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     一、摘 要
疾病管制局與日本國立感染症研究所(National Institute of Infectious Disease, NIID) 於100年起開始執行雙邊合作計畫，進行多項傳染病監測合作與技術交流。本案為多項合作計畫案之一，目的在於合作建立評估諾羅病毒快速檢測方法與新病毒分類鑑定系統。

2、 目的

為建立我國與日本國立感染症研究所之雙邊合作計畫，本次研習目的與項目包括:
2. 2012-2013年諾羅病毒流行季，我國與日本疫情流行概況與病毒株之比較

3. 以我國篩選之臨床檢體，進行諾羅病毒檢驗鑑定方法的評估
4. 討論國際病毒分群分類進展
3、 過程與研習內容
本次至日本國立感染症研究所第二部，設在村山分室之病毒實驗室研習2周；主要的研習時間以實驗室進行技術分析為主，期間並參與該所定期的學術報告與研究發表研討會。

1. 2012-2013年諾羅病毒流行季，我國與日本疫情之比較
(1) 我國2012-2013年諾羅病毒流行季疫情狀況

我國對於諾羅病毒流行監測主要以腹瀉群聚為主，主要原因在於諾羅病毒未列入法定傳染病項目，此外該病毒傳染力很強，約10顆左右微量病毒即可能造成界面或環境汙染，而傳播給周圍接觸者，因此亦非常容易造成群聚感染。在2012-2013年流行季從本局101年自行研究計畫DOH101-DC-2016中，進行以實驗室基礎之諾羅病毒與沙波病毒群聚監測，研究計劃發現在101年期間諾羅病毒流行病毒株，自3月起僅從少數的群聚事件檢出非主流病毒序列(命名為諾羅病毒2012年病毒株)，至8月中起該非主流病毒株之檢出率持續上升， 9月(第37週)起通報檢驗腹瀉群聚之送驗檢體數急速上升，檢出的病毒株幾乎都以諾羅病毒2012年病毒株為主，當時即向長官報告實驗室監測發現的狀況，以提供防疫或監測政策的參考，內容包括(i)腹瀉群聚與食物中毒事件檢出諾羅病毒的比例持續上升，並高於過去的同期之檢出陽性比率，(ii)檢出的病毒株為新病毒，與當時國際病毒株基因資料庫比對仍無相近似病毒；以實驗室監測的經驗以及過去國際在2004、2006、2009-2010年的流行狀況分析，新病毒株有極大的機會造成本流行季之大流行。
(2) 日本2012-2013年諾羅病毒流行季狀況與監測體系

日本政府單位對於病毒性腸胃炎監測與我國稍有不同。日本的監測體系大致可以分為定點監測與群聚監測兩部分。定點監測系統:在全國設置有上千個簽約監測點，由各縣市公共衛生機構管轄，各監測醫院或診所對於病毒性腸胃炎疑似病例部分先在各監測醫院初步篩檢後通報病例、初篩結果並送檢體至各縣市公共衛生機構之病毒研究單位檢測病毒與分析，檢驗報告結果再上傳至定點監測系統；另外，各縣市公共衛生機構亦接受群聚事件通報，對於疑似病毒性腸胃炎引起的群聚事件，會進行詳細完整疫情調查與檢體採檢檢驗分析。每周從監測系統通報的定點監測與群聚監測資料，可以即時呈現在各縣市病毒性腸胃炎的流行分布狀況，亦可以了解哪一種病毒正在流行。
最後各縣市所收集的檢體，或無法分析確認的檢體，均寄送一份至國立感染症研究所再進行研究分析，目的在了解全國主要流行病毒株之變化，並評估使用的檢測方法是否合適該年流行病毒株使用；同時，國立感染症研究所亦用於設計研發各類檢測工具，與病毒株之基礎研究使用。
2012年年底，諾羅病毒開始在日本當地也引起相當大的疫情，包括安養中心、醫院、學校、及餐盒供膳餐廳食材受污染所引起的大型群聚事件等，在安養中心亦引起幾位年長者因受諾羅病毒感染後症狀嚴重而死亡案例。依據2012-2013流行季定點個案監測，從第36~51周間，檢出758例GII諾羅病毒感染病例與19例GI諾羅病毒感染病例，分別分布於32與6個縣市。從送回至國立感染症研究所繼續分析的病毒序列發現，引起2012-2013流行季的病毒株為GII.4，但病毒的序列以與往年分屬不同lineage，為新的變異GII.4諾羅病毒株。
(3) 我國新型諾羅病毒株與日本流行株比對分析
  從國立感染症研究所病毒實驗室分析病毒序列資料顯示，2012年病毒性腸胃炎主要仍由諾羅病毒GII.4病毒株感染所引起，自該年1月份開始分別從北海道與大阪地區檢體檢測新病毒株(2012年諾羅病毒株)，之後陸續擴散其他各地區；本次研習中，將今年我國分析檢出新病毒序列與日本今年流行的病毒株序列進行比對分析，並加入歷年的主要參考病毒株與2012年基因資料庫參考株序列比對，依病毒外套膜的部分片段演化分析，結果如圖四，台灣與日本2012年的病毒株，與歷年的諾羅病毒株均不同，屬於新病毒，但兩株病毒分屬於不同基因lineage。
2. 臨床檢體進行諾羅病毒檢驗鑑定方法的評估

