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內容摘要：

HIV之感染人數至2004年底，據世界衛生組織之統計已超過4000萬人(存活)，已死亡人數可能已達1-2千萬人。本國從1986年首件本土個案報導以來，每年感染人數一直激增，截至2004年底全台受感染人數達6762(國籍)，危險因子從同性戀、異性戀到毒癮者，最易受影響之族群以30-50歲之青壯年為主要層級。但近幾年學生族群感染數漸增，更嚴重的是美一年所統計之新增個案皆比往年提昇，不像其他國家如泰國、美國等已過了高峰期，此一趨勢不得令人憂心。但每年所統計之感染人數皆是以個案名稱首次曝光來計算。傳統上HIV感染之檢驗是以ELISA或PA作初步篩選後，再以西方墨點法來確認。祇是陽轉個案會被偵測出來，一般而言皆是在個案發病較為嚴重後才可能去做檢測，所以難以界定個案到底是近期(泛指半年內)或已受感染一段時間，因此對於推估每一年新感染人數可能並不準確，也可能誤導，無法真正反應出最近之感染情況，所以需要有個更精準的檢測方法來區分受感染者有哪些是屬於近期感染或長期感染。因此此行之主要目的在於研習此一項新的檢測技術。
本文電子檔已上至出國報告資訊網。
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摘要

HIV之感染人數至2004年底，據世界衛生組織之統計已超過4000萬人(存活)，已死亡人數可能已達1-2千萬人。本國從1986年首件本土個案報導以來，每年感染人數一直激增，截至2004年底全台受感染人數達6762(國籍)，危險因子從同性戀、異性戀到毒癮者，最易受影響之族群以30-50歲之青壯年為主要層級。但近幾年學生族群感染數漸增，更嚴重的是美一年所統計之新增個案皆比往年提昇，不像其他國家如泰國、美國等已過了高峰期，此一趨勢不得令人憂心。但每年所統計之感染人數皆是以個案名稱首次曝光來計算。傳統上HIV感染之檢驗是以ELISA或PA作初步篩選後，再以西方墨點法來確認。祇是陽轉個案會被偵測出來，一般而言皆是在個案發病較為嚴重後才可能去做檢測，所以難以界定個案到底是近期(泛指半年內)或已受感染一段時間，因此對於推估每一年新感染人數可能並不準確，也可能誤導，無法真正反應出最近之感染情況，所以需要有個更精準的檢測方法來區分受感染者有哪些是屬於近期感染或長期感染。因此此行之主要目的在於研習此一項新的檢測技術。

過程

於2004年10月21日由桃園中正機場出發經由美國洛杉磯前往位於齊治亞洲之亞特蘭市的美國疾病管制中心報到與Dr. Bharat Parekh討論後，隨即與其下之Mr. Trudy Dobbs研習HIV-1 Detuned assay 之檢驗技術。由Dr. Parekh 講解其原理，Mr. Dobbs負責示範如何操作後，觀察其整個作業流程後，再由自己動手演練，兩者所得之結果比對一致後再繼續計算演練。在熟習操作整個流程後於同年11月03日返國。

前言

Prevalence與Incidence可運用來推估疾病在族群中所發生之規模大小與擴散程度。一般而言，Prevalence可以利用cross-sectional研究調查獲知；但欲調查Incidence，特定族群中有多少易感受宿主，經過一段時間後由陰轉為陽性之比例，則同須追蹤調查特定族群一段時間後才得以計算Incidence，所以較為困難。可是如果我們有辦法在特定族群將已受感染者中的近期感染者區分開來，便能無須追蹤，就可計算出Incidence。

HIV-1之感染後宿主在約3-4星期後出現抗體反應，但隨著病程的進展我們可將其區分為近期或長期受感者。而近期感染包含暴露後至血清陽轉期間（所謂空窗期但抗原或核酸測試可為陽性者），加上血清陽轉後抗體反應隨之變動與成熟的這一段期間內皆是測定空窗期的陽性率，是有辦法推算出Incidence，但有其困難處；首先是空窗期太短，對HIV-1感染而言大約只有1個月，所以相對的需要數目夠大的樣本族群才能有可信度的推估，而且這需要去篩選廣大seronegative之族群。如果改採單一測試某特定族群中陽性患者，而此一測試抗體反應變異情形則可針對抗體之isotype、抗體總劑量、總親合力與專一性反應之變化情況。

