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計畫中文摘要：
近年來，新興/未知病原體持續演進並感染人類，對於公共衛生所造成的威脅日益增加。新型流感病毒以及冠狀病毒包括嚴重急性呼吸道症候群冠狀病毒(SARS-CoV)、各類HxNx流感病毒(H5N1, H7N9, H6N1, H10N8等亞型)以及中東呼吸道症候群冠狀病毒(MERS-CoV)等，因容易引發較為嚴重的疾病，對於國際社會的影響層面更是不容忽視。隨著科技進步，分子生物學檢測技術持續推陳出新，可應用的範圍更勝以往。微流體技術於微生物領域已成功結合核酸萃取或生物檢測晶片，突顯其縮短檢測時間、增加檢測高通量與節省樣本的特性。本計畫擬發展一個兼具快速、便利、靈敏與任務導向化的新型A型流感與冠狀病毒的微流體檢測平台，強化此等重要人畜共通傳染病原體的監測與檢驗。實施方法將建立兩個real-time RT-PCR檢測用引子與探針對的大型資料庫 (library)，分別針對流感病毒，包括型別(A或B)與亞型(H1-H18與N1-N11)鑑定，以及新型冠狀病毒(包含MERS-CoV)，構築大規模的檢測平台，突破以往相對著重於特定人類病毒檢測的限制。此外，也預計依照各種防疫需求，將資料庫中的各檢測模組以不同型式或組合，利用客製化的概念整合至微流體real-time RT-PCR平台中，研發多種檢驗套組，使單一樣品的檢驗可依目的獲取最大效益。預計可藉由開發全流感病毒檢測平台、新型冠狀病毒檢測平台或具特定地區旅遊接觸史患者檢測平台等，強化我國防疫效能。此外，此檢測平台的開發，亦可持續縮短檢測新型流感與冠狀病毒的檢驗時間，更可將研發成果與國內企業合作或技轉，期能陸續產出傳染病防疫所需客製化檢驗試劑產品，帶動醫藥相關生技產業之競爭力。


關鍵詞：新型A型流感病毒、新型冠狀病毒、微流體


計畫英文摘要： 
In recent years, newly emerging or unknown pathogens continue to evolve and infect humans, increasing the potential to cause public health threats. Due to the more severe disease outcome, the epidemiological impact caused by novel influenza virus and coronaviruses, including severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), all kinds of HxNx virus (eg. H5N1, H7N9, H6N1 and H10N8 subtypes) and the Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV), etc., cannot be ignored. Along with technological advances, molecular biology-based technology continues to introduce new range of applications than ever. Microfluidics platform has been successfully combined with the nucleic acid extraction or biological detection wafer in the field of clinical microbiology, highlighting their characteristics to shorten detection time, detect in a high-throughput manner and reduce the sample requirement. The current project intends to develop a rapid, convenient, sensitive and task-oriented microfluidic detection platform for detection of the novel influenza A and coronavirus, which can further strengthen the surveillance and diagnosis against these important zoonotic pathogens. Two databases will be constructed, each contains a complete panel of real-time RT-PCR primer and probe set for large-scale detection of influenza viruses, including types (A or B) and subtypes (H1-H18 and N1- N11) identification, as well as novel coronavirus (including MERS-CoV), respectively. They can be used to target not only the human but also zoonosis-originated influenza and coronavirus strains. In addition, each detection set in the databases is planned to be integrated into the microfluidic real-time RT-PCR platform in various combinations as a variety kinds of kits. This allows us to obtain the maximum benefit when detecting a single sample, in accordance with the epidemiological demand for disease intervention. The development of the microfluidic detection platform can also promote cooperation between government and domestic enterprises through technology transfer, which further strengthens the development of R & D industry in Taiwan.
keywords：Novel influenza virus, Novel coronavirus, Molecular diagnostic kit

