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摘要
在高度全球化的二十一世紀，由於交通便利國際之間來往頻繁，已達『疫病無國界』的狀態，台灣目前雖然還沒有西尼羅病毒感染的病例報告，但是基於台灣與世界各國交流頻繁，以及台灣也存在有傳播西尼羅病毒的主要蚊子種類Culex spp.，因此我們不能排除西尼病毒有傳播到台灣的一天，必須盡早做好準備，透過實地到訪美國各研究檢驗單位，學習西尼羅病毒實驗室檢驗技術與診斷方法，所研習的技術如Real-time PCR、Virus isolation、Plaque reduction neutralization test、IFA、IgM Capture ELISA以及最新的microsphere immunofluorescence assay等對於國內建立西尼羅病毒實驗室診斷技術助益頗大，並與相關研究人員討論，參考美國建立西尼羅病毒檢驗過程之經驗，以建立我國西尼羅病毒檢驗程序及結果研判之參考，同時也建立與各實驗室聯絡及未來合作的管道，一但疫情爆發才能及時因應。
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目的

西尼羅病毒於1937年首次在烏干達北部的西尼羅區域，由一位發燒病人的血液中被分離出來，此病毒原本只在非洲、西亞、中歐等地引起無症狀感染或是發燒的少數病例，西半球一直沒有人類和動物感染的病例報告，直到1999年首先出現在美國的紐約市，並在那時起就傳遍整個北美和中美洲，在2003年西尼羅病毒已經在美國46州造成超過9800起病例。

人類經由受感染的蚊子叮咬而感染西尼羅病毒，感染的鳥類其血液中含有大量的病毒，蚊子通過叮咬受感染的鳥類而得到病毒，而受感染的蚊子則會藉由叮咬人類或其他動物而傳播西尼羅病毒，除了少數特殊案例造成人類經由輸血或器官移植而感染西尼羅病毒，一般來說人與人之間並不會互相傳染。

人們感染到西尼羅河病毒的風險不高。大多數人感染了西尼羅河病毒而不生病，但少數被感染的人可能會病得很重或者死亡。感染到西尼羅河病毒的人，有八成沒有任例症狀，可是有兩成患者會有頭痛、發燒和體痛之類的小恙，通常這些症狀會在3到7天內消失，通常不會嚴重到要看醫生的地步。不到百分之一的人會患有嚴重的疾病，它包括發高燒、肌肉無力、神智不清和癱瘓。一定要住院治療，大概有一成的重病者會死亡。50歲以上的人常常會患該病的嚴重類型。
在高度全球化的二十一世紀，由於交通便利國際之間貨物、服務、人力及資訊來往頻繁，已達『疫病無國界』的狀態，台灣目前雖然還沒有西尼羅病毒感染的病例報告，但是基於台灣與世界各國交流頻繁，以及台灣也存在有傳播西尼羅病毒的主要蚊子種類Culex spp.，因此我們不能排除西尼病毒有傳播到台灣的一天，必須盡早做好準備，透過實地到訪美國各研究檢驗單位，學習西尼羅病毒實驗室檢驗技術與實驗室診斷方法並與相關研究人員討論，參考美國建立西尼羅病毒檢驗過程之經驗，以建立我國西尼羅病毒檢驗程序及結果研判之參考，同時也建立與各實驗室聯絡及未來合作的管道，一但疫情爆發才能及時因應。

行程

	日期
	地     點
	行  程  內  容

	94/10/24（一）
	台北→舊金山
	啟程

	94/10/25（二）-94/10/29（六）
	舊金山
	加州政府衛生部病媒性疾病組

San Mateo郡蚊蟲防治中心

加州大學Davis分校獸醫系的病媒性疾病中心

加州大學Davis分校動物健康及食物安全實驗室

加州政府衛生部病毒及立克次體疾病實驗室

	94/10/30（日）
	舊金山→紐約
	轉機

	94/10/31（一）-94/11/23（三）
	紐約
	紐約州政府衛生部Wadsworth Center
病媒病毒實驗室

病毒性腦炎實驗室

診斷免疫學實驗室

紐約州環境保護部門

	94/11/24（四）-94/11/29（二）
	紐約
	休假

	94/11/30（三）-94/12/1（四）
	紐約→台北
	返程


內容

壹、在加州的區域性公共衛生實驗室網絡對於西尼羅病毒的人類檢體檢驗及監測的指導方針

一、診斷的指標：

要求病人必須要有以下症狀才能做西尼羅病毒的檢測：

A.腦炎（Encephalitis）

B.無菌性腦膜炎（Aseptic meningitis）小於18歲的病人要考慮腸病毒（enterovirus）的感染

C.急性無力麻痺症（Acute flaccid paralysis）；非典型Guillain-Barre 症候群（atypical Guillain-Barre Syndrome）；橫斷的脊髓炎（transverse myelitis）

D.發燒（Febrile illness）＊
a.疾病與西尼羅熱符合並且發燒持續7天以上

b.必須給醫生看過

＊  西尼羅熱的症狀可能會有差異，但常包括頭痛、發燒（≧38℃），其他症狀包括皮疹、淋巴腺腫大、眼睛痛、噁心或嘔吐。在症狀剛開始時，病人可能會覺得疲倦及無力，且會持續幾天。

在西尼羅病毒季節開始能早期鑑定人類病例是重要的，藉此以評估所能負荷的人類疾病、蚊蟲防治及公共衛生教育的活動以降低暴露的危險因子。然而一但西尼羅病毒在一地區被偵測到，就要考慮到要求被檢驗的檢體數量及實驗室的負荷量，地方公共衛生實驗室就需要考慮限制只做有A-C三種症狀的病人檢體。

二、運送檢體至區域性公共衛生實驗室網絡做檢驗：

所需檢體：

＊急性期血清：≧2㏄血清

＊腦脊髓液：1-2㏄CSF（若有做腰椎穿刺）

如果高度懷疑感染西尼羅病毒但是急性期血清呈陰性或無法判定則需：

＊第二次血清：≧2㏄血清，在急性血清3-5天後採集

配對的急性期及恢復期血清檢體對於判斷西尼羅病毒血清陽轉是有用的，當懷疑西尼羅病毒感染時就應該採取配對血清，雖然單一的急性期血清可能提供最近感染西尼羅病毒的證據，但是一個陰性的急性期血清也不能完全排除感染的可能，偶爾一個檢體可能太早採集以致於抗體尚未產生，而無法見到與目前疾病有關的抗體（例如在免疫抑制的個體）。

