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摘要

    執行臺美農業合作計畫「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」，於94年11月3日至11月30日為期28天，赴美國疾病管制局國家傳染病中心病媒傳染病研究組之分子流行病學及免疫化學實驗室研習，內容包括該疾病之檢體處理、病毒力價測定（Virus Titration）、病毒斑減少中和試驗（PRNT）、反轉錄聚合酶鏈鎖反應(RT-PCR)、免疫螢光法（IFA）及複合式即時聚合酶鏈鎖反應(Multiplex Real-Time PCR)等之診斷技術，於回國後建立標準作業流程，從而建立西尼羅病毒感染症之診斷實驗室，使本所動物疾病診斷技術得以與世界先進國家接軌。
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目的

    西尼羅病毒為黃病毒屬（Flavivirus）病毒，藉由蚊子叮咬而感染人、馬及野鳥中樞神經。在過去十年間，此病毒自原先僅引起散發病例及輕微病症，轉變為具流行性及致死性，其疫區並不斷擴大，如美國自從1999年首度發現西尼羅病毒腦炎後，目前已造成上萬病例及數百人之死亡。因此本病為近年來重要之新興人畜共通傳染病。由於全球交通日益頻繁，及此病可藉候鳥遷徙來傳播病毒，且並無有效疫苗或治療方法可供利用，為控制此疾病最重要的是能提供確切的流行病學資訊，因而對於西尼羅病毒感染症之監測、診斷與實驗室之建立工作刻不容緩。而野鳥是西尼羅病毒之感染窩動物，因此野鳥體內含病毒與否，對於監測西尼羅病毒感染症是關鍵之重要指標。自1997年香港禽流感事件之後，本所已連續進行六年之候鳥帶毒監測計畫，每年監測樣本數2000個以上，對於野鳥病原之監測相關工作相當熟稔。且由於此病毒具高度危險性，其操作必須在第三級生物安全性要求的實驗室，而本所目前為我國在動物疾病領域中唯一符合之實驗單位，故對於此疾病之監測、診斷與實驗室之建立工作責無旁貸。本計畫擬與美國聯邦政府疾病控制局國家傳染病中心之西尼羅病毒感染症之參考實驗室合作，並派員赴美研修該疾病之免疫螢光法、病毒斑減少中和試驗、病毒分離及核酸增幅之分子診斷技術，從而建立西尼羅病毒感染症之診斷實驗室，以防範新病入侵我國，確保續產業永續發展及國民衛生保健。
研習行程
	日    期
	星期
	研     習     內     容

	11月3日
	四
	由台北啟程，經美國舊金山飛往科羅拉多州之丹佛市

	11月4日
	五
	搭乘當地巴士前往丹佛市北邊之Fort Collins，與美國疾病管制局（CDC）張光正博士取得聯繫，並安排研習期間之住宿

	11月5-6日
	六日
	休假日

	11月7日
	一
	前往CDC病媒傳染病研究組，辦理識別證、進行實驗室安全訓練、參觀實驗室與相關研究人員介紹、認識週邊環境

	11月8日
	二
	參與分子流行病學及免疫化學實驗室之內部會議，由負責人張光正博士主持，討論各研究人員之實驗進度、問題討論與建議及美國西尼羅病毒感染症之流行現況。下午則由Dr. Davis Brent指導病毒斑減少中和試驗之診斷技術（一）

	11月9-10日
	三四
	協助實驗室設定Bio-Rad即時聚合酶鏈鎖反應儀器

	11月11日
	五
	假日（退伍軍人節）

	11月12-13日
	六日
	休假日

	11月14日
	一
	由Dr. Davis Brent指導病毒斑減少中和試驗（二）、反轉錄聚合酶鏈鎖反應技術、e-Gel電泳、及利用Qiagen套組將聚合酶鏈鎖反應之病毒核酸產物萃取，並轉殖至質體

