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摘    要

歷年來，美國疾病管制中心在各種傳染病的研究與新技術的開發，在全球公共衛生領域中均扮演龍頭腳色，本次出國至美國疾病管制中心研習重點在於：
一、討論國際腸病毒流行概況。
二、學習腹瀉病毒培養技術。

三、建立防疫與研究檢驗技術交流管道，提升防疫效能。
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一、傳統腸病毒檢測以病毒培養及血清學為主要檢測方法，但檢測時程頗長，為縮短檢測時間，有效控制疫情，學習腸病毒快速檢測方法。

二、輪狀病毒為造成全世界孩童嚴重急性腸胃炎及脫水的主要病源，每年約有四十四萬名孩童死於輪狀病毒感染。自2001年起，在WHO與美國CDC的主導下，開始在全球進行輪狀病毒監測，並投入疫苗研發計畫。因此，在台灣推動輪狀病毒防疫工作，必須（1）建立並監測我國逐年輪狀病毒株基因型別變化以及流行概況；（2）建立輪狀病毒培養方法，保存我國本土病毒株。
過    程 
腹瀉病毒實驗室研習

（一）台灣地區輪狀病毒監測資料討論


疾病管制局自2001年起，開始進行孩童急性腸胃炎之輪狀病毒監測計畫，至2008年止共分為兩階段。本次，在行前協調研習的過程中，經由書信往返，美國疾病管制中心腹瀉病毒實驗室，了解本局擁有近幾年台灣最完整的輪狀病毒監測及流行資料，因此，希望我們準備相關報告並安排討論會。


當時的報告中，重點主要在2004-2008年間，台灣輪狀病毒監測及分子流行病學研究報告。內容整理如下：（1）監測的對象以5歲以下，急性腸胃炎就醫及住院孩童為主，輪狀病毒在台灣的流行分布具有相當規律性，主要在每年十月至下年度五月。（2）在急性腸胃炎感染的小孩中，經檢驗確定為輪狀病毒感染率為10~50%，因月份不同病毒檢出陽性率有差異。（3）主要輪狀病毒感染年齡族群，在6個月至2歲間。（4）以分子生物學方法檢測，台灣主要流行的病毒之G 基因型為1、2、3、9型，P 基因型為4和8基因型。以基因型別看，每年流行的主要病毒株均有不同。

討論最熱烈的重點：（1）在台灣地區對於孩童急性腸胃炎的研究相當清楚，除了輪狀病毒監測分析外，同時，還分析感染時引起症狀相近似的病毒，如諾羅病毒、星狀病毒、腺病毒及沙波病毒，資料相當寶貴，應詳細分析及發表。（2）以分子定序分型分析輪狀病毒，與其他國家方法不同，但是此方法可以到病毒株較詳細的資訊。（3）在分析結果中，有分析得到一些罕見病毒株，應完成完整病毒株序列資料，並與全球病毒株分析，並探討分析可能是新病毒株的可能性。
（二）病毒培養技術研習


學習病毒培養的主要目的，在於保存台灣本土主要流行病毒株，及特殊的新興病毒株。在病毒檢驗分析中，對於新興病毒株的確認，最重要仍須經由病毒培養得到病毒，或在電子顯微鏡中找出病毒顆粒。在腹瀉性病毒群中，病毒培養方法是相當困難的工作：在輪狀病毒及星狀病毒中，需要使用特殊的細胞株培養，且病毒不會造成細胞CPE，必須經過多次的次培養後，培養病毒量才夠高。而諾羅病毒及沙波病毒，至目前仍無法找到適合的細胞株培養病毒。

本次研習期間，美國疾病管制中心腹瀉病毒實驗室，提供輪狀病毒株培養教學。
培養使用Caco-2小腸上皮細胞株，培養基使用Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM)，添加20% FCS，100 U/mL penicillin，100 ug/mL streptomycin，1% nonessential amino acid，37℃ 培養在含10% CO2。其他處理步驟如下：
（1）糞便檢體前處理
  * 將糞便檢體取出，加入PBS，調成10% 混合液並震盪處理30分鐘，至混合均勻成均質液狀，經3000 rpm離心後，取上清液。先通過0.45 um的濾膜過濾，再用0.22 um濾膜過濾第二次，低溫保存濾液至病毒培養時取出。

