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摘要：

ITM(Institute of Tropical Medicine, Antwerp, Belgium)為世界衛生組織所屬之參考實驗室，負責結核菌一線藥能力試驗之統籌辦理，並且執行各項研究計劃，在傳統檢驗的部份，藥敏試驗執行經驗豐富，此行由ITM技術人員指導從培養基配製，一線藥及二線藥實際操作流程，能力試驗的準備、菌株確認及寄送，新方法如快速液態培養系統運用於MIC評估，抗酸菌抹片外部品管統計方式及實驗室訪視詳細流程，結核菌實驗室相關生物安全知識及應用。

藥敏試驗一線藥試驗與本國最大的不同為ITM使用蛋基培養基，本國則使用美國NCCLS所建議之瓊脂培養基。ITM為確保培養基品質，所有培養基均為自製。能力試驗的準備流程最重要的步驟在藥敏結果的確認，藉由MIC及基因定序等策略，可引用在本局經常要執行的確認工作；在藥敏試驗外部品管上，則更加了解整個標準菌株製備流程。因為藥敏試驗技術的繁瑣性及費時等缺點，ITM發展一套低成本且快速之液態快速培養方法，藉96孔盤之便利性，大量減少MIC測定之繁雜，此技術可應用於確認藥敏結果。
ITM之各項生物安全策略與我國有很大的不同，尤其在人員進入負壓實驗室的生物安全配戴上，本國實驗室均配戴N95口罩，在ITM則完全沒有配戴，並且，有L2及L3二種負壓實驗室，操作結核分枝桿菌菌株時才在L3實驗室，本國則大部份結核菌實驗室僅具備L2等級。

除了藥敏試驗能力測驗之外，外部品管還包括抗酸菌抹片複驗及實驗室現場訪視，在計算抹片複驗結果時，除了計算偽陽性及偽陰性等錯誤率之外，還增加了計算第一位複驗者(first controller)的鏡檢能力之統計方法，並且要加入臨界值的計算，錯誤率的可接受度要合併抹片陽性率綜合考量，不能單由錯誤率的高低來評定實驗室的鏡檢品質。
關鍵字：結核病藥敏試驗，抗酸菌抹片外部品管，結核菌實驗室生物安全策略
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目的：

參訪世界衛生組織設於比利時安特衛普熱帶醫學研究所之結核菌參考實驗室(Institute of Tropical Medicine, Antwerp, Belgium以下簡稱ITM)，學習下列相關檢驗項目，據以應用於提昇我國結核菌檢驗品質。
1、 學習結核病藥敏試驗檢驗實務。
2、 藥敏試驗能力試驗實務。

3、 抗酸菌抹片外部品管方法。

4、 結核菌實驗室各項生物安全策略。

過程：
1、 學習結核病藥敏試驗檢驗實務：

A. 比例法抗藥試驗
1、 蛋基培養基(Lowenstein-Jenson medium)
2、 瓊脂培養基(Middle-Brook 7H11)

雖然使用不同的培養基，但從製備菌液至接種及判讀均依照比例法的原理操作，研習方式是進入其生物安全等級第2及第3級實驗室，第2等級實驗室做抗藥結果判讀，由實驗室技術人員先講解示範，然後交由研習人員親自判讀，判讀結果由實驗室技術人員審核有無誤判及解說正確的結果。第3等級實驗室則於生物安全櫥操作藥敏試驗，流程同判讀的解說方式，研習人員並親自操作，實驗室技術人員則在旁隨時指導動作及解說。
B. 培養基配製

