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摘要

為研習國際畜疫會家禽流行性感冒日本參考實驗室整體診斷流程及促進亞洲區域國家疫病診斷及疫情資訊之交流，於97年9月28日赴日本參加由北海道大學人畜共通感染症研究中心與日本國際合作署共同主辦之「亞洲區域國家之家禽流行性感冒控制講習班」，為期10天。計有11個國家13名學員與會。課程內容包括禽流感病毒生態學、靜脈內接種致病性指數、分子生物診斷學、神經胺酸酶抑制反應、結核病環型核酸增幅法、錐蟲病基因分析及狂犬病螢光抗體檢測等重要人畜共通傳染病之診斷技術研習。經由研習診斷技術及亞洲各國禽流感診斷實驗室研究人員之國際技術交流經驗，未來對提升重大人畜共通傳染病之診斷技能極有助益。
目的

近年來新興人畜共通傳染病家禽流行性感冒極受世界各國重視，於2003年至2008年間，亞洲區域國家H5N1高病原性家禽流行性感冒之疫情持續發生，越南及泰國分別有2501及1141件病例，而孟加拉、印尼、土耳其、俄羅斯、中國、緬甸、韓國、寮國、馬來西亞及日本等亞洲國家亦接連爆發H5N1之疫情。台灣目前雖屬H5N1之非疫區國家，但H5N1禽流感入侵之可能性仍隨時存在。為研習國際畜疫會家禽流行性感冒日本參考實驗室整體診斷流程及促進亞洲區域國家疫病診斷及疫情資訊之交流，赴日本札幌參加「亞洲區域國家之家禽流行性感冒控制講習班」。本次研習主辦機構已設有家禽流行性感冒地區性參考實驗室，並擁有完整之病毒株種原庫及先進之診斷技術與生物安全實驗室。藉由國際間的合作，汲取國外一流研究單位的經驗與技術，必有助於提昇我檢診技術水平、禽流感之防治工作及家禽產業之發展。
研習課程表(第一週)                     家禽流行性感冒課程
	     課程
日期
	上午
	下午

	9月29日(一)
	
	· Ecology of influenza viruses in nature, birds, and humans
· General guidance for laboratory practice and laboratory practice 「Intravenous pathogenicity test (1)」

	9月30日(二)
	· Molecular biology of influenza virus
· Pathogenesis of influenza virus
	· Laboratory practice 「NI test」, 「Intravenous pathogenictiy test (2)」

	10月1日(三)
	· Country report
	· Laboratory practice 「Genetic analysis (1)」, 「Intravenous pathogenicity test (3)」

	10月2日(四)
	· Diagnosis, prevention and control of avian influenza
· Avian influenza vaccine
	· Laboratory practice 「Genetic analysis (2)」

	10月3日(五)
	· Bioinformatics for zoonosis control
· Laboratory practice 「Genetic (3)」
	· Laboratory practice 「Genetic analysis (3)」
· Free discussion (Influenza)


研習課程表(第二週)                 重要人畜共通傳染病課程
	     課程
日期
	上午
	下午

	10月6日(一)
	· How are we prepared for emerging zoonoses?
· Tuberculosis – a clear and present danger
	· Laboratory practice (Bacteria): 「Simple and rapid genetic diagnosis of tuberculosis and atypical mycobacteriosis」

	10月7日(二)
	· Host defense mechanisms against pathogens
· Human African trypanosomiasis parasite biology and laboratory diagnosis
	· Laboratory practice (Protozoa): 「Tools for parasite genome analysis」

	10月8日(三)
	· BSL3 facility tour
· Rabies: pathophysiology and diagnostic methods
	· Laboratory practice (Virus): 「Fluorescent antibody assay for rabies antigen detection」

	10月9日(四)
	· Free discussion (Zoonosis)
	· Presentation of action plan (by trainee)
· Course evaluation


