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摘    要

退伍軍人菌普遍存在自然與人為水環境中，經由吸嗆入遭污染的水霧而感染，引起的退伍軍人病（Legionnaires’ disease）病程發展迅速且症狀嚴重，死亡率可高達15％，因此能夠快速且正確的檢驗出退伍軍人菌，是給予病患適當治療的先決條件。本次研習是到診斷退伍軍人病的國際級大師匹茲堡大學教授Victor Yu的實驗室，學習如何快速且正確的檢驗退伍軍人菌，以及一些重要水生病原菌（waterborne pathogens）的檢驗技術，同時也藉此機會建立及強化國際合作關係與檢驗技術諮詢管道。
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本    文

目的

退伍軍人菌早在1934年即被發現，不過直到1976年美國退伍軍人協會在費城的一家飯店舉行美國獨立200週年的慶祝活動，會後有221人發生不明原因急性肺炎，其中有34人因此死亡，美國疾病管制中心Joseph McDade博士由肺部解剖樣品中分離出其病原菌，並將此菌命名為嗜肺退伍軍人菌（Legionella pneumophila）之後，此菌才受到重視。

退伍軍人菌引起的退伍軍人症（Legionellosis），在臨床上有兩種很不相同的症狀，一為退伍軍人病（Legionnaires’ disease），一為龐提亞克熱（Pontiac fever），此菌在退伍軍人病的潛伏期約2～10天，在龐提亞克熱的潛伏期約24～48小時，兩種疾病開始時皆有包括厭食、身體不適、肌痛與頭痛等共同的明顯症狀。退伍軍人病症狀比較嚴重，通常在1天內會快速發燒且伴隨畏寒，出現乾咳、腹痛及下痢等症狀，體溫通常高達39.0～40.5℃，患者胸部Ｘ光會出現肺部堅質化且會擴散至肺兩側，最後則出現呼吸衰竭，死亡率可高達15％，若患者免疫能力有障礙，死亡率會更高。龐提亞克熱症狀比較輕微，不會引起肺炎或死亡，病人通常在1週內會自癒。

退伍軍人菌普遍存在於自然環境與人為環境的水中，包括溪流、井水、飲用水、中央空調的冷卻水塔、溫泉浴池、水龍頭及蓮蓬頭的霧滴等，因此退伍軍人症主要的感染途徑是經由吸入遭污染的水霧或吸嗆入受污染的水而致病。一般人都可能受到退伍軍人菌感染，但大多數健康人對此菌都有較好的抵抗力，而吸煙者、糖尿病、慢性肺部疾病、腎臟病或是惡性腫瘤患者，以及免疫能力受損，尤其是接受類固醇治療或器官移植者，則較容易罹患退伍軍人病，一般病患年齡越大，病情越嚴重，患者的男女比例約為2.5：1。
退伍軍人菌為革蘭氏陰性、需氧、不產生孢子、無莢膜的桿菌，其大小長約1.5～2 μm、寬約0.3～0.9 μm，在人體組織或體液中生長呈瘦短型，但在培養基中生長可達20 μm長，一端有鞭毛，但不易以革蘭氏染色法染色。目前己知至少有48個菌種及70個血清型（serogroups），其中與人類致病相關的菌種約20多種，以嗜肺退伍軍人菌血清型第1型（L. pneumophila serogroup 1）為最主要的人類致病菌，其他常見致病的菌種還包括L. micdadei, L. bozemanii, L. longbeachae及L. dumoffii等。
在臺灣，1993年曾經發生醫院中工作人員感染退伍軍人病之後，此病開始受到臺灣醫界的重視，1994年臺灣大學醫學院附設醫院特地邀請診斷退伍軍人病的國際級大師匹茲堡大學教授Victor Yu來臺對此病作一系列的研討，1995年1月11日疾病管制局在衛署防字第84005206號函規定：凡區域級以上醫院，如發現該症病患時，應通報當地衛生局，並由衛生局轉報行政院衛生署檢疫總所。

退伍軍人菌所引起的肺炎，無法僅靠症狀與其他肺炎鑑別，而且其病程發展迅速，因此對於退伍軍人菌快速且正確的檢驗，是醫療機構能夠正確診斷並且給予病患適當治療的先決條件。本次研習是到Yu教授的實驗室，學習如何快速且正確的檢驗退伍軍人菌，以及一些重要水生病原菌（waterborne pathogens）的檢驗技術，同時也藉此機會建立及強化國際合作關係與檢驗技術諮詢管道。
過程