（2）細胞株感染病毒：計算MOI (multiplicity of infection，病毒感染劑量)
* 將細胞養在T-150 flask，以細胞技術器推算細胞密度約1.33*105 cells/cm2時，所以，以此培養天數推算培養在roller bottle的細胞數約為1.33*105 cells/cm2 × 850 cm2/ bottle＝1.1*108 cells/bottle。
* 計算每個bottle的病毒數＝ (MOI)(1.1*108)
* 通常細胞感染的MOI在0.1到1之間，(MOI約0.01便可以達到感染)

（3） 病毒轉染前之細胞前處理：
除去roller bottle的細胞培養液，加入20 ml 不含trypsin的 維持培養液，轉動bottle去除FBS，及殘留死去細胞及雜質，然後移除培養液。
（4）病毒前處理：將病毒株冷凍解凍3次

     病毒解凍後取適當的體積(依照MOI推算)到無菌的試管中，加入適當體積的 CaCl2，至最後濃度為600ug/ml。然後，加入trypsin 在37℃ 作用60分鐘，活化病毒。同時在另一組加入與trypsin相同體積的DMEM（但不含trypsin）當作對照組。
（5）病毒培養：
（5-1）roller bottle中的細胞培養，加入20 ml maintenance medium，在37℃培養箱中作用 30 分鐘，或更長 (roller中處理)，需觀察細胞決定。然後移除培養液。（5-2）在經過trypsin處理的病毒液或處理後的糞便上清液，加入維持培養液，至最後體積為10 ml，再沿瓶壁緩慢加入到roller bottle(RB 850 cm2)內，蓋緊蓋子放置轉盤上，在37℃細胞培養箱內培養。
（5-3）經過至少一小時後，移除含病毒之培養液，再加入20 ml 不含trypsin的培養液，轉動bottle去除多餘病毒，然後移除培養液。加入100 ml 維持性培養液，內包含20-30 ug/ml的trypsin，37℃ 細胞培養箱內培養。隔天觀察細胞狀況。（5-4）約在第3-4天後觀察細胞，如細胞完整並不貼在培養瓶時，便可收取細胞上清液。

（6）病毒含量測試：收取的上清液，以抗病毒單株抗體，測病毒釋出量多寡。
（7）如病毒量不高，重複（5）步驟3-4次，重複感染細胞，以提高複製的病毒量。
（三）其他實驗室拜訪與討論

本次，除在腹瀉病毒實驗室中研習外，利用實驗的空檔，也旁聽了許多的專題演講，包括：（1）傳染病的防治與疫情調查經驗分享報告，（2）新興檢測技術的開發應用，以呼吸道病毒為標的的低密度晶片，（3）以Luminex技術開發呼吸道疾病的檢測分型應用等。
因地緣之便，也抽空到（1）諾羅病毒實驗室參觀，並以本實驗室研究的進展相互討論；（2）新興病原檢測開發實驗室，了解在該實驗室利用多重組合核酸序列，開發分子檢測方法，希望設法解出未知感染疾病的病原體；（3）與流行病學調查中心專家討論，關於腹瀉疾病的防治或流行病學研究的設計，提供許多寶貴的經驗與建議。

腸病毒實驗室研習
（一）腸病毒分子檢測
腸病毒是人類最為常見的感染症之一，絕大數腸病毒之感染是沒有任何臨床症狀或僅造成輕微或不甚明顯的臨床表徵，如：發燒或上呼吸道症候(一般感冒)，可是除此之外，腸病毒感染可造成其他許多的臨床症狀，包括急性出血性結膜炎、無菌性腦膜炎、紅疹、急性無力肢體麻痺症、心肌炎及新生兒敗血症等，其中有些較為嚴重之感染者，有可能造成重症甚至死亡！

