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摘要 

 

為執行建立潛在及新興重大人畜共通傳染病監測及防禦體系國

際合作計畫於99年10月30日至11月7日奉派赴美國疾病管制局進行技

術研習，研習主題為蝙蝠麗沙病毒診斷與監測技術，順利完成前述新

浮現與再浮現人畜共通傳染病診斷技術，包括反轉錄聚合酶鏈反應、

快速螢光斑點抑制試驗及試驗用野生動物樣本採集等研習，返國後可

應用於重大人畜共通傳染病診斷與監測，提供疫病篩檢與啟動早期預

警系統。此次研習所用檢體來自行政院農業委員會家畜衛生試驗所99

年度於國內採集之蝙蝠血清及腦組織，研習期間檢測蝙蝠血清抗體75

例，初步完成2種麗沙病毒- Irkut virus及Khujand virus之抗體檢測，結

果均呈陰性，其它麗沙病毒之抗體檢測將委由美國疾病管制局專家進

行，此項檢測成果可供作臺灣為狂犬病非疫區佐證資料，期待臺美之

間仍能持續針對蝙蝠等野生動物之新浮現與再浮現人畜共通傳染

病，進行更深入的合作研究。 
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目的 

 

本所（行政院農業委員會家畜衛生試驗所）肩負著國內動物傳染

病防治技術研發與疾病檢驗診斷的重任，為防範跨國界動物傳染病與

新浮現人畜共通傳染病入侵，持續派遣診斷人員赴美、日、荷等國研

習重要動物傳染病診斷技術，俾以強化相關疫病監測與診斷技能。近

年來由於農業生產型態改變、人類活動增加及氣候變遷等，致使蝙蝠

及浣熊等野生動物與人類或家畜接觸機會增加，促使新浮現與再浮現

人畜共通傳染病遽增且傳播範圍擴大，而成為重要議題。為有效防堵

新浮現與再浮現人畜共通傳染病入侵，除在國境內及國家邊境或疆界

進行疫病診斷與監測，透過國際性或區域性合作進行防堵亦為執行重

點，行政院農業委員會家畜衛生試驗所為執行野生動物新浮現疾病診

斷與監測之臺美合作計畫，於99年10月30日至11月7日遴選1位研究人

員，赴美國疾病管制局進行技術研習，研習主題為蝙蝠麗沙病毒診斷

與監測技術，順利完成前述新浮現與再浮現人畜共通傳染病診斷技

術，包括反轉錄聚合酶鏈反應、快速螢光斑點抑制試驗及試驗用野生

動物樣本採集等研習，返國後可應用於重大人畜共通傳染病診斷與監

測，提供疫病篩檢與啟動早期預警系統。此次研習所用檢體來自行政

院農業委員會家畜衛生試驗所99年度與台灣蝙蝠學會合作於國內採

集之蝙蝠血清及腦組織，研習期間檢測蝙蝠血清抗體75例，初步完成
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2種麗沙病毒- Irkut virus及Khujand virus之抗體檢測，結果均呈陰性，

其它麗沙病毒之抗體檢測將委由美國疾病管制局專家進行，此項檢測

成果可供作臺灣為狂犬病非疫區佐證資料，期待臺美之間仍能持續針

對蝙蝠等野生動物之新浮現與再浮現人畜共通傳染病，進行更深入的

合作研究。 
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研習行程表 

 

日期 研習內容 

10/31(日) 搭機赴美 

11/1(一) 進行” 快速螢光斑點抑制試驗(Rapid 

Fluorescent Focus Inhibition Test；RFFIT)” 

11/2(二) 進行” 反轉錄聚合酶鏈反應(Reverse 

transcription polymerase chain reaction; RT-PCR) “ 

11/3(三) 進行” 快速螢光斑點抑制試驗(Rapid 

Fluorescent Focus Inhibition Test；RFFIT)” 

11/4(四) 學習試驗用野生動物樣本採集技術 

11/5(五) 進行” 快速螢光斑點抑制試驗(Rapid 

Fluorescent Focus Inhibition Test；RFFIT)” 

11/6(六)~11/7(日) 搭機返國 
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研習行程 

 

本次感謝本所（行政院農業委員會家畜衛生試驗所）李淑慧組長

與長官們提供寶貴機會赴美國疾病管制局研習，亦承蒙狂犬病診斷實

驗室主持人 Dr. Charles E. Rupprecht 同意赴其實驗室研習並與 Dr. 