至配藥室研習各相關藥敏試驗之培養基配製，從秤藥到溶解、滅菌及分裝。
2、 結核病一線藥藥敏試驗能力試驗實務：
A. 藉標準藥敏試驗方法選擇菌株：
           MIC(最低抑制濃度)藥敏試驗方法，使用蛋基培養基(Lowenstein-Jenson medium)，藥物品項及濃度分別為RIF120，80，40，30，20，10µg/mL；INH3.2，1.6，0.8，0.2，0.1，0.05µg/mL；SM16，8，4，2，1µg/mL；EMB8，4，2，1，0.5µg/mL，選擇策略為如果MIC結果與其它參考實驗室藥敏結果不符的菌株則排除，另同時做定序實驗，如果MIC為敏感；但定序結果有mutation則排除，但反之除了RIF外，則不用排除。
B. 寄送42個國家參考實驗室做藥敏試驗能力測試：
根隨技術人員進入第三等級負壓實驗室，操作菌株次培養及分裝，學習各步驟的無菌技術及規範。

C. 統計能力試驗結果，統計及分析報告送回各實驗室及世界衛生組織：
操作人員示範統計公式及資料計算。
標準菌株準備流程

原理：

選擇20株單一菌落的菌株，其中10株為MDR，另10株為非MDR，確認其有明確的抗藥型態，各藥物的各抗藥比例需平均分配。

1. MIC確認(於蛋基培養基)：

濃度選擇以比臨界濃度各低於及高於2個臨界濃度為選擇原則，如下：

A. INH為3.2，1.6，0.8，0.2，0.1，0.05 µg/mL；因臨界濃度為0.2，其菌株藥敏結果選擇，如敏感，則必需是＜0.05，如抗藥，則必需是＞＝3.2之菌株。

B. RMP為120，80，40，30，20，10 µg/mL；臨界濃度為40，其菌株藥敏結果選擇，如敏感，則必需是＜10，如抗藥，則必需是＞＝120之菌株。

C. SM為16，8，4，2，1 µg/mL；臨界濃度為4，其菌株藥敏結果選擇，如敏感，則必需是＜1，如抗藥，則必需是＞＝16之菌株。

D. EMB為8，4，2，1，0.5 µg/mL；臨界濃度為2，其菌株藥敏結果選擇，如敏感，則必需是＜＝0.5，如抗藥，則必需是＞＝8之菌株。

E. 判讀：MIC結果與傳統藥敏結果(結果來自菌株原始提供來源之各世界衛生組織參考實驗室提供的原始藥敏結果)比較，如果結果不一致，則排除。

2. 分子生物確認(抗藥基因定序實驗)： 

A. INH為katG及inhA。

B. RMP為rpoB。

C. SM為rpsL，rrs530及rrs912。

D. EMB因為可被偵測到的突變基因太少，尚不用做。

E. 判讀：INH、RMP及SM的定序結果與MIC不一致時，如果MIC呈現敏感，但定序呈現有突變，則排除；反之，INH及SM，如果MIC呈現抗藥，但定序呈現沒有突變，則不用排除，但RMP則仍要排除。

3. 大量培養及寄送

菌株選樣確認好後，即可開始使用Middlebrook7H9(含OADC)做大量培養，分裝及寄送。製備過程要注意無菌測試每個步驟。測試方法為接種至血液瓊脂培養基，溫箱培養48小時，測試有無雜菌污染。分裝時，不同菌株之操作時間間隔至少要相隔20-30分鐘，以避免可能的實驗室交叉污染。

4. 計算結果與回覆

  使用excel檔案計算敏感性、特異性及正確性等，與本局於95年辦理之合約實驗室藥敏試驗能力測驗的統計計算方法相同。

3、 快速液態藥敏試驗法：


使用於96孔盤之藥敏試驗方法，可在8-10天判讀結果，耗材成本低，操作簡易，短時間內完成試驗報告，結果與比例法抗藥試驗結果可對照。研習方式是由實驗室技術人員介紹需要的耗材並實際示範。

流程簡要如下：

Resazurin microtiter assay(REMA plates)：

A. 接種準備

取自固態或液態培養基之菌落或菌液，調製成MacFarland 1的菌液，使用7H9液體培養基做1:20稀釋。

B. 抗生素配製

                INH，RMP，SM，EMB先配成1mg/mL，使用0.22µm過濾膜過濾。然後用7H9液體培養基做適當稀釋成最後所需濃度之4倍濃度。
C. 準備REMA plates

