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內容摘要
    本次赴法國執行「建立鼬獾狂犬病國際合作機制」計畫，希望藉由國際合作來解決臺灣狂犬病防疫上問題。本所與法國Nancy狂犬病參考實驗室(Nancy laboratory for rabies and wildlife) 於103年5月完成合作MOU的簽定，該實驗室屬於法國食品、環境及勞安局(French Agency for food, environmental and occupational health safety)下的一個實驗室，也是全歐洲唯一OIE狂犬病的參考實驗室，負責全歐洲進出口狂犬病檢驗和疫苗批次的檢驗單位。巴斯德研究院則是屬於WHO的狂犬病實驗室，主要負責人類的狂犬病。本次行程赴巴斯德研究院洽談104年度合作計畫外，主要任務則是赴Nancy實驗室學習狂犬病動物試驗的操作以及學習螢光抗體病毒中和試驗(Fluorescent antibody virus neutralization test；FAVN test)。法國屬於狂犬病非疫區，狂犬病撲滅計畫則是由Nancy實驗室策劃執行，野生動物口服疫苗的投予，使得數年之內就完成狂犬病撲滅。因此本次前往學習動物實驗的操作，包括疫苗檢定的動物試驗，口服疫苗的給予，疫苗效力的攻毒試驗以及學習不同動物的診斷，以利後續在執行鼬獾狂犬病的病原性分析以及口服疫苗效力評估時可以準確操作。在OIE以及WHO的狂犬病血清學檢測的標準方法有RFFIT和FAVN test兩種方法，然而在台灣檢測血清是以ELISA套組檢測，無論其準確性，該方法並非OIE及WHO認可的，因此標準血清學檢測是必須建立的。由於RFFIT人為主觀性太強，除非有長期經驗，否則在初學者來說很難判斷。FAVN test則是判斷容易，操作簡單，是我國必須建立的狂犬病血清學診斷方法。
    學習OIE參考實驗室的診斷技術以及操作方法，使我國對於狂犬病的診斷技術能符合OIE的要求。由於鼬獾狂犬病病毒是屬於獨立的一個分群，詳細的病毒特性與病原性並不了解，國外野生動物的口服疫苗在鼬獾的效力如何，也不清楚，為了瞭解以及提供疾病控制以及防疫，必須進行詳細的試驗，為使試驗順利進行，則是本次赴法學習的重點。
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1、  目的
    我國於2013年發生鼬獾狂犬病，根據病毒學分子演化分析的結果顯示，鼬獾狂犬病病毒已經形成一獨立分群，表示此病毒可能是適應於鼬獾的病毒株。雖由研究指出，我國發生的鼬獾狂犬病病毒可能源自中國，然而其核酸序列與中國的毒株仍有相當的差異。目前狂犬病發生在鼬獾的病例只出現在中國以及台灣，然而中國因為鼬獾無法人工飼養超過一個月，因此很多關於鼬獾狂犬病的病原性試驗以及疫苗效力都無法進行評估。然而我國於102年末開始人工飼養乾淨鼬獾，並且成功繁殖，我國為能更進一步瞭解鼬獾狂犬病病毒病原性，以利後續防疫策略，亟需與國外專家學者學更多技術。目前台灣檢測人與動物血清是以ELISA套組檢測，無論其準確性，該方法並非OIE及WHO認可的，因此我國建立標準血清學檢測實驗室是必須的。

貳、 行程安排
本次國際病毒年會自民國103 年11 月20 日至103 年12 月7 日止共計18 天 (詳
如行程表)。派赴人員為行政院農業委員會家畜衛生試驗所，曾俊憲研究員、施雨華助理研究員、許愛萍助理研究員以及長庚大學張中明助理教授。
                            行程表
	日期
	研習單位及內容