由於腸病毒所引起之臨床症狀並不具專門性或極具典型之模式，此外其他病毒之感染也往往會造成相類似之臨床症狀，因此要區分這些病患是由何種病原體感染所致，需要病毒實驗室的檢驗，才有可能加以區分！傳統上最佳的病原體鑑識方法為病原體之培養分離，此亦為檢驗之黃金準則，但腸病毒之培養分離往往曠日彌久，一般在處理完後之檢體接種至細胞，如：RD cells，經過5~7天之觀察期，有可能仍為呈現出細胞病變，這時為了確保不是因為「適應性問題」，所以大部分有經驗的病毒實驗室還會sub-passage一次，繼續觀察5~7天，以確定沒有細胞病變，等到有細胞病變，再分別進行IFA之檢測或分生檢測等。因此整個流程下來常需要至少10、14天，可確定「培養分離」有無最終結果，此外有部份腸病毒沒有辦法以細胞培養方式分離出特定腸病毒，如：CA1，需要以Suckling Mice (Animal Model) 才可以分離出特定之腸病毒；而血清學檢測方面，一般是無法提供太多訊息，特別是針對急性期感染，其主要原因在於許多人都可能已經遭受感染過，而且腸病毒種類繁多，有許多可能會產生交叉反應，因此臨床診斷上有許多單位原則上是會揚棄此一血清學之診斷！但在特殊情況下是會利用血清學之診斷來偵測病患是否感染了特定的腸病毒，這時往往需要間隔至少10天之急性期與恢復期進行anti-EV Ab titer之定量試驗，以中和試驗來做，以測定Ab titer是否有四倍之上升，但如果沒有二次血之檢體，只有恢復期之檢體時，單測anti-EV Ab titer (＞256) 也視為陽性反應。在台灣因為主要造成重症或死亡個案之病原體是以EV71為最大宗，約4或5，因此如果進行血清學檢測，不會一個一個去嘗試，主要是針對EV71；但因10~14天之檢測期，等收檢體時間實在過長，此外NT實驗步驟冗長太耗費人力、物力，除非有較大規模之疫情，否則以此檢驗方法判定感染與否常常緩不濟急！為了增取時效，今年年初時，針對EV71之血清學檢測已經改成anti-EV71 IgM capture assay，整個操作流程約需5~6小時；另一項好處是只要採急性期發病後第三天以後之血清，測其anti-EV71 IgM抗體反應，即可得知是否感染了EV71，而且檢出率可超過九成以上！

但無論如何對於以血清學檢測或病毒培養方式進行診斷，時間的效益上已經難以滿足「防疫視同作戰」之需求，更何況只針對特定的EV感染進行檢測容易失之偏頗，如果檢測不是陽性時，比較不容易繼續追根究底，因此如果以更廣泛搜尋目標物之檢測方法，將是解決目前窘境的不二法門，同時又兼顧時效性之問題，如此才可解決問題之所在！據此分生檢測，便可扮演並發揮重大的功能，目前實驗室之分生檢測針對常見EV infection方面主要有兩種檢測方法：

(1) 5’UTR Panenterovirus之real-timePCR檢測，可在4小時內知道是否為

Pan-Enterovirus感染。

(2) RT-PCR定序：欲進一部分析檢體中是含有哪一種Enterovirus，再經RT-PCR反應獲取PCR產物後，純化、定序反應以獲取該片段之基因序列資料，透過與基因資料庫比對可得知是何種腸病毒。

(3) 針對EV71方面，目前是以專一性的引子對進行RT-PCR反應，跑膠片後，如果有吻合預期的片段大小，初步可判斷是為EV71，經過定序後可以進一步確認。

（二）台灣腸病毒71型感染疫情討論
       台灣從98年流行EV71後，隨即建立EV71之分子流行病監測，依據其VP1區域約900 nt 進行全球所盛行EV71之演化分析可將EV71分別分成A、B、C三中基因型別，BrCr是EV71 Prototype 為A型；80年代至90年代較常出現的EV71為B亞型；90年代以後較常出現EV71為C亞型，目前全球所流行之基因亞型不是B即為C亞型，也從不再出現過A亞型。此外進一步區分發現還可將B亞型細分為B1~B5：C亞型細分成C1~C5，而根據國內之監測系統發現，台灣所盛行之基因亞型(如圖一)分別為98年為C2；1999~2003年為B4；2004~2005年為C4；2006年為C5；2007~2008年為B5。在97年時馬來西亞有爆發一波手足口病之疫情，但主要型別為B3及B4，因此與98年台灣所爆發之疫情應無太大關聯，而中國大陸從1998年後所流行之主要型別一直是C4，台灣2004~2005年所盛行之C4，可能與中國大陸所流行之基因型別關聯性最高，而台灣今年又爆發一波EV71之疫情，但主要是B5，與今年大陸地區傳出之EV71疫情主要是C4所造成並不具關聯性，此外歐洲地區比較常被檢測出基因亞型為EV71 C1或C2，因此往往有地緣上之關連性，是可以理解與接受。