   取96孔附蓋平底微量低定盤，每一孔內加100µL之7H9液體培養基，然後取100µL已配製好之抗生素於第一孔。
D. 接種及培養
一線藥使用1 :20稀釋倍數，二線藥使用1 :10稀釋倍數，接種100µL之菌液，37℃溫箱培養7天。

E. 結果解釋

培養第7天加0.01％ Resazurin 30µL於每一孔內，再放回溫箱隔夜後判讀顏色有否由藍色轉變成紅色，並與控制組的顏色比較，紅色表示有生長，判定為抗藥，藍色為敏感。 

四、抗酸菌抹片外部品管方法：
A. 使用於抗酸菌抹片複驗之統計表
示範統計圖表的使用及結果解釋

B. 使用於實驗室現場訪視之表格

示範統計圖表的使用及結果解釋

五、結核菌實驗室各項生物安全策略：
A. 「Safety guidelines for the L2/L3 laboratories of tuberculosis」：

為生物安全操作手冊，每位同仁均需熟讀，在正式進入結核菌實驗室工作前，都要接受測試，並與實驗室主管討論測試內容，以進一步釐清觀念，包括研習人員也要通過考試。
在ITM的分枝桿菌實驗室，根據檢體類別，分成L2及L3實驗室，L2用於臨床痰液等檢體之初次培養、培養結果判讀及NTM菌株相關檢驗步驟，因為初次培養及藥敏試驗均使用配製於試管的培養基，在未開蓋的情況下，於L2實驗室操作即可。L3實驗室則用於操作藥敏及分枝桿菌群之培養陽性菌株及M. ulcerans菌株之相關操作。在L2及L3實驗室的穿著為拋棄式罩袍(L2為藍色，L3為白色)，固定每週更換一次，只有進入L3實驗室才需再加穿鞋套，鞋套為每天更換一次。無論在L2或L3使用手套的時機僅限於在生物安全櫥操作實驗才需配戴，需配戴2層，操作結束手要離開生物安全櫥之前要先把外層手套脫除，丟棄於生物安全櫥的廢棄物袋子(可高壓滅菌)，內層手套再丟棄於放置在實驗室地面的感染性廢棄物垃圾桶(黃桶)，生物安全櫥內的廢棄物袋子包紮好取出，丟棄於特製的適用於設置在L3實驗室的雙門高壓滅菌鍋的不鏽鋼材質箱子，滅菌後再丟棄於黃桶，此桶子再統一交由外包清潔公司以感染性廢棄物方式作後續處理(收費方式以秤重計)。其他如培養管及各種固體廢棄物等直接與感染性檢體及菌株接觸者，均要先用L3實驗室的雙門高壓滅菌鍋滅菌後才能丟入黃桶。L2及L3實驗室紫外燈設置位置僅限於生物安全櫥內，並有時間控制裝置，每次在操作後，照射30分鐘即關閉。實驗室天花板則沒有設置紫外燈。L2及L3實驗室使用的消毒劑為10% Dettol®溶液 ，用於生物安全櫥內桌面的清潔，每次在實驗操作時用一張擦手紙鋪於台面，位置在操作實驗的正下方，用10% Dettol®將擦手紙潤濕，目的是預防任何在操作時會不慎噴濺或掉落的檢體，可隨時藉由潮溼而吸附並隨時丟棄更換之，並且在實驗結束時可用於擦拭台面，同時安全櫥內備有一瓶裝有自來水的洗瓶，用10% Dettol®擦拭桌面後，需再用此清水再擦拭一遍，以免消毒劑的化學成份造成台面的腐蝕或生鏽。另外在生物安全櫥內置放有一約5公升容量的塑膠桶，內放有10% Dettol® 2公升，實驗進行時造成的小型廢棄物如拋棄式塑膠吸管及拋棄式接種環等有直接接觸檢體的廢棄物及感染性廢液均要丟入於含10% Dettol®的桶內，感染性物質與1:150比例之Dettol®溶液接觸時間5分鐘即可殺菌，ITM鑑於更加安全，使用10%Dettol®溶液並且作用時間為48小時，然後廢液可直接倒入水槽，其餘固態廢棄物則仍保留在桶內一起丟入感染性廢棄物收集桶內。
B. 生物安全櫥安全設施之基本概念

