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摘要


因應西尼羅病毒侵入美國紐約後短短數年擴散至全美。在西尼羅病毒本土化期間，發現多種傳播方式(經蚊蟲叮咬、輸血、器官移植及哺乳)、多種病媒蚊種類 (59種)、及多種宿主(294種鳥類、馬、松鼠等動物)。美國因應此病媒性疾病，整合原有病媒性疾病的機制，發展出完整的西尼羅病毒監測及防治網，所以此行之目的是前往美國紐約州衛生部病毒實驗室及加州衛生部病媒性疾病組，研習美國西尼羅病毒監測網內之蚊蟲檢驗及蚊蟲防治等相關之架構及技術，帶回台灣，作為建立台灣地區西尼羅病毒蚊蟲監測、檢驗及防治的機制及架構參考。
公務出國報告提要

上網登錄後補齊

過程

於2005年12月24日由桃園中正機場出發前往美國舊金山的美國加州衛生部門病媒性疾病組安排參觀San Mateo County (Mosquito Abatement District) 的蚊蟲防治、加州大學Davis分校的死鳥解剖及蚊蟲檢驗、與加州衛生部病毒實驗室，而後飛往美國紐約州衛生部節肢病毒實驗室，研毒實驗室安全手冊後，與實驗室負責人Dr. Laura Kramer討論後，隨即在所屬的實驗室安全等級三的實驗室與養蟲室及安全等級二的實驗室，與其下之Susan Jones研習死鳥及蚊蟲PCR檢驗西尼羅病毒技術，Jasen 及Maghen Ludy研習蚊蟲採集及蚊蟲PCR種類鑑定，Joe Maffei學習蚊蟲體內病毒培養技術，紐約州野生動物病理學家Ward Stone (New York State Department of Environmental Conservation, Wildlife Pathology Unit) 研習死鳥解剖及死鳥快速檢驗方法，紐約州政府衛生部節肢動物傳播疾病計畫負責人Bryon Backenson研習當地蚊蟲監測防治等技術。於同年12月01日返國。

前言

目前台灣常見經蚊蟲傳播的疾病有日本腦炎、登革熱及瘧疾。台灣地區天氣炎熱潮濕，極適合蚊蟲孳生繁衍，共有130種之多，常見的種類包括熱帶家蚊、地下家蚊、白腹叢蚊、三斑家蚊、白線斑蚊、埃及斑蚊等。其中家蚊為美國西尼羅病毒的重要病媒，可充當橋樑病媒，傳播人體感染病例。美國自1999年在紐約發現西尼羅病毒後，即迅速擴散，並於2004及2005加州為全美發生最多病例的州。台灣與加州每天有多架飛機直航，往來頻繁，西尼羅病毒輸入美國的途徑不明，有可能是帶病毒的鳥、蚊蟲、及人等因素。除美國外，中國大陸亦有可能輸入西尼羅病毒等經病媒蚊傳播的疾病，所以必須儘早建立蚊蟲例行監測系統，儲備蚊蟲基本資料。台灣目前僅有撲滅登革熱的經驗-孳生於積水容器且棲息於住家的蚊蟲，沒有大面積防治的技術，而傳播西尼羅病毒的病媒蚊種類很多，其中熱帶家蚊及地下家蚊可能孳生於各種水域，包括水池、水溝、臨時性水窟、積水容器、地下室等，所以前往美國了解西尼羅病毒病媒蚊蟲監測及防治技術及機制架構是十分重要的課題，可作為台灣的借鏡。
目的

因應西尼羅病毒侵入美國紐約後短短數年擴散至全美，期間美國發展出完整的西尼羅病毒監測及防治網，所以此行之目的是要研習美國西尼羅病毒監測網內之蚊蟲檢驗及蚊蟲防治等相關之架構及技術，帶回台灣，以期建立台灣地區西尼羅病毒蚊蟲監測、檢驗及防治的機制及架構。
研習內容：

