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出國報告 (  出國類別 :  研習   )

HIV檢驗技術

服務機關 : 衛生署疾病管制局

姓名職稱 : 劉素真技士

赴派國家 : 日本國立感染症研究所

出國期間 : 民國 94 年 10 月01日至10月 31日

報告日期 : 民國 95 年 01月 17日
摘   要

人類免疫缺乏病毒( Human immunodeficiency virus， 簡稱HIV ，俗稱愛滋病毒 ) 是造成後天免疫缺乏症候群的主要病毒，自從西元1981年人類首度分離出愛滋病毒後 , 愛滋病即以驚人的速度襲捲全球造成許多人的感染與死亡，截至2005年全球已有超過四千萬人名感染者，對於正面對感染者急速增加之台灣，對主管愛滋政策與防疫檢驗體系的我們無疑是最嚴峻的挑戰。

直至西元1996年 , 何大一博士提出 ”高效能抗反轉錄病毒治療法”(Highly active antiretroviral therapy , HAART) 俗稱為 “雞尾酒療法”(combination therapy)後，愛滋感染有關之治療向前邁進了一大步。目前全世界對於愛滋病患的治療多採此法，但是治療失敗情形也出現了。失敗的原因很多其中最重要的是抗藥性病毒的出現，抗藥性病毒主要基因改變有兩種 : 即反轉錄脢與蛋白質脢的基因改變，此兩種酵素為愛滋病毒複製所需。近年來有發現從未服藥的愛滋病患體內的愛滋病毒於反轉錄脢與蛋白質脢的基因上產生抗藥性突變點，又可稱為自然變異(natural polymorphism)，如此亦會造成HAART治療產生輕度至重度的

抗藥性。

由於本局自去年起著手建置台灣地區愛滋基因資料庫，並已將愛滋感染者之通報定義擴增至核酸檢測陽性個案亦符合通報定義，以其達到早期診斷早期治療之目的，因此，有關愛滋之分子生物檢驗方法在本中心亦已日益佔有舉足輕重的角色，除可縮短檢測之空窗期外，針對感染源之回溯亦有幫助。

另針對抗體檢測部分，由於實驗方法與試劑種類繁多，如何選擇一個敏感度正確性均佳的試劑搭配完善的檢驗流程，亦是輔助本中心執行長官檢驗時不可或缺的一環，因此將藉此機會一併進行了解，以提昇本中心愛滋項目檢測時之參考。
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目     的

1、 學習愛滋病毒之分子流病方法之亞型鑑定。

2、 針對日方愛滋抗體檢驗流程及抗體檢驗技術進行了解。
過 程 及 內 容

1、 前往日本國立感染症研究所位於武藏村山之愛滋研究中心辦理相關入報到程序。

2、 依規定前往日本國立感染症研究所位於新宿戶山接受工作前之生物安全相關之訓練課程，需通過生物安全官之筆試始能進入實驗室進行操作。

3、 檢測方法之介紹

（一）愛滋病毒第一型之亞型分析：

   HIV-1基因的亞型鑑定非常重要 , 由亞型分析可得知HIV-1全球性的演化複雜性以及傳播的區域,其另一個特徵就是高度的、局部性的衝擊，個別流行的型態可能緊鄰而存在，但彼此卻只有很微妙的交互作用，而HIV-1亞型與感染的途徑、傳播的方式有關，對於疫苗的研發也有重要的影響，而且HIV-1不同亞型在人體中產生的自然突變點以及對於藥物感受度可能就有不同。