	11/20(四)
	· 桃園中正國際機場搭機前往法國戴高樂機場。

	11/21(五)
	· 抵達法國戴高樂機場。
· 前往巴斯德研究院院區參訪。

	11/22(六)
	· 前往巴斯德研究院拜會巴斯德研究院Dr. Enouf 洽談合作事宜。

	11/23(日)
	· 法國巴黎搭火車前往南錫(Nancy)。
· 與實驗室(Nancy laboratory for rabies and wildlife)負責人Dr. Cliquet會面討論台灣鼬獾狂犬病疫情以及建議。

	11/24(一)
	· 進行台灣鼬獾狂犬病報告。
· 學習CVS-11病毒增殖第一代。

	11/25(二)
	· 學習螢光抗體血清中和試驗(FAVN)。
· CVS-11第一代增殖第一天。
· 學習動物檢體乳劑製造。
· 學習小鼠MIC LD50。

	11/26(三)
	· CVS-11第一代增殖第二天，判讀後收獲。
· CVS-11病毒增殖第二代。
· 學習FAT及RTCIT染色。

	11/27(四)
	· FAVN 染色及判讀。
· CVS-11第二代增殖第一天。
· 學習疫苗檢定病毒稀釋以及動物接種。

	11/28(五)
	· CVS-11第二代增殖第二天，判讀後收獲。
· CVS-11第二代力價測定。

	11/29(六)
	· CVS-11力價測定第一天。

	11/30(日)
	· CVS-11力價測定第二天。

	12/01(一)
	· CVS-11第二代力價測定螢光染色，判讀。
· 前往Atton學習狐狸飼養及保定。

	12/02(二)
	· 螢光抗體血清中和試驗(FAVN)。
· 口服餌料力價測定。
· 前往Atton學習狐狸攻毒。

	12/03(三)
	· BHK-21、Vero、N2a細胞繼代。
· 前往Atton學習狐狸口服疫苗的投予。

	12/04(四)
	· FAVN 染色及判讀。

	12/05(五)
	· 與實驗室人員進行兩週試驗討論。
· 法國南錫搭火車前往巴黎。

	12/06(六)
	· 法國戴高樂機場搭機前往桃園中正國際機場。

	12/07(日)
	· 抵台。



參、研習及參訪機構介紹
1. 巴斯德研究院
為一個私人的非營利組織研究機構，其總部位於法國的巴黎，其命名是源於其世界知名的創立者-- Louis Pasteur，Louis Pasteur致力於狂犬病疫苗的開發，此外當今許多重要的技術都是其所開發，包括包斯德滅菌法、炭疽疫苗。今日巴斯德研究院的研究領域涵蓋為生物學、免疫學、神經科學、發展生物學、遺傳學，以及癌症研究。
2. ANSES - French Agency for Food, Environmental and Occupational Health & Safety 之狂犬病及野生動物疾病南錫實驗室 (Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife) 
Nancy Laboratory for rabies and wildlife 是法國 ANSES (The French Agency for Food, Environmental and Occupational Health & Safety) 裡負責歐洲動物狂犬病監測的重要實驗室，是ANSES 的12個重點實驗室之一。其包含兩個單位，其中之一負責野生動物傳染病研究，另一則是負責 Lyssavirus。該實驗室狂犬病部門主要領導人為 Florence CLIQUET，內部組織區分為四個主要分部，分別是血清學分部、狂犬病診斷及疫苗檢測分部、分子生物學分部、狂犬病 EURL 分部 (European Union Reference Laboratory) 。其為歐盟狂犬病參考實驗室，對於狂犬病及狂犬病血清學具有重要的角色，主動地參與診斷方法的標準化及研發，以及免疫動物的血清力價測試。亦是OIE 認定的狂犬病參考實驗室，國際上，此實驗室藉以提供專長及實驗室服務，以加強貿易安全、診斷協助、狂犬病的預防。此外，是狂犬病疫苗 (死毒或口服用的活毒疫苗) 正式的批次監測實驗室，此角色是被 European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare (EDQM) 所認定。主要的業務包含下述：狂犬病的診斷及流行病學的監控；監控蝙蝠的 Lyssavirus 感染；犬隻、貓、及狐狸免疫狂犬病疫苗後的抗體測定；口服及針劑疫苗的監控；狐狸牙齒的 tetracycline 分析；動物包蟲病 (echinococcosis) 的診斷；出血熱及腎病症候群的 (haemorrhagic fever with renal syndrome) 的血清學分析。
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	巴斯德研究院