 研習機構介紹

北海道大學人畜共通感染症研究中心（Research Center for Zoonosis Control, Hokkaido University）：北海道大學人畜共通感染症研究中心於2007年設立，由獸醫系微生物研究室喜田宏教授擔任中心主任，組織架構包括國際流行病學組（Department of Global Epidemiology）、分子病理生物學組（Department of Molecular Pathobiology）、生物資源組（Department of Bioresources）、合作教育組（Department of Collaboration and Education）等四個部門及尚比亞人畜共通感染症控制分部（Zoonosis Control in Zambia）。業務執掌主要為重要人畜共通傳染病之研究，如家禽流行性感冒（Avian influenza）、伊波拉病毒感染（Ebola virus infection）、狂犬病（Rabies）及結核病（Tuberculosis）等惡性傳染病。除了學術研究及實驗進行外，並提供國內及國際間研究人員之教育訓練，以達到控制人畜共通傳染病之目的。該中心為二層樓鋼鐵加強抗震建築物，佔地1,770平方公尺。一樓有警衛室、P3實驗室、動物房及解剖房、洗滌室、電子顯微鏡室及洗滌室。二樓則包括P2實驗室、職員辦公室及會議室。
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圖一、北海道人畜共通感染症研究中心
訓練課程內容紀實
靜脈內接種致病性試驗（Intravenous Pathogenicity Test）：依據國際畜疫會（The Office International des Epizooties, OIE）及美國動物健康協會（Animal Health Association）定義，病毒分離液經過靜脈內注射後，於十日內造成8隻4~8週齡雞隻至少6隻以上的死亡，則為高病原性家禽流行性感冒。而另外一種方式是計算靜脈內接種致病性指數（Intravenous Pathogenicity Index, IVPI），若IVPI值大於1.2則定義為高病原性家禽流行性感冒。在這次講習中，IVPI實驗是於中心的生物安全第三等級動物實驗房中進行，使用的病毒株為A/Whooper Swan/Mongolia/3/2005（H5N1），實驗動物在經過靜脈內接種四天後，全數雞隻死亡，IVPI指數2.65，判定為高病原性。目前雖然有其他檢驗方式可定義病毒之毒力，如分子生物學的切割位鹼性胺基酸序列，但IVPI依舊為最可靠、最直接之檢驗方法，為定義家禽流行性感冒毒力之標準檢驗方法。
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	圖二、在Class II Type A生物安全操作櫃進行靜脈內病毒接種。
	圖三、生物安全第三等級動物實驗房及隔離實驗動物籠架。


神經胺酸酶抑制試驗（Neuraminidase Inhibition test; NI）：家禽流行性感冒之N亞型須以NI試驗鑑定，實習所使用之標準 N1～N9 抗血清如下方所示，反應管呈粉紅色表示抗血清無抑制作用，無粉紅色表示血清有抑制作用，由結果來判定 N 亞型。詳細實驗步驟如附件一所示。但因為NI檢驗試劑及方法繁雜，故一般禽病診斷實驗室較少進行此試驗。在本所禽病診斷實驗室已建立NI的檢測技術，並有實驗所需的標準血清，但在實際應用上，仍逐漸被分子生物檢測技術的病毒核酸序列分析所取代。
	世界衛生組織標準血清
	北海道大學檢測用標準血清

	1. A/New Jersey/8/76 (H1N1)

2. A/Singapore/1/57 (H2N2)

3. A/tern/South Africa/61 (H5N3)

4. A/turkey/Ontario/6118/68 (H8N4)
5. A/shearwater/Australia/1/72 (H6N5)

6. A/duck/England/56 (H11N6)

7. A/equine/Prague/1/56 (H7N7)

8. A/duck/Khabarovsk/1610/72 (H3N8)

9. A/duck/Memphis/546/74 (H11N9)
	1. A/swine/Iowa/30 (H1N1)
2. A/duck/Hokkaido/5/77 (H3N2)
3. A/duck/Hong Kong/820/80 (H5N3)