一、紐約

(一)西尼羅病毒環境監測及蚊蟲防治架構

紐約州自1984年就有東方馬腦炎的監測計畫，於1999年西尼羅病毒侵入紐約後，就將西尼羅病毒加入修訂計畫。

[image: image1] (二)西尼羅病毒防治因應策略

	Tier1狀況
	以前及現在均未曾發現病毒活動跡象

	因應策略
	Level 1 衛教 (預期感染)

加強被動的人及鳥監測

建議成蚊監測，優勢蚊種及其分布，蚊蟲帶病毒檢驗低

建議幼蚊監測

建議地方環境評估

建議地方疾病風險評估

	Tier 2狀況
	以前曾發現病毒活動跡象

	因應策略
	Level 1 加強大眾及社區衛教 (預期感染)

地方環境評估

地方疾病風險評估

主動的人(曾發生病例的郡)及鳥監測

幼蚊監測

幼蚊孳生源清除

幼蚊防治

成蚊監測及蚊蟲帶病毒檢驗

	Tier 3狀況
	目前發現病毒活動跡象

	因應策略
	Level 2/3大眾及社區衛教 (鳥感染/人感染)

人及鳥的主動監測

幼蚊監測

幼蚊孳生源清除

幼蚊防治

成蚊監測及蚊蟲帶病毒檢驗

地面成蚊防治

	Tier 4狀況
	多處發現病毒活動跡象

	因應策略
	Level 2/3/4大眾及社區衛教(鳥感染/人感染/人感染重症)

人及鳥的主動監測

幼蚊監測

幼蚊孳生源清除

幼蚊防治

成蚊監測及蚊蟲帶病毒檢驗

地面成蚊防治

*空中成蚊防治(需審慎考慮病媒蚊密度、病媒蚊生理年齡、疫區及鄰近人口密度、季節、氣候、疫區的可及性、疫情之急迫性及病媒移動的速度等因素後，必須限制於病媒監測資料所顯示的病媒存在區及其附近高風險區)


(三)蚊蟲防治技術


紐約州共有57郡及紐約市(含五個郡)。各郡沒有蚊蟲防治專職機構，各郡衛生單位下環境衛生服務執行蚊蟲監測，利用夏天工讀生捕捉蚊蟲，但隨著西尼羅病毒疫情的降溫，執行蚊蟲監測及蚊蟲送驗的郡逐年減少，2000年有42郡1市執行蚊蟲監測，到2005年降為25郡。因為紐約州蚊蟲孳生季節為五月至10月，且有一個嚴酷的冬天，大部分的蚊蟲都將死去，所以各郡均沒有防治蚊蟲的經驗，尤其是空中噴藥的經驗。其他鄰近的州例如New Jersey及Massachusetts有蚊蟲防治專責機構而Connecticut則由州衛生部門負責全州的蚊蟲監測及蚊蟲防治工作。

在紐約市註冊的殺幼蟲劑為亞培松、美賜平、表面油劑、Bacillus sphaericus、蘇力菌等五種，其中亞培松,美賜平及油劑因為會同時殺死水中其他有益動物，使用受到限制，僅適用於污染嚴重或封閉型的非自然水域，例如下水道、地下室積水等。殺成蚊劑有納乃得Naled、馬拉松Malathion、百滅寧Permethrin、列滅寧Resmethrin、酚丁滅寧 Sumithrin等五種，其中納乃得因為其分解產物dichlorvos為動物致癌物質，通常不列入考慮，馬拉松在1999年及2000年初使用，而後為除蟲菊精類(百滅寧、列滅寧及酚丁滅寧)所取代。殺幼蚊劑使用的藥效評估以監測計畫所得到的誘蚊燈數據顯示，而殺蟲蚊劑使用野外捕捉到的蚊蟲放入蚊籠，於噴灑時放置，死亡率80-95% 為有效噴灑。截至目前為止病媒蚊沒有抗藥性問題產生。
	殺蟲劑名稱
	化學分類
	作用機制

	殺幼蟲劑
	
	

