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報告日期 : 民國 94 年 12月 15 日
摘   要

面對新興傳染病(Emergencing Infectious Disease；EID)的衝擊與威脅，對公共衛生與防疫體系無疑是最嚴峻的挑戰，實驗室如何有效的檢測出EID的浮現，實為一大課題。此外由於病原體不斷的快速演化或再浮現，檢驗技術亦須不斷的更新與縮短檢測時間，以期能早期的偵測與防治使疫情不至再進一步擴大，其交通的便捷與迅速快速地偵測出致病原更顯出其重要性。分子生物學這些年來有長足進步，比從前利用傳統方法分離病原體以後，再加以鑑定的確是一項演進，也因此找到了某些新的病原體如：HCV、HHV-8、SARSCoV、GB virus C、HepatitisG virus、hantavirus、TTV等，這些方法可以是：

1.Immunoreactive cDNA expression Library篩選

2.Representational Difference分析

3.DNA microarray

4.Degenerated PCR

而SISPA(sequence-independent single primer amplification) 及CODEHOP-mediated PCR為這些方法的再修正，以期能偵測到不同的病原體或同科的新病毒等。

腸病毒群在台灣地區是相當活躍的，不同的地區、環境、氣候及社經、年齡等因素，都會影響其流行趨勢及血清型別。傳統之檢驗技術如何傳承及引用新興的檢驗技術並如何配套使用，對於台灣地區整體腸病毒的流行、監測、治療與預防有其需求性。分子生物學的進步揭開了病原體的原始面貌，藉由最基本的核苷酸序列，不僅可進一步回溯腸病毒的演化，並可依所累積相同生物特性之表現型配合先進的儀器設備來做為檢驗方法的設計與改良，進而準確及快速提供病原體資料。
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目     的

1、 對於EID的浮現，藉以新興技術研發與應用，提供快速檢驗並建立完善監測系統。

2、 改良腸病毒檢測系統並提供臨床診斷之用

三、 分子生物技術之研發與分子流行病學之分析應用

過 程 及 內 容

1、 前往美國亞特蘭大疾病管制中心(Centers for Disease Control and Prevention)辦理相關入局之規定及程序。

2、 適逢世界衛生組織(World Health Organization)在亞特蘭大舉辦11th Informal Consultation on the Global Polio Laboratory Network (8月30日~9月1)日之會議，承蒙主辦單位同意，一起參與有關全球小兒麻痺的流行地區、分子流行病之演化、實驗室之監測與品管、快速檢驗方法之研發與應用及未來相關策略等議題。(會議內容如表一)

3、 EID檢測方法之介紹

1.DNase

 SISPA(sequence-independent single primer amplification) 

一般而言，檢驗存在於血清中微少含量的病毒是相當因難的工作，其中主要原因在檢體中存在有多量宿主DNA，所以要逹到偵測血清中病毒的存在，須要進行放大或者專一性的選擇區分， 將利用DNase處理後 
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         核酸萃取           酵素酶分解核酸片段          進行該片段SISPA之放大

2. Luminex xMAP之技術

    是利用red與infrared螢光劑，二者以不同比例之混合充填進入5.6micron之微粒球內(microsphere)，由於不同比例可被Laser光激發不同的波長，目前至少可創造出高逹100種不同比例之混合，這些每種不同色澤之微粒球皆可以與不同的檢測assay結合在一起，它可運用簡單的化學連結法將抗原、抗體或核苷酸序列、受器及ligand等與這些microsphere結合，所以在單一反應管內可放進100種不同偵測目標物的染色微粒球，然後再以flow cytometry之技術讓這些微粒球可以一個一個排列Detection Chamber，再以紅色雷射光激發微粒球內不同比例染劑，同時以綠色雷射光激發連結在微粒球上所結上去之分析用，利用分析記錄軟、硬體即可得知反應管內所欲偵測之多種目標物的結果，目前這項技術己被廣泛運用於Allergy Testing、Autoimmune、Cancer Marker、Cytokine、Enviroment/BioDefense、Gene Expression、Genetic Disease、Gentyping及Infectious Disease。 

