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三、摘要 

關鍵詞： 新興病原體;分子檢測; 實驗室發展檢測; 檢驗方法評估與確效 

 

   由於全球氣候變遷、環境過度開發、國際間交通日漸頻繁之際，使得各

種新興傳染病病原體出現及傳播速度更勝以往。新興病原體出現之初，若

只依賴臨床醫師的警覺性，依病患臨床症狀去推測可能病原及感染途徑，

缺乏實驗室明確的檢驗證據，恐因病原體的未知而使引起社會大眾恐慌，

無法即時且有效地遏阻傳染病蔓延，而付出相當大的社會成本。當新興傳

染病出現，如何於疫情初期即時而正確地偵測病原體，釐清其傳播路徑及

感染原，並且開發出快速準確的檢驗方法，對後續感染人員的隔離與避免

疫情的擴散，將是未來新興傳染病防治成效的關鍵。新興病原體突然出現，

第一時間無市售檢驗試劑可使用，須即時發展實驗室內(in house)的檢驗方

法。為了確保機構內或實驗室內發展的檢驗方法(Laboratory Developed Test, 

LDT）的檢驗品質，須進行檢驗方法評估與確效。本計畫完成新型冠狀病

毒(SARS-CoV-2)檢驗應變模式，從設計可攜式分子檢驗方法、確效與評估

分子檢驗並將流程文件化，建立嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗機構檢驗

網，提升檢驗量能與實驗室檢驗品質監測。 
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Abstract 

keywords：Emerging pathogens; molecular testing; laboratory development 

testing; assessment and validation of testing 

Due to climate change, over-exploitation of the environment and 

increasing global transportation, various emerging infectious pathogens 

have emerged and spread faster than ever. If the first appearance of 

these pathogens in human was found with only dependence on the 

alertness of clinicians, who deduce pathogens according to clinical 

symptoms of patients and presumably pathogen infection route, without 

clear laboratory test evidence, it will cause public panic because of 

unknown pathogens and be unable to effectively curb the spread of 

disease. It will take considerable social cost. When emerging infectious 

diseases occur, how to detect pathogens immediately and correctly in 

the early stage of the epidemic, to clarify their transmission routes and 

etiologic pathogens, and to develop rapid and accurate testing methods, 

are important for control of emerging infectious diseases. Emerging 

pathogens suddenly appear, and no commercially available test reagents 

can be used at the first time, and in-house methods must be developed 

immediately. In order to ensure the quality of the laboratory developed 

tests (LDT), the testing methods should be evaluated and confirmed. 

This project has completed a response mode for SARS-CoV-2 testing, 

from designing portable molecular detection methods, evaluating 

molecular tests and documenting processes, and establishing a testing 

network of designated institutions for COVID-19, which strengthen the 

quality of emerging pathogen molecular testing laboratory and overall 

testing capacity for emerging diseases. 
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四、本文 

(1)前言：包括研究問題之背景與現況、研究目的等 

由於全球氣候變遷、環境過度開發、國際間交通日漸頻繁之際，使得各

種新興傳染病病原體出現及傳播速度更勝以往，新興病原體出現之初，若

只依賴臨床醫師的警覺性，依病患臨床症狀去推測可能病原及感染途徑，

缺乏實驗室明確的檢驗證據，恐因病原體的未知而使引起社會大眾恐慌，

無法即時且有效地遏阻傳染病蔓延，而付出相當大的社會成本。如何於疫

情初期即時而正確地偵測病原體，釐清其傳播路徑及感染原，並且開發出

快速準確的檢驗方法，對後續感染人員的隔離與避免疫情的擴散，將是未

來新興傳染病防治成效的關鍵。 

   近年來，以聚合酶連鎖反應（Polymerase chain reaction, PCR）為基礎的

分子檢驗方法已逐漸成為市售套組且對無法或難以培養的病原體有很高的

檢出率並且可即時提供臨床端相關的資訊。一般PCR方法的靈敏度比傳統檢

測方法高，對於新發現的病原體也能快速的因應發展出檢驗方法。近年來

各種高通量檢測平台已改變現代檢驗實驗室的運作方式，從微生物培養與

抗原檢測等方法逐漸轉移至以使用PCR為基礎的標準檢驗方法。有些PCR

檢驗方法兼具定性與定量，且PCR放大的產物，可用來基因定序，分析病原

體的遺傳資料[1-4] 。新興病原體突然出現，第一時間無市售檢驗試劑可使

用，須即時發展實驗室內(in house)使用的檢驗方法應急。如1997年H5N1，

2003年SARS, , 2009 H1N1pdm09, 2012 MERS-CoV , 2013 H7N9新型流感, 

2019 SARS-CoV-2，世界衛生組織或新興病原體的發現者皆會即時公布分子

檢測方法的引子與探針序列[5-9]，可針對該病原體進行實驗室確認。2009

年爆發H1N1pdm09大流行，台灣疾病管制署也即時發展實驗室內(in house)

