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摘       要

本次出國開會係由本局九十三年度預算「生物製劑確效與檢驗方法之研究－人才培訓計畫」業務費項下支應，乃應澳洲國家血清實驗室（National Serology Reference Laboratory, NRL）之邀請，參加其所舉辦之「第二十一屆NRL血清學研討會」，開會地點位於澳洲墨爾本，開會時間由九十三年八月十七日至二十日為期四日；共有來自於澳洲、美國、加拿大、德國、台灣、日本、紐西蘭、南韓、印度、新加坡、菲律賓及瑞士等國家之政府官員、學者專家、診斷製劑製造廠商、捐血中心及血清實驗室之主管及臨床醫師等，總共約二百三十位代表與會。

澳洲國家血清實驗室（NRL）為世界衛生組織之共同研究實驗室，其設立宗旨為：支援及協助血清實驗室血清學檢測之品質管制，並同時對上市後診斷試劑進行品質監控。其負責澳大利亞治療性藥品管理局（Therapeutic Goods Administration；TGA）所委託之HIV、HCV、HBV及Syphilis診斷試劑查驗登記審查工作，並將結果上報TGA核准，另進行血清及核酸標準品之國際性共同標定工作。本局自2002年邀請該單位參與本局所製備之國家標準品「HBsAg ad subtype standard」共同標定計畫，標定成果獲得NRL高度肯定。然今年參加本次會議，更進一步邀請該單位參與本局所製備之另一國家標準品「HCV NAT standard」共同標定計畫，而當時便獲得其允諾同意參加，堪稱實質外交之開花結果。

本次會議內容涵蓋：流行病學現況、捐血者篩檢檢驗項目之新興發展、血源安全之考量與規範、診斷試劑之品質管制與規範、實驗室品質之經營管理、國際血清及核酸標準品製備之新法和趨勢，以及新興檢驗方法之評估比較。藉由此次會議，攫取了更新更尖端的生技新知，也進一步了解世界感染病流行之趨勢及國際標準品製備之新法，同時並引發我國在血液製劑及診斷試劑之品質管理上的深思，另藉由檢驗技術經驗之交流，更可提升本局血清檢驗技術之水準。

會議期間與澳洲、加拿大、日本、新加坡及泰國等各國人士進行交流，彼此交換名片，建立了極佳之友誼，主辦單位對我國平等對待，多次關懷問候，表現出極為友好及認同之態度，並針對標準品之共同標定及未來交流事宜進行溝通。故本次會議除可提升本局血液製劑及診斷試劑之檢驗技術及品質管理，亦可增加與其他各國間之互動合作，開拓本局參與世界衛生組織委託研究計畫之機會，以期拓展格局，以臻先進國家之衛生水準，來確保我國人之用血安全。
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1、 前言及目的
澳洲國家血清實驗室（National Serology Reference Laboratory, NRL）為世界衛生組織之共同研究實驗室，為建立血清學檢驗之品質管制系統，而發起國際性共同標定及血清學之品質管制等研究計畫，並同時對上市後診斷試劑作品質監控，接受澳大利亞治療性藥品管理局（Therapeutic Goods Administration；TGA）所委託之HIV、HCV、HBV及Syphilis診斷試劑查驗登記審查工作，並將結果上報TGA核准，另進行血清及核酸標準品之國際性共同標定工作。

該單位一年一度舉辦國際性血清學研討會，邀集來自於世界各地之政府官員、學者專家、診斷製劑製造廠商、捐血中心及血清實驗室之主管及臨床醫師等人士與會。研習之重點為生技新知及血清學相關試驗之方法探討，期藉由各國品質管理方法及世界流行病學新知之分享，得進一步改進本局血液製劑及診斷製劑之品質管理。

本局自2002年邀請該單位參與本局所製備之國家標準品「HBsAg ad subtype standard」共同標定計畫，而標定成果更獲得NRL高度肯定。然參加本次會議，除了可進一步聯絡情誼，更是持續友好的實質邦交，值得珍惜。

此次赴澳開會之目的如下:

1. 藉此獲取血液學檢驗新知，了解相關範疇最新科技發展，以提升檢驗技術。
2. 了解世界先進國家對血液製劑、診斷試劑品質管理之情形，供作我國參考，以期加強國內血液製劑、診斷試劑之品質監督管理，進一步提升公信力 。
3. 研習國際間血清及核酸標準品製備之相關技術，並促進本局與NRL於實驗室共同標定方面之合作

