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食品中A型肝炎病毒之檢驗

研究檢驗組 食品生物科

袁巧璇 112年10月27日

112年度食品微生物檢驗業務推廣訓練班
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課程大綱

病毒檢驗注意事項及常見問題

檢驗結果分析方法 (NCBI Blast)

A型肝炎病毒檢驗流程



3

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

食因性病毒檢驗流程

病毒自基質分離 病毒濃縮 病毒核酸萃取 病毒基因體偵測
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公告檢驗方法
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病毒檢驗流程圖(貝類及水)
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貝類檢體-中腸腺取樣
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貝類檢體之檢驗流程

1.5 g oyster digestive tissues + 10 ml PBS

Homogenization

Chloroform-butanol (1/1)

Virus concentration by PEG 6000-NaCl  

Over-night, 4℃

離心後去除上清液，pellet以ddH2O回溶作為
檢液，進行

Virus lysis and viral RNA extraction

Reverse Transcription →  2X PCR → DNA analysis → DNA sequencing

1 hr , 4℃

1

2

1 離心前 2 離心後

3

3

12000 g
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水檢體-離心過濾管濃縮

50KDa-50,000MWCO (Molecular Weight Cutoff) 3,000 g 離心20-30分鐘

2.4.7. 離心過濾管：15 mL，篩選分子量大於 105 道爾頓(dalton)之物質。
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病毒檢驗流程圖(蔬果類)

2 buffer system

粉末

大體積檢液 1 ml

pH 試紙 pH7.0

Tris-Glycine-Beef ExtractBuffer Peptone Water

離心後去除
上清液注意

離心後
取上清
液注意
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RNA Extraction

◆ RNA-single strand ,unstable
◆ RNase(Ribonuclease),人體汗液、唾液、皮屑含有,廣泛存在環境
◆使用RNase 移除試劑
◆檢體內源性RNase (kit 內含carrier RNA)



11

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

以DNase I 處理
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反轉錄反應 Reverse Transcription

RNA

cDNA
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聚合酶鏈反應 PCR

cDNA

F

R
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PCR-Polymerase chain reaction-1

polymerase

F

R
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PCR-Polymerase chain reaction-2
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PCR使用之引子對

HAV genome structure

5’ UTR VP1/P2A
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PCR反應條件
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電泳分析
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電泳分析結果

cDNA 1 cDNA 2 cDNA 1 cDNA 2

2.5% gel 

引子對 HAV68/HAV240 引子對 VP1-4/VP1-5
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定序結果
UTR-HAV68 (F)
(定序長度144 bp)

UTR-HAV240(R)
(定序長度151 bp)

UTR-HAV240
(Reverse)

BioEdit
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NCBI

美國國家生物技術資訊中心

NCBI是生物資訊
學工具和服務的
重要資源。主要
資料庫包括DNA
序列GenBank，
和生物醫學文獻
書目資料庫
PubMed。其他
資料庫包括NCBI
表觀基因組資料
庫。所有這些資
料庫都可以通過
搜尋引擎在線獲
取。

https://zh.wikipedia.org/wiki/GenBank
https://zh.wikipedia.org/wiki/PubMed
https://zh.wikipedia.org/w/index.php?title=%E8%A1%A8%E8%A7%82%E5%9F%BA%E5%9B%A0%E7%BB%84%E6%95%B0%E6%8D%AE%E5%BA%93&action=edit&redlink=1
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NCBI BLAST
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定序結果上傳NCBI比對
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UTR-HAV68 (序列長度144 bp)
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序列比對Alignments

Query coverage= 127/144



26

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

UTR-HAV68 (序列長度125bp)
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序列比對Alignments

Query coverage= 122/125



28

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

比對分數圖示及分類
Graphic Summary and Taxonomy

Score >200

Alignment 
Identities about 
122-120 bp
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UTR-HAV240 (序列長度151bp)
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PCR產物未比對到疑似序列
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食品基質造成非專一性PCR產物
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Trouble Shooting

Q: 電泳結果有非專一性條帶 ?

Q: 檢體只有一組引子對擴增出PCR產物?

Q: 如何與正對照比對確認無汙染

Q: 定序結果不佳
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有非專一性條帶-手動切膠送定序

NC PC
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High percentage gel (3 %)增加解析度

173bp

NC PC

條帶大小不符合，可排除
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Trouble Shooting

Q: 電泳結果有非專一性條帶 ?

Q: 檢體只有一組引子對擴增出PCR產物?

Q: 如何與正對照比對確認無汙染

Q: 定序結果不佳

當檢體中含有A型肝炎病毒時，引子HAV68/HAV240在173 bp位
置、引子VP1-4/VP1-5在369 bp位置上應各有一明顯DNA螢光帶
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均勻分配的機率

9 molecules in 25 µL
(cDNA)

?

HAV68/HAV240 VP1-4/VP1-5

If 90 molecules in 25 µL ?

5 µL

5 µL

5 µL

5 µL
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Trouble Shooting

Q: 電泳結果有非專一性條帶 ?

Q: 檢體只有一組引子對擴增出PCR產物?

Q: 如何與正對照比對確認無汙染

Q: 定序結果不佳



38

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

與正對照組進行比對

未知

正對照組
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序列比對Alignments
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Trouble Shooting

Q: 電泳結果有非專一性條帶 ?

Q: 檢體只有一組引子對擴增出PCR產物?

Q: 如何與正對照比對確認無汙染

Q: 定序結果不佳
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定序結果-訊號雜亂

定序結果 可能原因 建議事項
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食品中檢測食因性病毒之困難

目標物稀少

回收率

病毒基因

變異

⚫極少量的病毒存在食品中即可能引起食品中毒，
且許多重要的食因性病毒無法藉由細胞培養或
培養困難，造成待測目標稀少的問題

⚫食品種類繁雜，相較於臨床檢體前處理不易

⚫前處理為病毒回收率之最大關鍵點

⚫食品中常有抑制因子抑制後續分生方法檢驗反應

⚫病毒基因體序列變異性大，以單一引子對或探
針檢測可能發生偽陰性
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Important factors in PCR

Composition 
of DNA 

template

DNA 
polymerase 

choice

Buffer 
components

Primer 
design

Additives 
and 

inhibitors



44

Taiwan Food and Drug Administration  Ministry of Health and Welfare

操作注意事項

◆電泳區與試劑配製區分開(設備區分)

◆生安操作台(BSC)

◆消毒劑 (Virkon /Micro-Chem Plus )
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近期案例分享

好市多冷凍莓果檢出A型肝炎病毒案媒體報導
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敬請指教