3.CODEHOP-mediated PCR

  針對所欲偵測目標物的家族具有較高胺基相似性的位置設計出primer pool，每一條primer在其3’-end、約3-4基(對應9~12核苷酸)，含各種可能的不同序列所組之一種序列，但其5’-end則是由較長且相同固定核苷序列所組成，因此每一條primer在5’end有相同的核苷序列且較長，但其3’-end核苷酸序列則可能會有變化且較短，此一設計主要是改良尚再利用Degenerated primers時，PCR反應的early stage只有那些比較完全密合的primers可會接上去，因此在反應初期該單一primer很快的被用盡，但是其它非特異性的primers因還存有大量之濃度，如果反應在不是相當stringent的情況下，便會有非特異的PCR產物在未期產生，而將模糊掉欲偵測的真正產物。因此設計出在3’有較短的Degenerated primers pool，其不同組合的primer必然比原先都是Degenerated primers(通常15-20核苷酸)的濃度高，所以該特異組合的primer在PCR cycle仍有充足的濃度可資運用，因而可提高敏感性與特異性。

四、通過亞特蘭特疾病管制局各項安全措施並通過考實驗室之基本資格考試，方可取得証件可進出實驗室進行操作。

五、實驗室實際操作

在實驗室中主要為學習有關腸病毒全長基因定序之技術，並對其他有關腸病毒的檢驗方法可與實驗室人員進一步的討論與改善，本次基因全長是以腸病毒血清型Echo7為實驗檢體，操作流程則如圖一所示：

Echovirus 7 Genomic Sequencing

1、 基因定序全長所設計之引子，如下表所列

Primers(Sense/Antisense)
PCR Product Size(Base Pairs)


310/170

  507



171/313

  414


141/286

  512


403/404

  776


287/284
686


224/315

886


292/131

1205


290/405

974


325/328

1262


329/336

1970


335/336

614


337/349

305


141/284

1508


15/019
1393


38/019

780


290/326

737


389/400

800


398/332

568


416/433

768


92/391

 725


233/130

 466

二、50μl cDNA reaction 所需之試劑及條件設定:
5X Reaction buffer (Invitrogen)
10.0μl

10.0 mM dNTPs (Amersham)
5.0μl

Random Hexamers (25μM) (ABI)
5.0μl

DS H2O
16.0μl

DTT (0.1M)
4.0μl

RNase Inhibitor
2.5μl


SuperScript II (Invitrogen)
2.5μl


Virus Isolate RNA
5.0μl


cDNA Thermocycler Conditions

Hold
22℃
10 minutes

cDNA
42℃
150 minutes

cDNA
50℃
30 minutes

RT Inactivation
95℃
5 minutes

Hold
4℃
Forever

Freeze the reactions at -20℃. Thaw and use as needed in the PCR reactions.

三、PCR Reaction 所需之試劑及條件設定:


10X PCR buffer (Roche # 1 271 318)
137.50μl


20mM dNTP’s (Amersham)
13.75μl


10μM Sense Primer
137.50μl


10μM Antisense Prime
137.50μl


DS H2O

910.30μl

This kit formulation is for twenty-five 50μl reactions, using 1μl of cDNA. The reactions can be scaled up to 100μl, using 2μl of cDNA, although a 50μl reaction usually yields enough template for many sequencing reactions.

PCR Reactions:

50μl Reaction:

PCR reaction kit

48.6μl

Taq DNA polymerase (5U/μl) (Roche #114 617 3)
0.4μl

cDNA


1.0μl

Double the volumes for 100μl reaction.

PCR Thermocycler Conditions:

35-40 cycles of:

Denature
95℃
30 seconds

Annealing
42℃
30 seconds

Ramp
65℃
0.4℃/second

Elongation
65℃
45 seconds

Hold
4℃
Forever

Primers for 5’ and 3’ RACE:

5’ RACE SO170 (genome location = 533) or SO341 (genome location = 66).

3’ RACE SO339 (genome location = 7260)

實驗所得之序列如表二


  心     得

新興傳染病的衝擊與威脅，對公共衛生與防疫體系無疑是最嚴峻的挑戰，自從1997年香港首度傳出禽流感H5N1、1999年美國紐約市發生的從未在西半球出現過西羅尼病毒的感染病例、同年馬來西亞的立百病毒感染造成豬隻大量死亡，當時有超過100人感染而喪命，2003年的SARS更帶來恐慌，遭過波及的國家超過27個，其中8098受到感染，774人因此喪命，所造成的經濟損失更是無法估算，2003年後至今仍持續威脅全球的禽流感H5N1，這些新興傳染病(Emergencing Infectious Disease；EID)的浮現無疑地與人類自身的活動有密切的關係；這些活動源自於交通的日益頻繁，疾病穿過地理障礙；人口爆炸都市化與擁擠化之結果，提供傳染病散播的最佳途徑，開發、灌溉、伐木改變了帶有病原體之棲息地，溫室效應改變了氣候與生態平衡促進病原體特性的改變及人類行為的變遷如性開放、濫用藥物、毒癮等助長疾病的傳播；加上病原體本身的演化、改變，產生抗葯性，由於這些因素的影響與變化以及許多EID的持續出現，顯示人類與傳染病的抗戰仍在持續中，而有那些EID傳染病我們應特別留意並加以重視？這些包括1.具有抗藥性之病原體2.經由媒介物如昆蟲或動物傳給人類的傳染病3.輸血或DNA血液製劑產品與器官移植4.非傳統型病原體所造成的慢性傳染病如庫賈氏症狂牛病等5.由飲食所傳播之疾病等。其中又有那些所謂的高危險性族群值得我們特別注意：包括孕婦、新生兒與幼童、老年人免疫不全或受抑制之病患、移民、遷移、出差、觀光、旅遊與常與動物有接觸的工作人員，醫療、公共體系的從業人員等。

