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計畫中文摘要
此研究計畫為第二年三年期計畫，主要探討溫度對病毒在白線斑蚊體內複製速度以及病毒外在潛伏期的影響。將白線蚊感染第一型登革病毒後，分別飼養在10℃、16℃、22℃、28℃、34℃等不同溫度下，並於感染後第0、5、10、15、20、25、30日等時間點收蚊子檢體，並取其身體、唾腺、頭部組織進行病毒定量實驗。實驗結果顯示飼養於16℃、 22 ℃或28 ℃的環境下的白線斑蚊，經過感染後15天仍有80％以上的存活率，到了感染後30天其存活率分別為70％、40％與50％。飼養於10℃、34℃ 環境的白線斑蚊，在感染後15天存活率分別為55％、50％，到了感染後30天則降至30％與10％。白線斑蚊在22 ℃、28℃或34℃的環境下有少部分的蚊蟲於第5與10天有病毒複製且為極少的病毒量，而飼養於28℃的白線斑蚊其唾腺組織病毒量在感染後第5、10日都高於飼養於22℃與34℃的白線斑蚊唾腺組織，但到了感染後20天則是病毒殘餘極少甚至無法測量到病毒。飼養於22 ℃及34℃的白線斑蚊其身體及唾腺組織的病毒量在感染後第5、10天明顯少於培養在28 ℃的白線斑蚊。在16℃培養的白線斑蚊其身體組織的病毒量在感染後第5-10天呈現下降的趨勢，在頭部與唾腺組織則是無法偵測到病毒。在10℃培養的白線斑蚊其身體組織偵測到的病毒量在感染後第5天下降後至第20天變化不大，但唾腺組織於頭部在感染後皆偵測不到病毒。然而分析所有實驗的白線斑蚊結果指出這些白線斑蚊有很高的比例(97％)感染沃爾巴克氏菌，且綜合分析台灣北中南的蚊蟲亦發現相似的結果，顯示台灣白線斑蚊對病毒感染的耐受性並不佳。
關鍵詞：白線斑蚊、登革病毒、溫度、沃爾巴克氏菌、臺灣

	
計畫英文摘要： 	
This is the second year of a third-year project. In this study, we evaluate the impact of temperature on the dengue virus replication in extrinsic incubation period of Aedes albopictus. After orally infection of dengue serotype 1 virus to Aedes albopictus females, the body, salivary gland, and head tissues were detected for virus titers after 0、5、10、15、20、25 and 30 days of post infection(dpi). The result showed that the survival rates of mosquitoes incubated at 16 oC、22 oC or 28 oC were maintained above 80% after 15 dpi and still had 50-70% survival rates at 30 dpi. The survival rates of mosquitoes incubated at 10oC, 34oC and were 55% and 50% after 15 dpi and decreased to 30% and 10% at 30 dpi, respectively. Low virus titers were detected in body tissues, salivary glands, and heads of Aedes albopictus when incubated at higher temperatures at 5 and 10 dpi (22 oC、28oC and 34 oC). Few viruses were detected at 5 and 10 dpi in salivary glands and head tissues. Virus titers at 28℃in salivary gland were higher at 22℃and 34℃, but had no virus can be detected after 20 dpi. Virus titers in body tissues was declining significant during 5 to 10 days at 16℃and had no virus particles in salivary gland and head tissues during 30 dpi. Virus titers in body tissues was declining at 5 dpi and maintain similar to 20dpi at10℃, but no virus were detected in salivary gland and head tissues. However, by analyzing all mosquitoes indicated that Aedes albopictus have a high percentage of Wolbashia spp. infection rate (97%). Similar result has also been found in the mosquitoes collected around the Taiwan. The results indicating Aedes albopictus in Taiwan had low susceptibility with type I dengue virus.
Key words: Aedes albopictus, Dengue virus, Temperature, Wolbashia ,Taiwan