Wun-Ju Shieh 熱心提供研習期程建議，此外 Pamela 女士協助繁複申請

程序，Dr. Ivan V Kuzmin 指導蝙蝠麗沙病毒抗體檢測及反轉錄聚合酶

鏈反應試驗，Dr. Sheiah 熱心協助研習事宜，楊淑珠女士等師長照料

研習期間事宜，方能順利完成研習，不勝感激。茲將研習相關技術及

實驗室檢驗行程概述於下 

一、研習技術： 

1、快速螢光斑點抑制試驗(Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test；

RFFIT)：本法為現行中和抗體檢測技術之改良版，現行中和抗體檢測

係使用 Teflon-coated chamber slide 進行待測血清與病毒感作、細胞培

養及結果判讀，本法改用 Teflon-coated 孔洞玻片，僅須少量血清即可

進行檢測(按檢測流程：檢測一種麗沙病毒抗體約須 3.5μL 血清)，若

以 Teflon-coated chamber slide 法進行一種麗沙病毒之抗體檢測，則檢

測一種麗沙病毒之抗體，須使用 50μL 血清，適用於人類、犬、貓、

狐貍等動物檢測，蝙蝠因體型較小不易採集足量血清，故發展出使用
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Teflon-coated 孔洞玻片的方法，檢測流程略述如下：血清樣本進行稀

釋，滴入 Teflon-coated 玻片孔洞，加入 MEM 培養液混合，視欲檢測

之 lyssavirus 種類，加入病毒液(病毒力價約 28~100 focus-forming units)

感作約 90 分鐘，加入 MNA 細胞培養 20~44 小時(時間長短取決於病

毒生長速度)，經丙酮固定及 Fluorescein isothiocyanate (FITC)標示之狂

犬病抗體染色，在螢光顯微鏡下檢視，若血清樣本含有狂犬病病毒或

某種 lyssavirus 之抗體，則於較低稀釋階，因病毒被抗體中和，MNA

細胞無綠色螢光，至血清稀適至某一倍數，因抗體濃度不足以中和病

毒，則 MNA 因有病毒複製被染出綠色螢光，此一稀適階便為抗體力

價，進行結果判讀時，係以 20X 物鏡讀取 10 個視野，紀錄可看到綠

色螢光的視野數，若出現綠色螢光的視野數小於 5 個，則判定具有中

和抗體。進行血清樣本檢測時以相同稀釋倍數依據螢光有無或是否減

少，篩檢出疑似具有抗體樣本，再以較細緻之稀釋階進一步決定其抗

體力價。 

2、反轉錄聚合酶鏈反應(Reverse transcription polymerase chain 

reaction; RT-PCR)：本試驗針對 Lyssavirus 病毒之核蛋白設計特異引子

N1F 及 N550B，及巢式反應用引子- N70F 及 N490B 進行檢體中

Lyssavirus 核酸之檢測，檢體進行增幅反應時須同時與陽性對照及陰

性對照一同進行(引子序列如表 1)。本所（行政院農業委員會家畜衛
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生試驗所）採集蝙蝠腦組織與 MEM 培養液混合研磨成 10%（W/V）

乳劑，再利用 MagNA Pure Compact 自動核酸萃取儀進行核酸萃取，

核酸可保存於冷凍或即時進行反轉錄聚合酶鏈反應 及巢式聚合酶鏈

反應。 

 

Table1 . The primers used for detection of lyssavirus 

primer nucleotide(3’-5’) target gene 

N1F ATG GAK TCW GAM AAS ATT GT nucleocapsid of lyssavirus 

N550B GTR CTC CAR TTA GCR CAC AT 

N70F GAYCAATATGARTATAARTA nucleocapsid of lyssavirus 

N490B TCCATYCTRTCTGCWACATT 

 

 

