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摘    要

在美國每年約7600萬人發生食因性疾病，其中由已知致病原感染發病約1400萬人，住院約6萬人，其中1800人因此死亡；而病毒性感染約佔已知病原感染的79%，其中諾羅病毒感染占79.6%、輪狀病毒及星狀病毒感染各佔10%。在台灣，依實驗室檢測確認結果分析，諾羅病毒群聚事件在93-94年間，多發生在氣溫低的冬季及早春，但95年在八、九月氣溫仍高的夏季，已出現群聚案例有暴增的現象。本實驗室序列分析，初步發現病毒序列資料似乎出現變異。因此，本次研習的重點在學習傳統電子顯微鏡病毒檢測，探討是否台灣地區出現新種病毒株，以及在非流行月份間，該類新興病毒在環境中的分布情形；學習沙波病毒(Sapovirus)的分子生物技術檢測與分子流行病學分析應用。
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目    的

1、 學習使用穿透式電子顯微鏡之檢驗技術及應用。

2、 學習沙波病毒(Sapovirus)的分子生物技術檢測與分子流行病學分析應用。

3、 探討台灣在諾羅病毒的發現與病毒演化分析。

過 程 及 內 容

1、 前往日本東京國立感染症研究所 (National Institute of Infectious Disease)村山分室，辦理相關入局手續，並接受衛生安全訓練，取得門禁卡。

2、 研究內容：以Fellowship 名義，利用台灣地區腹瀉群聚糞便檢體，學習沙波病毒分子生物學檢測技術及流病分析，及電子顯微鏡檢驗操作技術，研究日程表如附件一。
3、 檢體：挑選台灣於2007年5月初爆發沙波病毒群聚事件之糞便檢體8件，及2007年基因體計劃中諾羅病毒感染之糞便檢體。

4、 實驗方法：

A. 穿透式電子顯微鏡檢查：

1. 檢體處理：挑取糞便檢體(約100μL)以至含900μL MilliQ水之離心管中，混合均勻，以10,000×g離心10分鐘，取500μL上清液轉移至另一離心管中，並加入500μL DA1FLON溶液，混合均勻，於4℃ 10,000×g離心10分鐘，取上清液轉移至另一離心管中，重複進行2次。

2. 純化病毒顆粒：利用糖液比重離心法，將上清液加入30%蔗糖溶液中，並緩慢加在無菌水下方，於4℃，33k高速離心3小時後，去上清液，加入20μL無菌水，即可溶出病毒顆粒。

3. 製作樣本：用鑷子取金屬覆膜沾上一滴檢體，靜置15秒，用濾紙吸乾；再沾上一滴清水，靜置15秒，用濾紙吸乾；最後沾上一滴固定劑及染劑(4% uranyl acetate, pH3.9)，靜置15秒，用濾紙吸乾，再靜置15分鐘，之後即觀察。

B. 沙波病毒Subgenomic分子檢驗法：

1. 檢體處理：挑取糞便檢體至含1cc MilliQ水之離心管中，混合均勻，以10,000×g離心10分鐘，將上清液轉移至另一離心管中，放置於-80℃保存。

2. 核酸萃取：使用QIAGEN生產之QIAmp Viral RNA mini kit萃取純化病毒RNA。取處理過之糞便檢體上清液140μL加入560μL Buffer AVL室溫作用10分鐘，再加入560μL絕對酒精vertexing混合均勻，將上述全部混合液通過QIAmp spin column，將過濾後之混合液丟棄，取column以Buffer AW清洗兩次後，以Buffer AVE將RNA溶出。

3. Reverse transcription cDNA合成：取10μL萃取之RNA，加入20pmole dTX30SXN primer混合，於95℃作用2分鐘，再加上9μL混合液，包含1× Superscript III RT buffer（Invitrogen, Carlsbad, Calif.）、10mM DTT（Invitrogen）、0.5 mM dNTP（Roche, Mannheim, Germany）、1U RNase Inhibitor（Toyobo, Tokyo, Japan）及10U Superscript III（Invitrogen）。於50℃反應1小時，之後加入1μL RNaseH（Invitrogen），於37℃作用30分鐘，之後於95℃去活化5分鐘。

4. PCR檢測：以PCR反應檢測Sapovirus。取2μL cDNA加入混合液中，包含1× PCR buffer（Toyobo）、0.2mM dNTP（Toyobo）、1mM MgSO4（Toyobo）和0.4pmol/μL F13、F14及dTX30SXN核酸引子（如附件二），於94℃作用10分鐘，之後於94℃作用30秒、55℃作用30秒、68℃作用3分鐘，共作用35個循環，最後於72℃作用15分鐘。