使用的檢驗方法[10]。為了確保機構內或實驗室內發展的檢驗方法
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(Laboratory Developed Test, LDT）的檢驗品質，各國各有不同的管制方

式。台灣食品藥物管理署(FDA) 107年12月17日公告「精準醫療分子檢測實

驗室檢測與服務指引」與民國 108 年 05 月 31 日公告「精準醫療分子檢

測實驗室列冊登錄管理要點」，針對LDT實驗室進行管理，在品質管理系

統方面參考ISO 15189 國際標準制定，以作為管理分子檢測實驗室 LDT 項

目之參考依據。在開發、申請與服務之完整流程遵循此指引進行實驗室管

理，以維持實驗室自行研發之 LDT 項目之品質。檢測項目分析確效評估

報告應依檢測項目特性，評估須執行之檢測項目確效內容：(1)分析反應性

（Analytical Reactivity）(2)偵測極限(Limit of Detection, LoD）(3)分析特異

性-交叉反應（Analytical Specificity- Cross-Reactivity）(4).分析特異性-干擾

（Analytical Specificity- Interference）(5).閾值(Cut-off）(6).精密度/再現性

（Precision/ Reproducibility）(7).殘留汙染及交叉污染(8).方法比較(Method 

Comparison）(9) 安定性(Stability)(10) 檢測過程之流程圖及其描述(11) 檢

測結果(Result)。在經過這品質管理過程，確保檢驗品質。 

  新型冠狀病毒感染(SARS-CoV, MERS-CoV)與新型流感病毒感染因對人

類造成嚴重疾病，在我國被列為第一與第五類法定傳染病。依傳染病防治

法第 46 條規定，第一類及第五類傳染病之相關檢體，應送中央主管機關或

其指定具實驗室能力試驗證明之地方主管機關、醫事機構、學術或研究機

構等進行檢驗；傳染病檢驗及檢驗機構管理辦法第 6 條亦進一步規範這些

可進行檢驗的實驗室需符合：(1)具備符合感染性生物材料管理辦法所定第

三級或第四級實驗室、(2)置有經生物安全訓練合格之實驗室人員、(3)備有

與操作檢體相當等級之生物安全管理措施及文件。本計畫擬建立優質新興

病原體防疫檢驗應變模式，從發現新的病原體後，利用已知的基因序列，

開發分子檢驗方法包含 real-time PCR檢測與可攜式檢驗套組，進行 real-time 
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PCR 檢測與可攜式檢驗套組檢驗方法確效評估與將確效評估流程文件化，

建立跨區域實驗室檢驗網絡與實驗室檢驗品質監測。在建立跨區域實驗室

檢驗網絡選定全國北中南東各地具有 BSL-2 以上，且具病毒檢驗能力的實

驗室作為指定機構室，將其常規納入我國新興防疫檢驗網絡，除可精進整

備我國針對此類法定傳染病的檢驗量能，以在地化檢驗的策略縮短檢體運

送時間，爭取防疫時效；亦藉由提升各實驗室的檢驗能力與品質，儲備國

內針對新興傳染病檢驗的實驗室專業人才，俾使相關防疫工作可永續推

動。經此計畫可建立新興病原檢驗應變模式，提升新興病原分子檢測實驗

室效能與整體檢驗量能。 

 