	ANSES 狂犬病及野生動物疾病南錫實驗室



肆、研習內容
(一) 進入 BSL3 實驗室之訓練
該訓練主要的目標是讓學員了解何謂 BSL3、 BSL3 如何運作，以及 BSL3 主要的規則。該實驗室配有生物安全官 (Biosafety officer)，且此生物安全官之職位不直接隸屬於該實驗室，因而可更正確也直接地督導 BSL3 實驗室之運作。病原依對人體危害的程度被區分為四種等級，在法國狂犬病的所有試驗 (不僅僅只有攻毒)，皆在 BSL3 進行 (有些國家是有區分的，只在攻毒試驗才在 BSL3 進行，其他試驗則在 BSL2 進行)。目前在 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife，被規劃的人畜共通疾病有兩個，一是狂犬病，另一則是 Echinococcus multilocularis (法國很多狐狸都有 Echinococcus multilocularis) 。
BSL3 是指一個密閉的結構，相對於周圍環境，其內部壓力為負壓；因此在 BSL3 內，不可同時開啟兩扇對應不同空間之門。對於污染的避免散播，其基本概念便是 1. “box in box”，第一個 “box” 即是確保密封 (利用 bulkheads 或 filter)； 2. 管制門禁； 3. 梯度性負壓 (送入 BSL3 的空氣經過一層 HEPA 過濾，而送出的空氣則經過兩層 HEPA 過濾)，在每一間房間的空氣更換率隨著房間大小而不同，但房間內的粒子濃度 (Particle concentration) 是遵循 ISO 7 或 ISO 8 (ISO14644)。所使用的 HEPA 形式是 H14 ，具有 99.995% MPPS (most penetrating particle size = minimum efficiency of air filters) 的效率。
在進入 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife 的 BSL3 之前，所有的人員必須接受過有效的狂犬病預防注射，並經過生物安全官的訓練及授權。目前其 BSL3 內配有盥洗設備，但尚未使用，因目前並未進行空氣傳播性病媒之試驗。
人員進入流程： 1. 進入前需在門口白板登記進出情形，所有的試驗耗材及樣品藉由 airlock 運入，需磁卡感應才可進入。 2. 在第一間房間 (locker room) 脫去實驗衣並脫下所有非准進入之個人配件，並穿上鞋套。 3. 穿過 shower room (目前沒啟用)，在最後一間房間，穿戴上所有保護性配備 (第一層手套、防護衣、頭套、口罩)，進入實驗室。對於離開之步驟，同上述但反向進行。
物品或樣品進入流程：必須經由 airlock 的門，必須注意的是，當 BSL3 內側的門經過打開，airlock 空間必須經過一次的消毒過程 (使用 hydrogen peroxide 噴霧)，BSL3 外側的門才得以打開。
一般操作過程的保護配備：第二層手套，離開房間前必須脫除。解剖房的保護配備：第二層手套、拋棄式長袍、防滑鞋套、面罩。
廢棄物的管理：固態廢棄物經高溫高壓滅菌後待銷毀，液態廢棄物則經引流到處理廠經 134℃ 加熱處理，化學廢棄物 (acetone) 經由 airlock 送出直接經由所規定的化學廢棄物規則處理。
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	進行 ”進入 BSL3 實驗室” 之訓練
	進行 ”進入 BSL3 實驗室” 之訓練
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	此 BSL3實驗室在 2010 正式啟用
	生物安全官解說傳遞箱的使用
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	所有人員之進出需在門口白板登記
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 (二)、螢光抗體病毒中和試驗(Fluorescent antibody virus neutralization test；FAVN test)
自 1935 年起，偵測狂犬病中和抗體 (neutralization antibodies) 的多種方法被闡述及應用；截至目前，最常被使用、被 OIE 認定，也被 WHO 推薦的標準檢測方法為 RFFIT (rapid fluorescent focus inhibition test) 及 FAVN (fluorescent antibody virus neutralization test)。當中最早被使用的方法是在 1973 年由 Smith 所開發的 RFFIT，在早期約 1980-2000 年之間，許多實驗室使用 RFFIT，但調整使用 microplates 而非原創者建議的 Labtek chamber slides，尤其是許多判讀的方法隨之衍生 (RFFIT 的標準判讀方法是每一個 Labtek chamber 判讀 20 個視野)，漸而漸之，實驗室間的比較結果並不非常可信。隨後，在1990 年代末期， Florence CLIQUET 發表了一個更容易進行、判讀螢光上更精準的狂犬病中和抗體方法— FAVN；在 FAVN 所使用的判定方法為 “all-or-nothing” 的判讀方法，較不耗時，也較不受個人主觀因素影響。此外，FAVN 評定上有 100% 的專一性，且在判定低抗體力價或陰性血清上都較 RFFIT 準確，甚至對於一些汙染性的血清在低血清稀釋倍數下，也較不如RFFIT 有明顯的細胞毒性效應 (cytotoxic effect)。在操作上 microplates 的應用也比 Labtek chamber slides 容易多，因而越來越多狂犬病中和抗體偵測實驗室偏好使用 FAVN。近年對於犬貓進口入歐盟國家，依據歐盟的規定 (Council Decision 2000/258/EC)，必須進行 FAVN 試驗測定狂犬病中和抗體力價，並授權且委請 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife 來判定各執行實驗室是否具有核發 FAVN 血清結果的實質認可能力，目前全球有 32 個實驗室在此血清學實驗室的列表中，逐見 FAVN 試驗對於狂犬病中和抗體力價判定的重要性。本次研習 FAVN 試驗之目的在於未來鼬獾免疫口服疫苗後，予以進行狂犬病中和抗體力價測定，並於未來試圖將中和血清抗體力價與實際保護指數建立相關性。