一、前言
   在台灣，白線斑蚊以及埃及斑蚊是傳播登革病毒的主要病媒蚊。前者局部分布於台南、高雄、屏東、台東市及澎湖縣馬公市及望安鄉，主導每年南部登革熱的流行，而白線斑蚊分布於全島，造成北部及中部的登革熱群聚病例發生。截至目前為止，除1990年外，每年登革熱的發生皆由境外移入多株的病毒開始，傳給當地的病媒蚊，造成流行，到冬天溫度偏低後，則流行終止。由2010年至2012年的大規模誘蚊產卵器的調查發現高雄地區埃及斑蚊可終年吸血產卵，但為何2月至3月無本土病例發生? 目前全球氣候逐漸升高(Hansen 2006, Hansen 2006)，對於病媒蚊的擴散與病毒的傳播提供較有利的環境，所以隨著溫度的變化，埃及斑蚊有可能會北移。希望藉此計畫釐清溫度對登革病毒在台灣病媒蚊的外在潛伏期的狀況，探討登革病毒在台灣本土化的可能，以瞭解登革病毒不越冬的可能原因，提供病媒蚊防治政策之參考。
  登革病毒屬於黃熱病毒屬（Flaviviridae）、登革病毒亞屬(Dengue virus)，為一節肢動物媒介病毒(arbovirus)，是引起登革熱的病原體。依其抗原性不同，分別有DEN- 1，2，3，4四種血清型別。登革熱在台灣沉寂40年後，再度於1988年在南部爆發，每隔3年有一次小流行，10年一次大流行，直至2004年後，每年發生流行，病例數在202-2000間。流行的時間為6-12月，高峰可能發生在9-11月(圖一)。登革熱主要流行於南部地區，包括台南市、高雄市及屏東縣(圖二)，且常有多種型別同時流行的趨勢。每年初夏，登革病毒都由旅遊者自疫區帶入登革病毒，傳給本地的病媒蚊，造成本土流行，但常常到乾冷的冬天則流行循環終止(Kuan et al. 2010, Lin et al. 2010)。在南部地區乾季發生在10月至4月，而濕季發生在5月至9月。然而在1987-1988年及2001-2002年，登革病毒越冬，並造成隔年大流行(Chang et al. 2012)。在2010年6月至2011年6月，以誘蚊產卵器所進行的調查亦發現埃及斑蚊在高雄市可終年吸血產卵(Wu et al. 2013)。所以不同型別的登革病毒在不同溫度下，在台灣病媒蚊體內的繁殖與複製值得進一步探討。
  處在熱帶地區的東南亞國家(例如泰國)，終年都有病例發生，流行季節開始於乾季快結束時，而在雨季到達高峰。泰國研究人員認為，疫情的多寡可能與季節溫度的改變有關(Carrington et al. 2013a,b,c)。而後有研究顯示，在20年的流行病學資料調查中發現，溫度的改變會影響埃及斑蚊感染登革病毒的感受性(Watts et al. 1987)。除了流行病學的調查外，有論文指出溫度的變化會影響病毒的複製(Barbazan et al. 2010, Halstead et al. 2008)。一般來說，在較高的溫度下，病毒的複製與傳播速度都會比較快。溫度對於病媒蚊的生長、移動，已經跟病毒間的作用都有所影響，而季節的變化更是會影響病媒蚊的數量。此外，成蚊所處的環境亦會影響病毒的感受性。在實驗室的研究發現，在10℃的環境下病媒蚊即可感染病毒，在13℃的環境下就可傳播病毒(Richardson et al. 2011, Turell et al. 1990)。此外，溫度也可影響病媒蚊的生長及感染，當溫度在30℃時，埃及斑蚊的死亡率就會開始增加，而一旦溫度高於35℃時，病媒蚊的病毒感染率就會下降(Tun-Lin et al. 2000, Watts et al. 1987)。先前的研究發現，當外界溫度較高時，病媒蚊對於Eastern equine encephalitis virus、西尼羅病毒、Saint Louis encephalitis virus等病毒皆有較好的感受性(Chamberlain et al. 1955, Kilpatrick et al. 2008, Richards et al. 2009)。在較低溫的環境中飼養幼蟲，亦會影響病毒感染病媒蚊的效率，於2011年的兩篇研究指出以Sindbis virus 不同溫度飼養的幼蟲，在30℃成長的幼蟲感染效果會比在20℃成長的幼蟲來得好(Muturi et al. 2011a,b)。