5. 序列分析：RT-PCR產物以QIAquick gel extraction kit（Qiagen, Germany）純化，再利用ABI PRISM（BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit）作核酸序列分析，使用ABI 3100（PE Biosystems, USA）機器進行反應。

序列已登入Genebank中，EU124657。

5、 研究結果：
1. 經由穿透式電子顯微鏡檢出諾羅病毒顆粒（如附件三）。

2. 研究分析台灣沙波病毒群聚事件致病原病毒株的基因型別為GI/2，並與2004年日本Chiba發生的沙波病毒群聚事件分離病毒序列相似度達99%（如附件四）。
心    得


在美國每年約7600萬人發生食因性疾病，其中由已知致病原感染發病約1400萬人，住院約6萬人，其中1800人因此死亡；而病毒性感染約佔已知病原感染的79%，其中諾羅病毒感染占79.6%、輪狀病毒及星狀病毒感染各佔10%。在台灣，依實驗室檢測確認結果分析，諾羅病毒群聚事件在93-94年間，多發生在氣溫低的冬季及早春，但95年在八、九月氣溫仍高的夏季，已出現群聚案例有暴增的現象。本實驗室序列分析，初步發現病毒序列資料似乎出現變異。因此，本次研習的重點在學習傳統電子顯微鏡病毒檢測，探討是否台灣地區出現新種病毒株，以及在非流行月份間，該類新興病毒在環境中的分布情形；學習沙波病毒(Sapovirus)的分子生物技術檢測與分子流行病學分析應用。

杯狀病毒科（Caliciviridae）包含四個屬，沙波病毒（Sapovirus）、諾羅病毒（Norovirus）、Lagovirus及Vesivirus，其中沙波病毒和諾羅病毒同為人類腸胃炎之主要感染源，諾羅病毒在冬季非常活躍，常引起大型腹瀉群聚事件，成人是主要感染對象；而沙波病毒較常在春夏接界月份引起散發性腸胃炎，孩童及成人均為感染的主要對象。感染的病患會出現腸胃炎症狀，包括腹瀉、嘔吐、發燒。早在1977年，日本札幌地區一間家庭式托嬰中心爆發群體腸胃炎事件後首度被發現，因此以該地名命名為Sapporo virus，之後於2002年全球病毒分類學會議（ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses）中更名為Sapovirus。由於，全球對於沙波病毒的研究並不多，大部分為群聚事件或散發個案的報導，因此，無法作為該病毒檢出率、罹病率或盛行率的流行病學分析。

諾羅病毒感染好發於成人及較大之孩童，並且容易在安養院、醫院、學校及水上活動造成群聚型感染，全年皆有病例報告，但以冬天稍多，在臨床上主要症狀為急性水瀉、嘔吐、腹絞痛及些微發燒，許多病患主訴症狀為嘔吐，並且過往多發生於冬季因此該疾病又被稱為冬季嘔吐病（winter vomiting disease）。其潛伏期約12~48小時，並且症狀會持續約12~60小時，感染發病之病患多數在12~60小時後自癒，但對於嬰幼兒及無法自我照護者，偶而會因脫水而病情加重。傳染途徑為糞-口傳染，感染者的糞便污染環境介面、飲水或食物，特別是貝殼類食物而傳染給其他人，尤其在日本、亞洲地區及法國等地，當地居民喜好食用大量生魚及貝類，在過去許多流行病學調查中顯示，諾羅病毒引起之腸胃炎與牡蠣等貝類產收季節有相當大的相關性，由於此類病毒會持續存在環境中，並且研究也發現貝類會濃縮病毒；台灣地區在94-95年間監測，諾羅病毒引起之急性腸胃炎多屬於學校或醫院及看護中心群聚感染，約佔70%以上，但病毒在環境間存在及傳播之相關性仍不了解，因此引起食物中毒之危險因子之監測及了解確切傳播途徑可以作為防疫上之重要參考。

電子顯微鏡檢驗方法，雖有許多缺點，如靈敏度不如分子生物學檢驗，檢驗的速度較慢，病原的確認須由肉眼判定決定，所以需要專門熟析的技術人員操作，因此已經較少用於醫療檢驗或防疫檢查。但是，對於檢體無法使用細胞培養檢測，或檢測未知病原，仍是目前標準確認的檢查方法。在本次研習中，利用台灣諾羅病毒感染及沙波病毒感染腹瀉群聚事件的糞便檢體，學習關於腹瀉病毒電子顯微鏡檢驗超作技術。