本文
1、 前言： 
  近年來，由於氣候及環境的變遷，人類的生活型態跟著改變，這也使得各類新興/未知病原體持續演進並感染人類，例如嚴重急性呼吸道症候群冠狀病毒(SARS-CoV) (1, 2)、各類HxNx新型流感病毒(H1N1pdm09, H5N1, H6N1, H7N9, H9N2與H10N8等亞型) (3-8)、中東呼吸道症候群冠狀病毒(MERS-CoV) (9, 10)、伊波拉病毒(11)等，對於公共衛生所造成的威脅日益增加。此外，隨著全球交通往來日漸頻繁，各種傳染病的傳播已無國界。以流感以及冠狀病毒為例，這兩種病原體近年來感染人類的模式，包括上述1997年的H5N1流感病毒、2003年SARS-CoV病毒、2009年pandemic H1N1流感病毒、2012年中東呼吸症候群冠狀病毒(MERS-CoV)、2013年H7N9流感病毒等，均為病毒首先出現於單一地區病感染人類宿主後，再迅速傳播至全球各國。值得注意的是，這兩種病原體均屬人畜共通，除了有人類宿主間的傳播可能外，動物間的互相傳染或是由動物傳染給人的模式，都增添對於此等人畜共通傳染病原感染症防治上的困難，也突顯這兩種病原體於人類公共衛生的重要性。在禽類，我國中部及南部養禽場持續傳出由高/低病原禽流感引發的疫情(例如H5N2、H6N1) (12, 13)，其中新型高病原H5N2、H5N3與H5N8禽流感病毒更於2015年1月首次造成國內雞、鴨、鵝等大規模感染及死傷疫情，除重創農業經濟，亦對人類健康造成潛在威脅(14)。
  流感病毒可分A, B, C三型，其中A型與B型流感病毒是引起人類季節性感染的主要元兇，A型流感病毒引發的疾病嚴重度則較B型流感病毒高(15)。A型流感病毒可依其表面HA以及NA醣蛋白次分為不同亞型，HA的亞型有18種（H1至H18）；NA有11種（N1至N11）(16, 17)。禽類為A型流感病毒的自然宿主，目前的研究發現，H1-H16以及N1-N9亞型的A型流感病毒都可於禽類發現，H17-H18以及N10-N11則僅存在於蝙蝠。各種亞型當中，H1、H2與H3均可有效於人類間傳播；H5, H6, H7, H9及H10亞型等禽源性病毒則曾引起零星人類感染案例(3-8, 15)，感染後的死亡率也較H1-H3病毒為高，但仍無法有效人傳人。雖然如此，因流感病毒本身變化速度快，容易藉由基因複製產生的突變，改變抗原特性，例如H5N1病毒的HA基因在近十幾年間，已由最初期的clade 1、2，演化至clade 1.x.x.x與2.x.x.x，包括2014年開始於全球禽類大規模流行的2.3.4.4 H5病毒(18)；或是各基因段於宿主間互換及重新排列組合，進而形成全新的流感病毒(15)。這些由病毒引起的變異常使人類無法獲得持久的免疫力，尤其當新型流感病毒出現時，因多數人群皆無保護力，容易引發全球性的大流行。除了禽源性的病毒亞型以及H1-H3季節性流感病毒外，豬源性的H1及H3亞型於1990年起即造成人類偶發的感染疫情(19)。在2009年pandemic H1N1病毒大規模感染人類之後，H3N2v (H3N2 variant)病毒於2011年於美國再次感染人類，並於隔年 (2012)在美國造成超過300人感染的疫情，被推測具有限制性的人傳人趨勢 (limited human to human transmission)(20)。病毒分析結果顯示，這個豬源性病毒包含來自人類流感病毒H1N1pdm09的Matrix基因，顯示pandemic H1N1病毒自2009年開始感染人類之後，亦在豬隻與其他流感病毒相互重組產生新興病毒，並影響人類。自此之後，2012年亦首次發現帶有H1N1pdm09的Matrix基因的H1N2v以及H1N1v病毒的人類感染個案(21)。這些再次印證經多次重組的豬源性新型A型病毒持續存在感染人類的潛力，並已逐漸增加對於人類的適應性，表示流感病毒的防治需要透過極為全面且嚴密的監測，以及時揭露各種新病毒於全球出現的面貌。冠狀病毒為一種人畜共通病原體，可感染人類以及多種動物包括蝙蝠、鳥類、貓、狗等。在動物界中，目前認為蝙蝠為冠狀病毒的自然宿主。冠狀病毒可於被感染的宿主引起嚴重度不一的症狀，包括呼吸道、腸道以及神經系統皆可能受到影響。在2012年以前，曾經感染人類的冠狀病毒包括HCoV-229E、HCoV-OC43、SARS-CoV、HCoV-NL63以及HCoV-HKU1(22)。MERS-CoV病毒是於2012年9月首度於沙烏地阿拉伯被發現的新型冠狀病毒(9)，之後陸續在中東地區及亞洲 (阿烏地阿拉伯、阿拉伯聯合大公國、約旦、卡達、阿曼、科威特、葉門、黎巴嫩、伊朗、馬來西亞、菲律賓)、非洲(突尼西亞、阿爾及利亞)、歐洲(英國、法國、義大利、德國、荷蘭、希臘、埃及)、及美洲(美國)等地區(國家)造成人類散發性感染，感染病例於2012-2014年間僅限集中於中東地區或具有該地區接觸史再移入他國者(23)。根據各國的流行病學資料顯示，MERS-CoV病毒感染確定病例多數具有慢性潛在疾病，臨床症狀主要是發生急性的嚴重呼吸系統與循環系統疾病，包括肺炎、腎衰竭、心包膜炎、血管內瀰漫性凝血（DIC）、發燒、咳嗽、呼吸急促與呼吸困難等，嚴重者可能造成死亡。截至2014年7月22日止，WHO共發布837例實驗室確認之MERS-CoV感染個案，其中291例死亡，平均死亡率約34.8% (24)。可怕的是，MERS-CoV病毒在2015年5月於南韓引發大規模的人傳人院內感染，感染人數在短短的2個月內暴增至約200人，引發國際社會的高度重視(25)。
  鑑於新型流感及冠狀病毒等人畜共通傳染病原體對於人類健康的嚴重威脅，如何於疫情初期即時而正確地偵測未知病原體，釐清其傳播路徑與感染原，進而防堵或控制疫情的擴散，已成為跨國公共衛生相關部門或研究領域密切關注的議題。每當國際間出現新興病原體感染人類的疫情初期，疑似個案多半仰賴臨床醫師的警覺性，依病患臨床表徵以及旅遊史等資訊，推測致病原的可能屬性，然而這種診斷模式因缺乏實驗室的檢驗證據，不僅無法確診，也因為對疾病的未知，往往無法即時採取有效的介入措施，以致付出相當大的社會成本。近年來，由於病原體分子生物學檢測技術的快速發展，以傳統聚合酶鏈鎖反應 (conventional PCR)或搭配螢光偵測平台的即時聚合酶鏈鎖反應 (real-time PCR)已成為廣用的病原體檢測平台，這類方法的優點在於檢測速度快，於數小時內可得到結果，並具備優異的檢測靈敏度與專一性，與以往須利用病原體培養為基礎的方法相比更具實用性。觀察近期世界衛生組織針對pandemic H1N1、H5N1、H7N9及MERS-CoV等新型A型流感與冠狀病毒所公布的檢測方法，均以real-time PCR為建議平台(26-28)，顯示此方法已在新興病原體的檢測扮演重要角色。雖然如此，上述各項病毒的檢測能於個別反應進行，尚無法有效整合，以致檢驗未知流感病毒時，需以多組引子及探針進行各種疑似HA以及NA基因的分型，除耗費大量的檢驗試劑，操作過程亦容易因繁複的準備與試驗配置步驟導致錯誤。相較於單一標的檢測模式，以生物晶片的概念整合各檢測標的有逐漸成為新一代微生物檢驗的趨勢。傳統的微陣列生物晶片檢測係將各病原體的特定核酸片段，以密集而有規律的方式，排列於一微小的晶片上，再利用序列互補的原理，於待測檢體中抓取標的基因，作為結果研判的依據。此類檢測法的優點在於，一個晶片可植入大量的病原微生物核酸序列，可達高通量(high throughput)檢測之效，但相對的，注射樣品於晶片上的每一檢測槽時，需要非常精準，若無儀器協助而以人工操作，往往較為耗時，且此種雜交檢測的靈敏度不如PCR。微流體技術是近年來在微機電領域廣為應用的平台，其於微生物領域已成功結合核酸萃取或生物檢測晶片，突顯其縮短檢測時間、增加檢測高通量與節省樣本的特性(29)。微流體生物晶片在設計上，係以特殊設計的微流道，在其上設計幫浦、閥門、感測器等，能夠把樣品前處理、混合、輸送及偵測等繁瑣步驟整合於單一晶片上，類似lab-on-a-chip的設計概念。此方式的優點在於待測樣品可透過微流道的分流，於特定反應槽與核酸純化或專一性引子與探針等試劑混合，進行核酸萃取與PCR反應。其後再以感測器偵測各反應槽產物的增殖情形，除可節省樣品需求，亦可同時達到快速且操作簡便的進步性。
近年來我國陸續藉由傳染病監測網成功鑑定新型A型流感病毒感染個案，包括1例本土H6N1與4例H7N9境外移入(5, 30)。在其他曾感染人類的新型A型流感病毒中，我國至今雖無確認個案，但因病毒持續於各國造成散發感染，加強監仍勢在必行；MERS-CoV的情形亦是如此。本計畫擬發展一個兼具快速、便利、靈敏與任務導向化的新型A型流感與冠狀病毒的微流體檢測平台，強化此等重要人畜共通傳染病原體的監測與檢驗。考量前述real-time PCR所具備的優點，規劃將建立兩個檢測用引子與探針對的大型資料庫 (library)，分別針對流感病毒，包括型別(A或B)與亞型(H1-H18與N1-N11)鑑定，以及新型冠狀病毒(包含MERS-CoV)，構築大規模的檢測平台，突破以往相對著重於特定人類病毒的限制。此外，也預計依照各種防疫需求，將資料庫中的各檢測模組以不同型式或組合，利用客製化的概念整合至微流體real-time RT-PCR平台中，研發多種檢驗套組，使單一樣品的檢驗可依目的獲取最大效益。上述PCR的引子和探針預計先參考文獻，評估適合作為目標區域的病原體基因段，再以序列比對方式，修飾優化或重新設計適合的序列，並使各標的檢測使用同一PCR反應條件，達高通量檢測輸出之效。此檢測平台的開發，除了可節省檢測新型流感與冠狀病毒的檢驗時間，強化防疫效能，更可將研發成果與國內企業合作或技轉，期能陸續產出傳染病防疫所需客製化檢驗試劑產品，帶動醫藥相關生技產業之競爭力。