4. 藉由此次會議與各國代表會晤，進行國際交流，以響應國內推動台灣加入世界衛生組織之政策。
2、 行程與工作紀要
日期




工作紀要
· 8月16日

啟程

· 8月17日

抵達、參加歡迎會

· 8月18日

參加第二十一屆NRL血清學研討會
· 8月19日

參加第二十一屆NRL血清學研討會
· 8月20日

參加第二十一屆NRL血清學研討會
· 8月21日

洽談共同標定事宜

· 8月22日

返程抵台

3、 會議內容及重點
（1）血源安全之考量及流行病學現況
1. 血液安全可從三方面把關，第一、捐血者之篩選。第二、捐血血袋中病毒標誌之檢驗：在抗原及抗體之檢驗分析方面，一般會執行HBV、HCV及HIV此三種病毒之常規檢驗，而在許多案例則會進一步檢驗HTLV；在核酸增幅試驗(NAT)檢驗方面，一般則會執行HCV RNA及HIV RNA此兩種病毒之常規檢驗，以改進傳統血清學檢測法因空窗期而無法檢出之狀況，而在部份案例則會進一步檢驗HBV DNA、WNV RNA或Parvovirus B19。第三、血液製劑製程中之病毒不活化或去病毒步驟之施行。
2. 澳大利亞治療性藥品管理局（Therapeutic Goods Administration；TGA）為了降低病毒經血液傳染之危險性，對於血液安全之管理新規範包括：一、必須符合the requirement for a Plasma Master File in 1994（其中規範作為血漿原料之特性，包括捐血者之篩選及對individual、mini和manufacturing pool之檢驗。）。二、至少兩步驟之病毒不活化或去病毒步驟，使virus load 至少降低4 個 log值。三、強制執行HCV及HIV NAT，並於近日針對“Anti -D”產品規範其對Plasma pools檢驗Parvovirus B19。四、評估vCJD之危險性。
3. West Nile Virus(WNV)於1999病例發現於北美，快速於美國、加拿大散播，並於2002年在美國造成區域性流行。而WNV是一種經由蚊子傳播的ssRNA enveloped virus，屬於一種Flavivirus，其臨床症狀：輕者產生flu-like發燒不適，重者引起嚴重神經生理性疾病，甚至造成死亡。其傳染途徑包括：經胎盤感染、哺乳感染、器官移植及輸血感染，然近兩年WNV之感染率更是大幅增加。美國FDA因應此衝擊時，便鼓勵各診斷試劑製造廠積極開發核酸增幅試驗(NAT)篩檢之診斷試劑。美國因而決定繼HIV、HCV實施全面NAT篩檢後，將再加入HBV、HAV、Parvo B19及WNV RNA此項。在美國，自從2003年7月1日開始，所有紅十字會及捐血中心皆已採用Procleix WNV Assay檢驗方法去施行Individual NAT檢測；在加拿大，對WNV之管理規範則為：以Roch TaqMan 做6 minipool NAT，或以Chiron Procleix WNV assay做16 minipool NAT，若結果為陰性則釋出血袋，若結果為陽性則針對pool成員進行個別檢測。而WNV 感染第6.5天，即可以Individual NAT檢測到血液中之病毒，感染第11至14天則可偵測 WNV IgG及IgM，然第6.8至11天則為偵測之空窗期。
4. vCJD於西元1996年被鑑定出來，目前在英國已有147個案例，142例死亡，然目前尚未出現領有執照之診斷試劑上市。
5. 許多重要病原菌及再現重要性之病原菌檢測將受到重視，例如：傳統經輸血傳染之病原菌（HBV、HIV、HTLV、HCV），造成捐血者暫時性感染之病原菌（bacteria、HAV、Parvo B19、WNV），慢性、寄生蟲病原菌(malaria、 T. cruzi)，經動物傳播或感染之病原菌(WNV、BSE、SARS) 及尚未證實經輸血傳染之病原菌(HHV-8、novel enteroviruses )…等。
（2）血清實驗室之品質管理

