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摘要

近幾年來，社會大眾對生物恐怖攻擊的可能性有相當密切的關注，特別是在美國911恐怖攻擊之後，因此如何提昇檢驗病原菌的技術，正確而快速的檢驗出所感染的病原菌之種類及型別，確認感染來源，達到即時且有效的偵測及監測，不但有助於強化細菌感染症的防治工作，也可以防堵可能的生物恐怖攻擊事件的發生，因而造成不可挽回的人員與經濟的損失，同時也可以減少社會大眾的恐慌，協助社會安定。美國疾病管制局在各類細菌感染症病原體的檢驗技術方面，一直都有其領導性的地位，持續開發改進檢驗方法作為檢驗技術的標竿，其經驗及作法有很多值得我們借鏡之處，因此選擇至美國疾病管制局細菌相關實驗室研習。學習他們在各類細菌之分離、培養及型別鑑定方面的技術，同時瞭解其他與檢驗相關之研究與進展，期精進各類細菌之檢驗技術，提高正確的診斷率，確認感染來源，強化細菌的防治工作，提昇作為全國性參考實驗室之品質，維持具有國際水準之實驗室檢測技術；同時也期望與美國疾病管制局建立長期良好互惠的合作及技術交流管道。

壹、目的

至美國疾病管制局細菌相關實驗室研習，學習他們在各類細菌之分離、培養及型別鑑定方面的方法，同時瞭解其他與檢驗相關之研究與進展，以期提昇各類細菌之檢驗技術，提高正確的診斷率，強化細菌的防治工作，提昇並精進作為全國性參考實驗室之品質，維持具有國際水準之實驗室檢測技術，也期望與美國疾病管制局建立長期良好互惠的合作及技術交流管道。

貳、行程
七月十五日至七月十六日







路程

七月十七日至七月二十八日






研習

七月二十九日至七月三十一日






返程

參、內容

行前連繫


今年五月初，開始透過美國疾病管制局的謝醫師與美國疾病管制局內一些與呼吸道、腸道及人畜共通細菌疾病檢驗相關的專家學者連絡，由於自從911恐怖攻擊之後所加強的安全措施，使得大部份美國疾病管制局內的專家都說很歡迎外來學者專家來拜訪及研習，但是極度不樂意當贊助者，也就是說不想為外人的進入美國疾病管制局的拜訪及研習辦理驚人繁瑣的手續，因此最後決定由謝醫師和Dr. Liu作為我的贊助者，手續方面則由謝醫師一手包辦，所以此行非常地感謝謝醫師與Dr. Liu的大力協助。


時間雖然僅有短短的兩週，但我想在這段時間內盡可能拜訪美國疾病管制局內細菌相關實驗室的專家學者，學習他們實驗室的檢驗技術與研究領域，因此決定以拜訪謝醫師的實驗室為主軸，拜訪其他專家學者的實驗室為輔，展開我美國疾病管制局的研習之旅。另外，五月初經由二組轉介，開始和美國疾病管制局從事類鼻疽研究的Dr. Gee洽談合作研究，因此也約定去拜訪他。
研習過程

一、Infectious Disease Pathology Activity

為美國疾病管制局的病理實驗室，共有4位病理醫師，包括謝醫師、Paddlock醫師，3位電子顯微鏡專家，3位分子生物學專家，2位染片專家，數位其他人員，及人數不等、時間長短不同如我一般來拜訪或研習的外人。

病理實驗室的主要功能為從病理的角度切入，解決任何與感染性疾病有關的問題，因此實驗室所涵蓋的檢驗技術很廣，如一般細菌、病毒病原體的培養與鑑定，電子顯微鏡的檢查與鑑定，分子生物學的偵測與鑑定，病理組織的包埋、切片、染色及判讀等，因此和疾病管制局內很多其他單位都有非常密切的合作關係，包括細菌、病毒、寄生蟲等各檢驗實驗室。