試驗用試劑:
細胞株:BHK 21
病毒株:CVS-11
培養液:DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
陽性血清
陰性血清
FITC 抗狂犬病單株抗體
試驗步驟:
1.稀釋陰性血清：每孔加入50μl陰性血清，重複四孔，連續三倍稀釋3階，最終體積為100μl。
2.稀釋陽性血清：每孔加入50μl陽性血清0.5IU/ml，重複四孔，連續三倍稀釋5階，最終體積為100μl。
3.樣本血清稀釋：稀釋待測血清：每孔加入50μl血清，重複四孔，連續三倍稀釋6階，最終體積為100μl。
4.加入病毒：陽性血清、待測血清、CVS-11陽性對照及陰性血清，每孔加入50μl 100TCID50的CVS-11病毒，至最終體積為150μl。
5.CVS-11病毒的力價測定:加50μl病毒4孔，連續4倍稀釋8階。
6.36℃＋/－2℃/5％CO2感作1小時。
7.加入4x105cells/ml的BHK21細胞懸浮液50μl。
8.36℃＋/－2℃/5％CO2培養箱培養48小時。
9.培養48小時候，倒掉上清液，以PBS潤洗，在以80％丙酮固定，放置於室溫30分鐘。
10.甩乾丙酮，放置風乾，同時檢查是否有固定成功。
11.加入50μl稀釋完成的FITC，37℃＋/－2℃ 培養30分鐘。
12.甩掉上清液，以PBS潤洗兩次。
13.於螢光顯微鏡下觀察，以全或無的方式判讀。
14.血清力價的判定:
血清力價(IU/ml)=[(10(血清logD50的數值))xOIE血清0.5IU/ml的閥值力價]
                         (10 (OIE血清logD50的數值))
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	96孔盤標示
	加入血清
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	血清稀釋
	FAVN test 紀錄登記
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	加入BHK-21細胞
	螢光染色細胞潤洗



