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及抗蛇毒馬血漿備製
服務機關：行政院衛生署疾病管制局
姓名職稱：連偉成科長、助理研究員李佳蓉、

藥物食品檢驗局楊若英技正

派赴國家：哥斯大黎加

出國期間：九十六年九月十五日至九月二十四日

報告日期：九十六年

摘 要

 近年國內抗蛇毒血清需求量增多，加上現行馬場規模擴建不易及馬匹來源取得均仰賴進口，間接提高產製困難度。因此除在國內委託專家研究改良產製技術外，亦對外積極尋求國際合作。哥斯大黎加大學下所附屬的Clodomiro Picado研究所，有多年產製抗蛇毒血清及產品外銷經驗，藉著此次研習參觀該所免疫馬飼養管理、抗蛇毒馬血漿製備過程、該國產品特性及就外銷物流系統方面進行經驗交流，除可觀摩研習相關產製技術外，亦可評估抗蛇毒血清由其他國際產製機構供應之可行性，以期能替我國抗蛇毒血清之供應建立多元管道，以確保抗蛇毒血清之供應無缺，也希望藉此次交流能建立起國際合作溝通管道及模式。
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壹、研習目的：
各國產製抗蛇毒血清因蛇種地域分布問題，過去多由各國獨立研究產製，台灣地區自行產製本土抗蛇毒血清已有數十年歷史，惟近年來由於國內馬匹取得不易及飼養場地空間限制，現行免疫用馬匹均仰賴進口，間接提高產製困難度。目前代為飼養馬匹之台中縣后里馬場，因現有軟硬體設備均過於老舊及不易改建，難以符合cGMP規範要求，且該場地未來另有其使用規劃，亦造成未來合作的不確定性。因此近年來除在國內委託專家研究改良產製技術外，亦對外積極尋求國際合作，除可觀摩研習相關產製技術外，亦可了解評估與其他國際產製機構合作供應之可行性。

位於亞熱帶及熱帶交界中南美洲之哥斯大黎加，其哥斯大黎加大學所附屬的Clodomiro Picado研究所，年產抗蛇毒血清各劑型總量達逾11萬劑，除供應該國國內所需外，尚對外供應中南美洲國家所需，及接受世界衛生組織委託製造抗蛇毒血清。因此此次研習目的，便是希望透過參觀該地免疫馬飼養管理、抗蛇毒馬血漿製備過程，及暸解該國產品產程之品質管制方面進行經驗交流，並與之討論國際合作之可行性，以期能替我國抗蛇毒血清之供應建立多元管道，以確保抗蛇毒血清之供應無缺。

貳、研習人員：
	機  關  名  稱
	職  稱
	姓  名

	行政院衛生署疾病管制局
	科長
	連偉成

	行政院衛生署疾病管制局
	助理研究員
	李佳蓉

	行政院衛生署藥物食品檢驗局
	技正
	楊若英


參、行程與工作紀要
此次研習之地點有Clodomiro Picado研究所內的各部門，包括園區內各研究室、毒蛇飼養所（Snake house）、馬匹採血場、品質管理部（Quality Control）、製造廠房設備及分裝區等，了解各部門運作及實際工作情形。此外參觀該所位於聖荷西近郊山上馬場，了解馬匹飼養管理及馬場現場環境。每天行程由各部門負責人安排行前解說及現場參觀。

	日期
	參訪行程
	解說者

	9/16(日)
	1.  抵達哥斯大黎加San Jose Santamaria機場

2.  Dr. Jose Maria Gutierrez Gutierrez 來接機
	

	9/17(一)上午
	1.  Dr. Jose Maria Gutierrez Gutierrez簡報介紹Clodomiro Picado研究所及現今中美洲蛇咬環境現況整體報告。