諾羅病毒是引起急性腸胃炎的主要致病原，在整年各月份都有感染病例，但主要流行季約在冬季與初春時期。自1995年起從國際的監測資料顯示，幾乎每隔2~3年病毒的活動會明顯上升，造成感染病例數與群聚數均明顯增加，從病例檢體分析當時主流之諾羅病毒株，均發現病毒基因在大流行年亦出現較大的變異；因此，專家推論病毒株的變異與造成病例增加似乎有相關性，但受限於目前仍無細胞株可以培養諾羅病毒株，亦無動物模式可以探討病毒的致病機制，整個病毒的基礎研究仍處於多方向的嘗試階段。

受限於病毒株快速變異的特性，面對急性腸胃炎與群聚腹瀉的個案檢查，如何找到最適當的檢測方式，以提供快速檢驗診斷並進行治療與防疫的工作，是目前諾羅病毒檢測最大的挑戰。在本次研習內容中，包含以我國與日本歷年的臨床檢體，評估抗原檢測與分生檢測方法，選用的比較方法為病毒抗原酵素免疫法檢測(Bioluminescent enzyme immunoassay)、病毒核酸即時逆轉錄聚合酵素反應(Direct real-time RT-PCR/SYBR Green)與定量即時逆轉錄聚合酵素反應(COGI/COGII real-time PCR)。檢測的原理如下:
(1) 病毒抗原酵素免疫螢光法檢測 (Bioluminescent enzyme immunoassay): 利用盤式酵素免疫法檢測糞便中的病毒抗原，檢測前需前處理稀釋糞便檢體；處理後之糞便稀釋液加進已有coating抗體之反應盤中，再將 biotinylated firefly luciferase 標誌檢測用免疫抗體加入反應槽，最後測定反應螢光值，整體反應時間約1.5小時。此方法的優點，檢測用的標誌為螢光，可以提高檢測的靈敏度；缺點在於反應螢光值的測定須配合儀器使用；如此之外，因諾羅病毒的型別較多，檢測方法必須評估是否可以涵蓋各種型別；在本次使用測試檢體中，使用曾已分生檢測定序確認型別的陽性檢體評估，檢驗結果此方法可檢測涵蓋多種Genogroup I與Genogroup II基因型；但應用於臨床診斷，為避免檢測會遇到的其他病原體與糞便檢體其他物質的干擾，後續還須評估該方法檢測專一性與靈敏度。