(三)CVS-11病毒增殖與力價測定
CVS-11病毒是於BHK-21細胞培養的狂犬病作為檢驗的標準病毒株，一般為乾燥粉末，必須經過增殖並且測定過力價後才可用於FAVN test使用。
試驗用試劑：
細胞株:BHK 21
病毒株:CVS-11
培養液:DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
消化液:Trypsin
試驗步驟：
1.以Trypsin消化1支75T角瓶的BHK-21細胞。
2.加入0.5ml回溶乾燥粉末的CVS-11病毒。
3.於35℃＋/－2℃/5％CO2感作1小時，每15分鐘輕輕翻轉3-4下。
4.1000g離心15分鐘。
5.倒掉上清液，以20ml培養液懸浮細胞，分裝10到2個25T培養角瓶，另外分裝400μl到兩個chamber上。
6.35℃＋/－2℃/5％CO2培養48小時。
7.每24小時以FITC染一片chamber，確定病毒增殖狀況。
8.48小時後第二次繼代，以Trypsin消化1支75T角瓶的BHK-21細胞。
9.加入第一代病毒上清液。
10.於35℃＋/－2℃/5％CO2感作1小時，每15分鐘輕輕翻轉3-4下。
11.1000g離心15分鐘。
12.倒掉上清液，以40ml培養液懸浮細胞，分裝10到1個75T培養角瓶，另外分裝400μl到兩個chamber上。
13.35℃＋/－2℃/5％CO2培養48小時。
14.每24小時以FITC染一片chamber，確定病毒增殖狀況。
15.48小時後收集上清液，1000g離心15分鐘去掉細胞殘骸。
16.上清液取1ml測定力價，其他於-80℃保存。
17.病毒以培養液連續10倍稀釋，由原液至10-11，分別各以6個重複加入50μl的病毒液於96孔盤(前一天將BHK-21接種於96孔盤上，使用前倒掉上清液)，加入200ul培養液於35℃＋/－2℃/5％CO2培養72小時。
18.72小時後，以與FAVN test相容染色方法染色，在螢光顯微鏡下判讀。
19.以Spearman-Kärber 方法計算病毒力價。 
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	消化75T BHK-21細胞
	感作1小時，每15分鐘輕輕翻轉3-4下
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	分裝病毒和細胞至2支25T
	分裝到2片Chamber
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	Chamber以螢光染色觀察增殖情況
	CVS-11力價測定，病毒稀釋
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	72小時後以螢光染色觀察
	加入FITC


(四)口服餌料疫苗力價測定
野生動物用口服狂犬病餌料疫苗有維克以及龍馬耀兩種口服疫苗。野生狐狸餌料投於，因此活病毒是包覆於餌料裡，在此為了檢驗口服疫苗是否符合疫苗檢驗標準，必須進行口服餌料疫苗力價測定。
試驗用試劑：
細胞株:Vero cell
口服疫苗:VRG(Vaccine recombinant glycoprotein)
陽性對照:乾燥VRG病毒
培養液:DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
試驗步驟：
1.以Trypsin消化1支25T角瓶的vero細胞。
2.以105cells/ml濃度接種於96孔盤。
3.5個待測餌料以鉗子將之夾開，取出內部的疫苗，將5個餌料內的疫苗混合集中。 
4.疫苗以培養液連續10倍稀釋，由10-1至10-12，分別各以6個重複加入50μl的疫苗液於96孔盤(使用前倒掉上清液)，加入200ul培養液於35℃＋/－2℃/5％CO2培養72小時。
5.同時回溶乾燥VRG病毒，以相同方式稀釋及加入另一細胞盤作為對照。
6.5天後，以與FAVN test相容染色方法染色，在螢光顯微鏡下判讀。
7.以Spearman-Kärber 方法計算病毒力價。
	[image: F:\103 NANCY\100NIKON\DSCN8958.JPG]
	[image: F:\103 NANCY\100NIKON\DSCN8963.JPG]