檢體運送時必須附上完整的檢體運送表格（詳見附錄一Instructions for Submitting Specimens；及附錄二、西尼羅病毒檢體運送表格）。

三、加州政府衛生部門病毒及立克次體疾病實驗室檢驗流程：

1.同時收到血清及CSF時，血清檢體做酵素免疫分析法（enzyme immunoassay EIA）測試（CSF先儲存起來，需做進一步確認時才做測試）。

2.如果只收到CSF，則用CSF做EIA測試。

（注意：Focus EIA IgM目前並未被FDA核准用於CSF測試，如果CSF測試結果為陽性，則必須要求採取血清檢體做進一步確認。）

3.免疫螢光分析法（Immunofluorescence assay IFA）能作為血清檢體的附屬測試（IFA不用於CSF檢體）。

4.中和試驗會用於一個郡的前幾例個案，或解決未確定的結果，以及被要求時。

5.在腸病毒流行季節時，CSF檢體也可能做Enterovirus PCR，依據病毒及立克次體疾病實驗室資源的獲得性。

四、實驗室診斷及測試說明：

1.鼓勵地方公共衛生實驗室對於疑似病例至少進行兩種不同的分析，如用EIA測IgM和IFA測IgM或是用IFA測IgM和IgG。

2.IFA跟EIA比較起來是較主觀的分析方法，必須小心解釋。

3.如果只有IgG陽性亦即IgM陰性通常代表先前感染過flavivirus：

a.檢查病例是否在發病日之前曾到過flavivirus流行地區旅行或是曾經注射過疫苗等。

b.如果仍然懷疑是最近感染，則要求恢復期血清以測試是否有血清陽轉。

c.在2004年病毒及立克次體疾病實驗室就遇到少數血清在發病後太早採集（≦5天），而得到IgM陰性/IgG陽性的結果，但數天之後所採集的恢復期血清則為IgM陽性/IgG陽性。

d.病毒及立克次體疾病實驗室能隨時提供地方公共衛生實驗室關於測試結果的諮詢。

西尼羅病毒抗體測試結果說明＊
	測試
	結果
	說明

	IgM

IgG
	陰性

陰性
	未偵測到抗體

	IgM

IgG
	陰性

陽性
	在未確定的時間被感染

	IgM

IgG
	陽性

陰性
	可能是最近的感染，但需要進一步測試＊＊

	IgM

IgG
	陽性

陽性
	顯示最近感染＊＊＊

	IgM

IgG
	不確定

陰性
	未確定

‡要求恢復期血清


＊由於有異型抗體反應或是交叉反應的可能性，血清學結果必須在臨床及流行病學資訊的基礎下做解釋

＊＊EIA的IgM結果會有偽陽性的可能

＊＊＊有些個案在2004年被感染，到2005年還持續出現IgM/IgG

‡配對的急性期及恢復期血清對於證明血清陽轉是有用的
五、病例分類--地方公共衛生實驗室網絡：

如果一病人有臨床上相符合的疾病並且有以下的實驗室結果則可認為是西尼羅病毒陽性病例：

1.兩種不同方法如EIA和IFA測得IgM陽性

2.EIA測得IgM及IgG均為陽性

3.IFA測得IgM及IgG均為陽性

4.IgG抗體上升

六、來自商業實驗室或參考實驗室的結果：

1.從2005年開始商業實驗室不再需要轉寄IgM陽性的檢體做重複或確認測試（不過病毒及立克次體疾病實驗室會要求結果模稜兩可的檢體需轉寄）。

2.當有IgM陽性結果時，地方衛生機構需遵循以下原則：

a.如果病人有臨床上相符合的疾病，以及IgM陽性和IgG陽性，商業實驗室的結果就足以判定病人被西尼羅病毒感染。

b.如果病人是IgM陽性和IgG陰性，須注意IgM有偽陽性的可能，建議做進一步的測試。

3.如果只有IgG陽性亦即IgM陰性通常代表前被感染過。

4.如果有所懷疑時，試著取得原始檢體或是後續的檢體轉送至地方公共衛生實驗室或是病毒及立克次體疾病實驗室做重複或確認的測試。

貳、紐約州政府的病毒性腦炎檢驗計畫

紐約州政府關於西尼羅病毒的檢驗是包含在病毒性腦炎檢驗計畫中的一項，此計畫的目的是要協助醫師對住院的腦炎病患做診斷，提供了一系列的PCR分析來測試腦脊髓液或是腦組織檢體，可檢測的病毒包括：Herpes Family：Herpes simplex virus 1、Herpes simplex virus 2、Varicella zoster virus、Cytomegalovirus、Epstein-Barr virus；Adenoviridae：Adenovirus；Enteroviruses：Human echovirus、Human coxsackie virus、Human poliovirus；Arboviruses：West Nile virus、St. Louis Encephalitis virus、Eastern equine encephalitis virus、California serogroup viruses （La Crosse、Jamestown、Canyon）、Cache Valley virus、Rabies。

一、PCR檢測的實驗室需求：

1.檢體需求：

a.CSF最少需1.0 ml（-70°C保存，不可加防腐劑）。
b.腦組織活體切片（-70°C保存，不可加防腐劑）。
c.屍體解剖取得之腦組織（-70°C保存，不可加防腐劑）。
2.檢體採集：

a.依據『採集及運送檢測病毒性腦炎/腦膜炎的檢體指示』辦理（詳見附錄三）。

b.檢體送驗時需同時附上Viral Encephalitis/Meningitis History Form（附錄四）以及Viral Encephalitis/Meningitis Case Report Form（附錄五）。

c.檢體資訊不完全時將延遲檢驗。

3.運送：

a.病人檢體必須以”診斷的檢體”來運送。

b.檢體只能在星期日到星期四運送，如此在星期一到星期五才有適當的實驗室人員會出現去接收並處理檢體。

c.檢體必須以乾冰運送，乾冰最少需有2公斤。
二、節攜病毒急性期血清之血清學測試實驗室需求：

1.急性期血清可能與作PCR檢測的CSF檢體一起採集，如果沒有CSF

檢體則血清採集運送步驟也相同。

2.採集5-10 ml全血，離心取得3-5 ml的血清，冷凍保存。

3.將冷凍的血清與要做PCR檢測的檢體一起送到病毒性腦炎實驗室，需包含Viral Encephalitis/Meningitis Case Report Form。

三、節攜病毒恢復期血清之血清學測試實驗室需求：

1.恢復期血清至少需在急性期血清採集日期三週以後採集。

2.採集5-10 ml全血，離心取得3-5 ml的血清，冷藏保存。

3.需與Viral Encephalitis/Meningitis Case Report Form一起送到診斷免疫學實驗室。

叁、西尼羅病毒RT-PCR檢測

一、RNA萃取：

使用ABI Prism 6700 Automated Nucleic Acid Workstation全自動核酸萃取系統。

二、WNV primers and probes：
Set 1160 (Envelope)

Forward 1160 (TCA-GCG-ATC-TCT-CCA-CCA-AAG)

Reverse 1229 (GGG-TCA-GCA-CGT-TTG-TCA-TTG)

Probe 1186 (6FAM-TGC-CCG-ACC-ATG-GGA-GAA-GCT-C-TAMRA)
Set 3111 (NS1)

Forward 3111 (GGC-AGT-TCT-GGG-TGA-AGT-CAA)

Reverse 3239 (CTC-CGA-TTG-TGA-TTG-CTT-CGT)

Probe 3136 (6FAM-TGT-ACG-TGG-CTG-AGA-CGC-ATA-CCT-TGT-TAMRA)
Set NS5

Forward NS-5F (GCT-CCG-CTG-TCC-CTG-TGA)

Reverse NS-5R (CAC-TCT-CCT-GCA-TGG-ATG)