2.  參觀Clodomiro Picado研究所內各研究室。
	Dr. Jose Maria 

Gutierrez Gutierrez

Dr. Bruno Lomonte

	9/17(一)下午
	1.  Dr. Bruno Lomonte簡報介紹哥斯大黎加現今蛇毒產品現況

2.  參觀現場製造廠房設施
	Dr. Bruno Lomonte

Mr. Fabricio Meneses

Mr. Eduardo Segura

	9/18(二)上午
	1.  Dr. Mahmood Sasa 簡報介紹哥國現今毒蛇概況及Clodomiro Picado研究所內蛇間部門

2. 參觀蛇間(Serpentarium Department)環境
	Dr. Mahmood Sasa

Mr. Aaron Gomez

	9/18(二)下午
	1.  現場示範毒蛇保定及採毒

2.  Mr. Aaron Gomez簡報介紹蛇毒凍乾步驟、分裝及庫存系統
	Dr. Mahmood Sasa

Mr. Aaron Gomez

	9/19(三)上午
	參觀山上馬場
	Dr. Ricado Eatrada

Mr. Eduardo Segura

	9/19(三)下午
	參觀馬匹採血現場
	Dr. Ricado Eatrada

Mr. Eduardo Segura

	9/20(四)上午
	1. Mr. Fabricio Meneses 簡報介紹 QC 部門

2. 參觀QC 部門
	Mrs. Teresa Escalante

Mr. Fabricio Meneses

Miss Gabriela Solano

Miss MarielaVillalobo

	9/20(四)下午
	1. 參觀馬匹第二次採血及血球回灌現場

2.   Mrs. Teresa Escalante進行研究發展部門簡介及相關免疫問題討論
	Mrs. Teresa Escalante

Mr. Fabricio Meneses

	9/21(五)上午
	1. Dr. Jose Maria Gutierrez Gutierrez 簡報哥國現今產品物流系統

2. 討論台灣與哥國未來產品合作及相關採購可能性
	Dr. Jose Maria 

Gutierrez Gutierrez

	9/21(五)下午
	1.  回QC 部門繼續討論其產品及場區相關確效檢驗文件及人員教育訓練課程
	Mr. Fabricio Meneses

Miss Gabriela Solano

	9/22(六)
	搭機回台灣
	

	9/24(一)
	搭機抵達台灣
	


肆、研習內容：

（1） Clodomiro Picado研究所：

1. 簡介：
    Clodomiro Picado研究所，隸屬於哥斯大黎加大學下的微生物研究所，惟其附屬的研究機構。其命名是為了紀念Dr. Clodomiro Picado Twight（1887-1944）。Dr. Clodomiro Picado Twight是哥國製造抗蛇毒血清的先驅，其最早在西元1920年初從巴西帶回抗蛇毒血清，開啟哥國抗蛇毒血清的相關研究。Clodomiro Picado研究所創立於1970年，第一屆所長為Dr. Roger Bolano Herrera（任期為1970-1980年），第二屆所長為Dr. Luis Cerdas Fallas（任期為1980-1988年），而負責此次參訪行程與我們接洽的Dr. Jose Maria Gutierrez Gutierrez則是第三屆所長（任期為1988-1996年），目前所長則為甫上任的第五任Dr. Yamileth Angulo Ugalde女士。研究所由哥國的健康部門、哥斯大黎加大學及美國駐哥斯大黎加外交進行經費及學術方面的支持。

2. 組織架構：

該機構以所長為首，以下分成製造（Production Division）及研究（Research Division）兩大部門，此部門下再分設其他單位，其架構及工作內容如下：

A. 製造部門（Production Division）

(1) Horse Barn Section：負責馬匹現場飼養管理、試血、採血及現場免疫操
作。

     (2) Sepentarium Section：負責蛇類飼養管理、毒液採集及蛇毒儲存管理。

(3) Plasma Fraction：負責血漿採集後的分離、純化及抗血清產品的製造、  　　　　　　　　

　 凍乾及分裝。

(4) Quality Control：負責馬匹採血前的試血力價檢驗及成品、半成品及器

 　械等的相關試驗及過程。凍乾蛇毒的總蛋白質測定、LD50和中和力價   

   測試等。

(5) Research and Development Section：蛇毒凍乾分裝、蛇毒品質管理、馬

 匹免疫抗原及佐劑的配製、馬匹平時力價測試、馬匹免疫劑量決定及其

 他相關毒蛇臨床及基礎研究等。

(6) Animal Facility：進行相關實驗動物試驗。其實驗動物來源由哥斯大黎  

   加大學附屬實驗動物中心提供。

B. 研究部門（Research Divsion）

     (1)Research Development：疫苗實務相關推廣。
     (2)Technological Development：疫苗科技計畫推廣。 

     (3)Teaching：一般民眾教育宣導。

      (4)Extension：臨床醫護人員教育宣導及未來推廣發展。

　　　    此兩大部門可依需要，成立相關諮詢委員會(council)進行協調討論及產品爭議協商，委員會成員由部門內相關人士及外部相關學者組成。

3. 生產產品及產量：
哥國的常見蛇種有116種，當中毒蛇種類多達31種，當中最常見的毒蛇種為Bothrops asper屬於出血性蛇毒，占全國蛇咬率達17%，另外有種毒蛇為Micrurus nigrocincyus 又名coral snake，屬於神經性蛇毒，雖然比較少見（佔全國1%）且毒液少，但具有強大毒性。所以該國的抗蛇毒產品，主要以此兩種蛇種為主。

該國於1960年代已有正式發表量產製造抗蛇毒血清，由早期的每年產量2000瓶，至現在的年生產量近110,000瓶。產品分成Polyvalent Antivenom及Anticoral Antivenom兩種抗蛇毒血清，各有出產液體劑型跟凍乾劑型，每瓶內含10毫升；液態劑型有效期為3年，佔總生產量的99﹪，凍結劑型的有效期為5年，佔總生產量的1﹪；所生產液態劑型需冷藏保存在2-8℃，而凍結乾燥劑則可保存在室溫；就價格而言液態劑型較為便宜，凍結乾燥產品則較為昂貴。
　 　     Polyvalent Antivenom是三種常見出血性蛇毒抗血清（Bothrops asper，Crotalus durissus，Lachesis stenophsys），​而anticoral antivenom則是一種神經性蛇毒的抗血清（Micrurus nigrocinctus）。Polyvalent Antivenom出血性蛇毒的抗血清產量，其年產量液體抗血清98,000瓶和凍乾抗血清5,000瓶；Anticoral Antivenom神經性蛇毒的抗血清產量，為液體抗血清15,000瓶和凍乾抗血清1,000瓶。以每批量生產12,000瓶計算，每年需製造10個批次。
4. 產品使用及銷售情形
根據官方數據統計，中南美洲每年平均有5000件的蛇咬案例，其中以巴拿馬每年平均2500例為最多，其次像哥斯大黎加、尼加拉瓜及瓜地馬拉等國每年平均有600例。
　　哥斯大黎加因有良好的冷藏冷運設備，所以國內大多使用液體抗血清，而凍乾抗血清會依照外銷國的特殊需求才會製造銷售。哥斯大黎加每年境內使用量大約20,000瓶，在外銷各國部分，以中南美洲各國為主要銷售國，其中每年以外銷至巴拿馬20,000瓶為最多，其次為瓜地馬拉每年進口11,000瓶，其他像宏都拉斯、尼加拉瓜及薩爾瓦多每年均有5,000至9,000瓶的需求量。整體而言每年外銷市場大約在60,000劑左右。