	亞培松 Temephos
	有機磷劑
	抑制神經酵素

	美賜平Methoprene
	合成青春激素
	抑制幼蚊生長

	表面油劑Poly(oxy-1,2-ethanediyl),(-isooctadecyl-w-hydroxy
	表面劑
	幼蚊窒息死亡

	Bacillus sphaericus
	生物性殺蟲劑
	干擾細胞調節

	蘇力菌

Bacillus thuringiensis
	生物性殺蟲劑
	破壞幼蚊細胞膜

	殺成蚊劑
	
	

	納乃得Naled
	有機磷劑
	抑制神經酵素 

	馬拉松Malathion
	有機磷劑
	抑制神經酵素

	百滅寧Permethrin
	除蟲菊精類
	破壞神經膜功能

	列滅寧Resmethrin
	除蟲菊精類
	破壞神經膜功能

	酚丁滅寧Sumithrin
	除蟲菊精類
	破壞神經膜功能


紐約市利用卡車或直昇機進行殺成蚊劑超低容量空間噴灑。有些地區因無道路或不適合使用卡車噴灑，必須以直昇機噴灑。在1999年利用直昇機使用馬拉松殺蟲蚊劑進行大面積空間噴灑六次，而有些地區(例如國家公園)甚至超過六次以上。在執行空中噴灑前，郡公共衛生主管必須請州宣布Public Health Threats以鬆綁其他法規，例如Clean air act、Clean water act或其他野生動物保護法，截至目前為止，紐約市政府有關西尼羅病毒噴藥的訴訟都是勝訴的。

美國疾病管制局曾於2000年左右，建議各州在鳥檢體呈現西尼羅病毒陽性及蚊蟲檢體陽性的採集地區進行半徑2英哩(miles)的殺蟲劑噴灑，後來因為西尼羅病毒蔓延迅速，各地區鳥及蚊蟲陽性的機率太高，噴藥量太大，各地區無法負荷而作罷。所以當一個鳥陽性或蚊蟲陽性出現時，Health Information Network會自動e-mail給郡，而郡的衛生部承辦人員會上網查看所有相關資訊後，由各郡選擇性採取下面的1-5個步驟：提醒醫師警覺加強通報、加強民眾衛生教育、蚊蟲監測(採集更多蚊蟲進行檢測)、幼蚊防治或成蚊防治。
 (四)蚊蟲檢驗技術


以CDC誘蚊燈(含乾冰)及孕母捕蚊器(Gravid traps)懸掛採集蚊蟲，進行蚊蟲檢驗。其中孕母捕蚊器捕捉到的蚊蟲為至少吸血一次的雌蚊所以帶病毒率較高。
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1.蚊蟲帶病毒檢驗

檢體前處理

(1)不多於50隻雌蚊放入2 ml的離心管(Eppendorf)內含1粒5mm的鋼珠，視蚊蟲隻數多寡加入500-1000μl 的蚊蟲稀釋液(PBS, 20%FBS(HI),50μg/ml Penicillium/Strptomycin, 50μg/mlGentamycin, 2.5 50μg/ml Fungizone)。
(2)在24 cycles/second (Quiagen Mixer Mill, 48管)下，研磨30秒。靜置5分鐘，讓aerosols沉澱(特別是紐約州有東方馬腦炎)。室溫下轉速5796xg離心4分鐘(Sigma centrifuge 4-15C with Qiagen Plate Rotor 2 x 96)，取出上清液，儲存於-80℃做病毒培養用。
(3)剩餘之蚊蟲殘渣加入500-1000μl 的1 x ABI Lysis Buffer (以蚊蟲稀釋液補足)。在24 cycles/second (Quiagen Mixer Mill, 48管)下，研磨30秒。靜置5分鐘，讓aerosols沉澱。
(4)針對ABI 6700的RNA自動粹取機器，靜置4℃ 30分鐘以降低混合產生的氣泡。
ABI 6700 RNA自動萃取

(5)樣本過濾避免阻塞後面RNA純化過程。
(6)樣本保存於-20℃，直至Tagman的結果出爐棄置。
(7)RNA自動純化

	步驟
	材料
	體積(μl)
	時間(sec)
	真空(%)