4. A/turkey/Ontario/6118/68 (H8N4)

5. A/duck/Alberta/60/76 (H12N5)

6. A/duck/Czechoslovakia/56 (H4N6)

7. A/chicken/Germany/N'/49 (H10N7)

8. A/duck/Australia/341/83 (H15N8)

9. A/duck/Hong Kong/278/78 (H2N9)
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圖四、神經胺酸酶抑制試驗結果判定情形。
家禽流行性感冒病毒之分生檢測（Genetic Analysis of Avian Influenza Virus）：此次研習在分子生物診斷方面主要著重在反轉錄聚合酶鏈反應後之接續檢測技術，包括洋菜膠電泳（Gel Electrophoresis）、核酸產物萃取（Gel Extraction）、核酸定序（Sequence Reaction）及核酸序列之分析（Analysis of Samples on DNA Sequencer）。在北海道大學人畜共通感染症研究中心的序列分析是使用美商應用生命系統核酸定序儀（Applied Biosystems DNA Analyzer 3100），該定序儀可同時進行16條毛細管電泳，放置2個96-well或384-well樣品盤，最多可768樣品同時上機。所得到之核酸序列資料可以藉由許多軟體來進行分析。考量於此次研習大部份參加學員均來自於發展中國家，而商業化的套裝分析軟體十分昂貴，因而講師特別介紹許多可以由網頁下載的免費、實用軟體，包括核酸序列編輯用的ChromatsPro、分子演化樹分析用的ClustalX、以及分子演化樹分析結果的Tree View軟體等。這些分析軟體相信對於許多的學員在回到國內後，必有相當大之助益。而詳細之分析流程如附件二所示。
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	圖五、核酸產物電泳過程。
	圖六、美商應用生命系統核酸定序儀。


狂犬病免疫螢光檢測技術（Fluorescent Antibody Assay for Rabies Antigen Detection）：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）以紫外線激發照射而顯現在細胞塗抹片。如果有特異螢光出現，即可證明組織中的狂犬病病毒抗原已與特異性抗體結合；若檢體沒有抗原則不會被染色而不具螢光。免疫螢光法是狂犬病感染之標準試驗方法之一，為快速和可靠的常規試驗。
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	圖七、狂犬病檢體染色玻片在螢光顯微鏡下觀測。
	圖八、狂犬病抗原在螢光顯微鏡下可被染色呈現綠色螢光。


結核病分子生物診斷技術（Genetic Diagnosis of Tuberculosis）：環型核酸增幅法（Loop-mediated Isothermal Amplification, LAMP）是日籍學著Notomi所研發出的一種新興之核酸增幅技術。藉由六段特異性引子，於60-65℃恆溫下可可快速的進行核酸增幅，而在PCR反應中，核酸增幅的過程會伴隨焦磷酸離子（Pyrophosphate）的產生，然後與反應液中的鎂離子形成不可溶的白色焦磷酸鎂。而LAMP為超高效能的核酸增幅反應，在恆溫的情形下合成的DNA產物可達400 ug/mL，產生的大量副產物－焦磷酸鎂，可以藉由觀察反應液之濁度來判定。而肉眼判讀的方式雖然簡便，但畢竟無法提供確切及敏感之LAMP實驗結果。2008年Tomita N.等人指出，若是在LAMP反應液中添加鈣黃綠素（Calcein），隨著DNA產物之增加，此種金屬指標所被365nm紫外光激發的螢光越強，所釋放出之螢光也可以藉由螢光光譜儀來偵測，可以獲得更可靠及敏感性之實驗結果。在北海道大學人畜共通感染症研究中心，Yasuhiko SUZUKI博士則實際應用LAMP於動物結核病之檢測，並且針對五種不同之Mycobacterium菌種設計特異性之引子，而能利用分子生物學的方法幫助菌種之鑑別。其詳細引子之核酸序列如附件三所示。
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	圖九、環形核酸增幅法產物在洋菜膠電泳情形。
	圖十、利用紫外光照射觀察環型核酸增幅產物之螢光染劑。