另外的檢測策略可利用一個較為〝不靈敏〞的抗體反應測試來推估incidence rate，這是依據近期與長時間感染者HIV抗體劑量的不同來計算，將檢體稀釋1/20000並訂一臨界值為判定近期感染之標準，再根據這些特定族群中陽性個案中有多少數目是為近期感染者來推算Incidence，雖然此一技術有實際被運用來推估不同族群之Incidence，但是實用性不高，無法被普遍使用，首先它必須仰賴早期較不靈敏的EIA檢測試劑（大部分皆已停產），需要特定的儀器設備，不同亞型—特別是非B亞型效果不佳，再現性不好。因此發展一個實用性高、再現性好，不論任何亞型皆可作用的檢測工具將可被廣泛的運用來推算Incidence。

目的

此行之目的便是研習此一IgG capture EIA之檢測技術，它是依據病患血清中IgG的含量，會隨著受HIV感染後的時間而增加，來推估是否為近期（一般指的是六個月內）。因此，要強調的是此一方法是運用在不同或特定族群HIV incidence的計算而非運用來作為HIV感染之診斷。

研習內容：

原理：如附圖
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FIG. 1. Schematic showing the various steps of BED-CEIA.
Amongthe antbodies captured, HIV 16G i show by solid lines, while
non-HIV TgG is shown by broken lincs. TMB, tetramethylbensidine;
Strep, sreptavidin




說明：96孔微量盤標記上goat anti-human IgG，當陽性檢體加入時，不論是否為anti-HIV IgG，理論上皆要被吸附住，而期間anti-HIV IgG與非anti-HIV IgG之相對比例，應該便是實際上存於血清中兩者間的比例關係，而初期HIV感染者，在total-IgG與anti-HIV IgG之比例會比長期HIV感染者為低，研究並指出anti-HIV IgG之比例會持續增加2年以上。

1. 利用1/101之稀釋，雖然如此只要anti-HIV IgG與total IgG之比例固定，稀釋上的誤差不會導致計算太大的差異。

2. 稀釋步驟較易，可提升精確性。

3. 利用不同亞型HIV-1 GP41之peptide來抓取anti-HIV IgG，所以可將因亞型之差異造成偏差結果之情形降至最低點。

4. 族群間有不同亞型之HIV-1，仍可使用一致的標準(臨界判定值，空窗期長短)來測定。

實驗步驟

1、 操作前試劑與檢體應先回溫( 15~30℃)

2、 準備檢測用試劑

配製1倍清洗液

a. 混合100 ml 10倍清洗液與900 ml 去離子水，以攪拌棒在自動攪拌器攪拌至少10分鐘

b. 可存放2~8 ℃ 一星期 (如果未用完)

三、準備稀釋液(3% BSA + 一倍清洗液)

    3 gm BSA 加入100 ml 一倍清洗液 適用一整盤(96孔)

    6 gm BSA 加入200 ml 一倍清洗液 適用二整盤(96孔)