5. 產品管控系統及該國蛇咬傷患社會福利給付：

該所所製造的蛇毒抗血清皆由國家安全系統（Security system）收購，再統一經由哥國境內的國家健康系統(Health system)，進行全國各據點的蛇毒抗血清安全存量控管及配送。
因蛇咬案件在哥國屬於免費的社會保險範圍內，被蛇咬傷患者其所有醫療相關費用（包含抗血清抗體費用及其他相關醫療費用）皆由哥國政府免費吸收，所以使得哥國境內的蛇咬傷病人就醫率高達90%以上，加上其早年的公共衛生宣導有力，及民眾知識普及，鮮少迷信偏方或巫醫等不科學療法，間接提高病患的治癒率。
    其另外有出產動物用的蛇毒抗血清，但此項並不包含在免費的社會保險範圍及國家健康系統(Health system)下，而是由各地藥局或獸醫直接Clodiomird Picado研究所購買，故其購買單價費用較人用疫苗昂貴。
6. 研究現狀

在2007年該研究所有接受英國利物浦大學和WHO的委託，拿到蛇毒當免疫抗原，幫奈及利亞製造2000瓶液體狀的抗蛇毒血清，當作臨床測試使用，未來可能會替奈國進行製造技術移轉合作或是代工生產。另外在哥倫比亞的人體臨床試驗已完成，正在等待資料的整理取得上市許可，且有已相關期刊資料刊登。

此外巴拿馬每年的蛇毒抗血清需求量逐漸上升中，使得哥斯大黎加大學有擴建馬場之計畫，以增加抗蛇毒血清的生產量。

7. 未來展望

        該所對內除了持續推廣相關蛇咬宣導教育，以期建立民眾的正確就醫觀念，進而降低蛇咬死亡率外，另外加強哥國境內偏遠地區的健康網絡，架構完整的國家醫療安全系統。對外希望增加國際交流合作及拓展相關抗蛇毒血清產品的外銷地區，目前正積極拓展南美及非洲地區的市場，未來希望可以與更多地區及國家合作。

（2） 毒蛇間及蛇類飼養管理

該所毒蛇間位於Clodomiro Picado研究所，隸屬於哥斯大黎加大學所有。區內由大學研究人員及照顧技工組成。所飼養毒蛇來源大多由國內捕獲者的捐贈，少部分的蛇類才是付費購買。其硬體設備及飼養管理分述如下：

1. 硬體設備：

毒蛇間環境分成內外兩區，外區有隔離檢疫區、準備區、職員休息室及研究區；內區則為各種毒蛇飼養區，依照其蛇種及生活環境（熱帶或亞熱帶）分別飼養在不同房間，以便於統一飼養及不同環境條件控制。內外兩區中間由門禁控管。    

（1）隔離檢疫區

新進蛇類會於隔離檢疫區進行為期40天的隔離檢疫。檢疫期間每隻新進毒蛇會依照其居住籠位，進行編號並給予獨立觀察病歷。病歷上會註明蛇類品種、性別、體重、身長、入區時間、捕獲地點、捕獲時間等基本資料，並紀錄其餵食、排泄、蛻皮及每日蛇狀況及負責者簽名。新進蛇依照區內規定正常驅蟲及餵食，等到檢疫期滿後會正式移入飼養區內飼養。此外飼養區有生病動物亦會移至此區進行隔離治療。

（2）研究區

     此區為毒蛇研究實驗用區，為實驗每種蛇類的光週期及溫溼度適應狀況，每個籠子均有獨立的光源燈，並有開關進行獨立調控。此區研究用的蛇，是以泥土當墊料，以更貼近大自然的環境。

（3）飼養區：

     飼養區依品種不同及生長環境不同分成珊瑚蛇研究室、熱帶蛇類研究室、Matabuey蛇（超巨型蛇）研究室、Bothrops asper蛇研究室、攀木蛇類研究室及特殊的蠍子間等。每種蛇依照其體型訂做適合的飼養籠大小，及依照其生物習性選擇適合的棲息物或遮蔽物。因為該國亦屬於地震頻繁的火山帶，所以於每個飼養籠架上會加裝防護桿，以免蛇籠掉落造成蛇類逃出。每間飼養研究室外面走道上，並有加設燈光自動轉換器定時切換光源，維持蛇類正常光源作息。

2. 蛇類飼養管理：

（1）蛇類飼養環境

    無論那一區的蛇類均單獨飼養，蛇籠材質有木箱或不繡鋼材質，但至少有一面透明玻璃面，以方便觀察蛇類行為，且籠子本身有防蛇脫逃鎖。籠外均有明顯編號牌，而籠內舖有報紙或墊料，並給予水盆及遮蔽物，有時會依照蛇自然習性，會放入樹枝取代遮蔽物。有的蛇類攻擊性較強（如眼鏡蛇類），會於飼養箱外加蓋黑布及報紙。墊料及報紙若乾淨則不需經常更換，以減少蛇類緊迫。

因該國位屬於高原氣候，氣候涼爽宜人，房間內並不會特別加購空調，但每間房間有對外氣窗，使室內溫溼度與外界相通，讓蛇類彷彿置身大自然氣候的感覺。每間實驗室均有溫溼度感應器，以維持房間在最適合蛇種生活環境。尤其是濕度的控制，對蛇的飼養很重要，所以蛇間的濕度大約維持在40%-50%，但基本上會依蛇種習性不同做調整。