Hiroshi KIDA教授「Ecology of Influenza Viruses in Nature, Birds, and Humans」專題演講：進年來東南亞爆發之高病原性家禽流行性感冒，已傳播至亞洲、中東、非洲及歐洲共62個國家。Kida教授在2005、2006及2007年秋季蒙古及日本的禽流感研究中指出，在這一段時間中由西伯利亞南下侯鳥的帶毒監測，都未分離出任何HPAI，表示HPAI並不會藉由侯鳥返回到自然的西伯利亞棲地湖泊中，但仍需小心的持續去進行這方面的監測。而在2003年之後，H5N1 HPAI造成嚴重之疫情及少數病例之高死亡率，於四年內在15個國家有380件確認病例及240人死亡，因此很多研究學者都推論H5N1 HPAI將會是造成下一次全球性禽流感大流行的病毒株。然而，Kida教授的研究指出，流行性感冒病毒16種血球凝集素及9種神經胺酸酶亞型，都穩定的存在於自然宿主野鴨及自然棲地中，並都可以在豬隻體內進行病毒核酸的重組，而產生突破物種障礙之新病毒株，因此沒有任何一種禽流感亞型可以被忽略，在這樣的情況下，豬隻的流感病毒監測特別的重要，卻經常被需多國家所漠視。而H5N1 HPAI之所以能夠跨越物種障礙，活禽市場顯著扮演一個非常重要的角色，目前日本國內已關閉所有的活禽市場。另外對於H5N1 HPAI之所以造成十年的疫情，卻始終難以撲滅的原因，應該歸咎於中國、越南及印尼使用錯誤的疫情控方式 － 使用不活化疫苗，而忽略最基本、最必要的撲殺方式，也導致中國、越南及印尼在禽流感的病例統計中名列全球前三高之國家。
國家報告（Country Report）：講習班主要目的在於提升亞洲開發中國家之家禽流行性感冒診斷人力資源、了解各國疫情現況及促進亞洲區域國家間之國際合作。計有日本、中國、台灣、越南、寮國、泰國、緬甸、馬來西亞、印尼、土耳其、敘利亞等11個國家，共13名學員與會。此次訓練研習參與國家共11國，除台灣及敘利亞兩國外，皆有禽流感之疫情發生，其中越南及泰國更分居OIE全球疫情統計之最高及次高國家。因而藉由此次各國參與學員之簡報及相互討論，得以瞭解亞洲區域各個國家之禽流感疫情現況、控制方式（如日本及台灣若有H5或H7之疫情發生，不論高病原性或低病原性均採強制撲殺之方式；而中國、越南及印尼則對於禽流感疫情使用疫苗注射方式控制）、實驗室硬體及疾病診斷技術（如日本具有亞洲區域國家最先進之診斷實驗室硬體及診斷技術，並擁有齊備之禽流感病毒種原庫；而許多國家僅擁有第二級生物安全實驗室，及最簡單、基本之診斷技術）、各國對於禽流感疫情處理所獲得的經驗及所面臨之困難點等重要資訊。
生物安全第三等級實驗室參訪：日本北海道大學人畜共通感染症研究中心的建築本體為兩層之建築，包括二樓及地下室之一般辦公區、上課教室、機房，以及一樓的生物安全第三等級實驗室及動物房。實驗室與動物房為病原體操作、動物試驗及動物剖檢場所，研究及工作人員進入需利用感應卡及輸入密碼方可進入。而動物實驗的觀察及實驗室工作人員操作情形，可藉影像傳輸系統在一般生物安全等級之行政區域中可即時監看獲得相關資訊，因而可省去進出P3區域換穿衣服及盥洗耗費之時間。實驗動物房目前共規劃有四間，分別為囓齒動物房、家禽動物房、實驗豬動物房及大動物房。所有實驗室及動物房內部的環境參數，包括溫度、溼度、負壓值等，均統整於自動資訊系統內進行監控、紀錄及設定。藉由實地觀摩生物安全實驗室及動物房的相關設備，並詳細瞭解負壓實驗室周邊維持設施，得以充分瞭解其操作流程與管理實務。
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圖十一、生物安全等級第三級實驗室及動物房平面圖。


[image: image12]
圖十二、生物安全等級第三級實驗室內部環境。

檢討與建議
在此次研習中，發現該研究中心的核酸定序試驗皆由研究人員於中心內完成，相較於本所之分生檢測現況，PCR之檢測方法應用仍有其限制性，因最終之病原確認仍須依據後續的核酸序列分析，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，目前實驗室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。因而未來若經費及人員編製充裕時可考慮成立核酸定序實驗室，由專人負責所內之核酸定序檢體分析，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。
環形恆溫核酸增幅法操作簡單，在簡單的恆溫水浴槽或乾熱板中，即可快速地擴增出標的核酸，而特殊設計的引子具有非常高的專一性，兩對引子同時需辨認核酸的六段特異性片段才會呈現陽性反應，實驗結果可直接肉眼辨識混濁度，或是添加Calcein等螢光試劑以析光儀中偵測，並大幅提高其敏感度。於2000年首篇文獻報告後，後續不斷有相關之研究應用在不同之病原檢測，因此往後可著重於此方面之分子生物技術研究。
    對於家禽流行性感冒之控制，國內之野鳥監測、病例診斷、政策制定或技術研發固然重要，但禽流感是國際性之人畜共通傳染病，可以藉由侯鳥帶毒、走私或輸入禽鳥等方式入侵，而台灣又鄰近於許多疫情嚴重的落後國家，這些國家並沒有很好的診斷技術，也沒有很完善的實驗室環境，但是必須面對不斷發生的禽流感病例而沒有能力去控制，造成亞洲地區十年的疫情持續延燒。面對隨時可能會入侵的疫情，我們很難抱持獨善其身的態度，本所近幾年尤其不斷透過國際研討會、講習班及出國研習、參訪等國際合作方式，培育國內外相關之專業技術人才，對於疾病診斷及控制能力的提昇有相當重要的意義，未來也希望能夠持續推動這分面的國際幫助及貢獻。
致謝
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Neuraminidase Assay
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(For details, see section "G" (p40-) of the Workshop manual)