2、 材料與方法
(1) 新型A型流感real-time RT-PCR檢測平台建立與優化
1. 建立引子與探針對資料庫：參考科學文獻，搜尋針對各流感病毒HA與NA亞型檢測引子探針對的目標區域，並透過NCBI基因資料庫，下載各H1-H18以及N1-N11的流感病毒基因序列，經比對後，根據病毒序列的保守情形 (conservation)，評估各檢測目標區域的適用性。為使同一引子探針對可於單一亞型檢測最多病毒，將選擇相對保守的區域作為基因檢測標的，設計研發或改良可精準檢測各種A型流感病毒亞型(包括H1-H18與N1-N11) 之real-time RT-PCR專一性檢測用引子與探針。
(1) 曾感染人類的流感病毒亞型：針對曾感染人類的流感病毒亞型，將參考各病毒HA clade或lineage的序列特徵設計引子與探針，例如H1與H3亞型又可在分為seasonal及swine-origin lineage等；H5包括各1.x.x.x及2.x.x.x clades等；H7包括H7N9及非H7N9之其他H7亞型。NA的設計方式相同。
(2) 尚未感染人類的病毒亞型：針對這些病毒，大致將病毒區分為American及Eurasian lineages，各lineage均設計至少一組HA與NA引子與探針對。
2. 建立新型A型流感病毒各(亞)型鑑定real-time RT-PCR檢測平台。搭配Roche LightCycler 480系統，以原廠Multiplex RNA Virus Master試劑，先測試資料庫內各PCR反應的個別檢測條件，並加以優化，試劑配置與PCR反應環境條件分別如下所述：
試劑配置
	Component
	Volume/reaction