Ms. Goldsmith為電子顯微鏡的專家，主要負責病毒方面的電子顯微鏡，經由她的介紹，了解她進行實驗的一般步驟及她的電子顯微鏡，和許多美麗的病毒電子顯微鏡影像。Ms. White也是電子顯微鏡的專家，主要負責細菌以及新興感染症方面的電子顯微鏡，經常與研究相關，她除了介紹她進行實驗的一般步驟外，也展示許多令人嘆為觀止的細菌電子顯微鏡影像，同時也介紹她的電子顯微鏡，以及由她管理的美國疾病管制局內唯一的一台Confocal microscope (Zeiss)。

Mr. Sumner是位分子生物學專家，掌管許多病理實驗室內使用的分子生物學方法的開發或引進，他介紹了病理實驗室內的分子生物學實驗室。分子生物學實驗室在此分為許多不同且隔離的實驗室：

Clean room：用於準備PCR的反應試劑，檢體DNA/RNA不會出現在此實驗室。實驗室內操作用的檯面為Airclean 600 PCR work station (Air Clean System, model 300 controller)，使用前開UV燈照15分鐘，實驗室內有負20度的冷凍櫃，主要用的試劑是Roche所生產的2X High Fidelity PCR Master Mix (Cat No. 12 140 314 001，其內不含primers)，使用時再另外加入water、primers和DNA substrate。

Extraction room：用於萃取檢體DNA/RNA。實驗室內操作用的檯面為Biosafety cabinet (NUAIRE) Class II Type A2，實驗室內有負20度的冷凍櫃，主要用的試劑是QIAGEN所生產的QIAamp DNA Mini Kit (Cat. No. 51304)，如果是Laser micro dissected的samples則用QIAamp DNA Micro Kit，若是使用自動儀器萃取檢體DNA則用QIAGEN所生產的BIO ROBOT EZ1，另外萃取檢體RNA有人偏愛Ambion的產品。萃取後的DNA置於4度冰箱保存，永久保存則置於負70度的冷凍櫃。

Template addition room：用於將檢體DNA/RNA加入PCR反應試劑中。實驗室內有兩座互相面對面的Airclean 600 PCR work station的操作檯面，一座用於primary PCR的template addition，一座用於primary PCR反應作用完成後試管的開啟及nested或semi-nested PCR的template addition，兩座操作檯面嚴格禁止混用，以避免污染。

PCR room：用於跑PCR反應。使用的有2台Gene Amp 9700，2台Eppendorf Mastercycler grandient PCR的機器。

Main room：用於跑gel及照相。跑gel用的是BIO-RAD的電泳槽，照相用的是BIO-RAD的Gel Doc 2000系統，使用QIAquick Gel Extractin Kit (Cat No. 28704)萃取gel內的DNA，萃取後會跑gel，再決定使用多少DNA。實驗室內有一台Real-time PCR機器（Stratagene MX3000P），有一台定序儀CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter)，為8 channels的毛細管定序儀，只需1小時半即可完成定序，是一台很實用的儀器（也許我們也可以考慮買一台，急件定序就不須靠外面廠商）。定序反應使用Genome Lab DTCS-Quick Start Kit (Cat No. 608120)。


關於real-time PCR部份，Tag-Man及Cyber green兩種方法皆有使用，以beta-globulin及RNase P (1 copy per human genome)作為sample quality control，為分開的PCR反應。


關於PCR的primer設計部份，一般由文獻中尋找小於500 bp的amplicon，偏愛200-400 bp的大小，特別是曾經成功用於蠟塊檢體的更好，使用前會廣泛地測試wide range of species，一般多採用nested或semi-nested PCR的型式。最常用的偵測方法為Wide-range 16S rRNA PCR，即以universal primers針對16S rRNA作PCR，然後對PCR product作定序。

二、退伍軍人症菌


退伍軍人症的臨床症狀與一般肺炎很難區分，可自非典型到急速發展成肺炎，患者以40歲以上者或抵抗力較差的個體居多，死亡率可高達12-15%。因為它與一般肺炎不易鑑別，加上菌株的分離培養及型別鑑定不容易，因此各國不論是散發或聚集病例均有明顯低報的現象，以台灣逐漸步入老人多及生活壓力大的時代，退伍軍人症將會愈來愈常見，因此正確而快速的檢驗出退伍軍人症菌，確認感染來源，有助於強化退伍軍人症的防治工作。