  一般而言，當病媒蚊吸血後，病原會先在雌蚊體內穿過中腸，在腸道內組織進行病毒複製，之後病毒會移至唾腺而開始具有傳播能力，這個過程稱為extrinsic incubation period (EIP)，登革熱的EIP期間皆約需2週。先前研究發現，不同的溫度會影響EIP的時間，有研究人員以登革病毒感染病媒蚊後，分別飼養於26、28、30℃的環境中，其結果發現在28與30℃的環境中，於感染後五天即可偵測到病毒存在，而飼養於26℃的環境中，則需9天才能測到病毒(Rohani et al. 2009)。另一方面，在病毒的傳播中，病媒蚊的生長與發育也會影響病毒複製。有研究人員認為，蚊子所處的環境在病毒與宿主的互動上扮演重要的角色，且會影響感染的強度與傳播的速度。此外，病媒蚊幼蟲生長的環境也會影響成蚊的體型大小，這也是決定登革病毒複製速度的因子之一(Alto et al. 2008, Dye et al. 1986)。
二、材料與方法
(一)蚊蟲採集及飼養
由野外採集白線斑蚊，帶回實驗室飼養，若為幼蟲，以足量的酵母粉放置於W40.5×D29.5×H7.5水盤飼，幼蟲化蛹後，檢出放置於蚊蟲飼養箱，將調製好10﹪糖水於燒瓶內，上面放置棉花棒後，放入成蚊飼養箱內，作為雌蚊及雄蚊的食物，定期吸食老鼠血，收集第一代卵粒。第一代卵以足量的酵母粉放置於W40.5×D29.5×H7.5水盤飼，幼蟲化蛹後，檢出放置於蚊蟲飼養箱，將調製好10﹪糖水於燒瓶內，上面放置棉花棒後，放入成蚊飼養箱內，留待後面實驗室用。
(二)感染試驗
1.將3-5日齡白線斑蚊雌蚊70-80隻禁食1天後，以每組10隻，放置於紙杯(紙杯上裝置紗網，橡皮圈先固定後，再以膠帶密封，紙杯中間作一活動開口，蚊蟲置入後活動開口以膠帶密封。)
2.將登革病毒、無登革病毒抗體之人血及糖水1:1混合均勻，使用Hemotek 5W1 membrane feeding system儀器，並將紙杯與餵血器橫置以提高白線斑蚊吸血率，並供蚊蟲吸血30分鐘，吸完血之蚊蟲放置於養蚊籠內，培養箱溫度設定為10oC、16oC、22oC、28oC及34oC。並於網上放入吸水棉花，每隔2日更換一次，並觀察記錄蚊蟲存活隻數。
3.按照處理時間包括吸血後0、5、10、15、20、25、30日取出，觀察紀錄蚊蟲存活隻數，將蚊蟲放入-20oC凍死後，將蚊蟲區分為頭部、唾液腺、及身體(包含胸部與腹部)，放入-20oC的冷凍箱內保存，以作後續登革病毒檢驗。
4.共進行1種病毒血清型別(第一型)感染，每次均進行對照組。
(二)病媒蚊體內病毒RNA的萃取方法
1.將單隻蚊子放入1.5ml微量試管中，加入0.5mL BA-1溶液，並放入1顆滅菌過的3mm玻璃珠。
BA-1溶液1 X medium 199 with Hanks’balanced salt solution, 0.05 M Tris Buffer (PH7.6) with 1% bovine serum albumin, 0.35 g sodium bicarbonate/L, 100 U streptomycin/L, 100 U penicillin, 25 ug amphotericin B (Fungizone)/mL
2.以tissue lyser震盪1分鐘打碎蚊蟲細胞組織。
3.將均質液，以14000rpm離心10分鐘除去懸浮固體。
4.取100μl上清液至新的1.5ml微量離心管中，並加入150μL BA-1溶液，混和均勻。
5.吸取560μL含有carrier RNA的AVL溶液至1.5mL微量離心管中，並加入140μL步驟4的液體，vortex 1分鐘混合均勻。
6.室溫(15~25℃)下作用10分鐘。
7.加入純酒精560μL，震盪約一分鐘以終止反應。
8.利用小烏龜離心機離心數秒，將蓋子上的殘留液離下。
9.將上述混合液630μL分兩次加至QIAampspin column(放置於2 mL collection tube上)，蓋上蓋子，以14000rpm轉速離心2分鐘，將QIAampspin column放置新的2 mL collection tube上。
10.小心打開QIAampspin column的蓋子，加入500μL AW1溶液，蓋上蓋子，以14,000rpm轉速離心2分鐘，將QIAampspin column放置新的2mL collection tube上。
12.小心打開QIAampspin column的蓋子，加入500μL AW 2溶液，蓋上蓋子，以14,000rpm轉速離心2分鐘，倒去下層液。
13.將QIAampspin column放置新的1.5ml微量離心管上，以14,000rpm轉速離心3分鐘後，開蓋放置室溫中5分鐘除去多餘的酒精。