	RT-Enzyme Solution, 200 X
	0.1 μl

	RT-qPCR Reaction Mix, 5 X
	4 μl

	Forward primer (10 μM)
	1 μl

	Reverse primer (10 μM)
	1 μl

	Probe (5 μM)
	0.5 μl

	RNase-Free Water
	8.4 μl

	Template RNA
	5 μl

	Total volume
	20 μl



反應環境設定
	Reverse Transcription:
	50 °C
	30 min

	Initial denaturation
	95 °C
	30 sec

	3-step cycling Amplification:
	95 °C
	5 sec

	Annealing:
	53 °C
	30 sec

	Extension:
	72°C
	30 sec

	Number of cycles:
	45
	

	Cooling:
	40 °C
	30 sec



3. 陽性對照檢體來源：除已在我國感染人類的新型A型流感病毒(例如H6N1與H7N9)外，本計畫擬與農委會家畜衛生試驗所或農科院等單位合作，洽請提供禽及豬源性各亞型流感病毒核酸。取得核酸後，首先以real-time RT-PCR之引子放大產物片段，並植入載體DNA，構築各檢測反應的陽性對照質體DNA。
(2) 新型冠狀病毒real-time RT-PCR檢測平台建立與優化：
1. 建立引子與探針對資料庫：參考文獻並透過基因資料庫比對，設計研發針對冠狀病毒(包含MERS-CoV)之專一性檢測用引子與探針。MERS-CoV於2012年開始感染人類至今已超過4年，惟世界衛生組織所建議之real-time RT-PCR診斷用引子與探針對於初次公布後並未更新。利用與新型A型流感病毒相同策略，透過NCBI基因資料庫，下載近年各宿主(包含人類及駱駝等)之MERS-CoV病毒基因序列，並進行比對，以評估世衛所建議之檢測用核苷酸序列是否需更新。除MERS-CoV外，將同步設計或優化其他冠狀病毒real-time RT-PCR檢測用引子與探針序列。
2. 建立新型冠狀病毒real-time RT-PCR檢測平台。搭配Roche LightCycler 480系統，以原廠Multiplex RNA Virus Master試劑，先測試資料庫內各PCR反應的個別檢測條件，並加以優化，試劑配置與PCR反應環境條件與新型A型流感部分相同。
(3) 微流體晶片檢測系統整合與套組化應用
將資料庫中新型A型與冠狀病毒之real-time RT-PCR引子探針組，依不同防疫需要，搭配目前市場上已販售或尚未販售但開發完成的微流體系統，整合成各類新式檢測套組。
1. 整合核酸萃取與real-time RT-PCR即時檢測步驟流程於單一微流體卡匣：目前市售已有結合核酸萃取與分子生物核酸檢測的平台，其以流體力學的設計，使臨床檢體可直接滴入檢測口，之後檢體將會以層流的方式，自動經消化(lysis)、結合(binding)、洗滌(washing)與洗提(elution)等步驟，完成核酸萃取；萃取後的核酸將會自動加入具有特定引子與探針對的反應槽，再繼續進行類real-time RT-PCR的分析。本計畫預計整合開發之微流體系統，將類似此種產品設計，以現階段市售分子生物學快篩試劑的概念，進而加快檢驗速度、簡化檢驗流程，避免人為之檢測誤差與降低檢體之暴露機會。檢測標的將選擇特定病原體例如H5N1、H7N9或MERS-CoV等，以配合具特殊接觸或旅遊史之疑似個案快速檢測(例如可發展具中國大陸或中東旅遊使專用檢測套組)。
2. 整合各流感病毒型別與分型鑑定之real-time RT-PCR即時檢測引子探針對於同一微流體卡匣：目前國內已有生技公司已著手研發Panel-on-a-Chip平台，該平台先預注real-time RT-PCR的引子與探針組到晶片的奈米孔中，再將待檢測的樣品刮入奈米孔，與PCR反應試劑混和，最後將晶片置入晶片分析儀進行real-time RT-PCR。本計畫預計整合開發之微流體系統，亦規劃以此類產品設計之概念，使病毒檢驗可省去傳統上以人工或機器手臂逐孔加取的時間，使於短時間內，同時鑑定單一待測樣品是否存在各HA與NA亞型的新型A型流感病毒，以利於常規防疫檢驗出現無法分型之流感病毒時，快速釐清可能的感染原。檢測標的將為完整的流感病毒亞型HA與NA基因 (H1-H18、N1-11)，例如可開發無法次分型之流感病毒檢測套組。
3. 整合目前已知冠狀病毒(包括MERS-CoV)之real-time RT-PCR即時檢測引子探針對於同一微流體卡匣：同樣以類似上述Panel-on-a-Chip之平台，使單一待測樣品可同時鑑定是否存在MERS-CoV或其他冠狀病毒，例如可開發新型冠狀病毒檢測套組。
(4) 測試微流體檢測套組的偵測靈敏度與特異性：利用陽性DNA質體，進行10倍續列稀釋，測試該檢測平台的偵測極限。
(5) 使用通報流感併發重症、新型A型流感、明原因肺炎及MERS-CoV等防疫檢體剩餘核酸，測試並比較微流體系統與real-time RT-PCR或市售IVD檢測試劑於靈敏度與特異性的差異。