Dr. Fields很熱心，是退伍軍人症菌的專家，在這個領域浸淫了20多年，特別是在生物膜與阿米巴方面，他和前面提到的Miss White有很長久的合作關係，許多重要的退伍軍人症菌電子顯微鏡的影像便是和Miss White合作完成的。Mr. Benson是Dr. Fields實驗室的clinical specialist，主要從事退伍軍人症菌的分離培養及PCR等工作，在這方面是個不折不扣的專家。Dr. Fields和Mr. Benson除了介紹他們的實驗室之外，也提供許多退伍軍人症菌的分離培養及PCR等方法的protocols，回國後已轉交實驗室人員參考。Dr. Fields另外也推薦了The European Working Group for Legionella Infections，是一個退伍軍人症菌相關資訊的好來源。

三、類鼻疽


Dr. Gee以multilocus sequencing typing (MLST)為方法，分析研究類鼻疽臨床菌株之間的相關性，並且積極開發類鼻疽環境菌株的分離培養的方法，和他同實驗室的Ms. Mindy則致力於類鼻疽菌株的分離培養。Dr. Gee談到他將針對我帶去的類鼻疽DNA作MLST分析，然後與他的資料庫內所擁有的世界各國的資料作比對，看台灣菌株與其他各國菌株的異同。我會後也短暫拜訪了Dr. Gee的主管Dr. Wilkins，談了一些她轄下的病原菌的檢驗與研究。

Dr. Gee已經在9月12日將分析結果e-mail給我，我們將會將此結果放入正在撰寫的論文當中，並邀請Dr. Gee作為共同作者。

四、百日咳


百日咳的檢驗與研究是在Dr. Tondella的實驗室執行，原本約定好拜訪她，她臨時有事必須離開亞特蘭大一段時間，因此改為拜訪她實驗室的Dr. Wu。Dr. Wu主要的研究工作為開發一個偵測百日咳桿菌的real-time PCR的方法，目前以IS481與pertussis toxin subunit為標的，已經可以很成功的偵測及分辨Pertussis屬的致病菌，Dr. Wu正在撰寫論文，一旦投稿接受便可以提供我們其primers序列作為參考。

五、抗藥性細菌


Dr. Tenover是抗藥性細菌研究的專家，他便是1995年Journal of Clinical Microbiology上那篇被當作是PFGE判定標準的經典著作的第一作者，是一位大師級的人物，也是美國疾病管制局Laboratory Science方面的諮詢專家，行前並不知道能有機會拜訪他。Dr. Tenover的實驗室在最近這波改組中有些微的縮減，目前總共有50人，其中有2人專門負責與醫院接洽收菌事宜，確保他們收到作研究的菌株絕對符合他們的criteria，有2人專門負責實驗室所需的培養基的製備，其他人則分為4組進行研究的工作。Dr. Tenover談了一些最近抗藥性細菌研究的發展，也提供我一些關於抗藥性細菌研究的建議與論文作為參考。

六、鉤端螺旋體


鉤端螺旋體的檢驗與研究是在Dr. Ari的實驗室執行，Dr. Ari是一個非常熱心的科學家，她的實驗室有6人，除了鉤端螺旋體外，也執行布氏桿菌血清學的檢驗。對於鉤端螺旋體血清學的檢驗，她的實驗室主要是以一套市面上購買的試劑IgM dot-ELISA dipstick test, DST (Integrated Diagnostics Inc., Baltimore, Md)作為初篩，如果DST結果為陰性且血清是發病後5天以上才採集的檢體，檢驗結果即為陰性；如果DST結果為陰性但是血清是發病後5天內採集的檢體，則要求採集第二次血清；如果DST結果為陽性，則以MAT (microscopic agglutination test)複驗，如果MAT結果為陽性，檢驗結果即為陽性，如果MAT結果為陰性，則要求採集1~4週後的第二次血清作檢驗。對於鉤端螺旋體的分離培養，使用EMJH培養基，總共培養8週，其間次培養1到2次，可以提高其分離率。目前她們正在以lipL32為標的，測試一個real-time PCR的方法。