	11月15日
	二
	參與分子流行病學及免疫化學實驗室之內部會議，討論上週實驗進度、西尼羅病毒感染症參考資料收集

	11月16-18日
	三四五
	由Dr. Crill Wayne指導病毒核酸抽取及反轉錄聚合酶鏈鎖反應技術、免疫螢光法操作及判讀。並將病毒核酸利用ABI 3700進行定序

	11月19-20日
	六日
	休假日

	11月21-23日
	一二三
	由Dr. Chao Day-Yu指導利用即時聚合酶鏈鎖反應同時偵測四種重要黃病毒之儀器條件設定、檢測結果分析及病毒核酸定量方法

	11月24日
	四
	假日（感恩節）

	11月25-27日
	五六日
	休假日

	11月28日
	一
	辦理離職手續、宿舍歸還及行李打包

	11月29-30日
	二三
	返程


研習機構簡介

    本次研習西尼羅病毒感染症診斷技術之地點為位於科羅拉多州Fort collins之病媒傳染病研究組（Division of Vector-borne Infectious Diseases, DVBID），該單位隸屬於美國疾病管制局（Centers for Disease Control and Prevention）下之國家傳染病中心（National Center for Infectious Diseases）。國家傳染病中心設立之目的為預防傳染病在美國及全球引致疾病、殘障及死亡。該中心負責預防及控制不同種類傳染病之研究組共有5個，除了病媒傳染病研究組外，另設有細菌及真菌疾病研究組（Division of Bacterial and Mycotic Diseases）、寄生蟲疾病研究組（Division of Parasitic Diseases）、病毒性肝炎（Division of Viral Hepatitis）及病毒及立克次體疾病研究組（Division of Viral and Rickettsial Diseases）。各組的工作範圍涵蓋美國及全球。
    病媒傳染病研究組於1950年成立於猶他州之Logan，並於1967年時搬遷至目前所在Fort Collins之科羅拉多州立大學校區內，其功能與性質定位為國家級及國際級之病媒傳染病參考實驗中心，主要任務包括（一）發展及維持病媒傳染病之病原及其媒介節肢動物之完善監測體系。（二）指導及協助田間與實驗室研究工作。（三）疾病鑑別之確診單位及研發新診斷技術以助於病媒傳染病之監測、預防及控制。（四）提供診斷依據及流行病學諮詢給各州及地方之衛生機關、疾病管制局或其他之聯邦機關及國家或國際間之衛生組織。（五）舉辦各項訓練課程，以協助專業技術之建立。
    該研究部門負責許多重要之疾病如登革熱（Dengue Fever）、日本腦炎（Japanese Encephalitis）、萊姆病（Lyme Disease）、鼠疫（Plague）、壁蝨媒介回歸熱（Tick Borne Relapsing Fever）、兔熱病（Tularemia）、西尼羅病毒（West Nile Virus）及黃熱病（Yellow Fever）等。
    美國於1999年爆發西尼羅病毒感染症時，為評估該病對美國之影響，疾病管制局及農業部即邀請病媒傳染病學、流行病學、野生動物學等專家學者及州和地方之衛生農業官員，共同在此地舉行會議，並且建立了西尼羅病毒感染症監測、預防和控制之指導方針，而使得美國疫情得以逐年緩和。
    本研究中心為地上二層，地下一層之建築物，實驗室主要分布在一樓及地下室，並含兩間P3實驗室。建築旁三棟貨櫃屋為臨時辦公室。由於原有建築設備老舊及空間不敷使用，美國疾病管制局已於2004年8月時投入經費新台幣25億元，於原建築物旁興建一總面積約16萬平方英呎之新大樓，內部包括含P2及P3實驗室、辦公室、實驗動物房及節肢動物飼養房等，並預計於2006年9月時完工。
[image: image1.png]



圖一、病媒傳染病研究組建築外觀

    本次研習主要是在病媒傳染病研究組之分子流行病學及免疫化學實驗室，實驗室之Leader為張光正博士，實驗室除張博士外，另有5位研究員分別為Dr. Davis Brent、Dr. Chao Day-Yu、Dr. Crill Wayne、Dr. Song Jinming及Dr. Kuno Goro，其組成很有趣的是5個人分別來自於日本、台灣、中國和美國4個不同之國家，有點像是小型之聯合國。除了研究員外，另有各約5位之約聘助理及科羅拉多州立大學之工讀生。在研習的這一段期間，在上述幾位之研究員指導下，讓我獲益匪淺。
    此次研習承蒙張光正博士之悉心指導及照顧，下圖穿著西裝為張光正老師，其右邊為師母，左邊為筆者。
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圖二、與張光正老師及師母之合照