	混合3x，靜置3分鐘(150μl )
	過濾的蚊蟲樣本
	50
	120
	80

	1st Wash
	Wash Solution 1
	400
	180
	80

	2nd Wash
	Wash Solution 2
	500
	180
	80

	3rd Wash
	Wash Solution 2
	300
	120
	60

	4th Wash
	Wash Solution 2
	300
	120
	60

	Pre-Elution vacuum
	
	---
	300
	90

	Elution pure RNA into Archive plate,靜置3分鐘
	Elution Solution
	100
	120
	40


ABI 7000 TaqMan Assay (Real Time RT-PCR)

(8) 使用TaqMan one-step RT-PCR Master Mix Reagents Kit (Cat# 4309169, Applied Biosystems) 進行Real time RT-PCR，一次使用兩組引子及探針，Thermocycler conditions : 48℃ 30 分鐘，95℃ 10 分鐘，95℃ 15 秒 40個循環，60℃1 分鐘。陽性對照組為WNV 1000 pfu, 100 pfu, 10 pfu, 1 pfu, 0.1 pfu/10 μl

RNA Copy 對照組: WN500,000; WN50,000; WN5,000; WN500; WN50 copies/10μl。
2.蚊蟲PCR種類鑑定


成蚊鑑定常仰賴身體的斑紋，但常因年齡及誘集造成斑紋遺失，所以以PCR方法鑑定Culex pipiens、Culex restuans 及Cules salinarius等外型相似但無法鑑定的頭或腳檢體(因為身體必須進行病毒檢測)。
(1)頭或2-4腳放入20μl ice-cold TE緩衝液 (10 mM Tris-HCL,PH 7.5,1 mM EDTA ) 研磨，放入95 ℃ 10分鐘，以離心機離心2分鐘，清除雜質。
(2)1μl 1:10 腳萃取液，加入50 μl Ｍaster Mix (8.6μl Pure H2O 3, 5μl 10 x PCR Ｂuffer, 2μl mM MgCl2, 2 μl 10 mM dNTP’s, Primers PQ10, R6, S20, S28 各0.5μl, 0.4μl Taq Polymerase)放入PCR機器：95 ℃ 5 分鐘，（95℃ 15秒，55℃ 30秒，72℃ 1分鐘）至少39個循環以上，72℃ 5分鐘，4℃冷藏。
(3)準備1.8% Agrarose 的膠片（1.5 mg的Agrarose+100μl TAE Buffer + 5μl Ethidium Bromide，靜置10-15分鐘）。
(4)將5μl 1 bp ladder及18μl蚊蟲樣本，各混合2μl的藍染劑，注入膠口，通電170 V 20-30分鐘（約2/3）。
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(5)以抽氣機將Ethidium Bromide萃取後,將液體倒入水槽。
(五)死鳥解剖及死鳥檢體檢測技術


紐約州死鳥解剖在紐約州環境保護部下的野生動物病理單位(Wildlife Pathology Unit, New York State Department of Environmental Conservation)的生物安全等級二的實驗室進行，進入該實驗室均須著拋棄式實驗衣及鞋套。
1.快速檢驗方法


紐約州死鳥快速檢測方法有兩種，Rapid Analyte Measurement Platform (RAMP test)及VecTest。此兩種方法均在生物安全等級二的操作櫃下進行。其原理為利用檢測帶上的抗體檢測樣本的抗原，Ramp test 使用螢光標幟由機器判讀，而VecTest 使用gold sol標幟，以顏色顯示。僅適用於烏鴉家族咽喉檢體，敏感度分別達到91.0%及82.1%。
Ramp test：首先將咽喉檢體放入內有1.0 mL Ramp buffer solution 的5mL塑膠管。取出120μl後放入測試夾，靜置90分鐘測試，測試前先以標準片進行機器 (30,000美元，製造廠商：Response Biomedical Corp, Burnaby, British Columbia, Canada)校正，若檢測值超過50，則為陽性。
VecTest：首先將咽喉檢體放入內有1.0 mL VecTest buffer solution的5mL塑膠管，取出250μl放入小管，以檢測帶插入小管15-20分鐘後(時間不可超過30分鐘)觀察，若出現粉紅色帶則為陽性。
2. PCR檢測