1. 血清實驗室之品質管控方法，一般可檢視Initial reactor rate（IRR）及Repeat reactor rate（RRR）此兩者之值，以評估偽性反應之比例。Initial reactor rate（IRR）乃初次被檢測為陽性、但第二次重複檢測結果卻為陰性者與所有陰性檢體數之比值；Repeat reactor rate（RRR）則為初次被檢測為陽性、但第二次重複檢測結果亦是陽性者與所有陰性檢體數之比值。若僅單一實驗室之reactor rate增加，則可能為儀器誤差或其他操作步驟之錯誤導致。然而，若是在所有實驗室、同一批次診斷試劑之結果分析中，發現IRR或/及 RRR全面增加，則強烈暗示可能是本批次診斷試劑發生問題。
2. 澳洲墨爾本大學實驗室研究顯示：ELISA實驗中最終使用之Stop solution其中酸濃度越高，將會導致檢體及質控品所測得之OD值越低。

3. NRL鑑於其庫存之血漿將不足以製備成整套之Panel，加上以往之研究顯示：若將陽性血清以陰性血清稀釋之，則會有部份檢驗出現異常結果。因而計畫檢視︰將相近之陽性檢體混合或將相近之陰性檢體混合後，測試其結果是否穩定？是否可因此解決Panel置備時血清檢體不足之問題？然結果顯示：在混合血清檢體之測試結果，並不會有偽陽性之問題出現，故可合併數個Panel中個別之少量檢體，而另組成一組新的Panel，惟每個混合檢體在納入Panel前，必須先進行檢測與評估。

（3）血清學及核酸增幅試驗(NAT)篩檢之標準化
1. 澳洲的三個單位the Bureau International des Poids et Mesures(BIPM)、the International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine(IFCC) and the International Laboratory Accreditation Cooperation(ILAC)共同籌設建立了一個委員會，負責實驗室藥品之追蹤，其乃執行the European Directive 98/79/EC on IVD medical devices，其中規範了使用於診斷試劑之校正品及質控品之追蹤要點。該委員會並建立了現有高使用率之參考標準品（Reference Materials；RMs）之品目清單、參考標準品之測定步驟及參與測定參考標準品之實驗室名稱。

2. 在檢驗分析上，核酸增幅試驗(NAT)篩檢之標準化將是重要品質管制之重點。因此在常規檢驗上，若能於不同實驗室使用相同檢驗方法，再經過參考標準品之校正後，其檢驗結果將更為人所信服。然而如何進行「核酸增幅試驗(NAT)篩檢之標準化」，將有下列幾項重點須考量：一、確效（Validation）：包括檢視再現性（reproducibility）、可重複性（repeatability）、不變異性（robustness）、專一性（specificity）及敏感度（sensitivity）等。二、鑑定（Verification）：當實驗室使用新的核酸增幅試驗(NAT)篩檢方法時，便須先檢視此法之正確性。三、當執行標準化時，應於不同實驗室皆使用相同之方法。四、使用具SI單位、可加以追溯之參考標準品。五、使用相同之參考標準品。六、注意實驗室操作檢驗時之效率管控。
3. 製備參考標準品之傳統方法，須耗費大量人血血漿，且有為人詬病之兩大缺點，即缺乏正確性（Accuracy）及精準度（Precision）。然近日國際間熱烈討論之新置備方法，其原理乃利用基因工程之分子生物學方法，將“興趣基因”（the genome of pathogen）轉殖到質體（Plasmid）上，於菌體增殖後，將此專一的 ATCC 活菌株利用Flow cytometry定量並製成冷凍乾燥球體，稱之為BioBall。（此為生物科技公司BFT專利之BioBall技術，已得到key US patent。）其可將已知確切數量之活菌置放在一個微小冷凍乾燥球體內，可使微生物性定量達到史無前例的正確性！且此BioBall是一種水溶性球體物質，非常容易於實驗室中操作，目前生產線上已有11種產品，正開發中的有9種。若將BioBall進一步配製成適用於PCR反應之配方，則可進一步執行Real-time PCR，實驗進行的同時平行加入Internal controls，可偵測核酸增幅試驗(NAT)反應進行時是否有抑制現象出現。此乃National Measurement Institute（NMI）、BTF及Macquarie University共同合作開發出全新的DNA-based Reference Materials，其可提昇RMs最為人詬病之Accuracy 及 Precision，並可應用於常規檢查之標準化，作為不同實驗室間檢驗分析結果之比對，以解決目前參考標準品成為許多執行生物性檢驗時絆腳石的窘境。而目前該技術之發展，在分裝30個大腸桿菌之製程時，所得到之批次間變異數（CV％）為低於5％以下；在流式細胞儀（Flow cytometer）之分離技術方面，則可達僅分離出非分化中細胞之地步。然該類參考質控品開發時所須考量之重點則為：一、選擇適當之組成配方，使其能維持DNA template 之穩定度，亦不會抑制PCR反應之進行。二、選取有效可供作PCR放大之DNA template。該類新興核酸參考標準品之優點則是：能置備出經確實定量，即已知其所含“興趣基因”之copy number的參考標準品，並可排除是否納入其他未知核酸之疑慮。
（4）HIV檢驗及Retroviruses
1. HIV之血清學檢驗方面：亞培（Abbott）已自第三代“AxSYM HIV 1/2 gO test”只能偵測到HIV-1 及HIV-2抗體之檢驗方法，進展至第四代之“AxSYM HIV Ag/Ab Combo assay” 檢驗方法，除可偵測到HIV-1 及HIV-2之抗體外，尚可偵測HIV p24抗原。而其優點在於：更加專一與敏感，同時亦縮短空窗期，以致無須更多之再確認步驟；其缺點則在於：花費較高及carryover 的問題，另似乎有造成偽陽性之情況發生。