研習內容

一、病毒斑減少中和試驗

    病毒斑減少中和試驗（Plaque Reduction Neutralization Test, PRNT）為一種血清學檢測。血清學檢測目前最有效的實驗室診斷方法是測IgM抗體，利用antibody-capture, enzyme-linked immunosorbent assay（MAC-ELISA）的方法，自病人血清或腦脊髓液採得檢體急性期跟恢復期比有四倍以上之變化為陽性。但由於ELISA的結果可能跟其他同屬黃病毒疾病（如登革熱、日本腦炎、黃熱病和聖路易斯腦炎等）產生的抗體有交互作用，因而只當作一個篩檢試驗，最後之診斷依據仍須依靠特異性高之病毒斑減少中和試驗。利用此項檢測可供瞭解動物族群內感染的流行情形。必須取急性期和恢復期的配對血清做比較，若有明顯的抗體增加之情形，即可判定受到病毒之感染。
（一）設備與材料

1. 恆溫培養箱
2. 微量分注器（刻度2μL、10μL、20μL、200μL、1000μL）

3. 水浴槽
4. 日光燈觀察箱

（二）試材與試劑

1. BA-1培養液
2. 微量吸管

3. Agar
4. 6孔細胞培養盤
5. 中性紅
（三）步驟與方法

1. 在水浴槽中以56℃，30分鐘將血清非動化之。

2. 以BA-1培養液將血清做1/5到1/160的系列稀釋。

3. 以細胞培養液將病毒原液稀釋成200病毒斑形成單位(PFU)/0.1 ml。

4. 在稀釋血清中和等量的稀釋病毒使二者混合之。每一盤裡必須包括病毒對照、陰性血清對照和陽性血清對照。

5. 在37℃下作用60分鐘。

6. 在6孔細胞培養盤內之單層細胞（monolayer）內加入200μl的病毒/血清混合液。

7. 在37℃下作用60分鐘。

8. 在每一孔加入3 ml之含1％ agar之培養液。

9. 在含CO2以及37℃的情況下培養四天。

10. 加入第二層含中性紅之1％ agar培養液於每一孔。

11. 計算病毒斑(plaques)。

12. 計算和無血清的對照組比較能減少斑點數目至90%以上的血清稀釋濃度。
二、免疫螢光法

免疫螢光法是西尼羅病毒感染之標準試驗方法之一，為快速和可靠的常規試驗。當抗體與病毒抗原結合後形成結合體，這結合體可再與標示螢光反應，在螢光顯微鏡下可被染色呈現綠色螢光；若如果檢體沒有抗原則不會被染色而不具螢光。

（一）設備與材料

1. 離心機
2. 固定槽和染色盤

3. 37℃恒溫箱

4. 螢光顯微鏡

（二）試材與試劑

1. 12孔經鐵氟龍處理的玻片
2. Primary抗體
3. 試劑級丙酮
4. goat anti-mouse Monoclonal FITC antibody

5. 0.01M磷酸鹽緩衝食鹽溶液，pH7.6

（三）步驟與方法

1. 將細胞培養瓶之培養液倒掉後，小心刮下細胞層。

2. 10000 rpm離心2分鐘後，以PBS清洗兩次，再加入PBS使其成為0.5 ml之濃縮液。

3. 將配置好之樣本濃縮液分別取25μl，分別置於各孔洞，並做好標示。
4. 風乾後加入丙酮固定10分鐘。
5. 以緩慢的PBS注流於玻片上，但不要直接沖洗孔洞，一次洗一排，避免樣本相互污染。
6. 風乾後，加25μl的IgG Conjugate。
7. 置於37℃30分鐘。
8. 加上goat anti-mouse monoclonal FITC antibody，37℃30分鐘。