3、試驗用野生動物樣本採集：本次研習亦學習紅狐及蝙蝠的保

定與採樣技術。保定紅狐時由一位同仁負責用套圈或繫繩保圈住動物

口吻部並固定動物頭部與身軀，另一位同仁以犬貓用鎮靜劑注射於動

物，俟動物昏睡後進行外觀檢查後採取血液及拭子等樣本。進行蝙蝠

保定時將蝙蝠捉握於左手掌內，露出些許頭部，姆指抵住其下顎上

緣，右手拉出左惻翼膜，另一人員以左手拉出尾膜，右手持注射針尖

端輕輕刺破尾膜上 uropatagial vein，以毛細管收集血液後，以刀傷藥

止血放回飼養竉。為確保操作安全，操作前須穿戴防護衣、帽、工作
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靴，並戴厚手套。 

 

二、國內蝙蝠狂犬病及麗沙病毒監測樣本之檢測： 

行政院農業委員會家畜衛生試驗所為進行國內蝙蝠狂犬病及麗沙

病毒監測，與台灣蝙蝠學會合作進行族群調查與採樣監測，99 年於

台灣地區採集蝙蝠血清及腦組織，計收集病弱或死亡蝙蝠之腦組織

59 例及外表健康蝙蝠之血清樣本 75 例供作狂犬病及麗沙病毒監測

用，本次研習經由實驗室合作模式將蝙蝠血清樣本 75 例，送至美國

疾病管制中心(Centers for Disease Control; CDC)之狂犬病診斷實驗室進

行檢測，血清以快速螢光斑點抑制試驗 (RFFIT)檢測，研習期間完成

2 種 lyssavirus- Irkut virus, Khujand virus 之抗體檢測，結果均呈陰性，

後續委由美國疾病管制管局專家進行其它 lyssavirus 之抗體檢測；期

間亦實際操作 lyssavirus 之分子檢測，Dr. Ivan Kuzmin 係於 lyssavirus

核蛋白(nucleoprotein)基因之高度保留區域設計 2 組引子對- 外部引

子、內部引子，以反轉錄聚合酶鏈反應(RT-PCR)搭配巢式聚合酶鏈反

應(nest PCR)進行 lyssavirus 核酸檢測，本次研習係以 Lagos bat virus 及

美國境內狂犬病病毒分離株作為測試樣本進行檢測，結果皆可得到預

期的增幅產物。 
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三、實驗室檢驗行程： 

11 月 1 日（一） 

上午由 Dr. Xian Fu Wu 至訪客中心帶領進入痘病毒與狂犬病分部

門之狂犬病診斷實驗室，於實驗室與主持人 Dr. Charles E. Rupprecht

及 Dr. Ivan Kuzmin 與 Dr. Xian Fu Wu 討論本次實驗室研習與臺灣蝙蝠

樣本檢驗規劃，受限於研習時間，決定以蝙蝠血清抗體檢測為主軸，

前半段時間(約 2 天半)進行 Irkut virus 抗體檢測，後半段時間則檢測

Khujand virus 抗體，空檔期間實際操作反轉錄聚合酶鏈反應，並觀摩

試驗用野生動物樣本採集技術。 

下午以國內蝙蝠血清樣本 75 例為研習資材進行快速螢光斑點抑

制試驗(Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test；RFFIT)，檢測流程如下~

血清離心後進行非働化，取 Teflon-coated 4 孔玻片(每例血清樣本須使

用 2 孔，每片可檢測血清 2 例)，於孔洞 a、b、c、d 加入 medium7.5、

14、7.5、及 14μL，於孔洞 b、d 分別加入血清 1 及 2 各 7.5μL，混

合均勻後各吸取 5μL 分別加入孔洞 a 及 c 混合均勻，於每孔中各加

入 Irkut virus 病毒液 12.5μL，混合均勻後置於 37℃、0.5%CO2 培養 1

小時，加入 MNA 細胞 25μL，混合均勻後置於 37℃、0.5%CO2 培養

40 小時(圖一至圖四)。 
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Dr. Ivan Kuzmin 補充道進行血清抗體檢測時宜使用 2~3 天的