    由於一般檢測之腸病毒方法，大概就如上述所提及，但仍有約10％之檢體。其檢體結果為陰性，因此，尋求其病原體之努力值得嘗試，目前在Piconaviridae Family除了Enterovirus外，還有其他Genus 之病毒，較少被提及，但世界各地之實驗室開始嘗試去尋求時，陸陸續續可發現Parechovirus，分別有Human parechovirus (HPeV)與Ljungan (LV)，它們可造成之臨床上之疾病有點類似較不常見之EV感染症，有呼吸道及腸胃道之症狀嚴重的話有腦膜炎、心肌炎、腦炎、急性無力肢體麻痺與新生兒敗血症等，因此對於一些方法以EV71檢測方法檢測出之病原體應可進行針對HPeV及LV病毒之檢測，所以在實驗室診斷上將加入如圖所示之primer sets，先以real-time PCR 方法篩選，陽性之檢體再分別用特定之primers做HPeV或LV之偵測已 RT-PCR方法，有PCR產物後，進行基因定序即可得到更進一步之訊息！實驗步驟如下；

1、 RNA extraction：QIAamp viral RNA minikit (Qiagen, Inc, Valencia, CA)

2、 Primers & Probes：如圖所示，可委由民間生技公司合成。

3、 TaqMan real-time PCR：儀器ABI7900或ABI7500皆可。
(1) superscript II Platinum one step quantitative RT-PCR system (Invitrogen,CA)：0.4 M Primers AN345/AN344、0.2M AN257 taqMan probe、5mM MgSO4、50nM ROX 與5l specimen RNA，最後體積為50l。

(2) 反應條件：50℃，30min；95℃，10min後，(95℃，15s；58℃，30s；72℃，10s) X 50 cycles

(3) 針對HPeV以AN278/AN288及LV以AN289/AN290進行one step RT-PCR。

心得 及 建議
在2004~2007年間研究結果發現，輪狀病毒在台灣地區孩童間的流行病毒株，分年流行變化差異相當大，因此在台灣地區，並非只流行單一種病毒基因型別。在臨床症狀中，受感染的孩童大多出現相當嚴重的水瀉、嘔吐、脫水症狀，並且多發生在2 歲以下的孩童，同時，將近8~9成的孩童都必須住院，天數長達7-10天。因此，除腸病毒外，輪狀病毒感染在幼童所造成的疾病嚴重度值得多加重視。

此外，為詳細探討輪狀病毒的感染模式，並深入探討本土輪狀病毒株變化，與保存本土特殊新型病毒株，必須建立輪狀病毒的病毒培養方法，以備後續防疫相關研究。

本次，除在腹瀉病毒實驗室中研習外，利用實驗的空檔，也旁聽了許多的專題演講，關於傳染病的防治與調查經歷，新興檢測技術的開發，如呼吸道病毒低密度晶片、Luminex於呼吸道疾病的應用等。因地緣之便，也抽空到（1）諾羅病毒實驗室參觀及討論；（2）及新興病原檢測實驗室，了解在該實驗室也開發許多分子檢測方法，設法解出未知感染疾病的病原體；（3）與流行病學調查中心專家討論。在拜訪及討論的過程中，發現與了解美國疾病管制中心，對於傳染病調查與開發研究，總是以世界為目標，積極提供並解出全球各種傳染病感染原的秘密，並進行控制與防治。
雖輪狀病毒目前已有兩家已經FDA認可通過上市的疫苗，但在全球流行病學資料中顯示，不斷有新型病毒株陸續被發現。此外，輪狀病毒具有11個基因片段，同時，又有許多的動物感染病毒型，具有人-畜共通感染的機會，因此，在基因重組過程中，相當容易出現新型病毒株，並造成大流行性感染。目前，在美國疾病管制中心仍持續篩選製造輪狀病毒疫苗後選病毒株，以作未來疫苗開發的準備。

在1997~2008年間，腸病毒71型在全球各地均造成孩童出現嚴重的併發症及死亡，每年及國家不同主要流行的血清型別，均有差異。如果以專一性引子檢測，會因病毒序列變化而無法檢驗，因此，美國疾病管制中心利用5’端NTR 區域設計degenerate引子對，能夠成功克服病毒變異。本次，學習該實驗室的經驗，並將以台灣的腸病毒檢體利用研究計畫評估並平行測試。
附件
一、腸病毒引子設計