9. 以緩慢的PBS注流於玻片上，但不要直接沖洗孔洞，一次洗一排，避免樣本相互污染。
10. 以400X螢光顯微鏡鏡檢。
三、反轉錄聚合酶鏈鎖反應

（一）設備與材料

1. 熱循環反應器

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

3. 離心機（1.5 mL微量離心管用）

4. 水平式電泳槽

5. 振盪器（Votex）

6. 紫外燈觀察箱

7. 電泳照相系統

（二）試材與試劑

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. RNA純化套組QlAamp Mini Kit®
5. 引子（Primer）
6. DNA Polymerase 
7. dNTP Mix
8. 10X PCR Reaction Buffer
9. 2﹪瓊脂凝膠（Agarose）

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

11. TAE緩衝溶液

12. 核酸標幟物（100 bp Ladder Marker）

13. 滅菌之DDW

14. 追蹤染劑（6X Dye）
（三）步驟與方法

1. RNA extraction：依RNA萃取套組(Qiagen)手冊所列步驟操作。 

2. PCR setup：

引子核酸序列分別為：

WN-1023F (5’-ATGGGTGGATTTGGTTCTCG-3’)

WN-2292R (5’GCTCCTCCGAACACTTGAAGG-3’)

5X Taq optimization buffer              20 μl

1 M DTT                             5 μl

10 mM dNTPs                         2 μl

Forward Primer                        1 μl

Reverse Primer                        1 μl

DEPC Water                        66.5 μl

Enzyme Mix                          2 μl

RNasin                             0.5 μl

DNA templet                          5 μl

                                 每管RT反應總量為100 ul
3. PCR amplify：

(1)Initial denaturing：85°C 5 min, 50℃ 30 min

  (2)35 cycles(stage 2)：      step1 94°C 10 seconds

step2 50°C 10 seconds

step3 68°C 120 seconds

  (3)Final extension：68°C 15 min

- 
最後產物以2%電泳膠片，分析產物分子量大小約1270bp。
四、複合式即時聚合酶鏈鎖反應

    本項診斷技術因涉及張光正博士與Dr. Day-Yu Chao將發表之論文內容，其引子及探針之核酸序列設計，及反應之詳細設定條件，目前不便在此引述，僅節錄部分檢驗之結果於附件一所示。
研習心得

    此次赴美主要是研習西尼羅病毒感染症之診斷技術，由於大多數病毒性腦炎所引起之臨床症狀均十分相似，而且許多節肢動物媒介之病毒感染症，如西尼羅病毒和聖路易斯腦炎（St. Louis encephalitis，SLE）病毒，臨床症狀通常不明顯。因此西尼羅病毒感染症之診斷，需要依據實驗室應用不同之技術來做檢驗。以下就幾項重要之診斷方法做進一步探討，並對研習之心得作摘要敘述：

一、免疫螢光法

    從血液或者脊髓液分離的病毒結合接種細胞培養，以免疫螢光法鑑定是急性疾病診斷最主要的方法。免疫螢光為應用組織化學及免疫學的方法，在螢光色素物質結合抗體的幫助下，使特異的抗原抗體複合物（Antigen Antibody Comples）顯現在細胞塗抹片，因此本法主要靠螢光色素及紫外光源。螢光色素是一種以紫外線激發照射而放出更長波長的物質。螢光物質能標附或結合於抗體球蛋白而不干擾其免疫學上的特異性及結合抗體的能力。檢測之原理是以未經標示之已知抗體和已知或未知抗原反應。這個抗體叫第一次抗體（First Antibody），第二步再以標示之特異抗球蛋白（Second Antibody）來染。如果有特異螢光出現，即可間接證明第一次抗體已與特異抗原結合。此種檢測方法有以下幾點優點：
（1） 特異性：和螢光色素結合的抗體球蛋白是一種對抗原有很高特異反應性的蛋白，因此標示抗體僅和特異相對抗原（細菌、病毒、組織或細胞）反應，且亦可知道病毒在細胞之位置及包涵體（Inclusion Body）和病毒顆粒之關係。
（2） 迅速性：染色步驟及螢光顯微鏡觀察能於1-2小時內完成。如果標本內可檢出抗原即可以做確診，這比培養或動物接種更節省時間。但是若為陰性，必須與其他診斷法併用來做最後診斷。
（3） 敏感性：螢光抗體之敏感性和ELISA法很相似，而高於中和反應及血球凝集反應試驗。
二、複合式即時聚合酶鏈鎖反應