MNA 細胞，4 天以上的 cell 因老化，不適合用於細胞繼代。 

 

a ○ 
- medium7.5μL 

 

取 5μuL 

+病毒液 12.5μL 

b ○ 
- medium14μL+

血清(1) 7.5μL 

 

+病毒液 12.5μL 

c ○ 
- medium7.5μL 

 

取 5μL 

+病毒液 12.5μL 

d ○ 
- medium14μL+

血清(2) 7.5μL 

 

+病毒液 12.5μL 

    

(Teflon-coated 4 孔玻片) 
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11 月 2 日（二） 

 上午由 Dr. Ivan Kuzmin 指導進行反轉錄聚合酶鏈反應(RT-PCR);

本試驗針對 Lyssavirus 病毒之核蛋白設計特異引子 N1F 及 N550B，及

巢式反應用引子- N70F 及 N490B 進行檢體中 Lyssavirus 核酸之檢測。

操作流程如下： 

(1)、反轉錄聚合酶鏈反應：正向引子（10μM,）1 μL 混合檢體 RNA 

5 μL，置於 PCR machine 於 94℃進行 denature 1 分鐘，移置冰上。加

入 RT Mix14μL，於 42℃進行反轉錄 90 分鐘。RT Mix： PCR Nucleotide 

mix(10 mM each dNTP) 150μL 、 AMV(1000U, 22U/μL) 4μL 、

RNasin(2000U, 40U/μL) 4μL。 

(2) 聚合酶鏈反應(Polymerase chain reaction; PCR)： 

H2O 750μL、Tris Buffer 86 μL、正向引子（10μM,）11 μL、反向引

子（10μM）14 μL、Taq（5U/μL）5.5 μL，混合後每管加入 89μL。

反應設定時間溫度： 94℃，1 分鐘；94℃，30 秒；37℃，30 秒；72℃，

90 秒進行 40 個循環，72℃，8 分鐘。 

(3) 巢式聚合酶鏈反應(nest PCR)： 

H2O 750μL、Tris Buffer 86 μL、RT Mix140μL、正向引子（10μM,）

14 μL、反向引子（10μM）14 μL、Taq（5U/μL）5.5 μL，混合後

每管加入 89μL。 

增幅的產物與 6×dye 混合後，放入 2%電泳膠片，以 100 伏特電壓進

行電泳。電泳完成後，將膠片置於電泳膠片照相系統觀察(圖九)。 
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11 月 3 日（三） 