因為西尼羅病毒在腦部為局部性分布，所以取檢體時必須在三個不同部位採樣。除組織研磨時間為5分鐘，其他同蚊蟲PCR檢測。
二、加州

(1) 西尼羅病毒環境監測及蚊蟲防治架構

自1969年開始，加州就建立一個完善的經蚊蟲傳播疾病監測網，監測蚊蟲密度及病毒活動，並適時控制蚊蟲，降低人感染風險。加州當地的蚊蟲傳播本土性疾病包括聖路易斯腦炎、西方馬腦炎等。當西尼羅病毒於1999年入侵美國紐約後向外擴散，並於2004年抵達加州，所以僅需將西尼羅病毒加入修訂既有的監測及防治因應計畫即可。

[image: image4]
(二)西尼羅病毒防治因應策略

	Level 1：平時Normal season

	狀況
	溫度低於平均值

蚊蟲密度低於五年平均值(主要指標=病媒蚊成蟲)

蚊蟲沒有檢出病毒

哨兵雞沒有檢出抗體

死鳥沒有檢出西尼羅病毒

沒有馬匹病例

沒有人病例

	因應策略
	執行平時衛生教育(清除家中附近積水，個人防護措施)

執行平時蚊蟲及病毒監測活動

執行平時幼蚊防治

Inventory pesticides and equipment

評估病媒蚊殺蟲劑抗藥性

確保緊急防治經費

提供平時媒體資訊

通知醫生及獸醫平時資訊

建立及維持緊急服務人員聯絡管道；緊急標準作業管理系統訓練

	Level 2：緊急規劃Emergency planning

	狀況
	溫度高於平均值

蚊蟲密度高於五年平均值(150-300%)

蚊蟲檢出病毒 (MIR/1000<5 )

1-2處哨兵雞檢出抗體

1-5隻死鳥檢出西尼羅病毒

1-2隻馬匹病例

1個人病例

病毒檢出地區為小鎮或郊區

	因應策略
	修訂因應計畫

加強衛生教育(腦炎症狀；若有需要請看醫生；視時通知大眾殺蟲劑噴灑)

加強提供公共衛生提供者(Public health providers)資訊

執行人/馬病例流行病學調查

加強幼蚊監測及防治

加強成蚊監測

增加蚊蟲檢測池數

執行局部成蚊防治

大面積噴成蚊劑的準備

列出對病媒蚊有效及市場可供應的殺蟲劑

確保主要單位收到病毒活動通知(例如地方緊急服務部)

	Level 3：流行期Epidemic conditions

	狀況
	溫度遠高於平均值

蚊蟲密度遠高於五年平均值(>300%)

多池蚊蟲檢出病毒 (MIR/1000>5 )