(2)材料與方法 

1.設計新興病原體分子檢驗: SARS-CoV-2 

 建立引子與探針對資料庫：參考科學文獻或 WHO 網站，以及 GISAID 

(https://www.gisaid.org/)下載相關病原體基因序列，經比對後，根據病毒序

列的保守情形 (conservation)，評估各檢測目標區域的適用性。將選擇相對

保守的區域作為基因檢測標的，設計研發或改良可精準檢測 SARS-CoV-2

專一性檢測用引子與探針。SARS-CoV-2 於 2019 年 12 月大陸武漢發現人類

感染個案後，2020 年 1 月 10 日病毒序列公布(accession No: MN908947.1 

Wuhan-Hu-1)，1月 13日台灣疾病管制署根據病毒序列設計 real-time RT-PCR

診斷用引子與探針，WHO 也於 1 月 14 日公布數組 real-time RT-PCR 引子與

探針[11]，建立新型冠狀病毒 real-time RT-PCR 檢測平台。搭配 Roche 

LightCycler 480 系統，以原廠 Multiplex RNA Virus Master 試劑，先測試資

料庫內各 PCR 反應的個別檢測條件，並加以優化，試劑配置與 PCR 反應環

境條件分別如下所述： 

試劑配置 

https://www.gisaid.org/
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Component Volume/reaction 

RT-Enzyme Solution, 200 X 0.1 μl 

RT-qPCR Reaction Mix, 5 X 4 μl 

Forward primer (10 μM) 1 μl 

Reverse primer (10 μM) 1 μl 

Probe (5 μM) 0.5 μl 

RNase-Free Water 8.4 μl 

Template RNA 5 μl 

Total volume 20 μl 

 

反應環境設定 

Reverse Transcription: 50 °C 30 min 

Initial denaturation 95 °C 30 sec 

3-step cycling 

Amplification: 

95 °C 5 sec 

Annealing: 53 °C 30 sec 

Extension: 72°C 30 sec 

Number of cycles: 45  

Cooling: 40 °C 30 ec 

 

陽性對照檢體來源：根據病毒序列合成短片段 DNA，取得合成 DNA

後，首先以 real-time RT-PCR 之引子放大產物片段，並植入載體 DNA，

構築各檢測反應的陽性對照質體 DNA。  

 

2.分子檢驗方法確效與驗證並建立流程與文件化，檢測項目分析確效評

估報告，依檢測項目特性，執行之檢測項目確效內容如下： 
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(1)分析反應性（Analytical Reactivity） 

(2)偵測極限(Limit of Detection, LoD） 

(3)分析特異性-交叉反應（Analytical Specificity- Cross-Reactivity） 

(4).分析特異性-干擾（Analytical Specificity- Interference） 

(5).閾值(Cut-off） 

(6).精密度/再現性（Precision/ Reproducibility） 

(7).殘留汙染及交叉污染 

(8).方法比較(Method Comparison） 

(9) 安定性(Stability) 

(10) 檢測過程之流程圖及其描述 

(11) 檢測結果(Result) 

 

3.建立跨區域檢驗實驗室網絡 

    隨著 COVID-19 全球大流行，檢驗需求急速增加，早期檢驗量能需

求每日 1 萬件增至 10 萬件，非單一實驗室能負荷，故疫情爆發初期即

於我國北、中、南、東四個地理區各教學醫院或醫學中心，建立檢驗實

驗室網絡，參與的實驗室需符合生物安全規範與能力試驗合格，以確保

檢驗品質。執行方式為：進行國內各符合資格檢驗機構的意願調查。針

對有意參與之檢驗機構，由疾病管制署進行能力試驗，能力試驗，合格

標準為 80 分，並針對檢驗結果不符，進行矯正預防措施。對於每個檢

體的 Ct 值，亦須與預期 Ct 值接近(與國家實驗室檢測結果差異在正負

1.5 個 Ct 值區間內)。初期檢驗機構須以疾病管制署所提供的標準檢驗

方法，包含實驗 protocol，以及實驗所需已合成好之引子、探針與陽性

對照樣本，執行檢驗。當經評估有市售 EUA/IVD 檢測試劑與原檢驗方

法檢驗敏感度與專一性相當或更佳，則可改使用 EUA/IVD 檢測試劑。 
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4.實驗室檢驗品質監測 

定期或不定期針對各指定檢驗機構進行品質監督管理，確保各實驗室檢驗

結果的正確性。疾病管制署持續監視病毒基因序列變化，評估現有標準檢

驗方法的適用性，若現有病毒已產生變異，將進行引子或探針等序列調整，

並經重新評估其適用性後，再次提供新的檢驗方法供各指定實驗室使用，

包含實驗 protocol，以及實驗所需已合成好之引子、探針與陽性對照樣本。 
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(3)結果 