    在分子診斷學方面，傳統RT-PCR方法只能做定性分析，且必須經過瓊膠電泳及紫外線檢測產物，不僅需多種儀器設備，且實驗步驟長而費時，所以本次研習之重點為即時PCR為主。根據張光正博士與Dr. Day-Yu Chao之研究指出，利用黃病毒（Flavivirus）之核酸序列比對分析，可以在非結構蛋白NS5這個位置發現兩段核酸區域，於絕大部分目前已知的黃病毒核酸有共同之序列組合。因而利用這兩段區域可做為核酸增幅之forward與reverse引子，能將檢體中各類之黃病毒核酸進行增幅，再將此RT-PCR產物區設計出可分辨日本腦炎病毒（JEV）、西尼羅病毒（WNV）、黃熱病毒（YFV）及聖路易腦炎病毒（SLE）的特異性探針，並利用FAM、Texas Red、CY5、HEX等四種不同之螢光分別標示在四種黃病毒之特異性探針，即可在同一檢測試管中，共用同一對之增幅引子，利用四種探針達到同時進行四種重要人畜共通傳染病之定性及定量。其特性如下：
（1） 複合式（Multiplex）：於同一檢驗管中，使用相同之試劑，相同之反應條件，同時應用於多種不同疾病病毒核酸之檢測，能大幅減少實驗使用之試劑及耗材，並節省實驗操作所花費之勞力、金錢與時間。
（2） 即時（Real-Time）：利用即時螢光定量，結合PCR的靈敏度，即時定量PCR技術成為目前最精準的核酸定量及基因表現偵測技術之一。其最大的優勢在於靈敏，可以在極少量的樣本中精準定量出特定序列的變異，同時快速、簡便無需準備電泳分析、二至三小時內即可知道結果。這些優勢使其非常適合作為基因表現的測定及大量的篩檢步驟。
三、安全管理制度

    由於參訪單位性質為美國中央機關，且研究工作及業務涵蓋許多重要之人畜共通傳染病及生物安全等級較高之病原，故其整體之安全制度非常之完善且嚴謹。首先，其設置的地點就選擇非常獨立而偏僻的環境，附近幾乎無其他之建築或住家，出入之道路亦只有唯一一條長而筆直之小路，發生勿入之機會很少。而其位置也蓄意的不標示在一般網路及通用之地圖，除非是內部工作人員之指引，否則很難找的到該單位。

    在大門入口處即有2位荷槍實彈之駐衛警攔檢所有進出之車輛（基本上不會有訪客徒步進來，因為太偏遠了），內部人員不管在此工作多久，都需出示識別證才得以進入。大廳內另有一位駐衛警專司身分確認及安全檢查，首次進入此大樓工作之人員必須先以X光儀器檢測是否攜帶危險物品後，在此填寫4~5份不同之表格，並且照相、按捺指紋、簽名以製作電子卡式識別證，內建的訊息包括此證之有效日期、持有人之相片、姓名、簽名、所屬單位、身份及識別碼，而不同身分之工作人員所能出入之區域及時間均有不同之限制。例如此次前往參訪，我的職稱為Guest Researcher，這種身份之工作人員，僅能於星期一至五的早上七點至晚上七點進入此棟大樓，例假日及其他時間則不得進入。
    身份確認完成後始得進入此研究中心，並於醫務室抽血檢查，及安排一個小時之安全訓練過程，每一位到職之研究人員、約聘助理、甚至時薪工讀生都必須接受此專任之安全檢察官之面試及用幻燈片講解之安全課程，內容包括實驗室安全、內部資料管控、反恐等應注意事項及相關規定，例如要求離開座位時必須登出電腦、避免研究資料外洩、未經同意不得自實驗室攜出任何試劑及病原、下班期間非必要不要向他人提及本身工作之地點及性質、建築內外不得使用相機等，可說非常之戒慎。
    另有許多要求嚴謹之安全規定，列舉數點分述如下：
（1） 進入各實驗室及辦公室均需刷識別證才可進入，有些區域甚至還需輸入個人密碼，以避免識別證被他人盜用。