   檢驗流程如附圖一：

1.  RNA extraction

    使用Roche 公司之high pure viral RNA kit進行RNA之純化。

    操作步驟如下：

a. 取血清或血漿250ul加入500ul之binding buffer混合均勻。

b. 離心10000rpm  30秒

c. 加入500ul之washing buffer 

d. 離心10000rpm  60秒

e. 換新收集管再離心10000rpm  60秒

f. 加入elution buffer 100ul

g. 離心10000rpm  60秒

   2. RT PCR

        使用Takara公司之AMV one step RNA PCR kit，

引子設計如附圖二、三
        試藥配置方法如下：

     Nuclease free water               17.5ul

10X AMV RT-PCR buffer            5ul

25mM mgcl2                                  10ul

10mM dNTPs                      5ul

F primer(100uM)                  0.5ul

R primer(100uM)                  0.5ul

RNase inhibitor (40u/ul)             0.5ul

AMV Rtase XL(5u/ul)               0.5ul

AMV optimized Taq(5u/ul)           0.5ul

Template RNA                      5ul

Total volume: 50ul

Thermal cycle conditions:

55℃-20min

>95℃-2mins

>95℃-10secs>52℃-5secs>72℃-45secs(40cycles)

  3.Nest PCR

    使用Toyobo 公司之KOD DNA polymerase kit。

    試藥配置方法如下：
    Nuclease free water             33ul                          

  10X KOD buffer                5ul 

  25mM Mgcl2                   2ul

  2mM dNTPs                   5ul

F primer(100uM)              0.4ul            

R primer (100uM)             0.4ul                                       

KOD (2.5U/ul)                0.4ul                                          

RT PCR product               3.8ul(each)

Total volume: 50ul

Thermal cycle conditions:

94℃-15sec

           >94℃-5sec > 60℃-3min > 74-5sec(30 cycles)

                                                     >72℃-7min 

4. Sequence  PCR

 使用ABI公司之BigDye terminator 。

試藥配置方法如下：
       Nuclease free buffer                8ul   

Big dye terminator                 3ul                      

5X big dye dilution buffer           3ul         

primer(1uM)                      3ul               

PCR product                      3ul

Total volume                      20ul

Thermal cycle conditions:

96℃-15”
        >96℃-10”>60℃-50”(25 cycles)

5. purification of PCR product

使用Centi Sep spin column方法進行產物純化。

操作步驟如下：

a. 加入800ul ddwater至column

b. 等候30分鐘

c. 移除column離心3000rpm 5分鐘

d. 加入200ul產物

e. 離心3000rpm 5 min

6. Data analysis

      將定序的結果上網與Stanford Drug Resistance Database（http://hivdb.stanford.edu/）進行亞型分析。

（二）愛滋抗體檢測：

    檢驗流程如附圖四。

    其選用試劑針對不同對象篩檢而有所不同，分述如下：

a. 匿名篩檢或是提供快速篩檢之醫院：

使用Abbott公司之Determine HIV-1/2之快速檢驗試劑，如附圖五。

b. 一般抗體篩檢：

使用Fujirebio公司之SFD serodia愛滋抗體第一型及第二型混合型篩檢試劑；或Bio-Merieux之VIDAS immunoassay，如附圖六。

c. 抗體確認：

針對抗體第一型選用Bio-rad 公司出產之New LAV Blot -I；針對抗體第二型選用之試劑為Bio-rad 公司出產之New LAV Blot –II。


  心     得

1、 由於日本國立感染症研究所之愛滋研究中心為獨立於其他病毒實驗室之部門，因此其組織編制人力配置較研檢中心明顯不同，且針對生物安全之要求與門禁管制皆十分嚴謹，除需使用通行證外尚需同時輸入個人特定之密碼始得進入實驗室進行相關工作。

2、 由於本中心針對核酸萃取步驟接於生物安全等級二級之環境下完成，故行前並未針對此部份進行確認，故申請之生物安全訓練亦以二級實驗室為主，直至實驗前該單位主管才告知該中心凡得自臨床之檢體，為維護人員安全及考量後續實驗之需要，此步驟皆須於符合生物安全等級三級之實驗室下進行，此舉讓我甚感驚訝！但該中心主任仍以採集同仁正常血清之檢體，提供給我作為核酸萃取時之練習，對此於受訓之初的我內心即充滿了感激。