3、 結果
本年為計畫執行年度的第二年。依規劃，107年截至11月止，針對新型A型流感及MERS-CoV病毒real-time RT-PCR檢測平台的建立，已延續前一年度結果完成各檢測反應之進一步優化。另各新型A型流感及MERS-CoV檢測引子探針對，已完成整合至可攜式PCR檢測平台，驗證同一引子探針對於不同檢測平台轉移之可行性，並成功於該平台建立核酸快速檢驗技術，作為日後建置新一代病毒快速檢驗系統之候選標的。此外，配合病毒檢測反應整合至可攜式PCR平台後之應用規劃，本年亦針對現階段可成功轉移至可攜式平台之流感病毒檢測反應，透過與國內生技業者之合作，更進一步將試劑反應的配製由液體形式轉換至冷凍乾燥之形式，並完成該等冷凍乾燥試劑之效能評估。憑藉所得測試結果，未來將以此類經由冷凍乾燥後之試劑搭配可攜式PCR檢驗平台為基礎，設計開發一系列針對各類流感病毒及冠狀病毒檢驗專用之快速檢驗套組，除可延長試劑之保存期限，簡化檢驗時的操作步驟，加速病毒檢測之時效與便利性，此種形式之檢驗試劑亦可作為日後研發成果商品化前的雛型。 
(1) 優化新型A型流感病毒HA及NA分型試驗檢測平台之靈敏度
有關新型A型流感病毒檢測引子及探針對在real-time RT-PCR之整體檢測能力，本年已針對第一年度完成建立且靈敏度相對較低(大於100 個質體分子數)之HA及NA分型試驗，包括H2、H3、H11、H13、H15、N2、N4、N5、N7及N8等10項，進行反應條件再優化，提升檢驗靈敏度。結果顯示，經調整PCR反應溫度及試劑配製比例後，除H2、H13、N2及N4仍維持在100個質體分子數之檢測靈敏度外，其餘7項之檢測能力已提升10倍或100倍，達10個或1個質體分子數 (表1、表2)。
(2) 優化新型A型流感病毒HA及NA分型試驗檢測平台之專一性
有關新型A型流感病毒檢測引子及探針對於real-time RT-PCR之檢測專一性方面，本年已針對前一年度完成建立但專一不盡理想(出現不同亞型間之交叉反應)之試驗，包括H2及H5等2項HA分型試驗，進行引子與探針對之重新設計，以及整體反應條件再優化。結果顯示，前一年度H2與H5兩亞型病毒間之交叉反應情形已完全改善，因此，本計畫本年所建立之16種HA及9種NA亞型流感病毒檢驗專用之引子與探針對，皆具良好專一性 (表3、表4)。
(3) 建立並優化MERS-CoV病毒real-time RT-PCR檢測平台之靈敏度
針對MERS-CoV病毒檢測引子及探針對，本年度已完成4組real-time RT-PCR檢測平台之建置與效能評估。因我國迄今並無檢出MERS-Co病毒感染之陽性個案，亦無法自其他國家取得該病毒或其衍生物作為陽性參考物質，故本計畫以自行合成之陽性質體DNA評估其偵測靈敏度，結果顯示，4組MERS-CoV檢測試驗中有3組(MERS-upE、MERS-N2及MERS-CoV-N3)可達10個質體分子，1組(MERS-Orf1a)為103個質體分子(圖1~圖4)。
(4) 整合新型A型流感病毒檢測引子、探針對至可攜式PCR檢測平台
經確認新型A型流感檢測引子及探針對之效能後，為進一步拓展優化其應用性，本計畫規劃於本年將其整合至目前可由國內市場購得之可攜式PCR平台，完成設計新型A型流感病毒檢測專用之分子生物學快速檢驗系統。選擇此類平台之原因，在於檢測所需儀器之體積小，重量輕，並可利用電池供電，因此應用機動性相較於以大型儀器進行檢驗之情況為佳，適合進一步推廣至中小型實驗室、診間或有疫情之現場進行病毒檢測；亦可突破現我國階段流感病毒分子生物學檢測必須於專業實驗室進行之瓶頸。
針對新型A型流感可攜式PCR檢測平台之建立，本年已完成各HA與NA亞型病毒專用檢測引子及探針對之系統轉換，結果如表5、表6。在16種HA與9種NA分型試驗中，各檢測引子與探針對皆可成功由real-time RT-PCR平台轉移應用於可攜式PCR系統。經進一步以DNA質體評估各檢測引子對於可攜式PCR平台之檢測效能，並與其於real-time RT-PCR之表現相比，16項HA分型試驗中，共有5項(31.25%)試驗(H1、H3、H10、H12、H13)之檢測靈敏度與real-time RT-PCR相同，剩餘11項之靈敏度較real-time RT-PCR為低，其中計6項(37.5%，包含H2、H7、H8、H12、H14、H16)降低10倍；2項(12.5%，H4及H5)降低100倍；1項(6.25%，H6)降低1,000倍；2項(12.5%，H9與H15)降低10,000倍(表5A vs. 表1)。整體而言，各項試驗之檢測靈敏度介於100~105個質體分子之間(表5A)。此外，除質體DNA外，各項轉移至可攜式PCR平台之檢測引子探針對，亦同步以各亞型禽流感病毒核酸進行測試，結果顯示，該16項檢測試驗於可攜式PCR平台針對RNA之偵測極限，約介於病毒MP基因real-time RT-PCR Ct值32.02~40.00之間(表5B)；H15與H16亞型病毒因無法自農方取得核酸，無法進行本項測試(ND, not determined)。
在9種NA分型試驗中，經轉換至可攜式PCR平台後，相較其於real-time RT-PCR之檢測效能，共計1項試驗(11.1%，N6)之靈敏度相同，剩餘8項之靈敏度較real-time RT-PCR為低，其中計6項(66.7%，包含N1、N2、N3、N5、N8、N9)降低10倍；1項(11.1%，N4)降低100倍；1項(11.1%，N7)降低1000倍(表6A vs. 表2)。整體而言，各項試驗之檢測靈敏度介於101~104個質體分子數之間(表6A)。同步以各亞型之禽流感病毒核酸進行測試，結果顯示，該9項檢測試驗於可攜式PCR平台針對RNA之偵測極限，約介於病毒MP基因real-time RT-PCR Ct值26.52~40.00之區間(表6B)。綜合HA與NA分型試驗於可攜式PCR平台之效能測試結果，顯示將各檢測引子與探針對由real-time RT-PCR系統整合至其他不同屬性之檢測平台具可行性，本計畫所建立之新型A型流感病毒專用檢測引子與探針對，將可搭配客製化的概念，依不同防疫需求，分別開發組裝成各式檢測試劑套組，提供國內各級防疫單位於不同地點使用。
(5) 整合MERS-CoV病毒檢測引子、探針對至可攜式PCR檢測平台
利用與新型A型流感病毒相同之策略，針對MERS-CoV病毒專用檢測引子及探針對之系統轉換，結果如表7。在4種已於real-time RT-PCR系統完成評估之檢測試驗中，各檢測引子與探針對皆可成功由real-time RT-PCR平行轉移至可攜式PCR平台。經進一步以DNA質體評估各檢測引子對於可攜式PCR之檢測效能，並與其於real-time RT-PCR之表現相比，4項MERS-CoV病毒檢測試驗中，計2項試驗(50.0%，MERS-upE及MERS-orf1a)之檢測靈敏度較real-time RT-PCR為高，效能皆提升10倍，其餘2項(MERS-N2及MERS-N3)之靈敏度較real-time RT-PCR為低，皆降低10倍(表7)。整體而言，各項試驗之檢測靈敏度介於100~101個質體分子數之間(表7)。此外，因國內目前尚無法取得MERS-CoV病毒及其相關衍生物，故無法以病毒核酸測試各檢測引子與探針對於可攜式PCR之表現。
(6) 以人類臨床檢體測試冷凍乾燥檢測試劑於可攜式PCR平台之效能
為更進一步增加新型A型流感可攜式PCR檢測平台之應用性，本計畫於本年嘗試將試劑反應的配置由液體形式轉換至冷凍乾燥形式，亦即將各檢測反應之引子、探針、酵素及緩衝液等成分進行冷凍乾燥，使其以粉末狀的形式存在於試管中，當進行病毒檢測反應時，檢驗人員僅須加入病毒核酸使其回溶冷凍乾燥試劑，即可上機進行結果分析。此種設計類似目前國內外市場上可購得之流感病毒分子生物快篩試劑，便於未來規劃將此檢測平台推廣至中小型實驗室、診間或疫情發生現場，大幅提升檢驗便利性。
確認是否為A型流感病毒是進行所有新型A型流感病毒檢驗的必要步驟，因此，憑藉前述將病毒檢測引子探針對由real-time RT-PCR成功轉換至可攜式PCR之經驗，本年選取疾病管制署國家流感中心現階段以real-time RT-PCR平台檢測A型流感病毒之引子探針對，進行冷凍乾燥檢驗試劑開發之先導測試，策略規劃係先利用與前述相同方式，將該引子探針對轉換至可攜式PCR平台，驗證其可行性，其後再將原液體形式之試劑進行冷凍乾燥處理。將A型流感病毒檢測引子探針對完成轉移至可攜式PCR平台後，以質體DNA評估檢測靈敏度為1個質體分子，與其應用於real-time RT-PCR系統之檢測效能相同。因此，本計畫後續藉由與國內生技業者合作，協助將該A型流感檢測試劑轉變為冷凍乾燥型式(圖5)，完成未來新型A型流感病毒分子快速檢驗試劑之雛形。
為測試A型流感病毒冷凍乾燥試劑之檢測效能，後續進一步以可攜式PCR平台搭配冷凍乾燥試劑，檢測50支採集自具類流感症狀患者，且於本年10月1日至20日間，通報呼吸道群聚或流感併發重症，經疾病管制署以real-time RT-PCR確認為流感病毒陽性之臨床檢體(38支為A(H3N2)、8支為A(H1N1)pdm09、4支為B型流感病毒陽性)；該等陽性檢體之選擇係以疾管署接獲時序連續挑選，故這些檢體所含病毒量之分布情形非由人工篩選。結果顯示(表8)，在46支A型流感病毒陽性檢體中，共計45支檢體於可攜式PCR平台之檢測結果為陽性，與real-time RT-PCR相比之檢測靈敏度為97.82% (45/46)，另針對4支B型流感陽性檢體之檢測結果皆為陰性，專一性為100% (4/4)。若針對該46支A型流感陽性檢體所含病毒量與檢測靈敏度之相關性作進一步分析(表8)，結果顯示當臨床檢體所含病毒MP基因real-time RT-PCR Ct值介於16~35時，檢測結果均與real-time RT-PCR相同，靈敏度100% (41/41)；當病毒MP基因含量介於real-time RT-PCR Ct值36~40時，靈敏度則略降至80%(4/5)。綜上，以冷凍乾燥試劑為型式，應用於可攜式PCR檢測平台之新型A型流感快速檢測試劑，在未來有機會成為應用於各級實驗室、診間以及疫情現場，進行流感病毒快速檢驗之利器。