Probe NS-5 (6FAM-TGG-GTC-CCT-ACC-GGA-AGA-ACC-ACG-T-TAMRA

三、PCR試劑：

2X Reaction buffer                 25μl

40X Multi-Scribe                 1.25μl

100μM Forward primer             0.5μl

100μM Reverse primer             0.5μl

25μM TaqMan Prob                 0.5μl

Rnase-free water                 12.25μl

Total Master Mix Volume             40μl

RNA Template                      10μl

Total Volume                      50μl

四、Thermocycler Conditions：
   RT Activation 

     48℃ 30 min

     95℃ 10 min

   Denature /Anneal/extension

     95℃ 15 sec

     60℃ 1 min

     72℃ 1 min

     40 cycles

使用ABI Prism 7500 Sequence Detection System以及ABI Prism 7000 Sequence Detection System。

肆、西尼羅病毒分離

一、細胞準備：

1.準備六孔盤或25T培養瓶，每個檢體需使用一個孔或一個培養瓶，還需加上一個陰性對照組。

2.讓細胞在六孔盤或25T培養瓶生長至80-100﹪confluent後，可供病毒分離使用。

二、檢體準備：

1.在37℃或室溫下溶解檢體。

2.使用過程中置於冰上。

3.實驗完成時再將檢體冷凍回-80℃。

三、第一代培養：

1.使用生長於六孔盤的Vero 細胞進行病毒分離，首先將六孔盤中的培養基慢慢到掉。 
2.每個孔中各加入100 µl 檢體。

3.另外在一孔中加100 µl BA-1稀釋液作為陰性對照組。

4.在37℃，5％ CO2 培養60到80分鐘，每15到20分鐘搖晃盤子一次。

5.加入3 ml的Vero 細胞生長培養基（含10﹪FBS），勿將已接種的檢體倒掉。

6.在37℃，5％ CO2 培養四到五天，與陰性對照組比較注意細胞病變的出現。

四、第二及第三代培養：

1.只需將沒有細胞病變或是有疑問的檢體作繼代培養。

2.將每一孔中的檢體保存1 ml 並冷凍於-80℃。

3.使用生長於25T培養瓶的Vero 細胞進行繼代培養，首先將培養瓶中的培養基慢慢到掉。

4.取1.5 ml 第一代培養的上清液加入25T培養瓶。

5.在37℃，5％ CO2 培養60到80分鐘，每15到20分鐘搖晃培養瓶一次。

6.加入6 ml的Vero 細胞生長培養基（含10﹪FBS），勿將已接種的檢體倒掉。

7.在37℃，5％ CO2 培養四到五天，與陰性對照組比較注意細胞病變的出現。

8.如有需要可再進行一次繼代。

出現細胞病變的檢體則以間接螢光抗體分析（IFA）測試被病毒感染的細胞或以RT-PCR方法測試細胞上清液以證明病毒的存在。

五、細胞病變之判讀：

1.細胞病變的判讀須小心與非專一性效應區分。

2.在顯微鏡下觀察細胞病變並做紀錄：

1+ ＝ 有病毒所引起的細胞型態改變

2+ ＝ 明確的細胞型態改變

3+ ＝ 超過百分之五十的細胞變性

4+ ＝ 細胞完全破壞

伍、間接螢光抗體分析（Indirect Fluorescent Antibody Assay IFA）
一、目的：偵測被感染細胞中的病毒抗體，先用五種群抗體-- Alphavirus、Bunyavirus、California、Flanders、Flavivirus偵測是屬於哪一群的病毒，再用此群個別的病毒抗體偵測以確定是何種病毒。

二、材料： 

一次抗體

Group Antibodies
Alphavirus
Bunyavirus
California Group
Flanders
Flavivirus Group
Alphavirus Group

Highland J

Eastern Equine Encephalitis Virus

Western Equine Encephalitis Virus

California Encephalitis

Trivittatus

Snow Shoe Hare Virus

Lacrosse

Keystone

Jamestown Canyon

Flavivirus Group

West Nile Virus

St. Louis Encephalitis Virus

二次抗體

山羊抗老鼠IgG 抗體，以PBS 1:50倍稀釋，並加入Evan’s Blue 最終濃度為1.25 µl /ml 
三、玻片製備：

1.將產生2+ 至3+ 細胞病變的細胞溫和但徹底的刮下。

2.用5 ml 的吸管溫和的吸放培養液至少五次以上，以打散聚集成塊的細胞。

3.將所有培養液放入15 ml 離心管並以高速震盪進一步打散聚集成團的細胞。

4.打散後的細胞分別取20 µl 到玻片的每一孔中。

5.將玻片放入生物安全櫃中，空氣乾燥至少2小時。

6.將玻片浸入-20℃的丙酮中15分鐘以固定細胞。

7.由丙酮中移出玻片並空氣乾燥。

8.此玻片可接著進行IFA測試或可先貯存於-80℃備用。

四、免疫染色：

1.將玻片置於潮濕的盒子內，各加18 µl 一次抗體到每一孔中。

2.於37℃培養箱反應1小時。

3.溫和的甩掉過量的抗體，將玻片浸入裝有PBS的玻璃缸中洗滌，然後再將玻片浸入另一缸新鮮的PBS中，靜置15分鐘。

4.溫和的甩掉過量的PBS，靜置約20分鐘空氣乾燥。

5.各加18 µl 二次抗體到每一孔中。

6.於37℃培養箱反應1小時。

7.溫和的甩掉過量的抗體，將玻片浸入裝有PBS的玻璃缸中洗滌，然後再將玻片浸入另一缸新鮮的PBS中，靜置15分鐘。

8.將蓋玻片至於擦手紙上，並於蓋玻片上滴上3至4滴封片油。

9.將玻片由PBS中取出，溫和的甩掉過量的PBS，將玻片面朝下蓋在蓋玻片上，用擦手紙施加輕微的壓力將玻片吸乾。

五、玻片判讀：

在螢光顯微鏡下以20倍接物鏡判讀玻片，選擇細胞均勻散佈未聚集成團的區域判讀。被螢光染色的細胞將呈現淡綠色，陰性細胞則呈現紅色。在一個陽性的培養中，陽性細胞的比率將介於30﹪至80﹪之間。
	判讀
	外觀
	評價

	陰性（-）
	全部染成紅色
	無反應

	邊界（±）
	非常淡的綠色螢光但無法遮蔽背景染色
	無反應

	陽性（+）
	染成均勻的淡綠色螢光
	有反應

	非專一性
	部分細胞或是細胞的一部份被染色
	無反應


陸、Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT)

一、目的：

此試驗是病媒病毒血清學診斷的標準步驟，若急性期與恢復期血清之間有四倍以上的抗體效價上升，則表示是最近的感染。另外由於西尼羅病毒及聖路易斯病毒的感染常會造成血清學的交叉反應，藉此試驗也可區分此兩種病毒的感染。但是此試驗花費高、所需時間長以及耗費人力，這些限制造成此試驗不適合做為篩選工具。

二、材料：

1.細胞及培養基：使用Vero細胞（非洲綠猴腎細胞），細胞生長於含有10﹪經熱去活化的胎牛血清、抗生素及抗真菌劑的Minimum Essential Medium（MEM）中。將細胞濃度調成2.0×105 cells/ml，在六孔盤的每一孔中分裝3ml 細胞，於37℃ 5﹪CO2 培養3至4天後使用。