源起

當我進入疾病管制局研究檢驗中心呼吸道細菌實驗室工作時，便開始讀到很多、真的很多Yu教授寫的關於退伍軍人病的的論文，也知道Yu教授早在1994年便應臺灣大學醫學院之邀來臺對此病作一系列之研討，只是未能恭逢其時。

今年1月19日，Yu教授在高雄師範大學林裕森教授陪同下，來局裡拜會，想要推動針對退伍軍人菌的醫院環境監測，同時提到臺灣對於退伍軍人菌多年來的工作，有機會成為東南亞地區退伍軍人菌的重要實驗室。這一次我奉派與會，因此由林教授處知道今年7月，Yu教授實驗室將開一個「Legionella and hospital-acquired infections and prevention」的課程，這是關於退伍軍人菌與一些重要水生病原菌的檢驗技術的特別訓練課程，當下便決定捉住這個難得的研習機會。今年5月15日，Yu教授到臺灣大學醫學院演講，確認課程時間已經排定為7月6日到10日，屆時林教授及其兩位研究生亦將參加，我便在當天展開出國計畫簽之簽核等出國前的行前準備事宜。

研習期間

7月5日早上9:00，我們四人到達Yu教授的特殊病原實驗室（Special pathogen laboratory）時，便見到實驗室的其他成員。特殊病原實驗室接受醫院及企業等單位的委託，針對各種水檢體，最多的是供水系統水檢體及水塔水檢體等，檢驗退伍軍人菌和重要水生病原菌，因此除了學生之外，有數位正式的人員，他們都是很資深、很有經驗的專家，這一次由實驗室的主管Janet Stout博士安排這一週的訓練課程，主要是由Jack和Sue負責指導我們。

一、簡報

Janet準備了簡報，跟我們解說存在於各種水環境的退伍軍人菌，特別是在醫院的供水系統管線內；培養退伍軍人菌的各式培養基的差異，及使用於不同來源水檢體的時機；需要監測的重要水生病原菌的種類，使用的培養基。

二、訓練課程的簡介

Sue為我們簡介這一週的訓練課程：

第一天----上午為簡報、課程簡介及要檢驗退伍軍人菌和重要水生病原菌的水檢體的操作處理與培養，下午繼續水檢體操作；

第二天----上午觀察他們收集了將近一個月的各種水檢體的退伍軍人菌的培養結果，認識各種水檢體前處理與不同培養基的影響，下午與他們一同觀察判讀已經培養了五天的真實水檢體的退伍軍人菌培養的結果，並學習進一步的處理方式，包括次培養可疑的菌落及重新操作處理與培養在培養基上過度生長的檢體；

第三天----上午觀察判讀第二天下午進一步處理過的退伍軍人菌的檢驗結果，及退伍軍人菌的直接螢光染色（DFA）的示範，下午判讀我們第一天操作的重要水生病原菌的培養結果及次培養可疑的菌落；

第四天----上午繼續示範退伍軍人菌的直接螢光染色及操作重要水生病原菌的API生化反應，下午觀察判讀已經在第二天上午判讀過的退伍軍人菌的培養結果，為第七天的觀察判讀；