七、布氏桿菌


布氏桿菌的檢驗與研究主要是在Dr. De的實驗室執行，其中血清學的檢驗則由上述Dr. Ari的實驗室執行。布氏桿菌為管制性微生物，Dr. De很熱心，說如果我們有需要，只要透過正式書面的方式，他可以提供我們需要的菌株和DNA作測試。因為我們實驗室尚未建立布氏桿菌的檢驗，他建議我們先在臺灣找有作布氏桿菌檢驗的實驗室學習，如臺灣省家畜衛生試驗所，之後如認為還有需要，他會很樂意協助我們進一步建立或精進檢驗技術。

八、披衣菌、梅毒


我的第二位贊助者Dr. Liu是在性感染症實驗室，是披衣菌與梅毒的專家，他的實驗室位於第一號建築物內，是比較古老的建築物，而前述所有的專家都在第十七或十八號建築物內，Dr. Liu很多研究工作都有和美國疾病管制局外的學者專家合作，主要使用的為菌體的培養與分子生物學方面的技術。

九、美國疾病管制局非實驗室單位的簡報


七月二十四日，衛生署陳再晉副署長參觀美國疾病管制局，因為謝醫師是陪同人員，所以我也就有此機會聽聽美國疾病管制局一些非實驗室單位的簡報。陳副署長一行五人，另外四人為衛生署疾病管制局第一組陳組長，衛生署國際合作處劉科長，駐美國台北經濟文化代表處科學組阮副組長，駐亞特蘭大台北經濟文化代表處吳處長，加上謝醫師和我，一共七人在Visitor Center的會議室中聽簡報。來作簡報的有Coordinating Office for Global Health的Ms. Dallidis and O’Kelley、National Immunization Program, Division of Viral and Rickettsial Diseases的Dr. Jernigan、National Center for HIV, STD and TB Prevention, Division of Tuberculosis的Drs. Oetlmann and Ijaz、National Center for HIV, STD and TB Prevention, Global Aids Program的Dr. Keenlyside、National Center for Preparedness, Detection and Control for Infectious Diseases的Dr. Pinner及Coordinating Center for Health Promotion, Global Tabacco Control的Dr. Jones，簡報的內容包括美國疾病管制局最近改組之後的組織架構以及每位專家的工作範疇，有許多是著重在與國際合作及國際援助相關的議題上。

肆、心得

此行，拜訪了美國疾病管制局內許多位各類細菌學領域的專家，學習他們目前最先進的檢驗技術，同時也感受到他們身為科學家的熱情執著與身為疾病管制局一員的責任。最讓我印象深刻的便是他們的國際觀，有些疾病美國每年幾乎沒有什麼病例出現，但是他們就是有一個實驗室，就是有一群人積極地在研究這個疾病，在尋求更敏感快速的偵測檢驗方法，我想這就是美國疾病管制局能防疫於境外，並且在疾病病原菌的研究及檢驗技術方面有其國際領導地位的原因。


目前我們所使用之儀器及檢驗技術，有些並不輸於美國疾病管制局，有些便需迎頭趕上，特別是在檢驗技術之開發。今年，美國疾病管制局成立60週年，台灣疾病管制局為7週年，期望當我們滿60週年時能有相同的成就與驕傲！

伍、建議

1. 增加實驗室持續而穩定的人力資源

美國疾病管制局能在病原菌的研究及檢驗技術方面具有國際性領導地位，一個重要的原因在於其人力資源。此行見到的每一種病原菌或議題，不論其每年病例多寡，少則有4人，多則有50人形成一個研究團隊，積極地在研究了解這個病原菌或議題。因此，提昇實驗室的檢驗與研究能量，持續而穩定的人力資源是最重要的要素。

2. 加強與美國疾病管制局長期的合作及技術交流


美國疾病管制局在各類病原菌的研究及檢驗技術方面，其經驗及作法有很多值得我們借鏡之處，因此加強與美國疾病管制局建立長期良好互惠的合作及技術交流管道，將有助於我們實驗室檢驗與研究能量的提昇。

3. 積極參與國際性會議


提昇病原菌的研究及檢驗，必須積極參與國際性會議，以建立區域性暨全球性的聯絡網脈，增進長期之技術合作與知識諮詢關係，達到防疫於境外的目標。
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