The neuraminidase (NA) is an enzyme and is the second most common surface glycoprotein on influenza virions.  NA cleaves terminal sialic acid from cells and virus surfaces and releases virus from cells.

We assay the NA activity of influenza viruses by the detection of free sialic acid in a chemical assay that is described in detail in the training manual.

Dilutions of influenza virus are mixed with a standard amount of substrate (fetuin) and incubated at 37 (C overnight.  Those dilutions containing influenza virus release free sialic acid from the fetuin substrate.  We detect the presence of free sialic acid in a chemical assay that produces a pink color in proportion to the extent of sialic acid released, which is proportional to the amount of influenza viruses present.
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Pink color ( Free sialic acid ( Influenza virus concentrations

The amount of pink color is quantitated in a spectrophotometer and we determine the dilution of virus that will give a reading of 0.500 at an optical density of 549 nm.

We have done this test for you and you will be given a tube containing influenza virus diluted so that it contains enough virus to give a reading of 0.500 after overnight incubation with fetuin. We have also done standardization of the antisera as described in the Workshop manual, and will provide appropriately diluted antisera.

Neuraminidase Inhibition Assay

There are nine distinguishable subtypes of neuraminidase of influenza A virus.  For virus identification, it is useful to define the NA subtype.

In this practice, we will identify the NA of H5N1 or H7N7 virus, and show that neuraminidase activity of this virus is subtype-specifically inhibited by anti-N1 or anti-N7 antiserum, but not by the other antisera.

Materials provided

Virus:
A/duck/Hokkaido/Vac-1/04 (H5N1) or

              A/duck/Hokkaido/Vac-2/04 (H7N7)

          (concentration adjusted)
Sera:
anti-N1 serum
A/swine/Iowa/30 (H1N1)
anti-N2 serum 
A/duck/Hokkaido/5/77 (H3N2)
anti-N3 serum 
A/duck/Hong Kong/820/80 (H5N3)
anti-N4 serum 
A/turkey/Ontario/6118/68 (H8N4)
anti-N5 serum 
A/duck/Alberta/60/76 (H12N5)
anti-N6 serum 
A/duck/Czechoslovakia/56 (H4N6)
anti-N7 serum 
A/chicken/Germany/N'/49 (H10N7)
anti-N8 serum 
A/duck/Australia/341/83 (H15N8)
anti-N9 serum 
A/duck/Hong Kong/278/78 (H2N9)
Reagents: 
1. Periodate reagent

2. Arsenite reagent

3. Thiobarbituric acid reagent

4. Worrenoff reagent
5. Phosphate-buffered saline (PBS)
[image: image16.png]


Test Procedure  Label tubes with your group name

1.
Set up a row of 9 tubes and 2 control tubes and label as follows.
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        N1   N2   N3   N4   N5   N6   N7   N8    N9      V(+) PBS  V(-) PBS
1.
Carefully remove the plastic wrap.

2.
Add 50 µl of periodate reagent to all tubes and shake well.

3.
Leave for 20 minutes at room temperature.

4.
Add 0.5 ml of arsenite reagent to each tube - a brown color appears, shake vigorously until the brown color disappears.

5.
Add 1.25 ml of thiobarbituric acid reagent to each tube and shake vigorously.

6.
Put into boiling water for 15 minutes.

7.
Remove the rack with tubes from boiling water.
8.
Cool the tubes in ice bath for 1 minute.
9.
Remove the tubes from ice bath.
10.
Add 1.5 ml of warrenoff reagent and carefully shake well.

11.
Centrifuge at 4,000 rpm for 10 minutes.

12.
Carefully transfer upper (butanol) phase to a cuvette and measure the optical density (OD) on spectrophotometer at wavelength 549nm.