1、 基本配備：

本體(body)、前置濾網 (pre-filter)、高效率過濾網(HEPA  fiter)、風扇、電汽設備以使風扇正常運轉及控制各警報裝置等及依客戶選擇而略有各不相同的附屬配備。
2、 高效率過濾網(HEPA fiter)的原理：

根據EN12469之規範，高效率過濾網之過率粒子的效率可達99.99%，例如使用光學測定器測定，每10萬顆粒子經過過濾網之過濾，有99999顆粒子會被濾網阻擋。
3、 生物安全櫥的種類：
根據目的分成3類，分別為保護實驗材料、保護操作人員及同時保護材料及人員。
4、 保養：

肉眼觀察前置濾網是否顏色由白轉灰色，測定風速，用光學測定器或粒子計數器測定高效率過濾網的效率，測定各警示器是否正常運作等。
心得及建議：

1、 學習結核病一線及二線藥敏試驗實務：

1.
比例法抗藥試驗

A. 蛋基培養基(Lowenstein-Jenson medium)

B. 瓊脂培養基(Middle-Brook 7H11)

蛋基培養基是用於第一線藥，瓊脂培養基則用於第二線藥，藉由藥敏試驗的學習，原本僅能由書本上的標準操作流程，得以有實務上的驗證，日後在操作藥敏試驗時，觀念更加清楚。瓊脂培養基則用15mL離心管取代常用的塑膠平板培養基，此法較節省空間也較不易污染。可作為未來配製培養基方法選擇的參考。
	方法
	Taiwan
	ITM
	心得與建議

	二線藥敏試驗
	培養基製備
	1.商用

2. 拋棄式塑膠平板
	1.自製

2.15毫升拋棄式塑膠離心管
	平板培養基在溫箱培養時拿取較繁瑣，優點是可以用顯微鏡檢觀察微小菌落型態。離心管操作拿取時較簡潔方便，但無法用鏡檢觀察微小菌落，是否會影響藥敏結果判讀的準確性需進一步評估。

	
	菌液調製
	McFarland＝1
	秤重1mg/mL
	1mg/mL的菌液濁度與McFarland＝1相近，但共同要注意的是菌落選取必需是純菌，且未掺雜有不同型態的菌落或不慎挖到培養基質，是否純菌可執行純度測試，方法為使用平板培養基於鏡檢觀察菌落型態。

	方法
	Taiwan
	ITM
	心得與建議

	二線藥敏試驗
	培養基種類
	7H10及7H11
	7H11
	均與美國NCCLS之建議相同。

	
	判讀時間
	接種後第3週
	接種後第4週
	美國NCCLS之建議為接種後第3週判讀結果，是否應在第4週判讀可進一步評估。評估方式為利用能力試驗考試菌株結果的比較，及如果可與臨床醫師合作，由病患的治療效果作評估。

	
	接種及判讀基準
	同。

	一線藥敏試驗
	藥物品項與濃度
	INH, RMP, EMB, SM,除RMP一種濃度之外，其餘均為高低2種濃度
	INH, RMP, EMB, SM,除INH二種濃度之外，其餘均為1種濃度
	本國使用的藥物品項與培養基種類與美國NCCLS建議同，ITM則延用世界衛生組織之建議，理由為1.瓊脂培養基需使用二氧化碳溫箱，大部份第三世界國家無此設備，蛋基培養基則不需使用二氧化碳溫箱。因此世界衛生組織建議使用蛋基培養基。2.ITM長期以來已使用蛋基培養基，以其個別經驗認為使用蛋基培養基的檢驗結果穩定，所以目前仍使用蛋基培養基。