	口服餌料
	破壞餌料取出疫苗
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	抽出疫苗將之混和
	疫苗序列稀釋



(五)狂犬病診斷實習
本次法方實驗室特別準備了犬、貓、蝙蝠各一例病例，示範採取其腦組織後，分別進行 FAT (Fluorescent antibody test) 及 RTCIT (Rapid Tissue Culture Infection Test) 以進行狂犬病診斷實習。
FAT (Fluorescent antibody test) 之操作過程：
Ammon’s Horn 及 medulla oblongata 的切面用以按壓於玻片上，在室溫風乾後，於 −20 °C 在丙酮中固定 30 分鐘，而後風乾。加上結合 fluorescein isothiocyanate 的單株抗體，在潮濕的 37 °C 培養箱中感做 30 分鐘。將玻片浸於 PBS 五分鐘，而後浸洗於水中，風乾後滴上含甘油之緩衝液，於螢光顯微鏡下判讀。
RTCIT (Rapid Tissue Culture Infection Test) 之操作過程：
事先先於八孔 Lab-tek tissue culture chamber slides 中種植 N2a 細胞，將腦組織均質並製備成五倍乳劑 (以 DMEM) 後，經過 2000g 、三十分鐘的離心，將上清液接種 50 μL 到八孔 Lab-tek tissue culture chamber slides 的每一孔中，於 37 °C、5% CO2 培養箱中培養三天。將細胞於 −20 °C 在丙酮中固定 30 分鐘，而後風乾。加上 50 μL 結合 fluorescein isothiocyanate 的單株抗體，在潮濕的 37 °C 培養箱中感做 30 分鐘。將玻片浸於 PBS 五分鐘，而後浸洗於水中，風乾後滴上含甘油之緩衝液，於螢光顯微鏡下判讀。
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	採取犬腦組織
	採取蝙蝠腦組織
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	採取貓腦組織
	進行FAT 及 RTCIT



(六)以狐狸練習如何投予口服疫苗
因 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife 在法國成功撲滅狐狸狂犬病上扮演重要的角色 (包括策畫與執行、策略的修正等等)，因此其對於此過程中多種動物試驗基礎方法皆有熟稔的技術，本實驗室是首次進行野生動物 (鼬獾) 的飼養和試驗操作，因而本次研習另一重點是參訪 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife 的 Atton Experiment Station。目前 Atton Experiment Station 的負責人是 Jacques Barrat，其過去亦為 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife 的實驗室負責人，技術上曾擔任狂犬病診斷及疫苗檢測分部的分部負責人，如今負責管理 Atton Experiment Station，在野生動物 (特別是狐狸及歐洲獾) 的一些狂犬病試驗特別熟悉，因而此行特別拜訪他，除現場觀摩、操作狐狸的相關試驗外，也力邀其於 104 年度來台指導狂犬病相關試驗。
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	Atton Experiment Station 的 BSL3 動物舍  
	Atton Experiment Station 的健康狐狸飼養區
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	Atton Experiment Station 的狐狸攻毒區
	示範如何捕抓及保定狐狸



(七) 在小鼠進行 CVS-11 的 MIC-LD50 測定
1. 首先將病毒液經過連續十倍的序列稀釋 (稀釋在DMEM)。
2. 將每一籠小鼠予以適當標記於籠上 (包含小鼠數目、稀釋階、接種頭數、組別號碼)。
3. 將舒泰50 配置成 50mL，每隻小鼠給予腹腔注射 0.1mL，小鼠麻醉後令呈趴姿。
4. 以 1mL 接種針抽取病毒液，接種者以左手固定麻醉小鼠之頭部，每一隻小鼠接種 0.03mL (接種位置在右眼和右耳延伸交會的點上，針頭穿越顱骨後再往前 0.1-0.2cm 即在腦組織內)，一組接種 10 隻小鼠，依序完成每一個稀釋階的接種手續。
5. 若0.03mL 在接種辨識上有困難，可先用簽字筆在針頭上標記每一個 0.03mL。
6. 腦內接種後前四天的死亡被認為是非特異性的，不可歸咎成狂犬病病毒所造成。根據 PR-PQAM-EXP-EUTH 的執行程序，動物在第十四天執行安樂死，並進行病毒力價計算。
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	以舒泰50腹腔注射將小鼠適當麻醉
	顱內接種病毒液
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	試驗之小鼠籠架，所有小鼠籠皆予以適當標示 (包含小鼠數目、稀釋階、接種頭數、組別號碼)
	每一籠小鼠皆含躲藏用小盒，豐富化小鼠生活