13.
Identify of the NA subtytpe.
Pink color = Neuraminidase activity 

Pale yellow or no color = Inhibition of neuraminidase activity

V(+) PBS control: Provides the standardized of neuraminidase activity of the virus.

V(-) PBS control: No neuraminidase activity.

Note: For identification of unknown viruses and for quantitation of neuraminidase inihibition activity, please refer to the Workshop manual.
Phylogenetic Analysis of Gene Sequences
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M. tuberculosis ~ FIP:  CACCCACGTGTTACTCATGCAAGTCGAACGGAAAGGTCT
BIP:  TCGGGATAAGCCTGGACCACAAGACATGCATCCCGT
FL:  GTTCGCCAGTCGAGTATCTCCG
BL:  GAAACTGGGTCTAATACCGG
F3:  CTGGCTCAGGACGAACG
B3:  GCTCATCCCACACCGC

M. avium FIP:  TGCCCACGTGTTACTCATGCAAGTCGAACGGAAAGGCCT
BIP:  TCGGGATAAGCCTGGACCAGAAGACATGCGTCTTGA
GTTCGCCACTCGAGTACCTCCG

TBIZAL
TBIZL
GCCCATCCCACACCGC

M.intracellulare  FIP:  TGCCCACGTGTTACTCATGCAAGTCGAACGGAAAGGCCC
BIP:  TCGGGATAAGCCTGGACCTAAAGACATGCGCCTAAA
FL.  GTTCGCCACTCGAGTACCCCCG
BL:  TBIZHU
F3:  TBIZAU
B3 AVIZRIL

M. kansasii FIP:  TGCCCACGTGTTACTCATGCAAGTCGAACGGAAAGGTCT
BIP:  CCGGGATAAGCCTGGACCACAAGGCATGCGCCAAGT

GTTCGCCACTCGAGTGTCTCCG

TBIZHL

TBIZFEL

AVIZE L

M. fortuitum FIP:  CACCCACGTGTTACTCATGCAAGTCGAACGGAAAGGCCC
BIP:  TTGGGATAAGCCTGGACCACACACCATGAAGCGCGT
FL:  GTTCGCCACTCGAGTACCCCGA
BL:  GAAACTGGGTCTAATACCG
F3.  TBIRU
B3 AVIZRLU




In this training, you are going to learn how to use computer programs for phylogenetic analyses. Through hands-on exercises with ClustalX and TreeView, you will construct a phylogenetic tree of HA genes of different H5N1 viruses, and examine the evolutionary relationship among them.
The goal of phylogenetic analysis is to determine the evolutionary relationship among a group of gene sequences. The evolutionary relationship among the sequences is depicted by using a phylogenetic tree. The phylogenetic tree represents a reasonable guess as to how the sequences might have evolved from ancestor sequences and how they might be related.

Phylogenetic analysis of viral sequences allows us:

· to determine the evolutionary relationship among the viruses, 

· to examine the origin of a particular virus, and

· to trace the evolutionary history of viral genes.

Materials provided

1. HAsequences(H5N1).txt: Nucleotide sequence data of HA genes of various H5N1 viruses. The sequences include 

· HA sequences selected by WHO/OIE/FAO H5N1 Evolution Working Group. For the detailed information, refer the following online report:
WHO/OIE/FAO H5N1 Evolution Working Group (2008) Toward a unified nomenclature system for highly pathogenic avian influenza virus (H5N1). Emerg Infect Dis 14(7): e1.
· The HA sequence of H5N9 virus (A/turkey/Ontario/7732/1966). The sequence is going to be used as an outgroup sequence in this phylogenetic analysis.

2. WhooperSwan-Mongolia-3-05.txt: The HA sequence of the virus you have used in this training course, i.e. the sequence of A/Whooper swan/Mongolia/3/05. 

* Note that the sequences are provided in FASTA format.