(2) 病毒核酸即時逆轉錄聚合酵素反應(Direct real-time RT-PCR/SYBR Green): 引子對的設計主要依病毒全基因序列相似性最高的片段設計(如圖一)，分為Genogroup I與Genogroup II兩種引子對，以real-time RT-PCR/ SYBR Green方法檢測反應螢光值，檢測反應值如圖二所示。本方法設計為單管反應，但受限於檢測為RNA病毒，因此仍須分兩步驟操作反應。使用本方法的優點，在於單管可以減少RNA反應操作時可能因操作不當所引起的RNA degrade或 cDNA產物轉PCR增幅時可能的汙染，缺點在於檢測仍需配合real-time PCR 儀器操作。單一檢體RT-PCR反應檢驗時間約2-2.5小時。
(3) 定量即時逆轉錄聚合酵素反應(COGI/COGII real-time PCR):引子對設計區域與(2)方法相似，但反應試劑混合液中依病毒序列另外設計專一性螢光探針，可以提高反應專一性。反應結果如圖三所示。
比較(2)與(3)的檢出情形如表一，以各不同基因型諾羅病毒比較分析，以(3)定量即時逆轉錄聚合酵素反應(COGI/COGII real-time PCR)專一性均較(2)Direct RT-PCR方法佳，可以檢出不同基因型別諾羅病毒比率較高；此外，Direct RT-PCR對於Genotype I的檢出效果不甚理想，因此在引子對的設計或反應條件還需要再進行修改之後再評估。但因引起諾羅病毒群聚仍以GII.4基因型為主，該2種方法對於GII.4檢出效果不錯，現階段還是可以應用檢驗篩檢工作使用。
3. 討論國際病毒分群分類進展
諾羅病毒自1968年發現後，受限於仍無法進行病毒培養，全球對於該病毒的流行監測、分類方法與深入研究，僅能靠病毒分子檢測法與病毒定序分析。過去，國際上多個重點實驗室各自依病毒不同基因區域，設計各種比較分析病毒株的方法，但受限於設計的區域不同，要全球比對相較困難。近期藉由多次的國際會議討論，分配參與主導的重點實驗室，包括美國疾病管制中心與國立衛生研究院、歐洲諾羅病毒監測網實驗室、澳洲、日本等，開始進行多種方法設計與歷年病毒株比較分析，希望藉由幾個系統比較資料後可以找到最佳的方法，未來將用於建立可以全球分享的諾羅病毒基因庫及病毒命名分群/分型方法。
4、 心得與建議

1. 從日本或國際上的監測資料顯示，諾羅病毒感染為冬季急性腸胃炎或腹瀉之主要感染病原，雖然我國對於諾羅病毒感染的流行監測僅限於腹瀉群聚通報與食物中毒監測，但從通報檢體的實驗室諾羅病毒分子檢測分析趨勢與病毒株分析資料，趨勢與國際監測相當一致，顯示我國目前透過腹瀉群聚實驗室監測諾羅病毒的方法仍足以反映諾羅病毒的流行，同時又兼具了解病毒株變化的概況。
2. 與日本的監測系統比較，我國目前對於諾羅病毒監測的管道主要藉由通報腹瀉群聚事件為主，尚無定點監測網路；日本透過定點監測通報系統可以定期監測引起病毒性腸胃炎散發個案的流行狀況與地區分布，可以早期留意散發性疫情發生狀況，並用於提醒民眾是否即將進入流行季；此外，定點系統除諾羅病毒的監測外，依症狀通報的疑似個案檢體，也可以透過檢測其他相關病毒進行監測分析較為完整。日本的定點監測系統，可以做為我國未來規劃引起病毒性腹瀉或急性腸胃炎監測的參考。
5、 附件圖表
圖一、諾羅病毒全基因序列相似性分析圖用於設計檢測用引子參考[image: image1.emf]
(參考資料: JCM 2003,41(4):1548-1557.)

圖二、病毒核酸即時逆轉錄聚合酵素反應 (Direct real-time RT-PCR/SYBR Green)
[image: image2.emf]
[image: image3.emf]
圖三、定量即時逆轉錄聚合酵素反應(COGI/COGII real-time PCR)
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圖四、2012年諾羅病毒之台灣流行株與日本流行株，部分外套膜序列演化樹分析。(黑色框代表日本2012年諾羅病毒株，綠色框代表2012年台灣諾羅病毒株)
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表一、各病毒型別之臨床檢體檢測分析比較表
	Genogroup
	Genotype
	Real-time PCR
	Direct RT-PCR

	　
	　
	%
	pos/total
	%
	pos/total

	GI
	unknow
	100
	1/1
	0
	0/1

	　
	2
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	4
	27.3
	3/11
	9.1
	1/11

	　
	6
	100
	1/1
	0
	0/1

	　
	8
	50
	4/8
	0
	0/8

	　
	　
	　
	　
	　
	　

	GII
	unknow
	40.0
	2/5
	0
	0/5

	　
	2
	75.0
	3/4
	50.0
	2/4

	　
	3
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	4
	93.3
	56/60
	85.0
	51/60

	　
	7
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	12
	100
	4/4
	100
	4/4

	　
	16
	100
	1/1
	0
	0/1

	　
	　
	　
	　
	　
	　

	GI+GII
	G1+G2.4
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	G1+G2.12
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	G1.1+G2.4
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	G1.4+G2.4
	100
	1/1
	100
	1/1

	　
	G1.10+G2.4
	100
	1/1
	100
	1/1
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