3、 由於該中心之願景皆以研究與分子生物技術轉移為主要目標，且僅作分子生物相關的檢測，並未有抗體常規型檢驗之類似業務，經該中心長官詢問我於台灣主要執行之業務後，故其於實驗空檔時間，熱心的聯繫並介紹我轉往神奈川衛生研究所進行一天的參觀行程，讓我此行除學習分子檢測技術外，對於日方之抗體檢驗作業流程及其流行病學現況亦有了

概括的了解。

三、愛滋疫情的衝擊與威脅，對全世界個國家之公共衛生與防疫體系皆是一項最嚴峻的挑戰，對此日方亦是不遺餘力的推動愛滋防疫，根據了解，其針對孕婦篩檢愛滋之執行率大於百分之九十，這讓從九十四年才開始推動台灣全面孕婦篩檢愛滋的我們一個很好的學習對象。
	

	
	
	


建     議

1、 愛滋檢驗研究亦為本局重要之防疫業務，但反觀本中心此項業務之人力配置與日方愛滋研究中心相較（正式編制與聘用人力共約十八人），實難相提並論！針對台灣的我們，在有限的人力下需執行檢驗之品質監測，還需建立與發展分子生物項目的檢測，令其覺得是一件十分不可思議的事！因此人力、物力、財力的分配與好的政策訂定都是相當環環相扣、不可或缺的！也唯有長官的重視與支持才能讓此項防治研究檢驗業務向前邁進。

2、 實驗安全之重要性針對新興再浮現傳染病無疑是一項考驗，雖然愛滋病毒係屬血媒傳染病之一種，但穿著防潑濺的實驗衣與包頭之工作鞋仍是有必要的防護，因此將著手愛滋實驗室之相關防護之採購，以維護工作安全。

圖一、亞型鑑定操作流程

[image: image1.wmf]
[image: image5.jpg]. 5 = e = &
DAINAMMISCREEN HIV - 1/2 NoDesnes
3 INATE® . s
o | Gia(7r =205V < G /[ 2
; GBI RERS
§ M¥E. Mm% XIEL MmO RHV-TRERTHRHV-2 kR H A vk
; | HIV-12ii A >~ — b 10F7AR/12—F 10—k
HIVIAR
L= L2004 FRRHIVIAE

Bk - 1~30CISRFTEE, Store at 1~30'C. (T30

RHROEE : SEROHVYML. REAOS— MEMSISHEHAYRITEL, EHEFTE L
CAUTION:IMMEDIATELY reseal all unused tests in the foil pouch containing the desiccant.

FHb IS AR
E!l:ﬂﬁ' 2! s

”” |”||||"||“"l ‘ABBOTTIAPAN COLTD. 3003

9874391054803

S

= Pyl toar strip and separate seal to open

|
|

! LOT 871890100

1A 13

2 WNAZZ WNVAZZ W2 WVAZZ WVAZZ WNAR2 WNAZZ WVAZ2 VA2 WVAZZ WVAZZ WNAZZ WNAZ2 WIVAZ2 WNAZZ NVZ2 NIV .

EER P B B B B IV B I B B B [ B B B B B B |

72 -HiV-1,!

HIV-1/2 HIV-1/2 HIV-1/2 HIV-1/2 HIV-1/2 HI

Hivite | nnafz |













                                                                                                           

圖二、引子設計（1）
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圖三、引子設計（2）
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圖四、愛滋抗體檢驗流程：

             HIV快速檢查(或抗體抗原同時篩檢)

            陽性                      陰性

         西方墨點法確認

（必要時作核酸檢測）

	西方墨點法
	核酸檢測法
	判   定

	＋
	（＋、－）
	感染

	±
	＋
	感染

	±
	－
	陰性（HIV-2檢查）

	－
	＋
	感染初期

	－
	－
	陰性（HIV-2檢查）


圖五、快速檢驗法


附圖六、Bio-Merieux之VIDAS immunoassay
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附圖七、Bio-Merieux之VIDAS immunoassay
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Run gel and take picture
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