（2） P3實驗室未經完整訓練不得進入操作實驗或參訪。

（3） 所有病原儲存冰櫃統一管理，並有專人及多台之監視器負責管控。

（4） 所有個人或公用電腦均需帳號及密碼登入，使用後若未進行操作，經十分鐘後電腦會再度鎖上，且一定要原登入人重新輸入密碼後，才能繼續使用。每一帳號所能進入群組之權限都有設定，Guest Researcher所能取得的資訊僅為一般機關內部流通之分享文件，各實驗室間之文件交換區域則無法進入。
（5） 電腦郵件只能設定疾病管制局之帳號，其他外部郵件如Yahoo、GMAIL、Hotmail等均無法設定及收發。

四、生物安全

    西尼羅病毒被歸類於生物安全第三級（BSL3）病原，因此處理疑似西尼羅病毒感染症病例之死鳥檢體時，屍體解剖應在生物安全操作櫃（Biological Safety Cabinet, BSC）或於負壓解剖房內進行。而進行疑似西尼羅病毒感染症檢體之ELISA或PCR檢測，則應在病毒被不活化後，於BSL二級之實驗室環境中，以三級之操作程序來進行檢驗。由於目前我國仍為該病之非疫區國家，在執行野鳥之西尼羅病毒監測計畫時，仍可以在生物資源大樓5樓之實驗室中進行。但是一旦有下述的幾種情形發生時，則必須在BSL三級實驗室，以三級操作程序來進行，包括：（一）確定有西尼羅病毒感染症之發生，而欲進行病毒分離或病毒增殖時。（二）利用病毒進行動物實驗時。（三）所進行之實驗牽涉到蚊子感染的情況。

五、西尼羅病毒感染症診斷技術於人醫與獸醫診斷之應用差異
    此次研習之單位為美國西尼羅病毒感染症之參考實驗室，對於該病毒之各項診斷技術研習助益甚多。然而因該研究中心屬於疾病管制局，主要業務及檢體來源均為人醫之部分。而西尼羅病毒感染症在禽類方面之檢測重點有幾項相異於人醫方面，包括：

（1） 偵測標的物之差異：禽類在西尼羅病毒傳播鏈中是扮演增幅者的角色，而人類僅為終末宿主，所以在禽類體內可以產生夠高之病毒量，且檢測之目的主要在於其體內是否帶有病毒，而非著重在它是否有遭受過感染，因而檢測之方向主要著重在「抗原」；而人類病例部分，因為重點在於是否遭受感染，且除非是致死案例，否則其病毒很難於血液或腦脊髓液中分離到，所以其偵測標的物主要在於「抗體」。

（2） 檢體差異：為偵測病毒抗原，禽類西尼羅病毒感染症之檢體主要為腦、心、腎等臟器或喉頭及共泄腔拭子。而人類病例則為檢測抗體，檢體絕大部分為血清及腦脊髓液，只有很少數之致死病例會檢測其臟器。

（3） 檢測方法：為因應其抗原及抗體檢測之差異性，人類與禽類西尼羅病毒感染症之檢測方法亦隨之不同，人類病例主要以血清學方面之ELISA及PRNT檢測為主，而禽類則主要在於抗原檢測之病毒分離、免疫螢光法、反轉錄聚合酶鏈鎖反應及即時聚合酶鏈鎖反應為主。