14.將QIAampspin column放置新的1.5ml微量離心管上，加入AVE 70μL溶液，靜置於室溫下10分鐘，以14000rpm轉速離心2分鐘。
15.抽出病毒RNA後隨即進行one-step QRT-PCR偵測病毒量。
(三)病毒絕對定量
1.取已知校價的病毒進行10x的序列稀釋，以建立標準曲線。
2.以QuantiTect SYBR green RT-PCR kit試劑組進行反應。
3.將待測檢體與已知校價的病毒依操作手冊建議，配製one-step RT-PCR solution。
4.待配製好後，放入LightCycler480II進行分析。
5.PCR反應條件為50 oC/30 min，95 oC/15 min，（94 oC/15 sec，55 oC/30 sec，  72 oC/20 sec） 重複45 cycle. 95 oC /1 sec往下降至60 oC。
(四) Wolbachia spp. PCR偵測
1.將單隻蚊子放入1.5ml微量試管中，加入80uL BA-1溶液，並放入1顆滅菌過的3mm玻璃珠。並以tissue lyser震盪2分鐘打碎蚊蟲細胞組織。
2.依照QIAamp DNA purification Kit操作手冊抽取蚊蟲及Wolbachia spp. Genomic DNA
3. 取2ul DNA sample並以下列primer 進行multiplex-PCR放大標的DNA片段 wAlbA(328F+691R;產物397 bp); wAlbB(328F+691R;產物501 bp) 328F-CCAGCAGATACTATTGCG; 691R-AAAAATTAAACGCTACTCCA; 183F-AAGGAACCGAAGTTCATG 另外以蚊蟲之12SRNA基因片段當作internal control 12SRNA-F:AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT; 12SRNA-R:AAGAGCGACGGGCGATGTGT
4. PCR反應條件為95 oC/3 min，（94 oC/30 sec，57 oC/1 min，72 oC/1 min） 重複35 cycle. 72 oC /10 min往下降至25 oC。並以1.2% Agarose gel分析產物。
三、結果
(一)蚊蟲採集
   配合野外蚊蟲出現時機，於今年四到九月，至高雄市前鎮區採集白線斑蚊幼蟲及蛹總計4次每次約50-80隻左右，並在實驗室進行飼養，吸血，收集所產之第一代卵粒。
(二)標準曲線	
    首先建立去年在台灣出現的第一型登革病毒株的病毒量化曲線。用已知病毒量(1.63X107 PFU/ml)的病毒液進行10倍的序列稀釋，建立了三組病毒量化標準曲線，分別是病毒加頭部組織(圖三A)，病毒加唾腺組織(圖三B)，以及病毒加身體組織(圖三C)，作為日後病毒感染試驗的計量基準。此三個病毒量化標準曲線的R2值為0.9943、0.9986、0.9975。
(三)病毒感染試驗
   在培養溫度為10℃的環境，白線斑蚊在感染後第10天的存活率為80%，到了感染後第20天存活率為40%，到30天則降為30%。隨著培養溫度提高白線斑蚊的存活率也跟著上升，在16℃的培養環境白線斑蚊存活率則大幅提升，在感染後10天有90%的存活率，在感染後20天存活率為80%。到了30天則依舊有70%。而在22℃及28℃的培養環境中白線斑蚊在感染後第10天有80%與88%的存活率，到了感染後第20天依然有60%與80%的存活率，而在感染後第30天則存活率降為40%與50%。在34℃的培養條件下，在感染後第10天存活率為70%。在感染後20天，其存活率則降為30%，在第30天存活率只剩10% (表一與圖四)。
 在10℃的培養環境下僅在感染後第0-25天的身體組織皆偵測到病毒，在感染第0天所測到的病毒量應為蚊子所吸食之病毒，其病毒量為103.190.42(感染比例n=10/10；n=帶病毒蚊數/總蚊數)。感染後第5天到第25天帶病毒的蚊子之病毒RNA的copy數平均分別為101.730.41(n=9/9)、100.820.62(n=8/8)、101.050.52(n=6/7)、101.660.13(n=3/6)、101.07(n=1/4)。10℃的培養環境下在唾腺以及頭部組織則未偵測到病毒(圖五)。