蛇類照顧工作為兩人一組，每個房間內均裝置有緊急按鈕，方便於有突發狀況時通知外界支援。

（2）蛇類餵食

    蛇每兩週餵食一次，只餵食死亡的動物當食物，食物種類有大鼠、小鼠、小雞和魚肉，也會定時於食物中混著維生素，補充額外營養給蛇。如果有新進的蛇於這兩週之間進入檢疫室，也要等待下一次的餵食進度，若有進食不佳或拒食蛇類，也會利用肝臟磨碎和蛋混和以強迫餵食。若有特殊餵食狀況（食慾不佳或上次未進食）的蛇，會在籠子上以特殊顏色的迴紋針標示註明，以提醒其他工作人員注意。

（3）蛇類驅蟲及其他臨床治療

驅蟲藥以Ivermect(及Panacur(（Fenbendazole）為主，每6個月驅蟲一次，每次兩劑隔週投與。其投藥方式是將藥物注射在食物中再進行投藥，可減少蛇類因保定而引起緊迫。此外若是蛇類有體外寄生蟲（如壁蝨及跳蚤），則使用Frontline(噴劑或Dormeton( and Carboline(稀釋直接噴在蛇類體表進行驅蟲，也是隔週噴灑連續兩週。至於環境方面則使用一般次氯酸消毒水稀釋消毒。其他臨床治療給藥亦盡量將藥物包裹或注射在食物中口服給予。

（4）蛇類死亡

每條蛇類死亡後均會屍解，了解其死亡原因，在準備室內有專門屍解台，有時會摘除其器官或組織提供研究部門研究。屍解後蛇體會先集中冰存在-20℃冰箱後再送至大學焚化爐集中火化。

3. 蛇類採毒

蛇毒的採集頻率約為每年3次，會依照所需毒的急迫性進行行程安排，新進的蛇採毒量較少就提供研究用，採集蛇毒量較多者就供免疫馬匹使用。

本次所示範的蛇類為Bothrops asper，採毒工作至少兩人一組，一人負責採毒，而另一人負責蛇體的保定。先利用二氧化碳灌入桶中進行蛇類鎮定，其氣體灌入濃度依照蛇體的大小決定，等蛇體進入昏迷狀況後，才開始抓蛇採蛇毒。毒液收集漏斗口上會舖上PC膜，供毒牙穿刺採毒，並視PC膜破損狀態時時更換，如此可防不同蛇之間的口腔細菌相互感染，也可防止異物污染已採收的毒液。收集瓶外有專門的保冷設備，以維持毒液的新鮮。每次採毒後，會以稀釋碘酒清潔蛇類口腔做消毒的工作，再放回籠子。每次採完後利用PALAFILM仔細包裹收集瓶瓶口，將毒液存放在-20℃，等到收集到一定量時再一起凍乾保存。

另外有示範小型蛇種Micrurus nigrocincyus （coral snake）的採毒，因其體積較小，不需利用二氧化碳麻醉，可直接保定採毒。採毒後以沾濕毛巾清潔口腔即可。

4. 蛇毒凍乾及分裝


蛇毒採集後等收集到一定量後，交研發部門凍結乾燥，再回蛇間集中管理。研發部門負責準備蛇毒免疫劑量和蛇毒品質的管理。

其凍乾步驟如下

（1）以每分鐘3000轉（3000rpm）離心 5分鐘。

（2）去除下層雜質。

（3）取剩餘上清液進行凍乾程序。

（4）經過-20℃、-80℃及抽真空共72小時，凍結乾燥程序即完成。

（5）凍乾後蛇毒保存在無菌桶中，再放入-20℃冰箱保存，預計有效期可
     長達20年。

（6）每桶蛇毒上會標示蛇種、備製時間、初毒重量、備製者、此桶的批
     次編號。若同一批號蛇毒有五瓶，則每瓶會另外再編號，第一瓶則以1/5標示，第二瓶則以2/5標示以此類推。
解剖室有蛇毒保存之冰箱，冰箱經上鎖管理，存放於冰箱中每瓶蛇毒，均記錄管理。每次採集的蛇毒量都不一定，所以會混和不同批次的凍乾蛇毒，約達10公克以上時，才會訂為一個批號。
目前所用的蛇毒大多是15年前所採集的。採毒後的蛇毒，其歸屬權屬於哥斯大黎加大學所有。凍乾後蛇毒一部份供應所內研究發展部及品保進行蛇毒相關基礎研究及檢定用，另一部份為現場免疫馬匹攻毒使用，以供抗蛇毒血清產品製造用。

     5. 蛇毒的定性
        當需要使用新批號的蛇毒前，研發部門要作一些測試，來決定新蛇毒的 

    品質是否可放行供品管和研發使用，類似台灣的原料成績書。測試項目有，  

    electrophorsis, lethality test (LD50), neutralization test, myotoxic activity,  

    hemorrhagic activity, edema-forming activity, coagulant effect。研發部門並以
    reference antivenom and reference venom當對照組，來確定新批號蛇毒的品質
    保持穩定，沒有產生變化。每個批號會再取100毫克請品管部門做總蛋白質

    量的測定，大都介於0.2-0.3g/mL之間。如果馬匹免疫部門申請蛇毒後，又

    會送500毫克請品管部門做總蛋白質量及LD50和中和力價的測定。

        品管和研發部門每年要交使用報告給蛇間，說明蛇毒的使用情形。這是
    一個良好的回饋機制，讓全廠從蛇毒生產和消耗的狀況都很透明。

5.其他研究發展

      此部門除了毒蛇飼養及採毒外，另有進行毒蛇的組織、解剖及病理等基礎
   研究、蛇類DNA等分子生物學研究及哥國境內毒蛇的相關流行病學研究。
   除了毒蛇外，該所正致力於該國其他有毒動物的研究，如蠍子及有毒樹蛙等。