上午重複 11 月 1 日操作之快速螢光斑點抑制試驗(RFFIT)前半段

流程，進行 Khujand virus 抗體檢測。 

延續 11 月 1 日操作之快速螢光斑點抑制試驗(RFFIT)，繼續進行

Irkut virus 抗體檢測與結果判讀；自培養箱取出 Teflon-coated 4 孔玻

片，甩掉孔洞內液體，泡入 PBS(0.01 M，pH7.5)中，取出玻片浸入冰

冷的 aceton 進行固定(至少 25 分鐘)，將 aceton 倒入廢液筒，取出玻片

置於空氣中風乾，將玻片置於 wet chamber(鐵盤上鋪上濕潤的擦手

紙，再以數個 pipet tip 盒蓋蓋在擦手紙上)，使用 1mL 針筒抽取狂犬

病螢光標示抗體（FITC anti-rabies monoclonal globulin，FDI Inc），於每

個孔洞加入 1~1.5 滴抗體(使抗體充滿每個孔洞，且液體表面呈圓形突

起)，置於 37℃、0.5%CO2 感作 40 分鐘，浸泡於 PBS 中 10 分鐘，取

出玻片置於空氣中風乾 60 分鐘，置於螢光顯微鏡下以 20X 物鏡進行

判讀(圖五至圖八)。 
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11 月 4 日（四） 

狂犬病診斷實驗室同仁將試驗動物飼養於亞特蘭大郊外之試驗動

物設施，本日在狂犬病實驗室 James A. Ellen 及同仁引導下見習紅狐

貍(Red fox)及蝙蝠之飼養與檢體採集。 

試驗用野生動物飼養室為長形空間，中央有一走道，兩側各有一

長排籠舍，James A. Ellen 表示如同紅狐貍飼養狀況，試驗動物飼養於

不鏽鋼籠，每個籠舍分戶外區及室內區，亦為長形籠子設計，中間具

活動隔板，動物引入時由戶外區側入口送入，打開中間隔板，將動物

驅趕至室內區，動物照護人員或實驗室同仁於室內區側餵飼或保定後

進行體溫量測或血液等檢體採集；實驗室或動物照護人員進入動物舍

前須穿戴防護衣物、面罩、口罩及防咬手套等設備，至少須兩位同仁

方能進行操作，由一位同仁負責用套圈或繫繩保定動物，另一位同仁

注射犬貓用鎮靜劑，俟動物昏睡後採取血液及拭子等樣本；據 James A. 

Ellen 表示因野生食肉目等動物犬齒銳利，若已接種病毒時操作時尤

須注意安全。試驗動物舍除動物飼養室外有準備室，備有體溫計、體

重計、採樣耗材及簡單醫療用品，另有動物解剖室，若人工感染動物

發病或死亡，可就近進行解剖與採樣，再攜回亞特蘭大，動物屍體可

儲存於冷凍庫等後處理。 
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試驗用蝙蝠係於野外捕獲，飼養於不鏽鋼長方形籠子，據 James

表示剛捕獲之蝙蝠須確認外表健康後方能進行試驗，此段時間為一個

月至數個月。試驗人員進入蝙蝠飼養室前亦須穿戴防護衣物、面罩、

口罩及防咬手套等設備，至少須兩位同仁進行操作，由一位同仁負責

保定蝙蝠，另一位同仁採取血液及拭子等檢體；保定時 James 以左手

虎口握蝙蝠頸部，4 指握住身軀及翼膜，露出尾部及皮膜，另一位同

仁 以 左 手 拉 出 尾 膜 ， 右 手 持 注 射 針 尖 端 (23G) 輕 輕 刺 破 尾 膜 上

uropatagial vein，以毛細管或微量吸管尖(tip)吸取血液，以止血粉敷撒

傷口，血液攜回實驗室離心分離血清，James 並補充道蝙蝠被保定時

亦可一併採取其口腔拭子或沾取尿液(端視試驗目地及流程設計)，供

檢測分析。返回實驗室後另與 Dr. Amy S. Turmelle 及 Dr. Ivan Kuzmin

等專家請教蝙蝠樣本採集及樣本運送等事宜，包含採材步驟、方式、

盛放容器及採樣物品等，可供未來執行監測時修正野外調查時採樣流

程之參考。 

 

11 月 5 日（五） 

 延續 11 月 1 日操作之快速螢光斑點抑制試驗(RFFIT)，繼續進行

Khujand virus 抗體檢測與結果判讀。 



15 
 

四、研習機構簡介 

 