  在16℃的實驗條件顯示感染後15天後即偵測不到病毒。在感染後第0天身體組織偵測到的病毒RNA數為103.330.635(n=10/10)。感染後第5、10天，病毒RNA的copy數平均分別為100.520.48(n=8/9)與100.570.16(n=4/8)。在唾腺組織頭部組織的部分皆偵測不到病毒(圖六)。
當溫度升至22℃時，白線斑蚊所偵測到的病毒量都有增加的趨勢。在感染第0天於身體組織偵測到的病毒量為102.980.30(n=10/10)，但感染後第5-15天病毒於身體組織所偵測到的病毒量分別為101.020.1(n=9/9)、101.011.02(n=5/8)，而在感染後第15天與20天病毒幾乎消失，只剩一隻蚊子與兩隻蚊子有偵測到少量病毒分別為100.23(n=1/8)與100.810.59(n=2/6)，到了第25天則完全都偵測不到病毒。在此溫度下，於第5到第10天病毒可少量傳播至頭部組織分別為100.380.21(n=5/9)，100.81.1(n=3/8)，但在第15天後病毒就不再出現於頭部組織。感染第10天後有部分白線斑蚊可在唾腺組織偵測少量到病毒，病毒量為100.850.81(n=6/8)，感染後第15天與20天依然有極少量病毒於唾腺組織，病毒RNA數為100.88(n=1/8)、100.490.47，(n=3/6)。值得注意的是，在此溫度有一隻蚊子於第10天在頭部組織與唾腺組織到偵測到病毒的存在且大於100 copy number，顯示在22℃只有極少數的白線斑蚊可以成功的複製病毒(圖七)。
在28℃的培養環境下，感染後第0天的蚊子身體組織可測到病毒量103.040.51(n=10/10)。在感染後第5天與第10天，其病毒RNA的copy數平均為101.040.89(n=9/10)、102.390.31(n=10/10)。在感染後15天病毒量則再下降，其病毒量為101.080.58(n=6/9)。而到了感染後20、25、30天偵測到的病毒RNA copy數皆下降至接近10個copy數。唾腺組織在感染後第5天，於部份蚊蟲即可偵測到病毒量為101.510.31(n=4/10)，在感染後10天增加至最多102.390.31(n=7/10)，隨後15天以後皆檢測不到病毒的存在。頭部組織亦是在感染後第5與第10天，於白線斑蚊檢體可偵測到病毒，病毒RNA copy數為100.40.28(n=6/10)與101.61.3(n=9/10)。頭部組織在感染後15~25天病毒則皆消失，唯獨第30天有一隻蚊子頭部有101.49的病毒。相較於22℃於其他溫度的實驗環境下，28℃溫度中第5與第10天皆有4隻的蚊子可在唾腺偵測到大於10 copy的病毒，帶有病毒的蚊子數量也是最多(圖八A)。而同時也利用埃及斑蚊作為相同溫度下的控制組，在此溫度下埃及斑蚊吸血的病毒平均值為102.840.34和白線斑蚊相差不大，但是不同的是埃及斑蚊可以於第10天以後皆可在頭度、唾腺與身體組織側和病毒的存在。在第20到30天達到高峰且持平(圖八B)。
    在34℃的實驗環境下，登革病毒複製的速度以及數量並沒有明顯增加的現象，且存活率反而下降(圖四)。感染第0天在身體組織可以偵測到病毒RNA的copy數平均為103.190。42(n=10/10)。感染後第5-15天病毒量並無太大的改變，此三個時間點所偵測到的病毒量分別為100.600.67(n=6/9)、100.690.45(n=3/7)、100.990.67(n=3/5)。感染後第20-30天皆檢測不到病毒的存在。唾腺組織在感染後第5天於即可偵測到病毒，但蚊子數量不多，病毒RNA copy數為100.890.76(n=2/9)，在感染後第10天病毒量增加為101.010.19(n=3/7)，感染後第15-30天亦檢測不到病毒的存在。頭部組織也是在感染後第5天，於5隻白線斑蚊檢體偵測到少量病毒RNA copy平均數100.370.34(n=5/9)，在第10天亦有兩隻斑蚊檢測出平均100.600.16(n=2/7)病毒RNA copy數。在感染後15-30天頭部組織便檢測不到病毒的存在(圖九)。   