    依此類推

a. 利用自動攪拌器至少攪拌10~15分鐘，直到BSA完全溶解

b. 稀釋液可存放2~8℃ 兩天內適用

開始操作

1. 準備待測檢體與對照組檢體1：101倍稀釋。首先在微量盤上加入500 ml稀釋液，再將5 μl的待測檢體與對照組(含陽性與陰性)檢體加入

2. 以多管分注器上下吸放五次後，將以稀釋過之100 μl檢體移至試劑測驗盤下(內以塗有anti-Human IgG) 如附表

	NC
	HPC
	6
	14
	22
	30
	38
	46
	54
	62
	70
	78

	NC
	HPC
	7
	15
	23
	31
	39
	47
	55
	63
	71
	79

	CAL
	HPC
	8
	16
	24
	32
	40
	48
	56
	64
	72
	80

	CAL
	1
	9
	17
	25
	33
	41
	49
	57
	65
	73
	81

	CAL
	2
	10
	18
	26
	34
	42
	50
	58
	66
	74
	82

	LPC
	3
	11
	19
	27
	35
	43
	51
	59
	67
	75
	83

	LPC
	4
	12
	20
	28
	36
	44
	52
	60
	68
	76
	84

	LPC
	5
	13
	21
	29
	37
	45
	53
	61
	69
	77
	85


3. 覆蓋阻隔膜放進37℃溫箱1小時

4. 在靜至1小時完成前10分鐘以備好的稀釋液來稀釋HIV-1 BED Peptide (1：1001)，將剩餘試劑放回-20℃冰箱

a) 1盤反應：先將內含HIV-1 BED peptide 試管混合均勻後，取出12 μl加入12 ml稀釋液

b) 2盤反應：則取出24 μl加入24 ml稀釋液

5. 以96孔盤自動清洗機清洗兩次，反轉後再清洗兩次，每孔以300 μl清洗，每次間隔10秒，最後一洗以拭手祇包住反應盤翻轉，用力拍打以移去多餘水分。

6. 以多管分注器加入100 μl已稀釋(1:1001)之HIV-1 BED peptide至每反應孔，以阻隔膜覆蓋靜置一小時

7. 以稀釋液streptavidin-HRP conjugate (1:1001)

a) 一盤反應：先將含streptavidin-HRP conjugate 混合均勻後，取出12 μl加入12 ml 之稀釋液，混合完全

b) 不到一盤時：以比例換算，一條8個反應孔加入1 ml稀釋液

8. 如同步驟5 清洗完全

9. 使用多管分注器加入100μl稀釋過conjugated至每一反應孔以阻隔膜覆蓋，靜置37℃ 90分鐘

10. 如同步驟5 清洗完全

11. 加入100 μl TMB受質於每一反應孔(無須覆蓋)

12. 25℃靜置15分鐘整 觀察其呈色反應

13. 以分注器加入100μl終止溶液 停止反應之呈色
14. 在分光光度儀450 nm波長參考值 630至650 nm 讀取其 吸光值(OD)

評估反應

對照阻可接受之平均吸光值範圍
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如果反應值超出此列定之範圍，反應失效需重複計算正常化後之OD (ODn)

此一步驟之降低每一次反應間之便異性與提昇再線性 計算方法為

ODn control = (OD cotrol之平均值) ÷ (OD校正參數之平均值)

ODn 檢體1= (ODn 檢體1) ÷ (OD校正參數之平均值)

可接受ODn之平均值範圍
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註：超出此一範圍 反應失效需重做

結果詮釋

測試檢體之ODn≦1.2者 需重複以一式三份再作一次，以資確認。如果確認測試之ODn≦0.8，則可稱為近期感染

(ODn = 1 約160天；ODn = 0.8 則是153天)

整個測試之流程如附圖所示：
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 確認測試

ODn≦1.2者須進行確認測試一式三份，其反應之相關位置如圖所示：
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結果與討論：

    原先推估與區分HIV陽性個案中之近期感染者(半年內)與長期感染者是利用HIV感染之血清學原理的空窗期來測定。以目前的HIV血清檢驗試劑，其空窗期約3-4週，如果結合使用另一個比較不靈敏的檢測試劑它的空窗期拉長到6個月，因此確定是HIV陽性個案者以比較不靈敏的檢測方法所測得之結果為陰性，我們便可以知道該名患者是近期感染；否則便是長期感染。進一步的可利用這些資料來計算特定族群的HIV incidence。只是在利用較不敏敏感的檢驗方法時，發現有幾個缺點因而阻礙其應用性。此一方法目前已停產，且須特殊的配套儀器才可以進行操作，對於不同於B亞型的其他HIV-1 group可能會有偽陰性的情況，不同時間地點操作的一致性、再現性並不理想，同時需要有特定陽轉期的對照血清進行比對，在實驗材料的取得顯得較為困難。同時操作過程需要將檢體進行1:20000的稀釋，顯然耗時又費力，而且經常會失之毫釐差之千里，變異性過大，因此有必要發展更為可靠可行且簡易的方法。此行所研習之IgG-capture BED EIA即是針對以上的缺失所研發出來，而且利用不同亞型的gp41抗原可使得不同亞型的偵測不合有所差異變化，加上稀釋是以1:100來進行因此不至於因稀釋上的誤差而導致太大的偏差，同時也較為省時省力。