將病毒基因序列與國際分析檢出的序列作基因親源相關性比對分析，藉由可以了解台灣地區與各國間病毒之流行株差異情形。
在本次日本NIID研習中，藉由學習日本病毒實驗室對於Norovirus、Sapovirus及其他腹瀉病毒的研究技術與經驗，探討台灣的腹瀉群聚事件及病原分析。

以往在台灣，腹瀉群聚事件的主要致病病原為細菌，病毒性佔的比例較低，最主要的原因在於缺少實際進行病毒性腹瀉調查或研究單位。疾病管制局在2003年五月起開始著手進行腹瀉病毒中輪狀病毒的檢測與台灣地區基因體資料庫的建置，同時，也開始建立檢測Norovirus方法，以監測傳染病通報的腸胃炎或腹瀉案件，並在2003年底成功的發現台北地區醫院中看護中心的群突發事件，致病病原為Norovirus，並陸續的檢測出多幾起群聚事件。由於Norovirus病毒的變異性較大，在檢測設計中必須了解詳細病毒的基因序列特性，並對於病毒的致病機轉、臨床快速檢測試劑的研發及免疫保護力研究深入研究。

日本國立感染症研究所病毒二第一室，編制內設有5位博士，專責對於Norovirus及Sapovirus研究，相當深入，除了研究病毒的序列變化，設計合適檢測方法提供給各地區域衛生局進行臨床檢測，也自己研究建立不同基因型別的VLP系統，目前已有一組Norovirus VLP library，可以應用於各類Norovirus的研究及檢驗試劑研發，此外，雖目前Norovirus無法組織培養分離培養病毒株，目前該實驗室也進行該項研究，目前利用reverse genetic virus 評估合適培養的細胞株。

在台灣，造成台灣地區腹瀉之腸道病原正確分布比率資料仍不清楚，主要的原因包括：(1) 病毒性腹瀉並不屬於法定傳染病通報項目，目前分析檢體多來自腹瀉群聚事件及食物中毒群聚事件，(2) 在地方衛生單位執行檢體採檢時，仍使用細菌性肛門拭子，無法用於病毒性或寄生蟲檢驗，(3) 在業務執行上極度缺乏人力，因此，常必須藉由執行研究計畫來增加實驗室的量能。但是，以健保醫療角度來看，腹瀉性疾病所占用的醫療成本及疾病的副作用並不輸於其他疾病。以美國的統計數字看，每年因腹瀉就醫的人口約佔76,000,000人，因此住院佔325,000人，死亡人數佔5,000人，以比例上推估，在台灣應該是花費相當的大，並且死亡率亦相當高，不容我們忽視。

因此，在台灣除應陸續建立各種新興病源分子檢測系統外，同時也應加強基礎的標準檢測方法，在目前環境變遷情形下，仍有近三成腹瀉病人檢體無法檢出確定病原，因此，基礎的檢驗與新型的研究必須要同時併行，才能弭補各種方法的缺點。

此外，因多加強衛教宣導，中央與地方衛生單位的溝通與合作，及病毒性腹瀉性防治問題及檢體採檢的再教育。

建    議

1. 諾羅病毒在日本的主要感染途徑為生吃貝類，及便當、食品供應的廚師二次傳染給民眾，為阻斷或減低這兩大類的傳播途徑，日本已在一般民眾進行衛教宣導，並對於食物供應者之定期身體檢查項目中加入Norovirus檢驗項目。而在台灣，實際的流行情形及傳播途徑並不十分明瞭，主要的原因在於臨床檢體的採集不齊全，以及疫情調查流程不完整，但要建立台灣地區完整的流行調查，必須要有人力及計畫，並請各地的衛生局所配合疫情調查，採集正確檢體及改善檢體採檢保存運送。
2. 諾羅病毒及沙波病毒均為無法使用細胞培養分離病毒，但為了建立本國自己的病毒基因庫，必須解決此一技術困難才能保有本土的病毒株，日本在這方面已著手研究多年，因此台灣要加強趕上此一研究。
3. 腹瀉病毒在環境中的存在情形與主要傳播途徑，在日本或各國都是相當高難度的研究，但是因為各國的民情及衛生習性不太相同，因此建議應進行台灣地區的本土研究，才能真正提供防疫阻斷擴散疫情的重要證據。

附    錄
附件一、日本NIID安排之研究日程表

Gastroenteritis Virus Study

Department of Virology II

National Institute of Infectious Diseases

Musashi-murayama, Tokyo, Japan

Fellowship FINAL REPORT

Name of Fellow
:
Fang-Tzy Wu 吳芳姿

Address

:
Center for Research and Diagnostics
                  Center for Disease Control
                  Department of Health
                  115 No. 161, Kun-Yang St., Taipei, 
                  Taiwan, ROC
Field of Study
:  IDENTIFICATION/INVESTIGATION 
OF GASTROINTESTINAL VIRUSES 


Fellowship started
:
20th August 2007

Fellowship completed:
7th September 2007
	Date
	Activity
	Supervisor

	8/19/2007
	Arrival at Narita Airport, Tokyo.
	