由於已經有中多文獻指出斑蚊所感染Wolbashia ssp.沃爾巴克氏菌後會降低登革熱病毒的感染與在其體內的複製(Moreira et al. 2009; Bian et al. 2010; Blagrove et al. 2011; Moisson et al. 2012) 。因此我們為了瞭解本土白線斑蚊是否帶有沃爾巴克氏菌進而影響登革熱傳播的效率，於是我們分析所有餵食完病毒的白線斑蚊發現有極高的比例皆感染了沃爾巴克氏菌中的wAlbA和wAlbB(平均97%，表二)。而為了進一步釐清是否是屬採樣的誤差或是前鎮區白線斑蚊的特異性，我們採集出了高雄前鎮區以外的小港區，另外包含其他縣市有台北市中正區，台中市大雅區，台南市北區與永康區。數據顯示全台白線斑蚊皆具有沃爾巴克氏菌的感染，其中wAlbB感染率(公蚊平均85%，母蚊平均97%)高於wAlbA(公蚊平均22%，母蚊平均89%)，而母蚊感染率也皆高於公蚊(圖十，表三、四)。
四、討論
   本計畫將登革病毒第一型感染野外白線斑蚊後，放置於不同的溫度環境下，進行身體組織、唾液組織及頭部組織進行登革病毒病毒量檢測。發現在10oC與16oC環境下，病毒不會複製，也不會移動至頭部或唾液腺。在10oC環境下，病毒存在於白線斑蚊的身體組織當中可長達25天，在16oC下可存在10天且雌蚊存活率在30天可達70%。在22-34oC環境下，少量蚊蟲病毒在5-10天會移動至頭部或唾液腺，然而病毒複製並不明顯，15天後則皆下降至10個copy左右，甚至消失。
       我們分別比較身體、唾腺、頭部組織在不同溫度下登革病毒複製的速度，發現身體組織的病毒量在22℃以及34℃的培養環境差異不大，但與28℃的培養環境下的身體組織相比，則可發現病毒複製量皆有減少甚至消失的趨勢。在16℃的培養溫度結果顯示，在病毒感染後第0天到第15天，病毒變化量快速下降但蚊蟲存活最好。在10℃培養條件結果則顯示在病毒感染後，身體組織的病毒量下降後維持低濃度的病毒量，且在第5-15天解剖時可觀察到腸胃道中尚有殘餘的血液未消化完。因此在檢測身體組織可以發現少量病毒RNA持續存在，這代表病毒可能可以持續感染蚊蟲的腸道細胞，因為先前研究亦發現登革病毒感染人類細胞株，亦會有持續感染的現象(Kurane 1990)。然而因為某些因素導致這病毒無法順利持續感染細胞最終消失。
    在唾腺組織則可發現溫度對病毒的移動速度有較明顯的差異，比較唾腺組織在22℃、28℃以及34℃的培養條件則可發現，在感染後第5天於28℃與34℃培養的白線斑蚊其唾腺組織即有部分的病毒出現但22℃則無。且在感染後第10天則三個溫度都檢測的到些許的病毒存在。直到感染後15天後病毒逐漸消失。10℃及16℃的溫度下，白線斑蚊的唾腺組織則無法檢測到病毒。在22℃的環境，僅在一隻白線斑蚊感染後第10天的唾腺組織偵測到較多的病毒但其病毒量未超過103。在10℃與16℃的環境下則是未在白線斑蚊的唾腺組織偵測到病毒。病媒蚊感染病毒後，病毒在雌蚊體內穿過中腸，而後進行病毒複製，之後病毒會移至唾腺而開始具有傳播能力，這個過程稱為EIP。從實驗中發現，在較高溫的環境中其EIP所需的時間較短，而且唾腺組織的病毒量也比較高，且病毒也會持續存在。當EIP所需的時間越短，代表病媒蚊傳播病毒的速度越快。一般在自然環境中EIP所需的時間為7-12天(Watts 1987)，飼養於28℃及34℃的病媒蚊能在感染後第5-10天即偵測到的病毒，這也表示此白線斑蚊在傳播登革病毒給人類的速度也將會提高。
    本計畫得到的結果(10oC與o16C皆不會傳播，22-34oC會可能傳播)白線斑蚊適合生長傳播病毒的溫度為22-28oC。但是在10 oC白線斑蚊可持續保有病毒長達25天，且16 oC則是有最佳的存活率。與現階段台灣北迴歸線以地區溫度分布相互比較可發現，而在台灣南部的城市冬天均溫皆不低於16oC(圖十一)。顯示在台灣北迴歸線以南的城市以及以北的城市白線斑蚊皆可能安然度冬，因此增加了其傳播登革熱的風險會。但與早期的研究結果相似的是，在美國福州所採集的白線斑蚊於溫度28 oC時對於登革熱第一型與第二型的感受性分別為14%與9% (Alto et al. 2014)的感染率。和本次實驗所測得的可病毒複製的比例不高極為相似。然而亦有其他文獻指出白線斑蚊可高達90%以上的感染率(Buckner et al. 2013; Alto et al. 2008; Whitehorn 2015)，而造就其中的差異不乏包含了蚊蟲來源與大小、餵食之病毒濃度、病毒品系等因素，皆是影響病毒在白線斑蚊複製的能力。
We show that wMel lengthens the EIP, reduces the frequency at which