第五天----上午判讀API生化反應的結果，觀察判讀第一天所作水檢體的退伍軍人菌的培養結果，次培養可疑的菌落。

三、各種水檢體的退伍軍人菌的檢驗

水檢體的操作處理與培養

我們三人皆收到不同的四個要檢驗退伍軍人菌的水檢體，各是熱水槽（hot water tank）水檢體、冷卻水塔（cooling tower）水檢體、供水系統（portable water）水檢體及實驗室水槽水龍頭的細菌拭子（swab）檢體。熱水槽水檢體直接取0.1 mL塗開在BCYE （buffered charcoal yeast extract）和DGVP （BCYE with 10 μg/mL dye, 3.0 mg/mL glycine, 1.0 μg/mL vancomycin, 50 U/mL polymyxin B）培養基上；冷卻水塔水檢體直接取0.1 mL塗開在DGVP培養基上，另外取2 mL水檢體與兩倍強度的KCl-HCl溶液（0.4 M pH 2.2）震盪混合並靜置3分鐘之後，取0.1 mL塗開在DGVP和CCVC （BCYE with 16 mg/L colistin, 4 mg/L cephalothin, 0.5 mg/L vancomycin, 80 mg/L cycloheximide）培養基上；供水系統水檢體直接取0.1 mL塗開在BCYE和DGVP培養基上，另外以0.2 μm的濾紙過濾100 mL供水系統水檢體，將濾紙置於10 mL原本的供水系統水檢體中，震盪後取0.1 mL塗開在BCYE和DGVP培養基上；細菌拭子檢體置入2 mL一倍強度的KCl-HCl溶液（0.2 M pH 2.2）震盪混合並靜置3分鐘之後，取0.1 mL塗開在BCYE和DGVP培養基上。有些實驗室將檢體以50°C處理30分鐘後接種培養基，根據Sue的經驗，以KCl-HCl溶液或者加熱處理的效果，依檢體不同而不同，Sue偶爾也對KCl-HCl溶液處理後效果不好的檢體作加熱處理，得到不錯的結果，不過她尚未試過同時以KCl-HCl溶液和加熱處理檢體。

菌落觀察

退伍軍人菌生長緩慢，約需3～5天才可觀察到，培養5天後以肉眼及解剖顯微鏡觀察菌落，菌落呈圓形平滑、白色（或藍白、藍灰、藍綠、藍紅）半透明、具毛玻璃外觀（似有些沙粒狀物質在其中）、邊緣完整、輕度隆起，隨著菌落老化，呈中央微白邊緣淡紫色虹光，以接種環挑取，呈黏稠狀。在波長365 nm的紫外燈下觀察，部份退伍軍人菌株會産生藍白色自發性螢光，如L. anisa, L. bozemanni, L. dumoffii, L. gormanii，註明為blue white (BW)。挑選疑似菌落次培養於BCYE和血液培養基（BAP）上，一片培養基可以接種6個疑似菌落，隔夜培養後，如果菌落長於BCYE培養基但不長於血液培養基，則很可能是退伍軍人菌，進一步以乳膠凝集試驗確定。培養7天後，會再觀察培養基一次，以免錯過長得更為緩慢的菌落，若有疑似菌落則如前述操作處理。

乳膠凝集試驗（LAT, Legionella Latex Agglutination Test, Oxoid Limited, England）

挑取少許菌落，按照使用者手冊上的步驟進行，一般先作嗜肺退伍軍人菌血清型第1型，若不是，接著作嗜肺退伍軍人菌血清型第2-14型，若不是，才作退伍軍人菌的其他菌種（Legionella spp.），包括L. longbeachae 1 and 2, L. bozemanni 1 and 2, L. dumoffii, L. gormanii, L. jordanis, L. micdadei, L. anisa。

直接免疫螢光抗體試驗（DFA, Direct Immuno-Fluorescent Antibody Test）
將少許菌株固定於玻片上，再以少量與抗原有專一性之FITC抗體與之作用，形成抗原抗體複合體，在螢光顯微鏡下觀察，可見到亮黃綠色桿狀的退伍軍人菌，藉此鑑定不同的退伍軍人菌菌種及血清型別。使用的直接螢光抗體檢驗試劑主要為m-TECH/Monoclonal Technologies, Inc（Milton, GA, USA）出品的抗體，可以個別偵測嗜肺退伍軍人菌血清型第2、3、4、5、6、1-14型及L. anisa, L. bozemanni, L. dumoffii, L. gormanii；輔以LEGIONELLA POLY-ID TEST KIT（Remel, Lenexa, KS, USA），一個試劑可以同時偵測22種退伍軍人菌（31種血清型）；MONOFLUO Legionella pneumophia IFA TEST KIT（BIO-RAD），一個單株抗體可以同時偵測所有血清型別的嗜肺退伍軍人菌；以及PROLAB抗體，可以個別偵測嗜肺退伍軍人菌血清型第5及8型。

四、重要水生病原菌的檢驗

退伍軍人菌並非唯一在水中的可能病原菌，因此Yu教授的特殊病原實驗室針對另外三種具感染性且常見於水中的細菌，Pseudomonas aeruginosa、Stenotrophomonas maltophilia及Acinetobacter spp.，也利用選擇性培養基的特性，建立了一套檢驗方法。選用的選擇性培養基為M-PA-C培養基、TSAI培養基及MacConkey培養基：M-PA-C培養基含有kanamycin和nalidixic acid，加上培養溫度為42°C時，除了Pseudomonas aeruginosa以外，很能夠抑制所有的微生物；TSAI培養基為含有imipenem的TSA培養基，因為Stenotrophomonas maltophilia對imipenem有內生性的抗藥性，所以幾乎只有此菌能夠生長；MacConkey培養基含有膽鹽（bile salt）和結晶紫（crystal violet），選擇性地讓革蘭氏陰性細菌生長，而且有可供區別的不同顏色的特性。