[image: image4.emf] 1997  1998  1999  2000  2001  2002  2003  2004  2005  2006  2007  2008   Singapore  B3, B4  B3, C1  B3  B4  B4  C1, B4  —  —  —  —  —  —   Sarawak  B3  C1  No  EV71  B4 , C1  No  EV71  C1  C1,  B5  No  EV71  —  —  —  —   Peninsular  Malaysia  B3, B4,C1  C1  B4,C1  B4, C1  —  —  —  —  —  —  —  —   Thailand  —  —  —  —  —  C1  —  —  —  —  —  —   Taiwan  —  C2 a , B4,  C4  B4  B4  B4  B4  B4  C4  C4  C5  C 4, C5 ,   B5  B5   Japan  B3, B4,  C2  —  C2  B4, C2,  B4  C2  C 4  C4 ,  B5  —  —  —  —  —   China  C3  C4  —  C4  C4  C4  C4  C4  —  —  —  C4   Korea  —  —  —  C3  No  EV71  No  EV71  —  —  —  —  —  —   Perth  —  —  B3, C2 a  C1  No  EV71  No  EV7 1  —  —  —  —  —  —   Sydney  —  C2  No  EV71  B4  B4  —  —  —  —  —  —  —   Vietnam   —  —  —  —  —  —  —  —  C1, C4,  C5  —  —  —   — ,No data available. No EV71, no EV71 identified despite active surveillance.   Boldface typing indicates major subgenogroups causing large outbreaks.   a Severe  neurological diseases were found in the outbreaks.  


二、腸病毒引子序列
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三、1997~2008年全球各國腸病毒主要流行血清型別分佈
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[image: image3.emf] 1997  1998  1999  2000  2001  2002  2003  2004  2005  2006  2007  2008   Singapore  B3, B4  B3, C1  B3  B4  B4  C1, B4  —  —  —  —  —  —   Sarawak  B3  C1  No  EV71  B4 , C1  No  EV71  C1  C1,  B5  No  EV71  —  —  —  —   Peninsular  Malaysia  B3, B4,C1  C1  B4,C1  B4, C1  —  —  —  —  —  —  —  —   Thailand  —  —  —  —  —  C1  —  —  —  —  —  —   Taiwan  —  C2 a , B4,  C4  B4  B4  B4  B4  B4  C4  C4  C5  C 4, C5 ,   B5  B5   Japan  B3, B4,  C2  —  C2  B4, C2,  B4  C2  C 4  C4 ,  B5  —  —  —  —  —   China  C3  C4  —  C4  C4  C4  C4  C4  —  —  —  C4   Korea  —  —  —  C3  No  EV71  No  EV71  —  —  —  —  —  —   Perth  —  —  B3, C2 a  C1  No  EV71  No  EV7 1  —  —  —  —  —  —   Sydney  —  C2  No  EV71  B4  B4  —  —  —  —  —  —  —   Vietnam   —  —  —  —  —  —  —  —  C1, C4,  C5  —  —  —   — ,No data available. No EV71, no EV71 identified despite active surveillance.   Boldface typing indicates major subgenogroups causing large outbreaks.   a Severe  neurological diseases were found in the outbreaks.  
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		B3, B4
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		B3

		B4
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		—

		—

		—

		—

		—

		—



		Sarawak

		B3

		C1

		No EV71

		B4, C1

		No EV71

		C1

		C1, B5

		No EV71

		—

		—

		—

		—



		Peninsular Malaysia

		B3, B4,C1

		C1

		B4,C1

		B4, C1

		—

		—

		—

		—

		—

		—

		—

		—



		Thailand

		—

		—

		—

		—

		—

		C1

		—

		—

		—

		—

		—

		—



		Taiwan

		—

		C2a, B4, C4

		B4

		B4

		B4

		B4

		B4

		C4

		C4

		C5

		C4, C5, B5

		B5



		Japan

		B3, B4, C2

		—

		C2

		B4, C2, B4

		C2

		C4

		C4, B5

		—

		—

		—

		—

		—



		China

		C3

		C4

		—

		C4

		C4

		C4

		C4

		C4

		—

		—

		—

		C4



		Korea

		—

		—

		—

		C3

		No EV71

		No EV71

		—

		—

		—

		—

		—

		—



		Perth

		—

		—

		B3, C2a

		C1

		No EV71

		No EV71

		—

		—

		—

		—

		—

		—



		Sydney

		—

		C2

		No EV71

		B4

		B4

		—

		—

		—

		—

		—

		—

		—



		Vietnam 

		—

		—

		—

		—

		—

		—

		—

		—

		C1, C4, C5

		—

		—

		—





—,No data available. No EV71, no EV71 identified despite active surveillance.


Boldface typing indicates major subgenogroups causing large outbreaks.


aSevere neurological diseases were found in the outbreaks.