the virus is expectorated and decreases the dengue copy number in mosquito saliva as compared to wild-type mosquitoes.
wMel沃爾巴克氏菌再實驗室證實可延長登革病毒在埃及斑蚊EIP、降低病毒被吐出頻率及唾液腺病毒量(Ye et al. 2015)。本研究發現本土白線斑蚊(含研究使用的前鎮區白線斑蚊)有高度的沃爾巴克氏菌(wAlbA及wAlbB)的感染率(97%)。在先期的報導中，就指出台灣的29不同品系的蚊子中，高達51.7%的品種感染了沃爾巴克氏菌，且也有同時感染wAlbA與wAlbB的記載(Tsai et al. 2004)。因此為了釐清是否此因素造就本土白線斑蚊為時病毒後所產生的低度登革熱病毒複製能力，我們將利用四環黴素建立無沃爾巴克氏菌感染之白線斑蚊 (第二代結果如圖十二)，再進行感染試驗。
五、結論與建議
(一)前鎮區白線斑蚊感染第一型登革病毒後，在低溫環境下不會傳播，但在22oC環境下，吸病毒血後10天，在28oC及34oC環境下，吸病毒血5-10天病毒可在唾液腺檢出，但病毒量偏低，雖為最可能傳播登革熱的期間，但影響力仍需進一步評估。
(二)前鎮區白線斑蚊雌蚊感染沃爾巴克氏菌wAlbA及wAlbB株感染率分別為94-97%及96-99%，建議進行無沃爾巴克氏菌的白線斑蚊感染試驗，以釐清沃爾巴克氏菌對登革病毒的抑制效果。
(三)在低溫下，病毒可存在白線斑蚊身體長達25天，可搭配模擬野外變溫模式進行實驗，了解白線斑蚊保有登革病毒越冬的可能性。
六、重要研究成果及具體建議
    前鎮區白線斑蚊感染第一型登革病毒後，在低溫環境下不會傳播，但在高溫環境下，吸病毒血5-10天病毒可在唾液腺檢出，為最可能傳播登革熱的時間，但唾液腺病毒量偏低，其影響力仍需進一步評估。另前鎮區白線斑蚊雌蚊感染沃爾巴克氏菌wAlbA及wAlbB株感染率分別為94-97%及96-99%，建議進行無沃爾巴克氏菌的白線斑蚊感染試驗，以釐清沃爾巴克氏菌對登革病毒的抑制效果。
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圖一、87年至105年台灣地區登革熱本土病例趨勢圖。
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圖二、87年至105年台灣地區登革熱本土病例分布圖。
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圖三、病毒液序列稀釋再加上頭部組織(A)、病毒液序列稀釋再加上蚊子唾液組織(B)及病毒液序列稀釋再加上身體組織(C)之標準曲線圖。
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圖四、蚊子感染登革病毒第一型後，在不同環境下之存活率。
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圖五、蚊子感染登革病毒第一型後，在10oC環境下，身體組織、唾液組織及頭部病毒量的時間變化，紅色橫槓為病毒陽性蚊子之病毒平均值。
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圖六、蚊子感染登革病毒第一型後，在16oC環境下，身體組織、唾液組織及頭部病毒量的時間變化，紅色橫槓為病毒陽性蚊子之病毒平均值。
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圖七、蚊子感染登革病毒第一型後，在22oC環境下，身體組織、唾液組織及頭部病毒量的時間變化，紅色橫槓為病毒陽性蚊子之病毒平均值。
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圖八、(A)白線斑蚊與(B)埃及斑蚊蚊子感染登革病毒第一型後，在28oC環境下，身體組織、唾液組織及頭部病毒量的時間變化，紅色橫槓為病毒陽性蚊子之病毒平均值。
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圖九、蚊子感染登革病毒第一型後，在34oC環境下，身體組織、唾液組織及頭部病毒量的時間變化，紅色橫槓為病毒陽性蚊子之病毒平均值。