在使用蛋基培養基的判讀上，分別在接種後第28天及42天判讀，結果以第42天的判讀結果為準，第28天判讀時要注意聚集在管底的水份避免再回留於斜面，以免有偽陽性(抗藥)的結果，並且，無論是一或二線藥，接種於斜面培養基僅放置隔夜即直立放置於溫箱。

	
	培養基種類
	7H10及7H11(瓊脂培養基)
	LJ medium(蛋基培養基)
	

	
	培養基製備、菌液調製、接種及判讀基準
	同二線藥說明。


2、 結核病一線藥藥敏試驗能力試驗實務：

雖然觀摩的方法是製作標準考試菌株，藉由實際觀摩整個製備流程，可應用於藥敏結果確認。由其在臨床與實驗室結果不符合時，用MIC方法與基因定序方法同時比較與確認。本局實驗室可應用於臨床藥敏結果有異議時的實驗室確認結果。
三、快速液態培養基法

可用於第一及第二線藥，ITM並已發表多篇文獻於國際期刊，此法屬於broth dilution法，可應用於MIC測定，對一及二線藥臨界濃度的評估都可以做，優點為將整組MIC需用的藥物品項與各濃度縮小於一片96孔盤完成，使整個實驗流程大量簡化，培養基及指示劑成本低廉，不需使用二氧化碳溫箱，如要用來評估新藥的臨界濃度，但要與臨床醫師配合，由其提供病患用藥資料，然後再與MIC結果做比較，以訂出該藥最適用的臨界濃度。

四、抗酸菌抹片外部品管方法：

A. 使用於抗酸菌抹片複驗之統計表

統計圖表特別加入評估1st controller的計算方式，另有臨界值的計算，使整體複驗結果的評估更加客觀。
B. 使用於實驗室現場訪視之表格

    除了世界衛生組織於2002年版之實驗室外部品管指引所提到的針對鏡檢技術的實驗室訪視表格外，藉由與世界衛生組織駐在ITM的2位專家請益，蒐集到另含有培養及藥敏試驗的實驗室訪視表格，以培養品質指標來看，除了要看污染率，另外還必需知道該檢體是新病人診斷或已用藥的追蹤治療的病人，目前本局已上線的傳染病通報系統已有這項欄位，全國各送驗醫療院所均被要求在將檢體送到本局合約實驗室時，均需填寫完整，實際執行是否落實仍未知，如果檢體基本資料缺乏此項背景資料，則較難以評估培養技術的品質。目前本局合約實驗室定期傳送其實驗室每月至每季之實驗室報表含抹片陽性率及培養陽性率提供本局了解其運作情形，這些數據應只能用在本身實驗室趨勢的監測，了解有無突然變高或變低，不宜用在不同實驗室的互相比較，較客觀公正的培養評估方法應如上述，抹片品質則需看抹片複驗結果，藥敏試驗品質則要看能力試驗結果。
五、結核菌實驗室各項生物安全策略：
ITM在結核菌實驗室的穿著規定上與本國有極大的不同，在本局合約實驗室的穿著上，一旦進入負壓實驗室就要穿上罩袍、紙帽、N95口罩、手套、鞋套、袖套等。而我國的負壓實驗室大部份屬於L2實驗室，並且無論初次培養或操作陽性菌株均在其內完成，紙帽及N95口罩的必要性或許需進一步評估，畢竟戴上N95口罩對於人員在工作時，或多或少會增加疲勞。在培養判讀上，本國有大量的培養基是使用隨時都有可能開蓋的塑膠培養皿，判讀時最好要在生物安全櫥內操作。

雖然在生物安全櫥的保養上仍要由維修人員才能操作，但我們是實際使用人員，藉由對安全櫥的了解，也可監督維修人員是否盡其責任進行應有的維修及保養。

此次並蒐集到ITM結核菌實驗室的生物安全操作手冊紙本及電子檔各一份，內容詳盡足可供新進及在職人員更清楚個人在進入實驗室時的各項細部規範，ITM並同意可翻譯及引用於我國實驗室。
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