本次研習實驗室為CDC 位於亞特蘭大總部之National Center for 

Emerging and Zoonotic Infectious Diseases(NCEZID)轄下Division of 

High-Consequence Pathogens and Pathology(DHCPP)之痘病毒與狂犬病分

部（Poxvirus and Rabies Branch）。CDC 職司傳染病之防治，在全球

多次人類或人畜共通傳染病大規模爆發或發生不明原因傳染病時扮

演相當重要的角色，例如：病毒性出血熱、立百病毒感染症、炭疽、

西尼羅病毒腦炎、嚴重急性呼吸道症候群(SARS)等均能迅速確實地診

斷，有效地遏阻傳染病之擴大趨勢，具有豐富之疫情處 理經驗與快速

且正確的診斷技術，其診斷技術可謂全世界翹楚，故我國公共衛生與

獸醫診斷機構歷年來曾多次派遣專家前往研習。 

CDC 亞特蘭大總部約有6,000員工，與疾病診斷有關部門原本隸

屬國家人畜共通傳染病及媒介性與腸道疾病中心（National Center for 

Zoonotic, Vector-Borne, and Enteric Disease; NCZVED），於2010年7月組

織整合後納入更大的國家級機構- National Center for Emerging and 

Zoonotic Infectious Diseases(NCEZID)，NCEZID組織架構除了編制科

學資源、全球變遷、健康照顧、新浮現傳染病準備等部門，如Division 

of Scientific Resources、Division of Global Migration and 



16 
 

Quarantine( DGMQ)、Division of Healthcare Quality Promotion( DHQP)、

Division of Preparedness and Emerging Infections( DPEI)，尚有Division of 

Vector- Borne Diseases(DVBD)、Division of High-Consequence Pathogens 

and Pathology(DHCPP)、Division of Foodborne, Waterborne, and 

Environmental Diseases(DFWED)，其中DHCPP負責病毒性疾病、立克次

體病及普里昂病診斷、預防與控制，其業務依疾病與病原種類等區

分，由Bacterial Special Pathogens Branch(BSPB) 、Chronic Viral Diseases 

Branch (CVDB)、Infectious Diseases Pathology Branch (IDPB)、Poxvirus and 

Rabies Branch 、Viral Special Pathogens Branch(VSPB)等分部執行。本次

研習之實驗室即屬於DHCPP之痘病毒與狂犬病分部(Poxvirus and 

Rabies Branch)，該部門又分為痘病毒與狂犬病兩個研究單位，其中狂

犬病研究實驗室由Dr. Charles E. Rupprecht領導，為世界衛生組織(WHO)

之狂犬病診斷合作實驗室及參考實驗室，對美國境內及國際衛生研究

機構提供狂犬病監測、流行病學研究與疑似疫情診斷等協助、狂犬病

診斷訓練與諮詢、狂犬病預防控制及治療等資訊，從事狂犬病診斷方

法之研發、評估及改良等研究，並與美國境內及國際診斷研究機構合

作研發診斷試劑與疫苗。研究人員例行性進行狂犬病直接免疫螢光抗

體染色法(Direct Fluorescent Antibody test；dFA)、快速螢光斑點抑制試

驗(RFFIT)及分子診斷等檢測。 
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感想及建議 

 

本次於狂犬病診斷實驗室研習反轉錄聚合酶鏈反應(RT-PCR)及

快速螢光斑點抑制試驗(RFFIT)等技術，期間與Dr. Ivan Kuzmin及Dr. 

Amy S. Turmelle等專家請教蝙蝠麗沙病毒檢測用引子設計及蝙蝠新浮

現病原監測等事宜，Dr. Ivan Kuzmin除示範核苷酸比對軟體，亦熱心

協助改良本所（行政院農業委員會家畜衛生試驗所）同仁自行設計之

引子對，返國後可於實驗室內進行引子合成及測試，有助強化國內蝙

蝠麗沙病毒診斷與監測技術。相關感想整理如下 

 

重視新浮現疾病防堵與預防 

美國公共衛生部門鑒於境內西尼羅病毒、新型 HIN1 流行性感冒

等新浮現人畜共通疾病的疫情，且多數新浮現疾病源自野生動物，面

對日趨複雜多變的疫病挑戰下在疾病防堵與預防上常需跨部門及跨

學界間合作，為有效整合相關部門人力與資源，美國公共衛生部門於

2010 年 7 月進行組織整合將 National Center for Preparedness, Detection, 

and Control of Infectious Diseases(DCPDCID)及 National Center for 

Zoonotic, Vector-Borne, and Enteric Diseases(NCZVED)兩個研究中心的

部門與研究工作整併於 National Center for Emerging and Zoonotic 
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Infectious Diseases(NCEZID)，NCEZID 致力於常在性或新浮現或人畜共

通疾病防治，透過強化防疫準備、建立公共衛生政策、公佈重大衛生

資訊、建立跨部門合作關係等措施，期望達成人類、動物及環境全面

健康即"One Health" strategy，隨著此波組織整併，狂犬病診斷實驗室

所屬之 Division of Viral and Rickettsial(DVRD))，亦改編制成為 Division 

of High-Consequence Pathogens and Pathology (DHCPP)，新部門 DHCPP

涵括細菌、病毒、prion 及傳染病等 branch，期望集合前述分部門的人

員及設施等資源，以達到謀求全國及全球大眾的健康與安全。 

 