2.BA-1稀釋液：稀釋病毒及血清用，組成如下：M199-Hank’s medium、1﹪bovine serum albumin、0.05 M TRIS buffer pH7.6、0.35g/L sodium bicarbonate、100 units/ml Penicillin、100 μg/ml Streptomycin、1μg/ml Fungizone。

3.覆蓋用的營養基成分：2× Minimum Essential Medium（MEM）、2﹪經熱去活化的Fetal Bovine Serum、0.35 g/L sodium bicarbonate、100 units/ml Penicillin、100 μg/ml Streptomycin、1μg/ml Fungizone，貯存於4℃備用。

4.洋菜膠：使用oxoid agar，配成1.2﹪100 ml 置於250 ml Wheaton瓶中，滅菌後貯存於25℃備用。

5.單層覆蓋用的營養培養基洋菜膠（東方馬腦炎病毒及西方馬腦炎病毒用）：

每100 ml

50 ml 2× MEM（nutrient portion of overlay）維持37℃直到使用

0.8 ml 1﹪Neutral Red

加入56℃的1.2﹪oxoid agar 至100 ml

維持45℃直到使用

6. 雙層覆蓋用的營養培養基洋菜膠（西尼羅病毒2天後加第二層、聖路易斯病毒5天後加第二層）：

每100 ml

第一層

50 ml 2× MEM（nutrient portion of overlay）維持37℃直到使用

加入56℃的1.2﹪oxoid agar 至100 ml

維持45℃直到使用

第二層

50 ml 2× MEM（nutrient portion of overlay）維持37℃直到使用

1.2 ml 1﹪Neutral Red

加入56℃的1.2﹪oxoid agar 至100 ml

維持45℃直到使用

三、方法：

1.將血清檢體以BA-1稀釋液從1:5系列稀釋到1:160，並以56 ℃ 30分鐘加熱去活化，以去除非專一性的中和物質。

2.將100 µl 系列稀釋的血清檢體與100 µl 病毒（內含200 PFU 西尼羅病毒或聖路易斯病毒）混合後，於4°C 隔夜培養。

3.第二天早上，取100 µl 的血清-病毒混合液加到Vero細胞中，在37℃培養1小時。

4.接著覆蓋一層含有營養培養基的洋菜膠在細胞上，在室溫靜置約15分鐘待洋菜膠變硬後，將培養盤翻轉倒置於37℃培養箱中。

5.每天觀察plaque是否形成，當plaque形成時則進行第二層覆蓋，西尼羅病毒約在2天後加第二層覆蓋、聖路易斯病毒約在5天後加第二層覆蓋。

6.繼續觀察plaque的形成，並每天記錄plaque的數目，直到plaque的數目不再增加為止，

四、結果判讀：與病毒控制組（back titration）比較，至少能抑制90% plaque形成的最高的血清稀釋倍數，即為中和效價。

柒、西尼羅病毒 IgM Capture 酵素免疫分析法(MAC-ELISA)
一、材料：

1.COATING BUFFER

(Carbonate/ Bicarbonate Buffer, pH9.6)

1.59 g Sodium Carbonate

2.93 g Sodium Bicarbonate

Add 500 ml distilled water

pH to 9.6 with 1 N HCl (~8 ml)

QS to 1 liter with distilled water

Store at 4℃ 

2.WASH BUFFER

(PBS/0.05％ Tween 20, pH7.3)

Per liter of distilled water

1.2688 g Disodium Phosphate

0.2113 g Sodium Chloride

0.1 g Monosodium Phosphate

0.5 ml Tween 20

pH 7.2 ± 0.1

Store at 4℃ 

3.BLOCKING BUFFER

(Stock Solution)

(PBS/0.5％ Tween 20)

1 Liter PBS, pH 7.2

5 ml Tween 20

Prepare in 1 L Wheaton bottle

Store refrigerated at 2-8 ℃

BLOCKING BUFFER

(Working Solution)

(PBS/0.5％ Tween 20/5％ milk)

Example: Prepare 12.0 ml/plate

20.0 ml PBS/0.5 Tween 20

1.0 g powdered skim milk

Prepare working solution prior to use, discard unused portion

4.STOP SOLUTION

1 N H2SO4

100 ml conc. H2SO4

900 ml distilled water

CAUTION: Add acid to water in a glass container.

Store stock solution at 4℃ , store working solution at RT 

5.Coating Antibody

AffiniPure Goat Anti-Human IgM, Fc5μ Fragment Specific, 2.0 mg/vial

Jackson Laboratories Catalog ＃109-005-043

Store at 4℃

6.Viral Antigen

West Nile COS-1 Tissue Culture Antigen 

Ex. West Nile Strain NY-99-6480 COS-1 Tissue Culture Antigen, 1 ml/vial

CDC Cat. ＃VA2395

50 μl reconstituted, undiluted aliquots at -70℃ indefinitely; prepare dilution 30 minutes prior to use

7.Normal Antigen

West Nile Normal Control COS-1 Tissue Culture Antigen, 1 ml/vial

CDC Catalog ＃VB2396

50 μl reconstituted, undiluted aliquots at -70℃ indefinitely; prepare dilution 30 minutes prior to use

8.Undiluted Positive Control Serum

St. Louis Enc. Positive Control Serum, 0.5 ml/vial

CDC Catalog ＃VS2387

20 μl  aliquot (undiluted) at -70℃ for 1 year; 4℃ for storage of unused dilution for up to 1 week

9.Undiluted Negative Control Serum

Normal Negative Human Control Serum, 0.5 ml/vial

CDC Cat. ＃VN2321

20 μl  aliquot (undiluted) at -70℃ for 1 year; 4℃ for storage of unused portion until exhausted

10.Detecting Antibody Conjugate

Horseradish peroxidase conjugated monoclonal antibody 

Ex. St. Louis Enc. (Strain MSI-7) IgG Fraction of Mouse Monoclonal Antibody 6B6C-1

CDC Catalog ＃VS2338

Reconstituted and stored at 4℃ for up to 1 year; prepare dilution 30 minutes prior to use

11.Substrate

K-Blue Substrate or 3,3’5,5’ tetramethylbenzidine base (TMB-ELISA)

Neogen Catalog＃300175

Stored at 4℃; avoid prolonged exposure to light

二、方法：

第一天

在96孔盤的內部60個孔做覆蓋，每個孔加75 μl 以coating buffer pH9.6 1:500倍稀釋的山羊抗人類IgM抗體，讓盤子保持在潮濕環境下，置4℃隔夜反應。此盤子可在4℃潮濕環境下保存一星期。

第二天

1.使用自動洗盤機將覆蓋的抗體吸掉，並用擦手紙吸乾多餘液體。

2.每個孔加200 μl  blocking buffer，於室溫反應30分鐘。

3.使用自動洗盤機以wash buffer 清洗五次。

4.各加50 μl  1:400倍稀釋的病人血清至每個孔，每個病人血清加六個孔。加50 μl 未稀釋的病人腦脊髓液至每個孔，每個病人腦脊髓液加四個孔。

5.各加50 μl  1:1600倍稀釋的陽性對照人類血清（P）至每個孔，每個盤子加六個孔。

6.各加50 μl  1:400倍稀釋的陰性對照人類血清（N）至每個孔，每個盤子加六個孔。

7.將盤子放入潮濕的培養箱中，37℃反應一小時。

8.使用自動洗盤機以wash buffer 清洗五次。

9.各加50 μl  viral antigen 到盤子的第一、三、五、七、九列，各加50 μl  normal antigen 到盤子的第二、四、六、八、十列（如圖一所示）。