2. HIV之核酸增幅試驗(NAT)篩檢方面：市面已有許多可偵測HIV-1 RNA 之定量PCR（Real-time PCR）檢驗，其優點皆為：自動化儀器可縮短檢驗所需時間、節省人力，亦可擴大偵測範圍。其設計上之差別乃在於：選取不同之核酸擴增位置或不同之標誌技術。其中Roche的“COBAS TaqMan HIV assay”乃利用COBAS TaqMan 48 analyser自動化儀器，搭配分析軟體AMPLILINK，或可使用High Pure Nucleic Acid manual extraction kit進行核酸萃取之前處理步驟。而市售Artus“The RealArtTM HIV RG RT PCR kit”乃擴增HIV-1 long terminal repeat（LTR）區域之73 bp，可於Rotor-Gene 3000自動化儀器上進行反應，其敏感度可達22 IUWHO/mL，臨床專一性達100％，目前正在進行符合the European In Vitro Devices Directive（IVDD）之確效認證中。
3. HIV-2之流行主要發生在西非，在澳洲目前已知累積病例僅有8例。此病毒與HIV-1一樣主要由性行為所傳染，但傳染力較HIV-1來得弱，會造成一種遲緩進行性的疾病。及基因體亦常有突變現象發生，故具多樣性（Polymorphism）。用來偵測HIV-2的In-house檢驗方法有Western blot及Real-time PCR，但HIV-2與HIV-1檢體間常有交叉反應（cross-reaction）現象，而目前尚無HIV-2定量試劑核准上市。
（5）HBV血清學與核酸增幅試驗(NAT)

1.
HBV之血清學檢驗方面：HBV之突變機率極高（107/per day），市售可偵測HBV之的血清學檢驗試劑極多，然並非每一種試劑皆可偵測到那些常發生之HBV變異種，因此較寬廣之檢測範圍是開發HBV血清學檢驗試劑時須面對之問題。而Beckman Coulter DX1800 Immunoassays可偵測HBsAg、HBsAb及Hepatitis B core total Abs（HBcT），其敏感度可達0.153 IU/mL。
2. HBV之核酸增幅試驗(NAT)篩檢方面：Roche的“COBAS TaqMan HBV assay”乃是一Real-time PCR平台，可同時偵測pre-core mutants及genotypes，其敏感度可達6 IU/mL，其優點為：自動化儀器可縮短檢驗所需時間至三小時以下、節省人力，可得較寬之偵測範圍，增進臨床之應用性。
4、 心得
1. NRL成員28人，負責澳大利亞治療性藥品管理局（TGA）所委託之HIV、HCV、HBV及Syphilis診斷試劑查驗登記審查工作，並將結果上報TGA核准。
2. NRL有效率地建立了樣品庫，對檢測結果不一致的樣品進行血清學指標的反覆檢測與確認，並建立了很好的樣品管理程式和辦法，同時制定了是否收入這些樣品之標準。
3. NRL發展建立標準品，提供質控品，給HBsAg、Anti-HIV、Anti-HCV、Anti-HTLV之血清實驗室及HIV、HCV核酸增幅試驗實驗室進行檢測，同時要求所有參加實驗室，將檢測結果透過EDCNet網路回傳，再由NRL對檢測結果進行分析，以達到即時監控，保證實驗結果之可靠性，亦可進一步解決血液學相關問題。
4. 澳洲、英國與中國大陸政府對於診斷試劑之查驗登記，非常客觀且嚴謹。其審核技術資料及進行臨床評價時，要求使用不同性質之Panel去測試，而NRL與捐血中心及血清學實驗室合作，便可獲得足量之Panel來評估其特異性。而國內則採用廠商所提供之測試Panel組去進行測試評估，因此較不客觀，且試驗之樣品數亦缺乏代表性。
5. 目前在我國，診斷試劑查驗登記檢驗所需之標準品或參照品，常常依賴原廠提供標準品，或向NIBSC購買標準品，但因取得數量有限，且有些種類之標準品取得日益困難，對檢驗業務之執行時效影響頗鉅，更會影響本局檢驗方法研究之進行；反觀澳洲、英國、泰國、中國大陸等國家均已先後各自完成製備各項國家標準品，我國亦應開始規劃生物製劑檢驗所需各項國家標準品之製備，在經費之編列與人才之培訓等均應加強，並藉由各類標準品之製備與標定，增加我國與其他各國間技術與經驗之交流，俾使我國對生物製劑之品質管制達世界水準。