伍、心得及建議
1. Nancy實驗室是OIE的參考實驗室，對於狂犬病方面的研究非常有經驗，透過本次去該實驗室的學習，學習到很多無論是技術上以及觀念上的新的見解，都是獲益匪淺，對於未來本國狂犬病防疫也是有幫助。透過這次研習，也與法國OIE參考實驗室建立合作關係，去年本所已與該實驗室簽立MOU。於今年度已邀Dr. Jacques Barrat來台技術指導狂犬病相關試驗。也於1月底邀該實驗室負責人Dr. Cliquet來進行有關法國狂犬病控制計畫的演講以及試驗上指導。透過這次研習已與該實驗室建立良好合作關係，未來將持續互相合作，為撲滅狂犬病努力。
2. 本次研習有非常大部分的時間是在 Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife 的 BSL3 中進行，其整體的保護穿著措施僅有穿著防護衣、頭套、口罩、及兩層手套，而本所在非人類靈長類動物舍進行狂犬病動物試驗需穿著呼吸器、配戴 N95 口罩。當工作及試驗人員經過標準的狂犬病暴露前免疫流程，僅穿著規定的保護性措施 (防護衣、頭套、口罩、及兩層手套) 已非常足夠。當配戴氣流量較受限的呼吸器進行狂犬病動物試驗時，試驗人員無法有效率地移動身體進行試驗動作；又因受到面罩的阻隔，而有視線不清的情形。一組呼吸器含濾毒罐的售價約新台幣三萬元，可能三個月至半年即耗損，需花費大量經費。由該國經驗建議可參照歐盟的狂犬病參考實驗室之作法，在進行狂犬病動物試驗時，可免除呼吸器及濾毒罐的使用。
3. Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife實驗室是OIE的狂犬病參考實驗室，該實驗室只有15名員工，另外在Atton野生動物飼養有3人，共18名員工，但是每個人各司其職，動物進出歐洲的血清抗體檢驗，疫苗批次的檢驗都是該實驗室執行的。本次前往Nancy實驗室研習，學習試驗的技術的部分，我覺得並不困難，但是最讓我覺得特別的是控制線的概念。以往所受教育承襲美式教育的概念，所有數據都是說一是一，如果偏離了就是不準確，往往沒有去考慮人的因素。然而在法學習的控制線概念是指，即使是機器都會有誤差範圍，所以只要是人為的操作都會有一個誤差範圍，這個誤差範圍並不是錯誤的，而只是每個人操作上的不同，所以每個人的控制範圍是不同的，只要是在該操作人員範圍之內皆是正確的，也因為如此每個技術人員的控制線都是經過無數次重複制定出來的，更為準確，也更人性化。因此建議我國診斷實驗室的診斷或力價測定，也可仿效OIE參考實驗室使用控制線的概念，以控制線來調整，訪可使實驗結果較為準確。另外OIE參考實驗室的管理運作，每個步驟都有SOP以及記錄，如果有問題都可以追朔原因，減少實驗出錯的可能，使用的試驗試劑都會經過檢驗，確定沒有受到汙染，並且都會有預備的備用，以防污染時的緊急應變。本次赴法國狂犬病參考實驗室研習，除了實驗操作上的學習，更重要的是學習到很多不同的概念以及想法，這些細節是如何讓診斷更為準確可信，這些都是很寶貴的經驗以及指導，讓我獲益良多。
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