提出品質證明，若是自己配製的藥品則需有品質管制的實驗紀錄，以確保所有實驗結果的正確性。

3. 此次的研習原有排定霍亂弧菌的檢驗課程，但因指導老師臨時有事，故取消此課程。因霍亂弧菌目前仍是屬於「第一類的法定傳染病」，所以檢驗報告的準確性及時效是非常重要的。本實驗歷年來曾有一些病例檢體經鑑定是O1型霍亂弧菌，但郤是非產毒型；基於該類的霍亂弧菌非常少見，且為排除因血清交叉反應（Cross reaction）而產生誤判型別之情形，想進一步再度確認其血清型別。但目前市售的血清型別商品可型別種類太少，無法滿足我們的目的需求，而日本NIID細菌第一部實驗室有自備的霍亂弧菌其他型別血清，可以初步符合上述目的使用，所以為了更進一步做確認，希望以後可以將該批菌株送日本鑑定或建立合作計劃。
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