一、SARS-CoV-2 分子檢驗 real-time RT-PCR 之 primers, probes 設計 

    2019年12月中國大陸發生新型冠狀病毒人類感染，病原體為

SARS-CoV-2，後續更造成全球大流行，2020年1月11日病毒全基因體序

列公布(MN908947.1 Wuhan-Hu-1)，根據此序列進行real-time RT-PCR 之

primers, probes 設計，並製備陽性對照plasmids。WHO公布數組real-time 

RT-PCR引子與探針[11]，包括美國CDC、香港、中國大陸等國家，以續

列稀釋之陽性對照組DNA，初步比較4個real-time RT-PCR 檢測效能。當

稀釋至100 copies/reaction 台灣CDC 3個 real-time RT-PCR 有陽性訊號，

德國TIB 3基因中有2個基因有陽性訊號，美國CDC3個基因與中國大陸 2

個基因有陽性訊號，香港在100 copies/reaction 呈現陰性，當稀釋至10 

copies/reaction 台灣CDC 有1 個 N1 基因呈陽性訊號，初估檢測極限不

同基因約10~100 copies/reaction (圖一、二)。後續為了可與國際比較且德

國TIB有市售primers, probes 可購買，嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗機構

檢驗網使用的方法為德國TIB primers, probes。後續我國食藥署(TFDA)已

核可多項SARS-CoV-2 核酸檢測試劑，指定檢驗機構也開始使用EUA之

檢驗試劑。  

二、可攜式SARS-CoV-2 核酸檢測試劑評估測試 

項目 進行方式 是否完成 

1. 分析反應性 

（Analytical Reactivity） 

應至少可偵測包括具有時間和區域特徵的

10株不同的新型冠狀病毒株，其來源可為

陽性臨床檢體或臨床分離株。 

完成 

2. 偵測極限 

（Limit of Detection, 

LoD） 

選擇不同來源的3個陽性臨床檢體或臨床

分離病毒株或標準品進行系列稀釋，每個

病毒稀釋液重複3 份，將具有95%陽性結

果的濃度作為偵測極限。並以製備20個偵

測極限濃度的稀釋液進行檢驗，證實於此

完成 
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偵測極限濃度時，會有95%以上的陽性結

果。 

3. 分析特異性-交叉反

應 

（Analytical Specificity- 

Cross-Reactivity） 

應針對核酸序列具同源性、易引起相似臨

床症狀的病原體評估可能的交叉反應，例

如：HCoV-HKU1，HCoV-OC43，

HCoV-NL63，HCoV-229E，SARS-CoV，

MERS-CoV，Influenza A/B，Adenovirus 

type 1、7，Cytomegalovir6us，Enterovirus，

Epstein Barr Virus，Human parainfluenza 

type 1、2、3，Measles，Human 

metapneumovirus，Mumps Virus，

Respiratory syncytial virus type B，

Rhinovirus，Bordetella pertussis，Chlamydia 

pneumoniae，Corynebacterium sp.，
Escherichia coli，Hemophilus influenzae，
Lactobacillus sp.，Legionella spp，Moraxella 

catarrhalis，Mycobacterium tuberculosis 

（avirulent），Mycoplasma pneumoniae，
Neisseria meningitidis，Neisseria sp.，
Pseudomonas aeruginosa，Staphylococcus 