（三）馬場及馬匹飼養管理

其馬匹飼養場位於首都聖荷西近郊山上，約距離研究所1小時車程。該國馬匹來源均由哥國境內生產。其選擇馬匹多為混種馬，均由獸醫師到場親自挑選。馬匹多使用體型較為矮小的母馬，其容易保定控制且性情穩定，而馬匹體重分布為300-500公斤，多於馬匹2-3歲購買。在其馬場免疫馬匹年齡為3至10歲馬，偶有年齡較高至12歲的馬匹。買馬前獸醫師會先到各馬場採血帶回實驗室作血液生化學的檢查，確定健康後才會買進來。

 1.馬匹隔離檢疫

馬匹隔離檢疫期為30天，新馬入場後不會馬上接受蛇毒的免疫，會再飼養一段時間，使馬的體重增加。檢疫期間會進行新進馬匹均有進行血液生化、物理、傳染病及糞便檢查。生化檢查項目主要有紅白血球、血小板檢查，另外有進行腎功能指數及肌肉指數 CK檢查；物理性理學體檢多行目測檢查馬匹外觀、蹄葉等部份；傳染病部分有進行布氏桿菌（Brucella）、鉤端螺旋體（Leptospirisis）、馬傳染性貧血病毒（Infectious anemia virus，此項台灣為非疫區）檢查。通過隔離檢疫馬匹會將身上鬃毛剔除以方便管理。
2. 馬匹例行性疫苗注射：
現注射種類有三：破傷風、死毒性流感疫苗及馬腺疫疫苗。每年補強一次，其施打期多於馬匹休息期內。

    3. 例行健康檢查

每天進行馬匹目測外觀檢查，因其馬場馬匹不穿鐵蹄，故每兩個月削蹄一次，每3個月進行糞檢，每4個月進行紅白血球及血小板等血液生化學檢查測試，每半年測量一次體重，每年做一次人畜共同傳染病檢查，檢查項目為鉤端螺旋體（Leptospirosis）、布氏桿菌（Brucella）及馬的傳染病貧血病毒（Infectious anemia virus）。

    4.  馬匹驅蟲
每個月每匹馬利用口服50ml的Febendazole 10%糖漿進行驅蟲。
5.  馬匹餵食

該場馬匹每天於馬廄中餵食混有維他命粉的馬匹專用飼料3小時外，其餘時間在外面自由食用新鮮牧草。此外在馬槽內有放鹽塊，補充馬匹鹽分。放牧的草地有分區，每區皆有通電圍網阻隔防止馬匹脫逃，並方便馬匹分組管理。馬匹只有吃飼料3小時於馬廄內，其餘時間皆在外面草地，無論風吹雨打或是白天夜晚。
    6.  馬匹個體分別方式

多採用目測方式辨別，且每隻馬匹均有命名，有時會採用大腿外側烙印方式，未來可能採用晶片注射管理。

（四）馬匹免疫及採血
1. 馬匹免疫

免疫蛇毒的製備體積以5mL為主，大多在5-10mL的範圍，使用18號針頭及普通塑膠針筒進行皮下注射。抗原和佐劑的製備，是由研究部門準備，現場獸醫師只負責免疫注射。其備製用的蛇毒為凍乾後的初毒，但在與佐劑混合前會先經過無菌過濾後再跟佐劑混合。

馬匹初次免疫和第二次免疫相隔15天，分別使用Freund’s complete adjuvant 及 Freund’s incomplete adjuvant，蛇毒劑量分別為為１毫克和３毫克，之後慢慢增加，第三次以後的免疫時間間隔則維持10天，並且不加佐劑只打水劑，蛇毒劑量最多增加到20毫克。

平時馬抗血漿製程中的力價監控試血，由研究部門負責，但只會挑選比較重要的常見咬傷蛇種來進行測試，例如polyvalent antivenom有3種蛇毒在免疫，只作Bothrops asper的力價。詳細的免疫時程和蛇毒劑量，列為商業機密，不願再說明。但在最終決定馬匹採血時，品管部門３種蛇毒的力價都會測試。

至於馬匹是否採血則由品管部門來監測馬的力價，來決定何時採血。

血漿計畫採收前的某個星期五，只要再補強免疫一次，10天後即可部分採血測試力價。2天後，品管部門的數據會決定採血馬匹的編號。

        為了符合馬匹免疫的標準操作程序，同一組免疫馬匹的免疫劑量都相似，免疫時間也都一樣，不作個體差異的考量。如果有馬匹的力價無法和其他馬匹相等，就不採血並等下一循環的免疫時程，此點很符合GMP的精神。但是前提就必須有大量的馬匹可供篩選，以期達到一定的抗血漿生產量。如果馬匹要轉換不同蛇毒的免疫生產，會先休息3-4個月，再接受新蛇毒的免疫。
2. 馬匹採血前準備

馬匹採血前QC會先進行Potency Testing及ELISA titers等檢定抗體力價，此外會再測試其紅血球生化值及血中白蛋白及球蛋白值，馬匹須達到有效抗體力價及馬匹在一定健康標準下才可採血。

3. 馬匹採血分組及採血行程
（1）馬匹採血分組

以常用的出血性多價疫苗為例（polyvalent antivenom），其馬匹採血分組及血漿量評估如下：

每個免疫組別的馬匹數量，大多維持在20匹左右，以用量大的polyvalent antivenom產品為例，就有4組的馬約80匹馬在作抗血漿的生產。每次採血一組，平均每兩個月輪流一次。馬匹第一天至第三天，預計每天採血量為6-8公升，視情況進行調整。每一組採血工作時間預估1小時，多於下午開始。每匹馬三天內採血量中的血漿量預估為11公升以上（以每天採血6公升為例，三天總共採18公升總血量中，有11公升的血漿），故每組別的馬匹，在標準作業程序下，平均可得血漿量為11X 20=220公升。
其餘種類疫苗馬匹隻數分組數，視疫苗所需多寡進行調整。