	8/20/2007
	Arrival at National Institute of Infectious Diseases (NIID), Musashimurayama, Tokyo, Japan.
Introduced to Noakazu Takeda, Ph.D., Section Chief Dept., NIID

Brief introduction about NIID for half an hour.

He arranged a table to be seated for about 3 weeks.
	Naokazu Takeda Ph.D.

Section Chief Dept



	8/21/2007


	1. Separate the specimens mailed from CDC-Taiwan

2. Pre-treatment the samples and preparation reagents
	Oka, Ph.D.

 Researcher,

	8/22/2007
	1. Lecture for bio-safety 

2. Performed RNA extraction with specimens (Refer to Laboratory procedure)
3. Perform Reverse transcript RNA to cDNA


	K. Sugiyama DVM PhD

Director of  Division of biosafety Control and Research
Oka, Ph.D.

 Researcher,

	8/23/2007
	1. Performed 1st PCR of Sapovirus GI and G II genotype(Refer to Laboratory procedure)
2. Performed Nested PCR contd 1st PCR
	Oka, Ph.D.

 Researcher,

	8/24/2007
	1. Purified PCR product (Refer to Laboratory procedure)
2. Performed DNA sequencing using 3100 Avant Genetic Analyzer, Applied Biosystem (Refer to Laboratory procedure)
	Oka, Ph.D.

 Researcher

	8/25/2007
	Weekend
	

	8/26/2007
	Weekend
	

	8/27/2007
	1. Introduced to Researchers in the Dept during morning meeting
2. Check Sapovirus sequences data of the former day

3. Discussion the result
	Naokazu Takeda Ph.D.

Section Chief Dept

Oka, Ph.D.

 Researcher

	8/28/2007
	1. Prepare samples for EM detection

2. Briefed about Sapovirus and NIID function during viral diarrhea outbreak (Refer to Laboratory Procedure)
	 Katayama, Ph.D.

 Researcher
Grant Hansman

PhD

Researcher

	8/29/2007
	EM reaction II  (For Sapovirus and Norovirus)

(Refer to Laboratory Procedure)
	Katayama, Ph.D.

 Researcher

	8/30/2007
	EM reaction III
(Refer to Laboratory Procedure)
	Katayama, Ph.D.

Researcher

	8/31/2007
	Molecular Evolution & Phylogenetic analysis
Explanation for data sequencing analysis

(Refer to Laboratory Procedure)
	Grant Hansman

PhD

Researcher

	9/1/2007
	Weekend
	

	9/2/2007
	Weekend
	

	9/3/2007
	1. Morning Meeting

2. Check the Sequence data of Sapovirus

3. Re-reaction sequencing of the test of fail samples 
	Oka, Ph.D.

 Researcher



	9/4/2007
	1. Collection all the sequences and pile up

2. Make an list of clinical symptom, persons and contact of all the outbreaks 
	Oka, Ph.D.

 Researcher

	9/5/2007
	1. Compare the data with Genebank 

2. Phylogenetic analysis of Sapovirus sequences
	Oka, Ph.D.

 Researcher

	9/6/2007
	Did the report and laboratory datas
	Takeda, Ph.D.

 Researcher

	9/7/2007
	Manuscript preparation
	

	9/8/2007
	Leaved Tachikawa to Narita airport
	


附件二、研究中使用檢測腹瀉病毒引子對

	腹瀉病毒引子對

	Primer name
	Nucleotide sequences (5’-3’)
	Positions 
	Length (bp)

/Note

	Saporovirus

	TX30SXN
	GAC TAG TTC TAG ATC GCG AGC GGC CGC CC(T)30
	
	-7349

	SV-F13
	GAY YWG GCY CTC GCY ACC TAC
	5074-5094
	2275

	SV-F14
	GAA CAA GCT GTG GCA TGC TAC
	5074-5094
	2275

	Ref. Virology 299, p:225-239, 2002.


附件三、台灣諾羅病毒顆粒的電顯圖
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電顯圍放大比率︰40000倍

* 紅色箭頭所指的為諾羅病毒顆粒

附件四、台灣沙波病毒演化樹分析


* Taiwan2007為台灣首例沙波病毒感染的檢體
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