六、美國西尼羅病毒感染症疫情現況

    在參訪期間，依據專家學者之訪談、疾病管制局內部網路（intranet）之統計資料及實地觀察當地野鳥與馬活動情形，可發現美國西尼羅病毒感染症之疫情已自2002-2003年之高峰期日趨減緩，但正如皆屬於arbovirus之登革熱及日本腦炎的流行特性，因為藉由蚊子之保毒與傳播，一旦在當地蚊子之病毒量達到某種程度之普及後，幾乎就成為一種難以清除之地方性疾病，目前西尼羅病毒感染症每年之病例數，人約有3000件、禽類5000件、馬1000件，其疫情資料如圖三所示。並且每年疫情之發生皆有其季節性，會隨著蚊子之孳生而上升病例數。而在美國，由於已有通過檢驗登記市售之馬西尼羅病毒感染症疫苗，並進行普遍之施打，所以目前疫情已受到控制而漸趨穩定。
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圖三、1999年至2005年美國西尼羅病毒感染症於人、禽類及馬之流行情形。（統計資料來自CDC網站）
檢討與建議

一、診斷技術之提升

    為因應香港於1997年發生之禽流感，本所已連續進行六年之家禽流行性感冒野鳥帶毒監測計畫，因此可配合該計畫之檢體來源，來進行西尼羅病毒感染症之監測。而由於該計畫之送檢樣本以野鳥之新鮮排遺為主，臟器檢體為少數。依據1992年美國疾病管制局Nicholas Komar等人之研究報告（Detection of West Nile virus in oral and cloacal swabs collected from bird carcasses. Emerging infectious diseases. 2002. 8:741-2.）指出，禽類西尼羅病毒感染症於許多鳥種，如American Crow、Fish Crow及Blue Jay等，喉頭及共泄腔拭子之檢測效果相近於臟器乳劑之檢測，為兼具方便性與實用性之替代方法。但由於野鳥體內帶毒量隨著感受性之不同而有高低之差異性，故目前PCR之檢測方式宜提升至敏感性更高之巢式PCR（Nest PCR）檢測，利用原先標的之核酸序列內再設計一組引子進行第二次之PCR核酸片段增幅，除提高其敏感性及特異性外，亦可降低檢測偽陰性之機率。
    家畜及家禽疾病診斷有許多之檢測方法可資應用，如病理學檢查、酵素聯結抗體免疫測定法（ELISA）、病原分離、細胞培養、免疫螢光法及墊子顯微鏡等技術，於本所均發展成熟並應用已久。而近年來分子生物學診斷技術之聚合酶鏈鎖反應（polymerase chain reaction, PCR）是極受歡迎的DNA增殖技術，由於它可以在很短的時間內，準確的將某一特定的序列進行量的放大，是一個兼具敏感性及特異性之簡便而有效的方法，因此已廣泛地於本所各組之實驗室實際應用在豬、家禽、草食動物及水生動物之病毒、細菌及寄生蟲等各類病原之檢測。但PCR之應用仍有其限制性，因最終病原之確認仍須依據後續之核酸序列分析，所以唯有結合核酸定序後，PCR技術才能成為完整之檢測工具。而由於核酸定序儀之設備昂貴，且具有需定時操作才能維持其穩定之特性，目前本所僅於豬瘟研究組有一台用於緊急疫情時使用，而其餘絕大部分之定序工作皆送交所外之生技公司代為分析處理，除需大量之經費外，所耗費之時間亦不少。因而建議本所是否可比照美國病媒傳染病研究組之規劃，設置一個類似電子顯微鏡室定位之核酸定序實驗室，由專人負責處理各組之PCR產物，不僅可節省檢測之時間及金錢，亦可使整個分子生物檢測之體系更加完整。

二、建立人才培訓制度
    今年承蒙本所長官極力爭取及上級單位大力支持，得以讓多位研究人員獲得派赴國外研習之機會，不僅能夠有效提升本所各項疾病之診斷技術，以承擔動物衛生研究及疾病防治之重責大任外，對於所內同仁更具有凝聚之作用，能更投入於本身所負責之業務。因而希望此項優良之培訓制度可以延續下去。
複合式即時聚合酶鏈鎖反應檢測結果
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PCR Quantification Detailed Report
PCR Base Line Subtracted Curve Fit Data (HEX)
PCR Base Line Subtracted Curve Fit Data (FAM)
PCR Base Line Subtracted Curve Fit Data (Cy5)
PCR Base Line Subtracted Curve Fit Data (TexasRed)
Contains All Available Data