  （2）馬匹試血及採血行程表
星期一馬匹試血（由QC test），星期二QC決定採血馬匹號碼數量，並將馬匹從山上馬場運到所內的採血場，進行身體檢查、剪毛及洗澡等清潔工作。星期三進行第一次採血，星期四進行第二次採血及第一次採血血球部分回灌，回灌時添加生理食鹽水，星期五進行第三次採血及第二次血球部分回灌，回灌時改添加乳酸林格氏液，第三次採血後，馬已經進入２個月的休息期，所以血球就丟棄不回灌了。待回灌血球需利用水浴法回溫至37℃。

4. 馬匹保定及消毒

馬匹保定主要以頭部保定為主，當馬進入固定架後，前後先放至保定繩，防止它前進或是後退，之後再利用頭部的保定繩，將馬匹的頭部揚起，露出待採血部位。於待採血部位進行剃毛及局部消毒，採血前再利用酒精消毒後，插針開始採血，採完血後會利用優碘棉加壓止血，等到血流停止後，再塗上cream預防傷口出血及感染。

5. 馬匹採血

現場有一名獸醫師及有5位工作人員負責採血免疫的工作。馬匹採血前不需任何禁食，依舊正常吃喝。採血前會先再沖洗馬匹，保持體表的清潔。本日所參觀的採血組別是17匹馬，其中3匹馬的紅血球體積比不足，所以只採14匹，大約花費１小時的時間。

採血所使用的血袋平時需保存在2-8℃。一組內含三包血袋，而第一包
血袋內含ACD抗凝劑，其抗凝劑比例為8公升血袋中，含400ML的ACD抗凝劑，第二包為二次分離後的血漿儲存所，第三包則為樣品採樣包。每組第一包上均有附採血針，可直接使用

當天採收後的血袋，會放在4℃冷藏庫約18小時，等待血漿血球確實分離，到隔天再以壓板將血漿血球分離，收集血漿至第二個血袋，放在4℃冷藏庫等待二次分離。二次分離的等待時間，不超過１個月。

6. 採血後清理

馬廄中央有水溝，採完血後會進行現場清理，利用清水及刷子刷洗保定架及地板，再將水利用中央水溝排出。

（五）製造廠區
該所現今廠房設施於1990年建設。進入製造區參觀，參觀人員與工作人員著裝方式不同，參觀人員穿上拋棄式工作外套，戴上拋棄式無塵帽後跨越分隔內外之矮櫃後，於進入製造區之門前有一四級氨消毒池，消毒外鞋後，才套上拋棄式鞋套進入製造區。
製造區無明確清淨度分級，全區無環境微粒子監控，製造作區均於房間上方設置UV燈照射，全區各室隔間大多設置大型玻璃窗戶，可觀察到其他房間之作業狀況。無菌充填室及混和室環境採用整面牆面均是HEPA濾網，區內只作接觸性平板和浮游菌監控，數據顯示是符合1萬級和1百級區的標準。
水系統是以膜過濾和逆滲透的方式來製造purified water and water for injection，每小時作300公升，含菌量是零，LAL test的數據為0.0725U/mL。每年兩次更換過濾膜，每週檢查水品質兩次。其水無儲存系統，不再作循環使用，唯有製造時才開始製造水，所以沒有做儲存水潔淨度測試。

馬血漿送入製造區之入口，未設置緩衝區，直接由建築外部經過窗戶進入血漿分離室後才放置於冷藏庫。參觀當日冷藏庫存放有分離後之馬血漿，其分離時間最長不超過一個月，此一放置期間係為收集足量血漿供進一步製程。冷藏室有二個sensor，連接電腦進行24小時連續溫度監控，每日安排人員確認正常運作，並每週更換溫度記錄紙，一但溫度超過2-8℃範圍有警報系統警示。
混和室有二個混和槽，外面有電腦磅秤及操作器，可以直接在外部操作。進入無菌過濾區及無菌充填區需經二次更衣。無菌過濾之瓶子置於UV室，隔夜照射後移入過濾區。
二次分離血漿累積到350公升，為一製造批量。哥斯大黎加抗蛇毒血清的製造流程，與台灣不同的是，其在血漿原料中加入6﹪Carpylic acid使雜質沈澱，收集上清液再透析去除Carpylic acid，所得產品是以whole IgG為主。而台灣則是加入pepsin消化IgG後去除Fc，得到F(ab)2為主。經和對方討論，台灣產品的最大優勢是副作用少，哥斯大黎加的產品尚有副作用，但他們覺得可以接受。由於是whole IgG的抗血清，製程的回收率高達60-65%，台灣製程的回收率只有40-50%。whole IgG的穩定性也高，所以液體抗血清是主要的劑型，台灣的劑型全部為凍乾抗血清，製造成本相對提高。液體的分裝是以人工操作，兩個人一組，花費3小時可分裝12000瓶，現已採購分裝機但尚未到貨。