    面對EID的嚴峻挑戰，要有完善的軟、硬體設施如人才、經費、設備教育訓練、健全的組織架構、良好的分工合作與暢通的溝通管道包括與國際的接軌等。但在實驗室最重要的課題是如何有效的早期檢測EID的浮現，當然是利用分子生物學長足進步來偵測病原體的存在，藉由先前己敍述的幾項新發展之分子檢測技術、可針對本局新感症候群，找不到病原體的檢體以及無法進行分型的腸病毒進行檢驗，藉以找出新種的病原體，並可由這幾項的檢驗技術可以發現是否己有病原體正悄悄入侵。

   這些年來在腸病毒的檢測技術的變遷中，我們已可以看到從最傳統的技術(動物接種、組織培養，細胞培養及中和試驗等)，進展至分子生物學的檢測，在臨床診斷部份，將逐一的取代傳統的技術，所以美國亞特蘭大疾病管制局腸病毒實驗室目前對於腸病毒則是全力利用分子生物學發展其檢測方法。早期在腸病毒部份是利用分子生物學來做為血清型的鑑定與分類，但隨著檢體量的增加、臨床治療上的區分、疫情的需求及腸病毒臨床症狀表徵的不同，故己陸續將其應用在臨床的診斷上，對於無菌性腦膜炎直接由腦脊髓液以分子生物學之方法如PCR鑑定，是為一典型之例子，進而再利用對於核苷酸及胺基酸設計引子的觀念，以提檢驗技術的敏感性及特異性，使其更適用於臨床檢體而勿需再等待細胞培養之時間，所以對病毒性病原體未來的檢驗技術最大的目的是希望它能：

1. 直接由臨床檢體即可檢測獲得結果。

2. 不需病原體之增殖。

3. 具有高度的敏感性且應等於或優於細胞培養。

4. 偵測之結果最好可兼具病原體的鑑定及生物特性的確認與分子流行病學之功用。

但是有一點是我們不能忘記的是傳統技術對於病原體種原的保存，雖無即時性的效果，但卻是建立代代相傳的軌跡。


	

	
	
	


建     議

1、 有關這一次在亞特蘭大所選行的第十一屆小兒麻痺會議中，對於

     AFP(Acute Flaccid Paralysis)的監測糸統仍是相當重視的，所

     以該系統仍應持續同步配合WHO的策略並參加Proficiency test

     維持實驗室的品質及穩定性。

2、 新興傳染病的浮現受到自身的特性及環境的因素是沒有時間性的，利用了在分子生物學長足進步，可將幾項新發展之檢測技術，有系統的對於新感症候群，找不到病原體的檢體以及無法進行分型的腸病毒進行檢驗，藉以找出新種的病原體，並建立檢測系統。

三、 由於CODEHOPE PCR這項技術的設計原理己被廣泛應用在不同的病原體，腸病毒現利用此原理設計出VP1 sn-PCR，對於病原體的確認及臨床檢體的檢驗具有良好的敏感性，並可縮短檢驗時間且可確認血清型別，此項檢驗方法可適用在腸病毒重症個案及群聚感染型別的的鑑定。 

表一

	
	Vaccine Assessment and Monitoring

Immunization, Vaccines and Biologicals 

Family and Community Health

	

	The 11th Informal Consultation on the Global Polio Laboratory Network 

	30 August - 1 September, 2005  

Venue: Sheraton Buckhead Hotel (Ground floor: Terrace Ballroom), Atlanta, USA

	

	AGENDA as of 23 August 2005



	
	

	Tuesday 30 August 2005



	SESSION 1:  Global Progress and reports from Polio Endemic Regions

	09:00
	Global Progress
	WHO/HQ

	09:30
	Report from the region of Africa
	WHO/AFR

	09:50
	Report from the region of the Eastern Mediterranean
	WHO/EMR

	10:10
	Report from the region of South East Asia
	D. Featherstone

	10:30 
	Coffee
	

	11:00
	Discussion
	

	SESSION 2:  Molecular Epidemiology

	11:30
	Viruses from Botswana, and countries of west Africa - tracing the transmission pathways 
	N. Gumede