4、 討論
近年國內外持續發生人類或動物感染新興或再浮現傳染病原體，包括新型A型流感病毒(H7N9、H5Nx、H6N1)、MERS-CoV、狂犬病毒、伊波拉病毒等社會大眾關切的事件。隨著時代進步、交通便利與全球化國際間往來密集，上述新興傳染病將可能由區域性的疾病，演變成全球性的災難，嚴重威脅公共衛生和人類的健康，2015年韓國MERS-CoV與西非伊波拉疫情便是很好的例子。防範傳染病的最佳策略為即時檢驗，早期得知檢驗結果除了可使臨床端針對感染患者盡早治療，公共衛生防疫單位亦可即時啟動防疫措施，阻絕可能的感染源，避免疾病進一步擴散。然而，即時檢驗需仰賴強而有力的檢驗平台，在靈敏度與專一性兼顧的情形下，快速且正確地進行病原體鑑定，故國內各級防疫檢驗單位持續強化檢驗平台已是勢在必行的作為。以新型A型流感病毒來說，我國迄今所檢出的5例H7N9確診個案，皆由中國境外移入。參考先前文獻，中國目前被認為是新興流感病毒衍生的熱點(epicenter)之一，我國於地理位置上因與中國接近，且經貿或旅遊往來已相當頻繁，在此趨勢下，未來續由中國移入新型A型流感確診個案將無可避免。
在流感病毒的檢驗層次，目前常用於檢驗的方法包括快篩試劑、病毒培養及分子生物學檢驗等。在這些方法中，real-time RT-PCR是被廣為應用的分子生物學檢驗方法，除了在研發端持續吸引眾多團隊投入資源，開發各式病毒檢驗套組，現行國內外市售流感病毒快速檢驗試劑中，也以利用該平台為檢驗原理的佔最大比例。然而，流感病毒的基因體突變快速，常因幾個核苷酸的突變，影響real-time RT-PCR引子與探針對的結合，降低病毒檢測效能，故現行市售檢驗套組的偵測標的多以較為保守的M基因為主，而非突變率較快的表面蛋白HA及NA基因，如此易使這些檢驗試劑僅能鑑定流感病毒的型別，例如A型或B型流感病毒，並無法進行後續針對A型流感病毒的亞型進行分析，對於公衛防治幫助有限。藉由本計畫第二年度年針對16種HA以及9種NA亞型流感病毒real-time RT-PCR快速檢驗平台的持續優化，該real-time RT-PCR系統已可立即上線，憑藉其良好的檢測效能，伺機應用於我國流感病毒快速檢驗，再次提升政府對新型A型流感病毒的防治量能。
新型A型流感與MERS-CoV病毒之real-time RT-PCR檢驗平台雖已成功建立，然有鑑於我國傳染病的檢驗係以分級分工執行，因此如何將這些檢驗方法進一步推廣至無設置real-time RT-PCR儀器之中小型實驗室、臨床醫師診間，或發生禽流感疫情之現場，使其同樣具有能力可以進行該等傳染病原體之篩檢，將有助強化全國傳染病防治網針對該等第五類法定傳染病的整體檢驗能力。考量此需求，本計畫於本年著手進行將各項新型A型流感及MERS-CoV病毒檢驗之引子與探針對，轉換至其他較易推廣於該等場所之檢驗系統。因國內目前市場上已有生技業者完成可攜式PCR平台之開發，該平台所搭配之儀器體積小，重量輕，並且可利用鋰電池供電，應用機動性相較於大型專業儀器為佳，適合推廣至中小型實驗室、臨床醫師診間或傳染病疫情發生現場進行即時檢驗，符合我國防疫分級檢驗之需求。因此，本計畫選擇該可攜式PCR平台作為real-time RT-PCR以外之新一代新型A型流感與MERS-CoV病毒快速檢驗系統。經後續針對各檢測反應由real-time RT-PCR平行轉換至可攜式PCR平台後之效能測試結果顯示，所有已於real-time RT-PCR完成建立之16個流感病毒HA分型、9個NA分型以及4個MERS-CoV病毒鑑定試驗，藉由調整反應環境及試劑配方組成後，皆可成功建立於可攜式PCR平台。該平台進行單次RT-PCR試驗所需時間為42分鐘(不包含核酸萃取)，每次可進行4個樣本分析，離電池在充滿電的情況下，至少可連續進行3次反應。此外，為更進一步簡化檢驗所需操作流程，避免因試劑配製而造成之檢驗錯誤，本年亦偕同國內生技業者，洽請協助將可攜式PCR所需試劑由液體轉換為冷凍乾燥形式。此種轉變使操作人員於每次檢驗時，僅需將萃取好的待測核酸直接加入試管，回溶冷凍乾燥試劑後，便可上機檢驗，大幅提升便利性，此外，冷凍乾燥試劑之穩定性較液體試劑佳，因此可延長其保存期限，提升該檢驗試劑之經濟效益。
此外，此新型A型流感及MERS-CoV可攜式PCR檢驗平台在未來仍須搭配其他研發規劃，方可進行更為全面的應用。完整的分子生物學檢驗主要包含兩大過程，首先需將待測臨床檢體進行前處理，萃取其所含有的病原體核酸；最後則以該病原體核酸為標的，以PCR儀器進行特定病原體之檢測。以本計畫所完成開發之可攜式PCR平台而言，現階段其所檢測的核酸樣本，仍需仰賴專業的儀器取得，因此該檢驗技術於推廣初期，實驗室仍需額外準備核酸萃取儀。雖此類儀器之售價較專業RT-PCR儀器為低，對於中小型實驗室之負擔較輕，但若要應用於醫師診間或疫情現場等無法由插座提供電源之場所進行檢驗，則需進一步針對核酸萃取步驟進行簡化。未來可能採行之研發策略有二：第一，發展手動核酸萃取，我國現階段於市場上已可購置簡易型核酸萃取試劑，該試劑於萃取過程不需離心機，因此於無法提供電源之場所亦可完成。故如何將其與現階段可攜式 PCR檢驗平台結合，將是未來的發展重點。第二，搭配不需插電，同樣可由電池供電之專業核酸萃取儀。經詢國內市場，現階段已有生技業者著手研發此類儀器，惟完成之時程未定。未來本署將可持續關注市場之脈動，伺機評估或導入此類儀器，與可攜式PCR做最完整的搭配。
除了可攜式PCR等適合推廣至非專業實驗室之病毒檢驗平台之外，針對提升專業實驗室的檢驗能力與效率，未來可憑藉本計畫成功由real-time RT-PCR將各類病毒檢測試驗轉換至其他平台之經驗，著手規劃將各檢測引子探針對與國內生技業者合作，研發成為類似市場上Gene Xpert或FilmArray等檢測平台，直接整合核酸萃取與RT-PCR等步驟，並以全自動化方式進行。若能成功研發，將可進一步克服目前市售流感病毒檢測系統，對A型流感及MERS-CoV病毒的分型技術尚未成熟之瓶頸。例如Gene Xpert僅能檢測A型流感病毒，無法進一步分型；FilmArray僅能針對人類季節性流感(H1N1及H3N2)分型，其他亞型病毒則尚未有相關產品。此外，因市場上現有病毒檢測試劑組並無客製化的服務，無法依使用者需求擴充檢測標的，因此本計畫之研究成果未來將可與國內外廠商合作，將建立完成之新型A型流感或MERS-CoV病毒檢測引子與探針對，依不同防疫需求，開發各類客製化的檢驗試劑組，期能打造傳染病原體試劑開發的新市場趨勢。
依現行我國中央政府對於流感病毒實驗室檢驗的職掌分工，係由衛生福利部疾病管制署及農委會家畜衛生試驗所兩機關負責；前者以檢驗人源性的流感病毒為主，後者則針對禽源性流感病毒進行監測檢驗。鑑於各類禽源性流感病毒感染人類的風險持續增加，農衛防疫單位雙方必需有更為緊密的合作，共同建構我國新型A型流感防疫藍圖。本研究藉由與農委會家畜衛生試驗所合作，以具代表性的國內外各亞型禽流感病毒核酸建立檢驗方法，明年除將規劃續由該所分讓我國近年由各類禽類所分離之各亞型流感病毒核酸，持續測試並掌握本HA與NA亞型鑑定real-time RT-PCR之檢測穩定性外，並視需要與該所進行禽流感病毒檢驗技術交流，使雙方的檢驗能力同步成長。