     其製程中的檢驗測試如下

1. 空調系統：充填時（全程約3小時）監控Micro count採用air sampling（充
             填全程0 CFU）方法及Contact plate方法（10 片，規格為3-5 
             CFU/total）。
2. 水系統：採用過濾膜法，濾膜每2年更換一次。線上監控導電度及定期
           測試LAL（每週兩次）及Micro count（每兩天一次，0 cfu/300 mL）。
3.  Plasma檢測項目：為ED50及LAL。
    Plasma經Caprylic acid precipitation抽樣測Yield（規格為60-65％，批次間
     測定值平均為60％）。
4.   Diafiltration製程：測定penetration rate及Membrane integrity。
5.   Formulation：完成後測試項目為Phenol、pH、Nacl、Pyrogen test、protein、
                 potency test。
6.   Sterilization製程：測定Membrane integrity。
7.   Filling：若尚需進行Lyophilization則須檢查pressure、temperature及time。
    以上檢測均由QC部門負責。
7.   最終產品：檢測項目包括Potency Test（以ED50檢驗，單位為mg/mL）、Pyrogen 
             test、Nacl、Thimerosal、Phenol、Safety Test及Sterilty Test。 

哥斯大黎加的抗蛇毒血清產品規格如下：
Bothrops asper＞3mg/mL(DE50)，Crotalus durissus＞2mg/mL(DE50)，Lachesis stenophsys＞3mg/mL(DE50)，Micrurus nigrocincyus＞0.3mg/mL(DE50)，phenol＝0.2-0.25g/dL，NaCl＝0.7-1.0g/dL，pH＝6.5-7.5，protein concentration＜120mg/mL。

等產品分裝或凍乾後移出潔淨室，再進行人工檢查雜質及人工貼標籤及裝盒工作。成品包裝室待包裝產品無適當溫度管控，包材亦無管制程序。於包裝室審閱批次紀錄，核可之批次有QC及Production各部門及Director之核可。
由於該國氣溫涼爽穩定，分裝區可不必加裝空調，再加上抗血清產品較為穩定，所以他們的包裝流程可以超過一天的時間。但包裝前及包裝後的產品都存放在同一間冷藏庫，這需要很好的管理來進行清楚區分。目前該國貼標籤及分裝是以人工方式一張一張的貼，完成時間會拖很久，可能會間接影響產品的保存。包裝室內會有不同批次的包裝行為，有些貼瓶籤，有的裝盒，也是需要很好的分批管理。

（六）品管部門（Quality Control）

    QC section約有3人，而品管部門的文件流程相當完整，從製造部門送件到儀器的使用記錄和發報告，都有文件可以追蹤。詢問相關的SOP和儀器校正報告，操作員都很熟練地找出來給我們看，還主動告訴我們每天都有作儀器的巡察記錄，顯示他們被查廠的經驗相當豐富。
品保部門每年會針對所內各部門進行兩次GMP教育訓練，但沒有作學習效果的考核評估。其內部每半年坐一次稽核動作，猜測這是他們的文件系統能上軌道的因素。另外品保部門則每年邀請外部專家，來作品保部門的稽核，主要是以ISO文件管理架構為稽核項目。

品管部門每6個月要重新確認蛇毒LD50是否穩定，因為每批號的蛇毒平均使用2-3年，不止冷藏庫要記錄，蛇毒的生物特性也要檢測。每個批號消耗完全前，要留樣可作兩次LD50的蛇毒重量，以防產品需要被回溯時的樣本。留樣的樣本保存在品保部門，目前已可追溯到7年的蛇毒批號。
在產品檢驗部分，製程管制樣品由製造人員將樣品經一passing box送入QC Lab，樣品收受後由QC填表建檔。產品無菌試驗不在Instituto Clodomiro Picado進行，而是由Ministry of Health之National Reference Laboratory ”LAYAFA” 抽樣進行檢驗及發給檢驗報告。此外Ministry of Health也會不定期到市面抽樣後送National Reference Laboratory檢驗。Ministry of Health有時也會要求廠方檢具批次記錄審核。
廠方表示曾執行過幾次無菌確效，將檢體送National Reference Laboratory ”LAYAFA”檢查，但是沒有建立相關確效計畫書。目前該部門已完成plasma precipitation階段之分析方法確效，製程確效仍在進行中。
在採血血袋部分，品管部門對於初次購買血袋的前三批進行無菌試驗和熱原試驗（LAL），確定符合標準，之後購買血袋就只作LAL試驗。血袋的每個批號有2000入，分成20箱，每箱100個血袋，先以10﹪的抽樣比例和隨機亂碼的方式抽中間抽2箱。再從每箱中則隨機抽樣5個血袋作測試。
經向QC主管Mr. Fabricio Meneses詢問後了解Costa Rica政府每兩年進行一次GMP查核，以取得製造許可，於兩年期間仍會進行不定期專案查核（不預先通知）。Costa Rica要求藥廠需有監製藥師，藥師證書之效期為一年，此外GMP許可證效期為兩年，工廠許可證效期為兩年，產品許可證為五年，若查廠不過則不能繼續持有許可證。

（七）哥國產品外銷情形
哥斯大黎加大學本身有設立一個基金會，專門處理抗蛇毒血漿買賣的事務，目前他們曾有的銷售經驗有：

1. 國內的醫院和泛美組織的國家：付費方式為貨到後30天才付款。

2. 直接購買的私人公司和其他代理商：付費方式需先付款才寄貨。

目前液劑產品運送時以cold box包裝，未放置溫度監視片，僅於運送過程之飛機或卡車進行溫控2-8℃。成品貼標前先放置於成品倉庫2-8℃監控，不同批號產品置於不同架上，當收到顧客訂貨通知，才進行貼標。最外部的包裝紙箱具有條碼，可作為追蹤貨物物流進度的工具。