	12:00
	Transmission of endemic viruses in Afghanistan, Egypt & Pakistan
	H. Asghar 

	12:30
	Characteristics of viruses from India 
	J. Deshpande

	13:00
	Lunch
	

	14:00
	Genetic relationships among viruses detected in Sudan, Yemen,  Saudi Arabia and Indonesia
	C. Burns

	14:30
	Importations and determination of continued or re-established indigenous circulation: examples from Cameroun, Central African Republic and Chad 
	O. Kew / 

M. Pallansch

	15:00
	Discussion
	


	15:30
	Coffee


	

	SESSION 3:  Detection of VDPVS



	16:00
	Detection of VDPVs in China
	Wenbo Xu

	16:30
	Detection of VDPVs in PDR Lao and Japan
	H. Shimuzu

	17:00
	Discussion
	

	17:45
	Adjourn
	

	Wednesday 31 August 2005

	SESSION 3:  Detection of VDPVS (continued from previous day)

	09:00
	VDPV detection in sewage in Slovakia & Israel
	E. Gavrilin

	09:20
	Review of iVDPVs and update on characterization of VDPVs from other sources 
	J. Martin

	09:40
	Characterizing Sabin-related strains by RFLP and sequencing  - searching for VDPVs  and update on Madagascar
	F. Delpeyroux

	10:00
	Discussion
	

	10:30
	Coffee
	

	SESSION 4:  Laboratory quality assurance

	11:00
	Report on Proficiency test Programme - virus isolation and ITD by ELISA
	H. Van der Avoort

	11:30
	Report on proficiency test programme - PCR and probe hybridization
	O. Kew

	11:50
	Accreditation status of network laboratories
	E. de Gourville

	12:10
	Implementing Mycoplasma testing in SEAR, NPEV rates and comparison of trends in cell sensitivity


	J. Deshpande

	12:50
	Lunch
	

	13:50
	Discussion
	

	14:20
	Cell sensitivity testing - feedback on field experiences with implementation
	J. Martin

	14:40
	The impact of choice of plate on OD values in Polio ITD ELISA
	A.J. Williams

	15:00
	Discussion
	

	15:30
	Coffee
	

	SESSION 5:  Improving timeliness of reporting and approaches for polio detection 



	16:00
	Evaluation of timeliness of reporting and progress in increasing the number of ITD laboratories 
	E. de Gourville

	16:40
	Comparison of traditional testing algorithm and "culture and ITD only" - impact on timeliness and accuracy 
	S. Zaidi

	17:00
	Real-time PCR for rapid identification of poliovirus isolates




	D. Kilpatrick



	17:20 
	Discussion
	

	17:30
	Adjourn
	

	18:00

 Dinner at Dowdle's (departure from hotel 30 mins after conclusion of meeting)

	Thursday 1 September 2005

	09:00
	Direct detection of polioviruses in stool specimens by PCR
	H. Triki

	09:20
	PCR for direct identification of enterovirus serotype from clinical specimens
	S. Oberste

	09:40
	Ready to use "starter kit" for sewage sample concentration  
	T. Hovi

	10:00
	Discussion
	

	10:30
	Coffee
	

	SESSION 6:  Preparing for the post-OPV era 

	11:00
	The programme of work for the post-OPV era
	R. Sutter

	11:20
	Polio IgM antibody detection - experiences in The Netherlands and Pakistan
	H. van der Avoort

	11:40
	Polio surveillance in the post-OPV era - defining laboratory needs
	M. Pallansch

	12:00
	Discussion
	

	12:30 
	Lunch
	

	
	
	


	Laboratory containment of Polioviruses

	Session 7:  Progress towards completion of Phase I containment

	13.30
	Genetic characterization of poliovirus strains used in vaccine manufacturing
	J. Martin

	13:50 
	Discussion
	

	14.00
	Overview of global progress with Phase I containment - issues and next steps  
	C. Wolff (with input Regional containment focal points)

	14.45
	Discussion
	

	15.00
	Coffee
	

	Session 8: OPV cessation and containment: development of GAP III

	15.30  
	Overview of draft GAP III: components 
	W Dowdle

	16.00
	GAP III: next steps and plan for review
	C Wolff

	16.15
	Discussion
	

	16.45
	Meeting recommendations
	Rapporteur

	17.00
	Adjourn
	


                                    

圖一、Echo7 基因定序全長操作流程
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