重視人員控管及門禁管制 

CDC隸屬於美國聯邦政府機構，911恐怖攻擊及炭疽郵包攻擊後

特別加強進出人員之安全管制措施，國外訪客欲進入CDC，須在約2

週至3週前提出申請，經審核通過後方得以訪客身份進入，且須有CDC 

實驗室同仁陪同，方能進入所申請研習之研究大樓與設施。本次研習

期間原訂為10天至12天，因CDC組織重整後，對國外訪客管制更加嚴

格，按新制度規定研習期間超過7天以上訪客須在辦公室完成為期2

週的電腦安全測試與健康檢查，且須採取指紋建檔，方能進入實驗室

從事研習或檢驗工作，慮及本次研習經費有限，經Dr. Charles E. 

Rupprecht與Dr. Shieh商量後建議將研習時間縮為1週，方能於短期內順
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利完成研習。由此可見CDC經組織重組後更加提昇外來訪客等人員管

制措施，本次研習期間每日進入狂犬病診斷實驗室所在大樓均須由

Dr. Ivan Kuzmin或Dr. Xian-Fu Wu陪同，進出研究大樓須出示訪客證、

護照並簽名，且下班時須由實驗室同仁陪同方能離開研究大樓，CDC

禁止外來訪客獨自於園區行走及拍照，嚴謹的安全檢查與對安全規定

貫徹程度令人印象深刻。 

 

注重防治技術研發 

狂犬病研究實驗室為世界衛生組織(WHO)之狂犬病診斷合作實

驗室及參考實驗室，實驗室內專家除對球全提供狂犬病監測、流行病

學調查與疑似疫情診斷等協助、狂犬病診斷訓練外，研發、評估及改

良狂犬病診斷方法與研發診斷試劑與疫苗亦為重點任務。本次研習有

幸分享實驗室專家馬小姐現正研發新的抗體檢測技術，據瞭解現行病

毒中和等抗體檢測技術，如快速螢光斑點抑制試驗(RFFIT)、螢光抗

體病毒中和試驗(fluorescent antibody virus neutralization; FAVN) test 等，

過程包含血清序列稀釋、病毒感作、細胞培養、細胞固定及螢光抗體

染色等，最後於螢光顯微鏡下判讀，其操作繁複、須嫻熟病毒培養及

細胞接種等技術，且因使用活病毒，須於高生物安全等級實驗室操

作，而不適合供作大規模血清學調查，目前有商品化酵素連結免疫吸



20 
 

附法等替代方法已取得 OIE 認可，可用於輸出入犬及貓的抗體檢測，

此類 ELISA 法係使用狂犬病病毒表面醣蛋白作為盤底塗佈之抗原，其

餘 lyssavirus 表面醣蛋白差異較大，而不適用，此外進行 RFFIT 檢測

時，野生動物血清有時具細胞毒性而會影響判讀，有鑑於前述困擾，

狂犬病實驗室同仁已著手發展新的抗體檢測技術- Electro Chemical 

Luminescense，亦發表初步研究成果，目前顯示新技術檢測數據與

RFFIT 檢測結果相當，且敏感性更好，並可於短時間完成多量樣本檢

測。 

 

完備實驗室流程 

狂犬病研究實驗室對於實驗室檢測技術流程管控，已建構完備之

實驗室資訊，同仁只須自電腦搜尋即可列印出檢測流程，如本次研習

Dr. Ivan Kuzmin 立即自電腦系統中調出 RT-PCR 及 RFFIT 等流程及相

關文獻，於討論中談及蝙蝠血液採集 Dr. Amy S. Turmelle 亦經電腦調

閱試驗動物血液採集流程等，不僅便於檢驗業務執行，更利於人員訓

練與檢驗流程標準化。除檢驗技術及動物試驗流程，實驗室專家對於

檢驗相關試劑、耗材等資訊亦進行分類建檔，便於實驗室文件管理與

資材設立。本次研習發現 CDC 同仁甚至須針對試驗動物血液採集設

立採血體積與頻度等規定，據瞭解該份文件須送交 CDC 的動物照料
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與使用委員會(Institutional Animal Care and Use Committee; IACUC)審

