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     一、摘 要
本次研習主要拜訪美國疾病管制中心之病毒性疾病中心(Division of Viral Diseases, Centers for Diseases Control)的相關實驗室與流病調查單位，了解美國疫情監測系統應用於腹瀉性與食媒性相關病原群聚監測，實驗室在相關病毒檢測方法應用，並學習病毒分離技術、分子演化分析模式，及新興病毒或未知腸道病毒之檢測方法。
2、 目的

1. 為執行我國每年季節性諾羅病毒群聚與檢驗業務，了解美國諾羅病毒監測系統，並討論我國近年諾羅病毒實驗室群聚監測、病毒株變異與比較國際檢測與研究進展。

2. 為執行輪狀病毒相關檢測監測業務，了解國際輪狀病毒與疫苗保護政策，討論我國歷年病毒株的演化與人畜共通性病毒的流行狀況，檢討未來業務與研究方向。

3. 為執行食媒性研究計畫與新興/再浮現傳染病監測與技術開發應用研究計畫，將藉本次出國了解CDC新興腹瀉相關病毒監測、收案與病原檢測方法開發。
3、 過程與研習內容
本次至美國亞特蘭大疾病管制中心(CDC)，Division of Viral Diseases, National Center for Immunization and Respiratory Diseases, Gastroenteritis and Respiratory Viruses Laboratory Branch 的實驗室研習2周；研習期間安排實驗技術學習、參與定期學術報告、拜訪病理實驗室、共同儀器室、共同細胞種庫中心，並與 Epidemiology Branch 討論了解美國諾羅病毒監測系統以及在疾病負擔上的應用。
檢附 Division of Viral Diseases, National Center for Immunization and Respiratory Diseases 組織架構如下:
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研習內容摘要:
1. 美國監測系統應用於諾羅病毒疾病負擔研究(Disease Burden):

在美國，諾羅病毒近幾年為引起食因性群聚事件的主要致病原，由於早期在美國的監測系統或通報系統中，並未有該項病原通報項目，也無確認的檢驗系統，因此，諾羅病毒在公共衛生上的重要性並無明確的數據。為了解諾羅病毒在美國社區民眾及群聚的感染狀況，以及分析病原感染後的疾病負擔，疾病管制中心利用過去在進行細菌性感染監測的FoodNet監測系統，以推算估計方式進行population based研究分析，並與地方州政府實驗室或定點醫院實驗室合作進行Lab-confirmation population based監測研究。

(1) 利用FoodNet監測系統進行population based監測:

美國在2008年以前發表文獻資料，較完整的分析文獻以CDC使用FoodNet利用在1979-1997年間通報資料，推估諾羅病毒感染以食因性途徑方式傳播的社區型研究，研究內容對象包含完整年齡層族群，估計在1979-1997年間，美國每年諾羅病毒感染病例數約23,000,000人，感染需住院病例數約50,000人，死亡人數約310人。
(2)利用Lab-confirmation population based監測研究:

以主動監測的方式和州政府衛生單位合作，配合FoodNet監測系統，隨機抽樣因急性腸胃炎門診就診病患，同時採集糞便檢體送實驗室檢測確認細菌與諾羅病毒。在計畫監測2年期間，統計門診就診病患感染諾羅病毒之incidence rate 約 64/10,000人口數，社區民眾感染諾羅病毒 incidence rate約 650/10,000人口數。另外，亦透過New Vaccine Surveillance Network與監測醫院合作，主動監測5歲以下孩童因諾羅病毒引起急性腸胃炎而住院、急診、門診之狀況，在監測2年期間，感染諾羅病毒 incidence rate分別約為7/10,000，141/10,000，319/10,000人口數，在美國5歲以下孩童人數約20,000,000人，因此推估住院、急診、門診人數約14,000人，281,000人與627,000人；並推估平均醫療花費分別約3,918美金、435美金與151美金。