10.將盤子放入潮濕的培養箱中，4℃隔夜反應。
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第三天

1.使用自動洗盤機以wash buffer 清洗五次。

2.每一孔中加入50 μl 以blocking buffer 1:2000倍稀釋的horseradish peroxidase-conjugated 單株抗體。

3.將盤子放入潮濕的培養箱中，37℃反應一小時。

4.使用自動洗盤機以wash buffer 清洗五次。

5.每一孔及兩個空白組（A1和H1）的孔洞中加入75μl TMB受質。

6.將盤子避光於室溫反應10分鐘，此時抗體陽性的孔洞會呈現藍色。

7.每一孔及兩個空白組（A1和H1）的孔洞中加入50μl stop solution，此時抗體陽性的孔洞會呈現黃色，於室溫反應1分鐘。

8.使用Molecular Devices Vmax plate reader機器判讀結果，設定450nm 波長的濾鏡，測量每一孔洞的吸光值。

三、結果計算：
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1.決定每一盤的測試結果是正確的，一個正確的測試其陽性對照組的P/N比例必須大於7.00，只有在測試是正確時才能判斷臨床檢體的結果。
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2.計算每一個檢體的P/N比例，以決定一個臨床檢體是否含有對抗病毒抗原的IgM抗體（此將表示最近曾感染此病毒）。P/N比例必須大於7.00才認為是IgM reactive，若是比例小於等於3.00則為nonreactive，若比例介於3.01至7.00之間則為indeterminate。

3.計算檢體對病毒抗原的平均吸光值與檢體對正常抗原的平均吸光值的比例，以排除非專一性反應。此比例必須大於等於2.0才能排除非專一性反應。
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四、判讀結果解釋：

1.最後的結果解釋必須與檢體採集日期、發病日期以及恢復期檢體的IgG 結果一起判讀。

2.Reactive (P/N ＞7.00 ) ：

在大部分病例感染alpha-、flavi-或California group的病毒後，在發病8日後將可測得IgM 抗體，此IgM 抗體可維持至少45天，且常常可達90天之久，此檢體會再做PRNT試驗進一步確認。

3.Nonreactive (P/N ＜＝3.00) ：

如果是發病8日內所採的早期急性血清，則必須要求恢復期血清，以排除最近被感染的可能性。

4.Indeterminate (P/N 3.01-7.00) ：

要求恢復期血清，將此配對血清做PRNT試驗進一步確認。
捌、Arbovirus IgG IFA
一、原理：

使用Focus Technologies Arbovirus IgG IFA 檢驗套組，可半定量偵測人類血清中的Eastern Equine Encephalitis (EEE)、Western Equine Encephalitis (WEE)、California Encephalitis group (CE)以及St. Louis Encephalitis (SLE)抗體，這些病毒是在美國造成人類疾病的主要的蚊子傳播的病毒，人類被感染之後會引起免疫反應，製造對抗此病毒的抗體，藉由血清學的檢查可診斷疾病。

被這些病毒感染的病人，可在發病一至三週內偵測到IgG抗體，一至二個月內抗體量會達到高峰，然後慢慢下降，IgM抗體也可在發病一至三週內偵測到，在三個月內達到高峰並快速下降。

此分析套組利用EEE（New Jersey 60 strain）、WEE（Fleming strain）、SLE（TBH-28 strain）以及CE（LaCrosse strain）感染的Vero細胞固定於玻片上，每片玻片有八個孔，每個孔含有此四種病毒抗原。此間接免疫螢光分析法包含兩階段，第一階段將稀釋的病人血清與玻片上的受質反應，並洗掉未結合的物質，第二階段加入螢光標示的抗人類IgG抗體，將會與結合在玻片上的人類抗體結合，在經過清洗、乾燥、封片後便可於螢光顯微鏡下觀察結果，陽性反應的細胞呈現蘋果綠色螢光，背景的陰性細胞則呈現紅色。陽性檢體可進一步稀釋而得到半定量的endpoint效價。

二、檢體需求：

1.檢體保存於2-8℃，但若超過五天以上才做檢測時，則檢體應該冷凍於-20℃或更低溫。

2.急性感染時，檢體需在一有病徵出現時採集，恢復期血清需在一至二週後採集。

3.急性期與恢復期血清endpoint 效價有四倍以上上升時則表示現在或最近的急性感染。IgG 校價會在四到八週達到高峰。

4.此分析套組只能使用血清做檢測。

5.高血脂、溶血以及受到污染的血清將會導致錯誤的結果，必須避免使用。

三、方法：

1.各加25μl 1:64倍、1:256倍、1:1024倍系列稀釋的SLE陽性對照組、1:16倍稀釋的polyvalent陽性對照組、陰性對照組及1:16倍稀釋的病人血清至玻片的適當孔洞中。

2.將玻片放入潮濕的培養箱中，37℃反應30分鐘。

3.用PBS溫和的沖洗玻片，注意不可直接對準孔洞沖洗，然後將玻片浸入含有PBS的Coplin瓶中10分鐘。

4.將玻片短暫浸入蒸餾水中然後取出空氣乾燥。

5.各加25μl IgG conjugate到每一孔洞中。

6.將玻片放入潮濕的培養箱中，37℃反應30分鐘。

7.重複上述清洗步驟。

8.覆蓋上蓋玻片封片。

9.以400倍螢光顯微鏡檢察玻片。

10.若1:16倍稀釋的病人血清呈現陽性反應，則需再作一次系列稀釋1:16、1:64、1:256及1:1024倍，以決定抗體效價。

四、結果判讀：

1.陽性細胞將呈現明顯的細胞質內螢光反應，且易於與陰性對照區分，陽性細胞的比率將介於5～25﹪之間。

2.一～四價：中等至強烈的蘋果綠色螢光。

一價：明確但是微暗的螢光與陽性對照的參考endpoint效價相等者。

陰性：無螢光反應或與陰性對照的螢光強度相當。

3.呈現一價螢光反應的最高血清稀釋倍數的倒數即為endpoint抗體效價。

五、判讀結果解釋：

1.endpoint 效價大於等於1:16：IgG Arbovirus抗體陽性，表示現在或過去曾被病毒感染。

endpoint 效價小於1:16：IgG Arbovirus抗體陰性。

2.配對血清必須間隔二週以上採集，急性期與恢復期血清endpoint 效價有四倍以上上升時則為血清陽轉，表示現在或最近的急性感染。

玖、西尼羅病毒多價抗體微粒球免疫螢光分析（Polyvalent Microsphere Immunofluorescence Assay MIA)
一、原理：

此分析方法只需10μl 血清，操作時間低於三小時，且能得到定量的結果。西尼羅病毒外套膜抗原共價結合於一特殊微粒球，病人血清再與此微粒球反應，然後加入phycoerythrin 標示的抗人類免疫球蛋白抗體，可與結合在微粒球上的病人血清中的抗體結合，經由Luminex-100分析儀可偵測螢光比例而得知結合於目標抗原的抗體量。此分析提供一個快速、高專一性及高敏感性的方法來偵測對抗西尼羅病毒外套蛋白的抗體。