    對抗gp41之抗體尤其是免疫特異區(gp41-IDR)對於HIV感染是個重要的診斷指標，而且往往早期就出現，確實也有診斷試劑是依據此一區域來發展檢驗方法。不論是採病毒培養、基因重組或胜肽片段來製造，實驗結果證實gp41-IDR是固定不變，所以單一類型之胜肽鏈是能夠適當地偵測對不同亞型HIV-1所引發之anti-HIV-1(gp41-IDR)之抗體反應。然而仍有數據顯示同源性較高所引發抗體效價在血清陽轉後之一年期間仍相對地高於同源性較低之gp41-IDR，因此雖然使用單一種gp41-IDR胜肽仍能定量偵測不同類型的抗體反應，但對於陽轉期則需要不同類型的gp41-IDR胜肽鏈才能夠相對地偵測出不同類型胜肽所引發之抗體反應劑量。為了解決此一困擾，此一assay採分枝型gp41-IDR胜肽鏈如原理圖示，HIV-1亞型(B、D、E)的共同序列足以代表HIV-1 M族群。因此設計出單一分支胜肽讓所有亞型皆能夠以等量結合上去並聯結上4個C4 (amino butyric acid)，以促進抗體與之結合。實驗並顯示此一設計的確與所有anti-HIV-1亞型(A-E)皆有良好反應，而且結合程度有著相對等的效果。以B亞型而言所觀察到之陽轉空窗期約170天，而E亞型則約150天，此一微小差距可能是因HIV-1 IgG的產生對於B亞型HIV-1病毒較E亞型緩慢，或可能對B亞型胜肽的辨識效率沒有E亞型那麼好，同時還有實驗指出感染HIV-1的前三個月如果是E亞型其病毒量會高於感染B亞型者，因此導致出現可偵測抗體劑量時間上的差異。

    此外這一檢測試劑可偵測之動力學範圍是頗為有價值的，換言之所換算出的ODn值可涵蓋一廣寬HIV抗體含量，因而單管操作誤差可以被接受，而且所測到之結果正反映出HIV-IgG在serum中的比例，因此不論稀釋過或是原液只要有HIV-1 IgG的存在，其稀釋與否或是精確皆不至對最後判定有太大之影響。本次研習中以本局所採之檢體進行測試，結果在80個檢體中有44個初篩為陽性，由於試劑套組第一個反應盤只用來初篩(約85個tests)，第二盤用來確認(triplicate)，所以只要初篩陽性率大於30%就得另外再開一個試劑套組做為確認。本次測試遂用兩盤來進行確認，確認後仍有36個個案確為近期感染，對於一般族群而言有45%為近期感染顯比例偏高，這很可能是這一批檢體很多是來自捐血中心的檢體，顯然對於捐血中心是一大挑戰，因為很多人恐怕不能曉得自己被感染而去捐血，本次測試因為只有80個檢體，數量過少，同時也不知這些檢體代表哪些族群的檢體，具陰性數有多少，因此目前仍無法據此推估發生率，此行的目的在於研習技術及計算方式。往後再運用於本國檢體中，同時因為此項技術美國CDC已移交給民間科技公司生產，所以返國後須與Calypte Biomedical Co. RocKville Maryland USA接洽採購。

建議與心得：

1. 為了學以致用，返國後仍須與CDC保持聯繫並採購該項產品檢測試劑，以科技計劃來執行運用於本國HIV-1 incidence rate之計算推估。

2. 美國CDC的研究工作成果可以推展移轉給民間生物科技公司,形成一項產品上市出售，是典型的產官學界合作的良好典範，本局之研發工作也應該積極努力朝向商品化，帶動科技產業著手。

3. 研習過程，美國CDC一絲不茍的精神，值得我國學習效法，首先當然需具備基本簡單的實驗室安全規範之智能，要有個人保險才可自行操作，符合後由美國CDC實驗室人員講解觀摩對方操作一遍，第二次由對方親自帶我操作，第三次才獨立單兵作業，最後所得之結果與對方比對完全一致，才算合格。整個過程相當紮實嚴謹，完全馬虎不得，未來本局對外訓練人員時，也可依此模式辦理。

附表 為 EXCEL 檔
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