Computer Programs
1. ClustalX

2. TreeView

ClustalX
ClustalX has graphical user interface for the widely-used multiple sequence alignment algorithm called ClustalW. It provides an integrated environment to perform multiple sequence alignment and to construct phylogenetic trees. The latest version of ClustalX is freely available at the following WWW site: 
http://bips.u-strasbg.fr/en/Documentation/ClustalX/
You may cite ClustalX by refereeing the following paper:

Thompson,J.D., Gibson,T.J., Plewniak,F., Jeanmougin,F. and Higgins,D.G. (1997) The ClustalX windows interface: flexible strategies for multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids Research, 25:4876-4882.
TreeView
TreeView is a program to display and print phylogenetic trees. The program reads most phylogenetic tree formats (such as files produced by CLUSTALX, PAUP and PHYLIP). TreeView is free software and can be downloaded from the following WWW site:

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/treeview.html.
If you use TreeView in a published work, please cite the following reference:
Page, R. D. M. (1996) TreeView: An application to display phylogenetic trees on personal computers. Computer Applications in the Biosciences 12: 357-358.
Protocol
Editing a FASTA file

1. Open the “HAsequences(H5N1).txt” with NotePad.

2. Open the “WhooperSwan-Mongolia-3-05.fasta” with NotePad.

3. Append the sequence in “WhooperSwan-Mongolia-3-05.fasta” to HAsequences(H5N1).txt by copy and paste operations. 

4. Save “HAsequences(H5N1).txt”, then exit NotePad.
Multiple Sequence Alignment
5. Launch ClustalX by double clicking on its icon. 
6. Select [File]>[Load Sequences], and specify the file that contains your sequence data, i.e. “HAsequences(H5N1).txt”
7. Select [Alignment]>[Do Complete Alignment] to perform multiple sequence alignment. Click on “OK” in the dialog box popped up. This calculation takes several minutes.

8. Look into the result of multiple sequence alignment carefully to check that the sequences are aligned properly. If the alignment contains sequences that are much shorter than your sequence, then delete these short sequences, and perform multiple sequence alignment again. Do not delete your own sequence!

Constructing a Neighbor Joining Tree
9. In the [Trees] menu, click on [Exclude Positions with Gaps] to turn on this option. 

10. Click on the [Trees] menu again and make sure that [Exclude Positions with Gaps] and [NJ] are marked with checks.
11. Select [Trees]>[Draw Tree] to construct a neighbor-joining tree from the sequences. Click on “OK” in the dialog box popped up.
12. The result of the analysis will be saved to a tree file named “HAsequences(H5N1).ph”.

(optional) Constructing a Bootstrap Neighbor Joining Tree
13. (optional) Select [Trees]>[Output Format Options] to show a dialog box for tree options. Select the “Node” item from the selection menu for “Bootstrap labels on”.

14. (optional) Select [Trees]>[Bootstrap N-J Tree] to construct a bootstrap tree from the sequences. You can use the default parameters for “Random number generator seed” and “Number of bootstrap trails”. Click on “OK” in the dialog box popped up. This calculation takes several minutes.
15. (optional) The result of the analysis will be saved to a bootstrap tree file named “HAsequences(H5N1).phb”.

Drawing a Neighbor Joining Tree
16. Launch TreeView by double clicking on its icon. 
17. From the menu bar, select [File]>[Open] to load the neighbor joining tree constructed above, i.e. “HAsequences(H5N1).ph” 
18. Click on [Tree]>[Phylogram] to set its drawing style to phylogram. 

19. Select [Tree]>[Define Outgroup] and, specify the virus name to be used as outgroup, (in this case A/turkey/Ontario/7732/1966(H5N9)). Note that sequences in outgroup are used to infer the root node of a phylogenetic tree. 

20. Click on [Tree]>[Root with outgroup] to turn on this option. 

21. Change the font and font size for printing. 
22. Select [File]>[Save as graphic] to get a snapshot of the tree. 
23. Open the saved file with a drawing program such as Microsoft PowerPoint.

(optional) Drawing a Bootstrap Tree
24. (optional) Select [File]>[Open] to load the bootstrap tree by specifying the file constructed above, i.e. “HAsequences(H5N1).phb”.
25. (optional) Click on [Tree]>[Show internal edge labels] 

26. (optional) Perform the same operations as steps 17 to 23.

Other Useful Free Programs for Phylogenetic Analysis

· MEGA
http://www.megasoftware.net/
· NJplot
http://pbil.univ-lyon1.fr/software/njplot.html
Influenza Sequence Data on the WWW
· Influenza Virus Resource, NCBI
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/FLU/
· The Influenza Sequence database, Los Alamos National Laboratory
http://www.flu.lanl.gov/
· Influenza Virus Database System, Hokkaido University
http://virusdb.czc.hokudai.ac.jp/
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