二、檢體需求：

1.急性期血清在發病後0到45天採集。

2.恢復期血清在發病45天後採集，或至少在急性血清採集後的三到七週採集。

3.不可使用血漿做測試。

4.明顯溶血及殘留的紅血球將導致無效結果。

5.檢體貯存於4℃。

三、方法：

1.各加100 μl blocking buffer至每一個測試的孔洞中，室溫反應2分鐘。

2.以190 μl wash buffer 清洗一次。

3.各加20 μl blocking buffer到每一孔中以保持濕潤。

4.各加50 μl 1:100倍稀釋的病人血清、陽性對照及陰性對照。

5.各加50 μl 微粒球到每一孔中，以錫箔紙包住盤子避光，於37℃溫和搖晃反應30分鐘。

6.以190 μl wash buffer 清洗三次。

7.各加50 μl 1:10倍稀釋的Goat Anti-Human IgG’s R-PE (R-phycoerythrin )到每一孔中，以錫箔紙包住盤子避光，於37℃溫和搖晃反應30分鐘。

8.以190 μl wash buffer 清洗二次。

9.各加125 μl blocking buffer至每一個測試的孔洞中，用吸管吸放數次，將吸附於濾膜上的微粒球沖下來，注意避免產生氣泡。
10.吸取75 μl 懸浮的微粒球至測試用的盤子，使用Luminex 100 analyzer判讀結果。

四、結果計算：

1.決定測試結果是正確的，一個正確的測試其陽性對照組的P/N比例必須大於4.00，只有在測試是正確時才能判斷臨床檢體的結果。
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Viral Encephalitis/Meningitis History 

   

NYS Lab Number 

 

New York State Department of Health 

 

Wadsworth Center, Empire State Plaza 

 

Viral Encephalitis Laboratory 

 

P.O. Box 509 

 

Albany, New York 12201

-

0509 

                      

Date Received 

 

Phone (518) 

869

-

4557 

 

* 

Please see instructions for shipping address 

 

 

Please type or print legibly in black ink 

 

Last Name 

 

First Name 

 

MI 

 

DOB 

 

______/______/____ 

 

MM DD YY 

 

Sex 

 

?

 Male 

 

?

 Female 

 

Street Address 

 

 

 

City/State 

 

Zip Code 

 

County of Residence 

 

Telephone ( ) _____

-

______ 

 

Occupation 

 

Race 

 

?

 White 

?

 Black 

?

 Asian 

 

?

 Other 

 

Ethnicity 

 

?

 Hispanic 

?

 Non

-

Hispanic 

 

?

 Other 

 

?

 

CSF 

 

Date Collected 

 

______/______/

______ 

 

MM

   

 DD

    

 YY 

 

Submitter Specimen 

ID___________ 

 

?

 

Serum 

 

Date Collected

 

______/______/_____

MM 

   

DD

   

 YY 

 

Submitter Specimen 

 

ID___________ 

 

?

 

Other_____________ 

 

Date Collected 

______/______/______ 

 

MM

   

 DD

   

 YY 

 

Submitter Specimen 

 

ID____

_______ 

 

Onset Date 

 

 

______/______/______ 

 

MM 

   

DD

   

 YY 

 

Requesting Medical Provider Name and Address 

  

Laboratory PFI 

__________ 

 

Wadsworth laboratory results will be sent to: 

 

 

 

 

 

Please provide the name and telephone number of the person we may c

ontact with questions: 

 

Contact person 

_________________________ 

Email 

________________________ 

 

Telephone _____________________________ Fax __________________________ 

 

Hospitalized? 

?

 Yes 

?

 No 

 

If yes, please provide hospital name 

 

Hospital street address 

 

City ______________ State ______ Zip _______ 

 

Medical record # 

 

Date of Admission

_____/_____/_____ 

 

Date of discharge/transfer _____/_____/_____ 

 

CLINICAL INFO

RMATION 

 

Current Diagnosis : 

?

 

encephalitis 

?

 

meningitis 

?

 

other diagnosis (specify) ____________________________

 

Pregnant 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown If yes, please list gestational week at onset of symptoms ________________ 

 

Signs/Symptoms (Please check) 

 

Fever (

>

100.4ºF)

  

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

         

Altered mental status

      

 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

 

Headache

        

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

         

Stiff neck/Meningeal signs 

  

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

 

Seizures

        

 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown

        

 

 Muscle weakness 

          

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

 

Rash

           

 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

         

Muscle pain 

               

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

 

Other _____________________________ 

          

Outcome 

                 

?

 Recovered 

?

 Died 

?

 Unknown

 

 

If patient died, date of death _____/_____/_____

   

 

Autopsy performed 

        

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

 

Received 4 weeks prior to first symptom: 

 

?

 transfusion 

?

 transplant 

 

Donated 4 weeks prior to first symptom: 

  

?

 blood/blood products 

?

 organ 

 

Ris

k Factor Information

: (during month preceding onset) 

 

Patient traveled:

             

 

?

 

Outside 

country 

?

 

Outside 

New York State 

?

 

Outside 

county of residence

 

Animal or arthropod contact? 

 

?

 

Yes 

?

 

No 

?

 

Unknown Specify: ______________________________ 

 

7/1/2005 

                                           

                               

  

Continued on next page 

 


（MFI : median fluorescent intensity）

2.計算每一個檢體的P/N比例，以決定一個臨床檢體是否含有對抗西尼羅病毒E抗原的抗體（此將表示過去或最近曾感染此病毒）。P/N比例必須大於4.00才認為是reactive，若是比例小於4.00則為nonreactive。
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Wadsworth Center use only 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

LABORATORY INFORMATION/TEST RESULTS 

(Please specify units when applicable.) 

 

CSF 

Test Date ____/___

_/____ 

 

Glu ______ Prot ____________ RBC ______ WBC ______Diff: Segs% ______ Lymphs % ______ 

 

Gram stain _________ Bacterial Culture ______________ Fungal/Parasitic tests ______________ 

 

Viral test results (Culture/Serology/PCR) ___________________________

_________ 

 

CBC 

Date ____/____/____ Abnormal? 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown 

 

WBC __________ Diff: Segs% __________ Lymphs% ___________ Bacterial Culture ____________ 

 

MRI 

Date ____/____/____ Abnormal? 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown Result ________________________ 

 

CT 

Da

te ____/____/____ Abnormal? 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown Result ________________________ 

 

EEG 

Date ____/____/____ Abnormal? 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown Result ________________________ 

 

EMG 

Date ____/____/____ Abnormal? 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown Result _______________

_________ 

 

Antiviral Treatment 

?

 Yes 

?

 No 

?