圖十、台灣各地白線斑蚊沃爾巴克氏菌感染率。
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圖十一、北迴歸線以南縣市1981-2010年平均溫度變化量。
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圖十二、利用四環黴素(Tetracycline;Tet)建立無感染沃爾巴克氏菌之白線斑蚊。(A)利用聚合酶連鎖反應PCR分析wAlbA與wAlbB的感染狀況左二，利用抗生素餵食實驗室嘉義民雄白線斑蚊品系第一代蚊子三周與四周；右二，抗生素餵食前鎮白線斑蚊品系第一代蚊子一周與兩周(B)實驗室品系與野外採集之白線斑蚊餵食抗生素後所產之第二代餵食兩周後分析感染狀況。PCR時以蚊子基因體中的12SRNA當作抽取DNA時的控制組。




	表一、白線斑蚊餵食病毒後於不同溫度下之存活率

	感染天數
	10℃
	16℃
	22℃
	28℃
	34℃

	0天
	100%
	100%
	100%
	100%
	100%

	5天
	90%
	95%
	90%
	97%
	91%

	10天
	80%
	90%
	80%
	88%
	70%

	15天
	55%
	90%
	80%
	85%
	50%

	20天
	40%
	85%
	60%
	80%
	30%

	25天
	30%
	80%
	50%
	70%
	20%

	30天
	30%
	70%
	40%
	50%
	10%



             

	表二、前鎮區白線斑蚊沃爾巴克氏菌感染率

	
	Female (N=70)
	Infection Rate

	
	wAlbA
	wAlbB
	wAlbA
	wAlbB

	10℃
	68
	69
	97%
	99%

	16℃
	66
	67
	94%
	96%

	22℃
	66
	67
	94%
	96%

	28℃
	68
	69
	97%
	99%

	34℃
	66
	68
	94%
	97%




	表三、台灣各地白線斑蚊沃爾巴克氏菌感染數量

	
	male
	
	Female
	

	
	
	wAlbA
	wAlbB
	sample No.
	wAlbA
	wAlbB
	sample No.

	台北
	中正區
	4
	12
	12
	13
	14
	14

	台中
	大雅區
	5
	12
	12
	14
	14
	14

	台南
	北區
	1
	10
	12
	13
	16
	17

	
	永康區
	1
	6
	12
	12
	13
	14

	高雄
	小港區
	1
	12
	12
	13
	14
	14

	
	前鎮區
	4
	9
	12
	12
	13
	14

	Total
	
	16
	61
	72
	77
	84
	87




	表四、台灣各地白線斑蚊沃爾巴克氏菌感染率

	Infection rate
	male
	Female

	
	
	wAlbA
	wAlbB
	wAlbA
	wAlbB

	台北
	中正區
	33%
	100%
	93%
	100%

	台中
	大雅區
	42%
	100%
	100%
	100%

	台南
	北區
	8%
	83%
	76%
	94%

	
	永康區
	8%
	50%
	86%
	93%

	高雄
	小港區
	8%
	100%
	93%
	100%

	
	前鎮區
	33%
	75%
	86%
	93%

	Total
	
	22%
	85%
	89%
	97%



male wAlbA	中正區	大雅區	北區	永康區	小港區	前鎮區	台北	台中	台南	高雄	Total	0.33333333333333331	0.41666666666666685	8.3333333333333343E-2	8.3333333333333343E-2	8.3333333333333343E-2	0.33333333333333331	0.22222222222222221	male wAlbB	中正區	大雅區	北區	永康區	小港區	前鎮區	台北	台中	台南	高雄	Total	1	1	0.83333333333333359	0.5	1	0.75000000000000022	0.84722222222222221	Female wAlbA	中正區	大雅區	北區	永康區	小港區	前鎮區	台北	台中	台南	高雄	Total	0.9285714285714286	1	0.76470588235294135	0.85714285714285732	0.9285714285714286	0.85714285714285732	0.88505747126436762	Female wAlbB	中正區	大雅區	北區	永康區	小港區	前鎮區	台北	台中	台南	高雄	Total	1	1	0.9411764705882355	0.9285714285714286	1	0.9285714285714286	0.96551724137931039	
wAlb Infection rate
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