6. 澳洲國家血清實驗室（NRL）為世界衛生組織之共同研究實驗室，為提昇血清學檢測之品質管制，而發起標準品之國際性共同標定研究計畫。本局有幸於2000年將國內首批製造完成之國家標準品「HBsAg ad subtype standard」與NRL進行共同標定，而標定成果獲得NRL高度肯定。今年更進一步邀請其參與本局即將進行之「HCV NAT standard」共同標定。然參加其所舉辦之血清學國際性會議，除了可進一步聯絡情誼，更是持續友好的實質邦交，值得珍惜。

7. 美國、澳洲及其他已開發國家的捐血中心已對捐血者全面施行HIV、HCV核酸增幅試驗，直接偵測血液中病毒含量，可降低空窗期造成之誤判，以提升血源之品質管制。現今更趨向增加HBV、HAV、Parvo B19及WNV RNA各項之NAT檢測。然於Transfusion risks之議題上，其他值得注意之重點則為Bacterial contamination、Malaria等。
8. 藉由此次會議，進行檢驗技術之經驗交流，並攫取生技新知，引發品質管理上的深思，可謂獲益匪淺。此外，參與本會議除可提升本局血液製劑及醫療器材之檢驗技術及品質管理，並可增加與其他各國政府檢驗機構間之互動合作，開拓本局參與世界衛生組織委託研究計畫之機會，有助於積極推動我國參與世界衛生組織會員國之工作。

9. 藉由此次會議，與各國人士交流，建立了極佳之友誼，並交換名片，以期待往後之交流聯繫。主辦單位對我國平等對待，多次關懷問候，表現出友好及認同之態度，同時並針對標準品之國際性共同標定及未來對診斷試劑之品質管理等相關事宜，進行溝通聯繫。

5、 建議
1. 建議參考澳州及其他先進國家之管理模式，加強協助國內捐血機構及血清實驗室，進行各項血清學檢測之品質管制，建立重要血液篩檢項目之核酸增幅試驗技術，並進行相關規範，以維護國人用血安全。
2. 甚而可更進一步增加血液中新興危險致病原之檢驗，以期使我國對血液安全之維護工作能更上一層樓，擠身於先進國家之列。
3. 為提升診斷試劑查驗登記評估審查工作之公信力，建議建立健全之sample bank及國家標準品，然此工程浩大，須花費相當大之人力與物力，建議先完成短程目標：規劃建立各項重要標準品，同時購買公定標準品進行panel評估，並參考英國與澳洲NRL模式，與捐血中心、疾病管制局或各大醫學中心血清實驗室合作，建立種類完整之標準套組。
4. 為提升國內血清實驗室之品質管控，同時達到診斷試劑上市後之監督與管理，將可藉由QC sample發送至各血清實驗室進行相關測試，再分析測試所得之結果，以建立完整之上市後監督系統。
5. 應多鼓勵同仁參加世界衛生組織共同實驗室所舉辦之國際性會議或共同研究計畫，使我國在目前尚無法參加WHO組織之情況下，有機會能與各國官員進行交流，開拓與各國政府或機構間互動合作之機會；經由獲得參與世界衛生組織共同研究計畫之機會，除了可提升我國之檢驗及研究之水準，亦可藉此獲得國際之肯定與友誼，有助於我國加入世界衛生組織之願景早日達成。
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