 Unknown. If yes, list below 

                   

Date started: 

 

___________________________________________________________

        

 ____/____/____ 

 

 

 

 

7/1/2005 

 

 


五、判讀結果解釋：

1.最後的結果解釋必須與檢體採集日期、發病日期以及恢復期檢體的結果一起判讀。

2.Reactive (P/N ＞4.00 ) ：

表示測得抗體，此檢體會再做PRNT試驗進一步確認。

3.Nonreactive (P/N ＜4.00) ：

如果是發病8日內所採集的早期急性血清，則必須要求恢復期血清，以排除最近被感染的可能性。
心得與建議
1.加強實驗室安全訓練：

第一天進入紐約州政府衛生部Wadsworth Center病媒病毒實驗室，除與負責人討論了希望學習的技術並幫忙安排行程之後，便有一位負責實驗室安全的人員，交給我一本實驗室安全手則，要求我將內容看過一遍不懂之處可請教他，然後需通過測驗之後才能進入實驗室，除此之外，還見到通過測驗超過一年的研究人員，必須再做進階的測驗，由他們口中得知實驗室安全測驗每一年都要做一次，而且是嚴謹且認真的執行。另外在病毒性腦炎實驗室，則還規定新進人員對於所執行的檢驗工作，在訓練後必須通過測試才能正式執行檢驗工作，並且每六個月還要做一次測驗以確保實驗步驟及實驗結果的正確性。做事態度嚴謹確實值得我們學習效法。

2.定期安排專題演講：

在紐約州政府衛生部Wadsworth Center，除了每週病媒病毒實驗室安排有Lab meeting，每週輪流由二位實驗室人員報告工作成果外，也常常安排有定期及不定期的專題演講，我在受訓期間常有一天連趕幾場演講的經驗，這對研究人員的專業提昇有很大幫助。

3.加強國外研習訓練機會：

此次的出國研習機會感覺受益良多，雖然許多檢驗或研究技術可以經由文獻發表取得資料，但一些技術細節是在文獻上所無法得知的，建議應多派員前去研習檢驗技術汲取研究新知，相信對本局的業務發展會有相當大的助益。

4.建立與國外相關單位合作交流之機制：

西尼羅病毒已經衛生署公告為第二類法定傳染病，但由於目前為止國內並無相關病例報告，對於西尼羅病毒的檢驗技術也相對缺乏經驗，透過此次實地到訪美國各研究檢驗單位，學習西尼羅病毒實驗室檢驗技術與診斷方法並與相關研究人員討論，參考美國建立西尼羅病毒檢驗過程之經驗，以建立我國西尼羅病毒檢驗程序及結果研判之參考，同時也應持續與各實驗室聯絡及建立未來合作的管道，並促進雙方交流互訪，一但疫情爆發才能及時因應並獲得協助。
附錄一、Instructions for Submitting Specimens

□  Refrigerated specimens should be sent on cold pack using an overnight courier

·  If CSF needs to be stored ≧48 hours before submittal, freeze at –20  ℃

·  Ship frozen specimens on dry ice

□  Each specimen should be clearly labeled with patient name, specimen type, and date of specimen collection
□  Specimens must be submitted with a specimen submittal form. The following information is asked for on the specimen submittal form because it is important for accurate interpretation of results:

· Onset date

· Unusual immunological status of patient, if any

· County of residence

· Travel history in flavivirus-endemic areas

· History of prior vaccination against flavivirus disease

· Brief clinical summary including clinical diagnosis

□  Please include local public health laboratory IFA/EIA results, if applicable
· Local laboratory results affect VRDL testing algorithm (e.g. hrterophile 

subtract procedure done on all specimens that screen positive for IgM)
□  Do not send specimens on Fridays (Specimen Receiving Hours M-F 8-5)

□  Address specimens for VRDL to :

    Specimen Receiving/ West Nile

    850 Marina Bay Parkway

    Richmond, CA 94804
附錄二、西尼羅病毒檢體運送表格（地方公共衛生實驗室使用版本）
當個案有以下症狀時會要求做西尼羅病毒測試

A.腦炎（Encephalitis）

B.無菌性腦膜炎（Aseptic meningitis）小於18歲的病人要考慮腸病毒（enterovirus）的感染

C.急性肌肉無力麻痺症（Acute flaccid paralysis）；Guillain-Barré Syndrome；橫斷的脊髓炎（transverse myelitis）

D.發燒（Febrile illness）疾病與西尼羅熱符合並且發燒持續7天以上（必須給醫生看過）

＊西尼羅熱的症狀可能會有差異，但常包括頭痛、發燒（≧38℃），其他症狀包括皮疹、淋巴腺腫大、眼睛痛、噁心或嘔吐。在症狀剛開始時，病人可能會覺得疲倦及無力，且會持續幾天。

-----------------------------------------------------------

1.所需檢體：

□ 急性期血清：≧2㏄血清

□ 腦脊髓液（CSF）：1-2㏄CSF（若有做腰椎穿刺）

2.如果高度懷疑感染西尼羅病毒但是急性期血清呈陰性或無法判定則需：：

□ 第二次血清：≧2㏄血清，在急性血清3-5天後採集

-----------------------------------------------------------

□ 冷藏的檢體運送時需使用低溫包裹並且連夜快遞

□ 如果是CSF是冷凍保存則需使用乾冰運送冷凍的檢體

□ 每一個檢體均需清楚標示檢體採集日期、檢體種類和病人姓名
□ 不要在星期五送檢體（檢體接收時間是星期一到星期五早上8點到下午5點）

□ 運送到病毒及立克次體疾病實驗室的檢體請寫上收件地址：

檢體接收/西尼羅病毒

850Marina Bay Parkway, Richmond, CA 94804

□ 地方公共衛生實驗室的西尼羅病毒IFA/EIA IgM結果（或附上結果的影本）
	檢體
	採集日期
	IgM分析方法
	結果

	
	
	
	陰性
	有反應
	未確定
	未測試

	
	
	○ IFA ○ EIA
	
	
	
	


＊＊重要：以下資訊必須完整填寫並與檢體一起運送＊＊

	病人姓名：


	病人資訊

地址                      
電話                      

	年齡：


	性別：
	發病日期：
	

	臨床症狀：

○ 腦炎 ○ 腦膜炎 ○ 急性肌肉無力麻痺症○ 發燒 ○ 其他：                          
其他要求的測試：                
	其他資訊（免疫抑制、旅遊史、黃病毒感染史等）

	
	此部分由實驗室填寫

病毒及立克次體疾病實驗室

收到日期及編號

	1
	檢體種類/檢體來源


	採檢日期
	1

	2
	檢體種類/檢體來源


	採檢日期
	2

	3
	檢體種類/檢體來源


	採檢日期
	3


加州衛生服務部門病毒及立克次體疾病實驗室

送檢機關                                      電話                   

附錄三、採集及運送檢測病毒性腦炎/腦膜炎的檢體

New York State Department of Health
Collection and Submission of Samples for Viral Encephalitis/Meningitis Testing
The diagnostic facilities of the Wadsworth Center are designed primarily to provide laboratory services for all persons in the state for whom such services are not otherwise available. Please use local laboratory services whenever available. 

HISTORY AND SPECIMEN LABELING
Fill in VIRAL ENCEPHALITITS/MENINGITIS HISTORY form as completely as possible. Each specimen should be labeled with patient name, physician name, and the date and time collected. 