(3) 諾羅病毒群聚監測
對於諾羅病毒引起的群聚事件監測主要透過National Outbreak Reporting System (NORS)及CaliciNet。National Outbreak Reporting System (NORS)是涵蓋全美國通報所有有關腸道疾病群聚的系統，包含各種感染或傳播途徑；通報資料包括群聚特徵、地區、病患臨床症狀等。CaliciNet為各地衛生單位通報檢體至CDC實驗室，以標準方法確認諾羅病毒型別分析的通報系統。因此，透過群聚的通報與實驗室的病毒型別確認，可以了解全國疫情與病毒株的變化；但在美國的群聚疫情通報是由各州衛生單位通報群聚事件與檢測結果，在過去的經驗上，通常通報上傳資料都在群聚疫情發生數周或數月後，因此較難得到即時疫情，以進行全國疫情的掌控。
2. 實驗技術學習與臨床檢體檢驗鑑定
Group A輪狀病毒是引起孩童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2004年起我國監測資料顯示，幾乎每年冬季病毒的活動會明顯上升，造成感染孩童病例數均明顯增加；2006年10月我國TFDA通過GSK與MSD申請，輪狀病毒疫苗在我國以自費性方式上市使用，上市疫苗為G1P[8]單價型疫苗與G1、G2、G3、G4、P[8]五價重組疫苗，目前推估整個疫苗使用涵蓋率約50-60%。從歷年的發病住院孩童感染輪狀病毒型別監測，顯示我國主要流行病毒株以Group A G1P[8]為主，其次為G2P[4]、G3P[8]、G4P[8]、G9P[8]。但仍有10%為特殊基因型別或為動物病毒型別感染，另有部分無法檢測感染病原。
在過去的文獻資料顯示，Group C輪狀病毒也會造成大人與小孩的大型群聚事件， 但全球對於Group C輪狀病毒確實的流行病學資料並不完整，主要原因在於Group C輪狀病毒無法培養，病毒在環境中的穩定性不高，亦很難設計適合的酵素免疫檢測試劑或分生檢測方法。
本次的實驗室研習內容主要與CDC討論我國孩童監測計畫中檢出的特殊病原流行概況，並以我國檢體學習Group C輪狀病毒檢測，及特殊病毒株的培養鑑定。

(1) Group C輪狀病毒臨床糞便檢體檢測:

Group C輪狀病毒在臨床糞便檢體的檢出率低，主要受限於該病毒的capsid protein在環境不穩定，因此開發檢測病毒的酵素免疫試劑相當困難，在 PCR檢測方法又受限於該病毒株的基因型別變化，因此檢測引子對的設計需要能夠含該多樣性病毒株；最近美國CDC開發能夠涵蓋各種基因變異的Group C輪狀病毒PCR與nested PCR檢驗方法，及以VLP方式表現類病毒顆粒製備的 in-house ELISA檢測技術。本次研究中亦學習操作2種檢測方法，未來將可嘗試先以nested PCR檢測方法，測試我國腹瀉感染病原陰性的檢體。
(2) 輪狀病毒培養方法分離特殊基因型別病毒株

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：

    (a)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。

(b)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。

(c)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。

(d)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。

(e) 病毒培養：

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。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。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。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。

(f)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。

(g)病毒株後續進行電顯確認與保存。
3. 討論諾羅病毒細胞培養研究與致病機轉進展
諾羅病毒自1968年發現後，受限於仍無法進行病毒培養或小動物model，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。在美國CDC曾利用rolling beads方式模擬腸道細胞絨毛蠕動狀態，以持續旋轉培養方式將腸道細胞培養在beads上，再感染檢體純化的病毒液，該病毒培養方式已發表於文獻期刊中。不過因發表文獻後，對於病毒感染細胞後的病毒複製狀況，以及病毒細胞感染狀態仍受爭議，應用於諾羅病毒培養是否適用仍無定論。另外，疾病管制中心的實驗室，對於病毒致病機轉與在動物模式選擇研究工作，及人類細胞receptor的研究，目前該實驗室正與美國幾家學校單位以合作計畫進行研究中。
   4. 參觀共同細胞種庫中心

在美國CDC的細胞培養所需的各種細胞株，均由共同實驗室所提供，該實驗室平時維持各種細胞的保存、量產與細胞品質維護；當各實驗室需要以細胞進行實驗分析時，以申請單向該共同實驗室申請。因此各實驗室平時無須維持細胞的持續增殖與品質維護檢測工作。
4、 心得與建議

1. 諾羅病毒感染為全球性冬季急性腸胃炎或腹瀉之主要感染病原，在美國的通報監測系統中，主要以過去FoodNet、NORS進行社區人群與群聚性的疫情監測，搭配CaliciNet作為病毒株流行與型別變化監測。但受限於疫情通報主導在地方州政府衛生單位，通報的時效性過久無法及時掌控全國疫情，這正是目前美國監測諾羅病毒所預到，並正在解決的問題之一。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，仍屬於非法定傳染病的通報疾病，但地方單位在採檢正確性與通報的時效性已逐漸改善，未來搭配疫情調查追蹤，應可建立較完整的腹瀉或食物中毒群聚監測系統。
2. 美國CDC共同細胞種庫中心的做法，可以維持穩定的細胞品持與狀況，亦可以降低細胞培養的人力，可以做為我國未來規劃實驗室的參考。
3. 在我國腹瀉監測研究計畫中，以目前檢測的病原項目仍有部分無法檢測的檢體，未來將新增本次學習的Group C輪狀病毒檢驗項目，以了解我國Group C輪狀病毒流行概況。
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