核，確保試驗流程符合動物健康與福利要求後方能定稿執行，文件內

容細分大鼠、小鼠、天竺鼠、倉鼠、兔、雪貂、犬等不同動物種類，

規定每次採血時最大體積及相鄰二次採血間隔，研究人員若因試驗需

求須增加採血數量，須提出科學證據向 IACUC 申請，審核通過方能

採集較多血量，突顯美國 CDC 除重視公共衛生與疾病防治，在動物

試驗方面亦非常注重動物福址，並將其精神放入動物血液採集等基本

流程中。 

 

檢討與建議 

目前已知大多數的新浮現傳染病為人畜共通疾病，研究顯示在

175種人類的新浮現傳染病中約75％ (132種)為人畜共通疾病，而前述

疾病如後天免疫缺乏症候群 (Acquired immune deficiency syndrome; 

AIDS)、流行性感冒、嚴重急性呼吸道症候群 (Severe acute respiratory 

syndrome; SARS)、麗沙病毒 (lyssaviruses)、立百病毒 (Nipah virus)及西

尼羅病毒(West Nile virus)等疫病絕大多數與野生動物攜帶病原有關。

近幾十年來由於農業生產型態改變、人類活動增加、動物棲地改變、

全球化及氣候變遷等因素，致使野生動物與人類或家畜接觸機會增

加，促使新浮現與再浮現人畜共通傳染病遽增且傳播範圍擴大，而成
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為重要議題。為有效防堵新浮現與再浮現人畜共通傳染病入侵，除在

國境內及國家邊境或疆界進行疫病診斷與監測，透過國際性或區域性

合作進行防堵亦為執行重點。 

本所歷來多次派遣診斷人員赴外研習重大傳染病診斷技術，返國後將

習得技術應用於相關疫病監測與診斷，協助防堵重大動物傳染病及人

畜共通傳染病入侵，並累積重要疫病監測資料。本次研習期間經由實

驗室合作機制將蝙蝠樣本，送至美國 CDC 狂犬病診斷實驗室進行檢

測，研習期間初步完成 2 種 lyssavirus- Irkut virus, Khujand virus 之抗體

檢測，結果均呈陰性，後續委由美國疾管局專家 Dr. Ivan Kuzmin 進行

其它 lyssavirus 之抗體檢測。此作法除可提昇研習效果，累積國內蝙

蝠狂犬病血清學監測資料，更因與全球知名的狂犬病參考實驗室合作

進行檢測，不僅能提昇狂犬病非疫區監測資料可信度，亦可供作臺美

雙方野生動物新浮現人畜共通傳染病合作監測模式。鑑於重要疫病發

生無疆界區分及新浮現及再浮現傳染病日益重要，未來仍須採派員研

習、參與國際研討會或舉辦大型研討活動等措施培育疫病診斷防治人

才，強化重要人畜共通傳染病診斷智能，加強國際合作等以為因應。 
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圖一、Dr. Ivan Kuzmin 指導進行

RFFIT，此為準備病毒培養用 MNA 

cell 

圖二、RFFIT 相關設備 

 

 

 

 

圖三、以鋪上濕潤擦手紙之不銹鋼

盤作為 wet chamber 之容器 

圖四、玻片於 wet chamber 中進行反

應 
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圖五、經抗體染色後玻片浸於 PBS

中清洗 

圖六、清洗後玻片置於空氣中風乾 

 

  

圖七、Dr. Ivan Kuzmin 指導結果判讀 圖八、RFFIT 檢測結果：綠色螢光

為 MNA cell 內 lyssavirus 被螢光抗體

染色，橙紅色為未被螢光抗體染色

之 MNA cell。 
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圖九、Lyssavirus 之 RT-PCR 及 nest PCR 增幅產物之電泳圖。 

上排：nest PCR 增幅產物 

下排：RT-PCR 增幅產物 

 

 

 

    1  2  3  4  5  6  7  8  9  10 

Lane 1, 5, 8: lagos bat 

virus 

Lane 2, 3, 4, 6, 7, 9, 10: 

rabies virus variants 
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