我們三人在第一天也收到不同的一個要檢驗重要水生病原菌的水檢體，先直接各取0.1 mL塗開在三種選擇性培養基上，再以0.2 μm的濾紙各過濾100 mL水檢體，將濾紙正面朝上地置於三種選擇性培養基上培養。第三天觀察培養的結果，M-PA-C培養基及TSAI培養基上都只有一種菌落，應該分別是Pseudomonas aeruginosa及Stenotrophomonas maltophilia，MacConkey培養基上則有兩種菌落。我們先數了培養基上的菌落數量之後，才自M-PA-C及TSAI培養基上各挑選一個菌落，自MacConkey培養基上各挑選一個型態不同的菌落，作成懸浮液以後，接種至API（bioMerieux, France）生化反應試劑套組中，培養24和48小時後判讀結果，再上API的網站比對，確認長在M-PA-C培養基上的是Pseudomonas aeruginosa，長在TSAI培養基上的是Stenotrophomonas maltophilia，而長在MacConkey培養基上的則是Stenotrophomonas maltophilia及Acinetobacter spp.。
心得及建議

Yu教授的特殊病原實驗室，專注於各種水檢體的退伍軍人菌和重要水生病原菌的檢驗與研究，是一個國際非常知名的實驗室，在退伍軍人菌的研究與檢驗上佔有很重要的一席之地。近年來，由於想要到此學習的各國人員數量遠超過實驗室所能負荷，因此該實驗室對於接受申請研習的人員採用比較謹慎的態度，這次完全是托高雄師範大學林裕森教授的福才有機會前往，也非常感謝林教授在當地的照顧！特殊病原實驗室的人員真的是專家中的專家，他們都非常熱心地指導我們，此行真的很幸運有機會向他們學習，非常感謝他們，也對於耽誤他們的下班時間很過意不去！

看到Yu教授的實驗室全心致力於退伍軍人菌和重要水生病原菌的檢驗與研究，長期具有國際性領導地位，有幾點值得我們學習：
1. 人力資源的穩定與持續
Yu教授的研究團隊不小，有許多為很資深的固定成員，積極且長期地在研究檢驗退伍軍人菌，近幾年又加上重要水生病原菌，其累積的研究與檢驗能量自然堅強，因此，要提昇實驗室的研究與檢驗能量，實驗室內維持持續而穩定的人力資源是一個很重要的要素。
2. 國際合作及技術交流的建立與加強

Yu教授的實驗室時常有國際學者進進出出，是一個國際化很大的實驗室，藉由建立國際合作與交流，自然能夠提昇其研究能量及檢驗技術，因此我們應該持續加強與他們建立長期良好互惠的合作及技術交流管道，將對於我們實驗室檢驗與研究能量的提昇有很大的助益。

3. 國際性會議的積極參與

Yu教授及其實驗室同仁，對於參與國際性會議的態度非常地積極，努力建立長期的知識諮詢與技術合作關係，增強地區暨全球性的聯絡網脈，非常值得我們借鏡，以期達到防疫於境外的目標。

出國人員返國後出國報告知識分享報告表 

出國計畫名稱：退伍軍人菌與重要水生病原菌之檢驗技術研習
出國期間：98年07月4日至98年07月13日
出國人員：江春雪聘任副研究員
報告日期：98年07月22日
報告方式：以口頭解說匹茲堡大學Victor Yu教授實驗室之退伍軍人菌與重要水生病原菌之檢驗技術
報告人：江春雪
承辦人蓋章：                  單位主管蓋章：

備註：
1. 依「衛生署疾病管制局出國人員出國報告撰寫及繳交注意要點」第7點，各類出國計畫，應於返國後3個月內辦理出國報告知識分享，並於完成後填報「出國人員返國後出國報告知識分享報告表」。

2. 本表請併同「衛生署疾病管制局出國報告審核簽」陳核。
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