五、結論與建議
(1) 本年為計畫執行的第二年(最終年)。針對新型A型流感及MERS-CoV病毒real-time RT-PCR檢測平台的建立，已延續前一年度結果，完成各檢測反應之進一步優化。另各新型A型流感檢測之引子及探針對，包含16種流感病毒HA分型與9種NA分型，以及4種MERS-CoV鑑定專用，已完成整合至可攜式PCR檢測平台，驗證同一引子探針對於不同檢測平台轉移之可行性，並成功於該平台建立核酸快速檢驗技術，作為日後建置新一代病毒快速檢驗系統之候選標的。此外，配合病毒檢測反應整合至可攜式PCR平台後之應用規劃，亦針對現階段可成功轉移至可攜式平台之流感病毒檢測反應，完成與國內生技業者之合作，進一步將試劑反應的配製，由液體形式轉換至冷凍乾燥之形式，以及該等冷凍乾燥試劑之效能評估。憑藉所得測試結果，未來將以此類經由冷凍乾燥後之試劑搭配可攜式PCR檢驗平台為基礎，設計開發一系列針對各類流感病毒及冠狀病毒檢驗專用之快速檢驗套組，除可延長試劑之保存期限，簡化檢驗時的操作步驟，加速病毒檢測之時效與便利性，此種形式之檢驗試劑亦可作為日後研發成果商品化前的雛型。
(2) 目前國內外市場並無可全面進行16種HA及9種NA亞型流感病毒之分子生物學快速檢測套組，此外，國內市售的病毒檢測平台，僅能針對人類季節性流感(H1N1及H3N2)分型，並無跨足新型A型流感病毒亞型檢驗。本計畫所開發的流感病毒HA及NA分型試驗專用檢測引子探針對，無論在應用於專業實驗室的real-time RT-PCR，或適合推廣至中小型實驗室、診間或疫情發生現場等之可攜式PCR平台，皆可發揮病毒快速檢測之功效，相關研究成果除可立即應用於國內流感病毒監測檢驗業務外，未來亦將創造與國內生技業者進一步合作之機會，以客製化的概念研發多項病原體檢驗試劑組，逐步打造傳染病原體試劑開發的新市場趨勢。

6、 計畫重要研究成果及具體建議
(1) 在以往本署依業務職掌，對於人畜共通傳染病的檢驗對象相對著重於人類傳染病原體，動物相關病原體檢測則須倚賴其他權責機關例如農委會的協助，此種模式並不利於傳染病公共衛生的防疫時效。藉由本計畫本年對於新型A型流感病毒亞型檢驗技術的全面開發，除可持續強化本署針對流感病毒之防疫檢驗量能外，亦已同時將檢測標的大規模拓展至動物病毒亞型。未來在人類新型A型流感或動物禽流感的實驗室監測檢驗，將視需要與農方展開更為緊密的合作。
(2) 新型A型流感病毒如H5Nx、H7N9等病毒持續藉由多種宿主的適應感染演化改變中，對人類的威脅已大幅增加；感染人類的新型冠狀病毒亦不斷被發現。由於這些新興傳染病原體都是以飛沫方式藉由呼吸道傳播，容易引發大規模感染疫情，針對這些容易造成社會恐慌的傳染病原體，應持續加強國內檢驗及監測量能。此外，流感病毒因基因體突變速率快，容易產生突變而影響分子生物學檢測法的檢驗效能，國家實驗室權責單位須定期藉由病原基因體序列資料，審視檢驗用引子與探針對與病原體目標基因的吻合度，確保檢驗效力與品質。
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八、圖、表