General Data

OPD File Name: Data 2005-11-23 1143test.opd
OPD File Path: C:\Program Files\Bio-Rad\iQ5\User1\chao
Collected Data: Collected Data
Current Date: Wednesday, 23 November 2005
Run Date: Wednesday, 23 November 2005
Active RMEs: Original
Active Well Factors: Dynamic
Background Readings Valid: No, data is 61 day(s) old.
RME Valid: Yes
Well Factors Valid: Yes
Plate Setup File Name: test112305.pts
Plate Setup File Path: C:\Program Files\Bio-Rad\iQ5\User1\chao
Protocol File Name: chao-RT-PCR101805.tmo
Protocol File Path: C:\Program Files\Bio-Rad\iQ5\User1\chao
Comments:
Protocol:
Cycle 1: (1X)
Step 1: 50.0 °C for 30:00.
Cycele 2: (1X)
Step 1: 95.0 °C for 00:30.
Cycle 3: (2X)
Step 1: 95.0°C for 01:00.
Cycle 4: (1X)
Step 1: 95.0°C for 15:00.
Step 2: 50.0 °C for 00:30.
Step 3: 72.0°C for 01:00.
Cycle 5: (45X)
Step 1: 95.0°C for 00:15.

Step 2: 48.0°C for 03:00.
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Log Starting Quantity,copy number

y-Intercept

Fluor PCR R Slope
Efficiency(%) Sqéiared,
FAM 57.6 0.998 | -5.060
HEX 72.9 /0999 ! -4.204
TexasRed 72.8 {0999 / -4.210
Cy5 67.1 i 0996/ -4.485
Fluor Units Quantity Original
Changed? Units Units
FAM No copy number  copy number
HEX No copy number  copy number
TexasRed No copy number  copy number
Cys No copy number  copy number

Number of valid standard weills:

None

58.925
44.807
55.324
61.427

Standard Curve Spreadsheet Data

Fluor Well Type Ident, Rep  Ct Log  SQ sQ
5Q Mean

FAM HO8 Std - 64 N/A 2000 LOOE+02  0.00E+00
FAM HO7 Std - 56 N/A 2000 LOOE+02  0.00E+00
FAM H06 Std . 48 N/A 2000 1.O0E+02  0.00E+00
FAM HO5 Std - 40 N/A 2,000 1.00E+02 0.00E+00
FAM HO4 Std - 32 WA 2000 LOOE+02  0.00E+00
FAM HO3 Std - 24 N/A 2000 LOOE+02  0.00E+00
FAM HO2 Std 16 NA 2000 LOOE+02  0.00E+00
FAM HOl Std - 8 NA 2000 LOOE+02  0.00E+00
FAM GO8 St . 63 N/A 3000 100E+03  0.00E+00
FAM G07 Std - 55 NMA 3000 LOOE+03  0.00E+00
FAM G06 Std - 47 NA 3000 1[00E+03  0.00E+00
FAM GO Std . 39 N/A 3000 1.00E+03  0.00E+00
FAM Go4 Std - 31 NM/A 3000 100E+03  0.00E+00
FAM G03 std . 2 N/A 3000 1.00E+03  0.00E+00

3Q

SD

0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00
0.00E+00

Ct
Mean
.00
.00

.00
.00
.00
.00

00
.00
.00
00
.00

Ct
ki)
N7A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
NA
N/A
N/A
N/A

Set
Point
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A




應用黃病毒NS5引子進行傳統RT-PCR之電泳檢測結果
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上方為家禽流行性感冒之檢測結果，下方為西尼羅病毒檢測結果
well 1為Maker

well 2-10為檢體

well 11為家禽流行性感冒病毒陽性對照330 bp

well 12為西尼羅病毒陽性對照284 bp
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