CSF submitted on patients with a reported current diagnosis of viral encephalitis will be tested for a panel of viruses (Adenovirus, WNV, SLE, EEE, Cache Valley and California serogroup viruses, Enterovirus, HSV 1 and 2, VZV, EBV, and CMV) and Enzyme-linked immunoassay (ELISA) for WNV. CSF submitted on patients with a reported current diagnosis of viral meningitis will be tested by ELISA for WNV only. Collect spinal fluid within seven days of onset. Collect in sterile, labeled container. Freeze immediately at -70oC and then ship on dry ice. 

If less than 1.0ml of CSF is submitted, the quantity will not be sufficient to perform both ELISA and PCR testing. 
1. CSF on patients with viral meningitis will be tested for WNV by ELISA (PCR will not be done since it is less sensitive for WNV.) 

2. CSF on patients with viral encephalitis will be tested on the physician’s preference below. 
Please consider the following in determining which test is most appropriate for your patient: 
. ELISA is more sensitive than PCR for WNV testing and should be considered when there is a stronger suspicion of WNV than other viruses. 
PCR is less sensitive for WNV, but tests for a wide range of viruses. PCR should be considered if viruses other than WNV are suspected. 
SERUM Acute Sera: 5-10ml in a red-top tube. Clotted blood should be centrifuged. The sera should be separated from the clot and red cells, and dispensed into another tube for shipping. The sample should be refrigerated or, if it will be sent with CSF, frozen on dry ice. 
Convalescent Sera: 5-10ml in a red-top tube. Clotted blood should be centrifuged. The sera should be separated from the clot and red cells, and dispensed into another tube for shipping. The sample should be refrigerated and shipped on a commercially available frozen ice pack. 

TISSUE obtained by autopsy or biopsy may be submitted for encephalitis PCR; do not provide formalin fixed tissue. The type of tissue to be collected depends on the disease. Tissue must be collected as soon as possible after onset of disease or death to be suitable. Collect in sterile, individually labeled container. Freeze immediately at -70oC and then ship on dry ice. 
Shipping of Samples for Viral Encephalitis/Meningitis Testing
It is essential that specimens be sent to the Viral Encephalitis Laboratory at the Wadsworth Center as soon as possible after collection. All original paperwork must be complete and accompany each specimen. 
‧ It is the shipper’s responsibility to ensure that appropriate shipping materials are used. Please contact your carrier for shipping and packaging information. Patient specimens must be shipped as“Diagnostic Specimens.” 
‧ For refrigeration, use commercially available frozen ice packs. Do not use wet ice. For frozen specimens, use dry ice. 
‧ All specimens must be shipped "Priority Overnight" and received within 24 hours via chosen carrier. 

‧ Specimens should ONLY be shipped Sunday - Thursday so that appropriate laboratory personnel can be present to accept and accession specimens Monday - Friday. 
· Please contact your carrier for shipping and packaging information. 

Address for courier shipping:                    Packages sent through US mail:
Wadsworth Center, NYSDOH                   Wadsworth Center, NYS DOH
Viral Encephalitis Laboratory                    Viral Encephalitis Laboratory
5668 State Farm Road (Route 155)                P.O. Box 509 

Slingerlands, NY 12159                        Empire State Plaza
Albany, NY 12201-0509

Revised 7/7/05 
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附錄五

NEW YORK STATE DEPARTMENT OF HEALTH

Viral Encephalitis/Meningitis Case Report Form
Suspect encephalitis/meningitis cases are reportable diseases. 
Please fax a completed copy of this form to your Local County Health Department. 
This form, including the full Viral Encephalitis/Meningitis History Form 

MUST be completed and sent with clinical specimen(s).
Patient Information 

Last Name                First Name               Date of Birth__ /__ /__
Please complete this section if CSF is being submitted: 
1. Does the patient have encephalitis (defined as temperature >100.4OF, and altered mental status, and abnormal CSF)? 

□Yes → Go to question 2. 

□No → Stop here. CSF will be tested by ELISA1 for WNV IgM antibodies. 

CSF will not be tested by PCR for the viral encephalitis panel2.
(Please refer to commercial laboratories that can provide PCR testing3.) 

2. Is the patient hospitalized? 

□Yes → Go to question 3. 

□No → Stop here. CSF will be tested by ELISA1 for WNV IgM antibodies. 

CSF will not be tested by PCR for the viral encephalitis panel2.
(Please refer to commercial laboratories that can provide PCR testing3.) 

3. Is there at least 1.0 ml of CSF available for testing? 

□Yes → CSF will be tested by ELISA1 for WNV IgM antibodies and by PCR for the viral encephalitis panel2. 

□No → There is not enough CSF to conduct both ELISA1 and PCR testing. 

Please indicate your preference for testing (check only one): 

□Test by ELISA1 for WNV antibodies. 

□Test by PCR for the viral encephalitis panel2. 

Please complete this section if SERUM is being submitted: 
1. Please indicate if this is an acute or convalescent specimen: 

□Acute → Serum will be tested for: 

- WNV IgM antibodies by ELISA1. 

- WNV polyvalent antibodies by MIA4. 

- Arboviral IgG antibodies by IFA5. 

□Convalescent →Serum collected at least three weeks after the acute will be tested for: 

- WNV IgM antibodies by ELISA1 on paired sera. 

- WNV polyvalent antibodies by MIA4 on paired sera. 

- Arboviral IgG antibodies by IFA5 on paired sera, if acute was reactive. (If acute specimen was negative, it will not be retested with convalescent. If convalescent is reactive, the test will be repeated on paired sera. Paired sera will be sent for PRNT6 when at least one specimen is reactive). 

Footnotes: 
1. ELISA: Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

2. The PCR Viral Encephalitis Panel includes tests for West Nile virus, St. Louis encephalitis, eastern equine encephalitis, Cache Valley and California serogroup viruses, enterovirus, herpes simplex virus 1 and 2, varicella zoster virus, Epstein Barr virus, cytomegalovirus, and adenovirus. 

3. Commercial laboratories that offer PCR testing on CSF: 

Enterovirus PCR testing 
• Quest Diagnostics (949-728-4000) 

• Focus Technologies Inc. (714-220-1900) 

HSV PCR testing 
• Mayo Clinic (507-284-3018) 

• Quest Diagnostics/Nichols Institute (703-802-6900) 

• Focus Technologies Inc. (714-220-1900) 

• Associated Regional and University Pathologists (ARUP) Laboratories (801-583-2787) 

• ViroMed Laboratories (952-563-3300) 

WNV PCR testing 
• Quest Diagnostics/ Nichols Institute (703-802-6900) 

• Focus Technologies Inc. (714-220-1900) 

WNV IgM testing 
(Note that this list of labs performing WNV IgM testing is not all inclusive since the FDA cleared a WNV IgM kit on 07/09/03) 
• ViroMed Laboratories (952-563-3300) 

• Focus Technologies Inc. (714-220-1900) 

• Associated Regional and University Pathologists (ARUP) Laboratories (801-583-2787) 

• LabOne Inc. (913-577-1517) 

4. MIA: Microsphere Immunofluorescence Assay 

5. IFA: Immunofluorescence Assay 

6. PRNT: Plaque Reduction Neutralization Testing 
Revised 7/7/05 
（封底）
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