[bookmark: _Toc441495705]圖1、MERS-CoV病毒upE Taqman probe試驗檢測平台建立
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圖2、MERS-CoV病毒Orf1a Taqman probe試驗檢測平台建立
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圖3、MERS-CoV病毒N2 Taqman probe試驗檢測平台建立
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圖4、MERS-CoV病毒N3 Taqman probe試驗檢測平台建立
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圖5、A型流感病毒檢測試驗所需試劑冷凍乾燥處理成品
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表1、新型A型流感病毒HA分型試驗檢測平台靈敏度之優化
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表2、新型A型流感病毒NA分型試驗檢測平台靈敏度之優化
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表3、新型A型流感病毒HA分型試驗檢測平台特異性之優化
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表4、新型A型流感病毒NA分型試驗檢測平台特異性之優化
[image: ]



表5、新型A型流感病毒HA分型試驗整合至可可攜式PCR平台效能評估結果
(A)以質體DNA進行靈敏度評估
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(B)以禽流感病毒核酸進行靈敏度評估
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表6、新型A型流感病毒NA分型試驗整合至可攜式PCR平台效能評估結果
(A)以質體DNA進行靈敏度評估
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(B)以禽流感病毒核酸進行靈敏度評估
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表7、MERS-CoV病毒檢測試驗整合至可攜式PCR平台效能評估結果
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表8、以人類臨床檢體測試冷凍乾燥檢測試劑於可攜式PCR平台之效能
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10

1

H8 H8F-1631-1648-yang H8R-1682-1700-yang H8P-1651-1672

10

1

H9 H9-For (2008)-mod2 H9-Rev (2008)-mod H9-Probe (2008)

10

5

H10 H10F-1564-1583-yang H10R-1675-1695-yang H10P-1603-1625-yang

10

1

H11 H11F-1625-1645-yang H11R-1721-1741-yang H11P-1647-1668-yang

10

2

H12 H12F-1617-1637-yang H12R-1690-1709-yang H12P-1651-1673

10

0

H13

H13F-1589-1608-yang

H13F-1607-1626-yang

H13R-1679-1698-yang H13P-1649-yangLNA

10

2

H14 H14F-1628-1648-yang H14R-1698-1718-yang H14P-1654-1677-yang

10

1

H15 H15F-1633-1653-yang H15R-1714-1734-yang H15P-1683-1701-yang

10

5

H16 H16F-1638-1660-yang H16R-1718-1738-yang H16P-1682-1705-yang

10

2

H2 H2R-1558-1576-yang H2P-1512-1534-yang

10

3


image11.emf
Assay Tested virus

Limit of detection

(RNA qPCR Ct)

H1 A/Taiwan/85606/2016(H1N1)pdm09 37.62

H2 A/Singapore/1/57(H2N2) 32.02

H3 A/duck/Ukraine/1/63(H3N8) 33.26

H4 A/duck/Czech/56(H4N6) 32.16

H5 A/Vietnam/1194/2004(H5N1,RG14) 32.80

H6 A/Taiwan/1/2013(H6N1) 38.69

H7 A/Taiwan/1/2013(H7N9) 36.57

H7(WHO) A/Taiwan/1/2013(H7N9) 37.97

H8 A/turkey/Ontario/6118/68(H8N4) 39.53

H9 A/turkey/Wisconsin/1/66(H9N2) 36.23

H10 A/chicken/Germany/N/49(H10N7) 35.22

H11 A/duck/England/56(H11N6) 32.59

H12 A/duck/Alberta/60/76(H12N5) 36.54

H13 A/gull/Maryland/704/77(H13N6) -

H14 A/duck/Taiwan/WB3427/2016(H14N5) 40

H15 H15 plasmid*

10

5

 copies*

H16 H16 plasmid*

10

2

 copies*


image12.emf
NA type Forward primer Reverse primer Taqman probe

Limit of detection

(copies)

N1

N1F3-1345-1364-yang

N1F4-1348-1367-yang

N1R-1427-1448-yang N1P-1402-1426-yang

10

1

N2 IAV-N2-1376F-mod N2R-1428-1448-yang N2P-1380-1404-yang

10

3

N3 N3F-1348-1370-yang N3R-1417-1437-yang N3P-1372-1394-yang

10

2

N4 N4F-1339-1359-yang N4R-1421-1441-yang N4P-1374-1395-yang

10

4

N5 N5F-1385-1406-yang N5R-1441-1463-yang N5P-1408-1431-yang

10

2

N6 N6-141F-yang N6-307R-mod2 N6-209P-yang

10

1

N7 N7F-1363-1382-yang N7R-1425-1444-yang N7P-1387-1411-yang

10

3

N8 N8F-1352-1372-yang N8R-1422-1442-yang N8P-1398-1420-yang

10

2

N9 N9F-1370-1389-yang N9R-1432-1451-yang N9P-1403-1427-yang

10

2


image13.emf
Assay Tested virus

Limit of detection

(RNA qPCR Ct)

N1 A/Taiwan/85606/2016(H1N1)pdm09 36.6

N2 A/Singapore/1/57(H2N2) 28.44

N3 A/duck/Hong Kong/820/80(H5N3) 40

N4 A/turkey/Ontario/6118/68(H8N4) 37

N5 A/duck/Taiwan/WB3427/2016(H14N5) 32.75

N6 A/waterfowl/Taiwan/1702004/2017(H5N6) 40

N7 A/chicken/Germany/N/49(H10N7) 26.52

N8 A/duck/Ukraine/1/63(H3N8) 37.43

N9 A/Taiwan/1/2013(H7N9) 36.18


image14.emf
real-time RT-PCR portable RT-PCR

MERS-upE upE-Fwd upE-Rev upE-Prb

10

1

10

0

MERS-Orf1a EMC-Orf1a-Fwd EMC-Orf1a-Rev EMCOrf1a-Probe

10

3

10

2

MERS-N2 N2F N2R MERS-N2-P-FAM

10

1

10

1

MERS-N3 N3F N3R MERS-N3-P-FAM

10

1

10

1

Limit of detection(plasmid DNA copies)

Assay Forward primer Reverse primer Taqman probe


image15.emf
Ct value of real-time

RT-PCR

No. of portable RT-PCR positive

samples (No. of tested samples)

 16-20 6 (6)

 21-25 9 (9)

 26-30 14 (14)

 31-35 12 (12)

 36-40 4 (5)

Total 45 (46)