多處哨兵雞中>1隻哨兵雞檢出抗體

一區有5隻以上死鳥檢出西尼羅病毒且有多處死鳥報告

一區有2隻馬匹以上病例

一區有1個人以上病例

病毒檢出地區為城市或郊區

	因應策略
	執行全面媒體計畫

針對醫生及獸醫提出警告

加強主動人病例通報

執行人/馬病例流行病學調查

持續加強幼蚊監測及防治

擴大成蚊監測範圍

加速成蚊防治

協調地方緊急服務部或緊急防治中心(若已啟動)因應策略

針對無”有組織病媒防治地區”啟動蚊蟲監測及防治

地方行政委員會或衛生首長決定 “地方緊急”的宣布與否

由派任郡或市長提請州長決定“州緊急”的宣布與否

確保州經費及資源可因應地方需求

決定啟動州/郡標準緊急管理系統計畫與否

持續蚊蟲教育及防治，直至沒有人病例發生為止


(三)蚊蟲防治經驗及技術

前往蚊蟲防治部門參觀,當地地震多且許多新生地，造成地面不平整及房屋下面形成窪地水域，經費為每家抽10-15元財產稅來支應，負責當地病媒監測、蚊蟲防治、哨兵雞監測、死鳥及死松鼠檢體處理運送等。該部門有生態實驗室進行蚊蟲鑑定、烏鴉家族及蚊蟲體內快速西尼羅病毒檢驗，養蟲室以鵪鶉提供蚊吸血養蚊，進行抗藥性試驗。蚊蟲防治以自製的乾冰捕捉器來調查蚊蟲密度及種類，及效果評估。幼蟲主要孳生於沼澤、下水道、低窪地、水池及溝渠等，蚊蟲防治以幼蟲防治為主，使用的藥劑為油劑Golden Bear Oil 1111 (高度污染的水域，不會殺死其他有益動物，24-48小時分解)、蘇力菌及美賜平。使用的機器為適用各種地區使用的船隻、卡車、及直昇機等，以應付各種不同孳生源，藥劑以輪替及混合使用為主，以降低抗藥性的產生，殺成蚊劑於早上1:00-6:00 ULV機器噴灑 (因為無人活動及氣流下沉),一年進行一次機器檢測防治效果達85%以上，專業人員需五年的時間訓練才能熟悉所有蚊蟲防治的技術。轄區共25個技術員(technician)，視各孳生水域狀況，每3個月/一年巡視一次轄區水域。
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(四)蚊蟲及死鳥檢驗技術

前往加州大學Davis分校參觀蚊蟲檢測技術，他們利用ABI tagman Real time PCR檢測蚊蟲體內病毒，每池不超過50隻為原則，收費為18元，檢驗時限為一星期。另外加州動物衛生及食物安全實驗室(生物安全等級二)內的hood進行海鷗解剖，首先以棉花採喉嚨檢體，並取腎臟檢體進行PCR檢測。
心得：

加州與紐約州均有常設的經蚊蟲傳播的疾病監測計畫，但各有不同的架構，加州地處南部，天氣較熱，有專門的蚊蟲防治常設機構，平時進行蚊蟲防治工作，檢體解剖檢驗工作則由加州大學Davis分校來協助，加州衛生部門則負責熱線統籌協調、資料匯整、經費籌措等工作。紐約州因為地處北邊，天氣冷，大部分的蚊蟲在冬天死亡，少部分進入冬眠，所以沒有蚊蟲防治常設機構，但有很強的節肢病毒實驗室作為後盾。因為西尼羅病毒目前僅有馬匹疫苗，沒有人體疫苗，所以要降低人感染的機會就必須進行蚊蟲防治。傳播西尼羅病毒的病媒種類很多，主要為家蚊，在台灣有熱帶家蚊、地下家蚊、三斑家蚊等，孳生水域多樣，不管是成蚊或幼蚊防治，均屬於大面積防治，專業性高(例如大城市空中噴藥)。若執行稍有差錯，影響環境及人甚鉅。
建議事項：

1. 因為台灣天氣炎熱，蚊蟲種類很多，密度很高，所以必須建立常態性蚊蟲防治機構及監測系統，以掌握各地蚊蟲種類及密度，並適時以民眾衛生教育及幼蟲防治來降低蚊蟲密度，減少經蚊蟲傳播疾病發生的機會。

2. 應建立蚊蟲帶病毒檢驗系統，定期篩檢雌蚊，了解蚊蟲攜帶病毒的種類，建立病媒蚊概念，同時監測經蚊蟲傳播的新興疾病的發生。
3. 西尼羅病毒目前僅有動物疫苗而無人體疫苗，必須防治病媒蚊降低人感染風險。西尼羅病媒蚊的防治牽涉大面積防治，必須具有專業的素養及豐富的經驗研判，所以政府必須與美國類似建立公家的蚊蟲防治機構。
4. 台灣西尼羅病毒潛在性病媒孳生水域多樣，大面積防治時會與農委會及環保署的法規牴觸，必須先認清各種水域的防治底限。
5. 台灣熱帶家蚊抗藥性高，且孳生密度也高，孳生水域多樣，所以必須有多種殺幼蚊劑，因應不同孳生狀況。目前台灣環保署登記核可的殺幼蚊劑包括蘇力菌、亞培松及昆蟲生長調節劑(Mesoprene)，並沒有包括Bacillus sphaericus及油劑，應盡快引進台灣備用。
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