 Costra Rica政府對輸往不同國家有不同的登記號碼，且於外盒上標示。目  

  前已有尼加拉瓜、瓜地馬拉、哥倫比亞等國之藥品登記許可，現正進行巴拿馬  

  之藥品登記。此外有少量產品輸往美國，但是未取得美國的登記許可證，僅以 

  Orphan Drug方式賣給美國。
（八）未來合作
        在未來合作計畫會議上，我方在採購上提出兩種可能性的方案。

1. 直接進口最終產品：

由哥斯大黎加直接進口最終產品給台灣，產品可以用以該國做法：caprylic acid precipitation純化的Whole IgG液體產品（US$80/每瓶）和凍乾產品（US$85/每瓶），或是以台灣現今製程用ammonium sulphate precipitation純化的F(ab)液體產品（US$100/每瓶）和凍乾產品（US$120/每瓶）。但這個方案實施前，在台灣必須要進行其抗蛇毒血清產品的人體臨床試驗或銜接試驗等，費時、費工又費錢。該國目前生產廠區的硬體設備及各項系統確效，不容易通過台灣現今GMP的查核標準，加上未來民國102年將實行PIC/S法規，對其生產廠房及儀器設施是否能配合改善達到，更是一大考驗。

2.直接進口符合規格的抗血漿：

由哥斯大黎加直接進口符合規格的抗血漿給台灣，其供應量為出血性抗血漿240公升/每年，神經性抗血漿120公升/每年，百步蛇抗血漿60公升/每年，及神經性抗血漿60公升/每年，每年分四期交貨，依其先前估價各種類抗蛇毒血漿每公升為US$950。若要實施此方案，目前評估除了哥方需要補強馬場及免疫相關的文件紀錄外，哥國尚需熟悉我方的力價檢驗方法及我國毒蛇特性。

另外也針對運送血漿方法、運送流程及血漿內是否添加保存劑作個討論，哥斯大黎加同意不添加任何化學藥品及防腐劑，完全以無菌操作的方法避免污染。我方另外希望所有報價以到岸價格為主，以方便符合台灣的採購程序。

肆、心得與建議：

    哥斯大黎加的教育及研究系統分工明確，在大學部門只有授課教學，而主要的研究活動都在研究所中進行。所參訪的Instituto Clodlmiro Picado, Facultad de Microbiologia, Universidad de Costa Rica，雖是隸屬於微生物學院，但以毒蛇的研究為主題，從蛇的生態及生物學等基礎科學到蛇毒及蛇類的分子生物學分析，和抗血清的生產，都有相當專業的研究人員參與。所以Instituto Clodlmiro Picado發表的著作相當多，是個在蛇類基礎或是臨床研究上很活躍的學術機構。
   生產抗蛇毒血清的部門，由製造、品管、研發、蛇間和馬場組成。在廠房設計部分，其概念及現有設備與台灣現今GMP法規所要求的沒有很相符，但相關工作同仁及操作人員都很用心且遵守的維持GMP法規的要求。值得嘉許的是其相關檢驗紀錄文件及儀器操作紀錄整理非常的詳盡，所以要回溯每筆資料相當方便，如每一克蛇毒的使用目的、使用者及相關實驗結果，及剩餘蛇毒存量等，均可一目了然清楚掌握，更可避免珍貴蛇毒自然資源的浪費。
    關於毒蛇飼養間，利用博碩士當管理階層，其對蛇的知識相當豐富，相當了解蛇的生態習性，從中營造適合蛇類生活的環境，亦可減低蛇的死亡率。此外相當佩服整個蛇間都聞不到腥味，且充滿明亮感無死角，也間接保護人的工作安全。蛇和蛇毒的管理都有GMP的精神和文件流程，能在研究單位建立這樣的制度相當不容易。
    關於馬匹採血前會先進行馬匹血液生化值檢查，以馬的身體健康為前提再考慮是否採血，此觀念有助於馬場正常運作及永續經營，是很值得參考的。
   在參訪前有事先溝通想參觀的場所及部門，而感謝Dr. Jose Maria Gutierrez 的細心安排，所以並沒有遺珠之憾。
    由於所問的問題越來越深入，對方提醒我們有些是營業機密，不能告訴我們詳細的數字，只能給一個概念，大家對生產技術的保密一直謹記在心。對於有營運收益的工廠，保護製造技術和流程是很正常的事，這是個很值得學習的概念。

    然該廠尚未提出PMF資料之審查登記，雖持有該國之GMP許可證，但廠內相
關作業規範多未達我國cGMP製造標準，須要進行多項設施設備之更新、改善及
文件之增補。

    此外抗蛇毒血清製劑之製程包括自蛇之管理、採蛇毒、馬免疫、採血到成品， 若委託生產馬血漿，將可能涉及委託製造，依GMP法規明訂雙方產製製造擊管制之個別職責。由於受限於廠方所有GMP相關文件均無英文版，無法逐一確認其各項作業。依參訪期間觀察之該廠現況，除須提出PMF資料審查外、至少尚須建立人員訓練、原物料抽樣、動物檢疫及健康管理、蛇毒入出庫管理程序，免疫作業程序等文件，這也是我方需考慮因素。

 雖然哥斯大黎加的國民所得低，儀器設備較缺乏，廠房也需要更新，但他們的作為都是有制度的流程，都在思考制度的建立，這是我們要謹記在心。因為有好的制度，工作才能永續的發展。

陸、致謝：
   此次能到哥斯大黎加研習首先要感謝局內的長官及同仁協助支援及事先協調溝通，讓我們能很順利且快速的展開這跨越太平洋彼岸及間隔14個時區的研習活動。感謝在Dr. Jose Maria Gutierrez Gutierrez的熱情接待及安排下，讓我們每天的行程都很緊湊且充實，並感謝Clodomiro Picado研究所內同仁們的幫忙及和善，讓我們從參訪中獲益良多，順利完成本次研習。
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