aureus （Protein A producer），
Staphylococcus epidermidis，Streptococcus 

pneumoniae，Streptococcus pyogenes，
Streptococcus salivarius。 

對於交叉反應濃度，以具有醫學意義的病

毒濃度（通常為105 pfu/mL或更高）、細菌

濃度（106 pfu/mL或更高）進行測試。 

部分完成 

4. 分析特異性-干擾 

（Analytical Specificity- 

Interference） 

應針對潛在干擾物質研究。可能造成干擾

的物質包括、但不限於：純化粘蛋白，人

類血液，鼻腔噴霧劑或滴劑，鼻腔醣皮質

激素，鼻用凝膠，緩解過敏性症狀藥物，

潤喉片、口服麻醉劑和鎮痛劑，抗病毒藥

物，抗生素、鼻用軟膏，全身抗菌藥等。 

應使用至少2株病毒株，使用濃度近臨床判

別點的檢體來進行干擾評估，並評估各干擾

物質於其不受明顯干擾可能的最高濃度。 

未執行 

5. 閾值 

（Cut-off） 

應說明決定閾值的方法。可以臨床檢體先

導研究（pilot study）的Receiver Operating 

Curve（ROC）分析所得到之相關靈敏度及

完成 



 13 

相關特異性判斷，並以預期受檢族群加以

確認。若分析法含不確定區段（Equivocal 

Zone）應說明如何決定此區段之上下限

值。 

6. 精密度/再現性 

（Precision/ 

Reproducibility） 

(1) 實驗室間精密度（Site-to-Site 

Reproducibility） 

應在代表預期使用者的3處地點（如：2個

外部測試地點，及1個內部測試地點）進行

測試，包括至少5天（無需為連續），每天

至少進行2次操作，每次操作每件檢體3次

重複檢驗，及至少由2名操作者進行重複檢

驗。 

應至少包括使用下列3種濃度進行測試，並

包含檢體前處理步驟： 

⚫ 「高陰性（high negative）」檢體：

檢體的分析物濃度低於閾值，且

該檢體重複檢驗的結果約有95%

的機率為陰性，5%的機率為陽

性。 

⚫ 「低陽性（low positive）」檢體：

檢體的分析物濃度略高於閾值，

且該檢體重複檢驗的結果約有

95%的機率為陽性，5%的機率為

陰性。 

⚫ 「中等陽性（moderate positive）」

檢體：檢體的分析物濃度高於閾

值，且該檢體重複檢驗的結果幾

乎100%的機率均為陽性。例如，

大約為閾值濃度的2至3倍。 

(2) 實驗室內部精密度/再現性

（Within-Laboratory Precision） 

使用與(1)實驗室間精密度試驗之相同檢

體組，進行分析內（intra-assay）、分析間

（inter-assay）及批次間（inter-lot）的精

密度研究。 

應針對變異的來源進行測試，例如：不同

操作者、不同天及不同次操作（runs）進

完成 
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行測試。測試至少12天（不需為連續），每

天以2名操作者進行2次操作，每次操作每

件檢體重複檢驗2次。應使用至少3批試劑

進行批次間評估。 

7. 殘留汙染及交叉污

染 

（Carry-Over and Cross- 

Contamination） 

交互使用高陽性與高陰性檢體進行至少5

次 測試，以高陰性檢體檢測結果為陰性的

比率是否高於95%評估是否有交叉污染的

情況。 

⚫ 「高陰性（high negative）」檢體：

檢體的分析物濃度低於閾值，且

該檢體重複檢驗的結果約有95%

的機率為陰性，5%的機率為陽

性。 

「高陽性（ high positive ）」體： 檢體

的分析物濃度超過預期使用族群之患者檢

體檢測結果的95%或以上 。 

完成  

8. 方法比較 

（Method Comparison） 

應使用至少50例陽性檢體及100例陰性檢

體進行此項研究，如陽性臨床檢體難以取

得，應至少包含25例臨床檢體，其餘檢體

得以模擬檢體進行測試。模擬檢體可以去

活化SARS-CoV-2病毒加入陰性檢體製

備，至少50%的模擬檢體濃度為1至2倍偵

測極限值，其餘模擬檢體濃度應涵蓋整個

分析範圍，且不超過5倍偵測極限值。 

1至2倍偵測極限值檢體之陽性一致率應達

95%，其餘檢體測試結果一致率應達

100%。 

完成 

9. 安定性 

（Stability） 

應提供器材於宣稱之儲存條件下的開封

前、後的安定性評估資料。 

未執行 

 

 

進行可攜式分子檢驗方法確效與驗證並建立流程與文件化，執行之檢測

項目包含如下: 

(1)分析反應性（Analytical Reactivity）: 已使用50株臨床分離株進行檢驗。 

(2)偵測極限(Limit of Detection, LoD）: 以衛生福利部食品藥物管理署分讓
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之「核酸擴增技術用SARS-CoV-2病毒核酸國家標準品」(Lot COV 109-06)，

屬去活化病毒液，仿單所標示之病毒核酸濃度為3×106 copies/mL，另食藥署

亦同步提供個別基因之濃度分別為：E基因: 5.7×106 copies/mL、RdRp基因： 

2.1×106 copies/mL、N基因： 1×106 copies/mL。進行實驗，將SARS-CoV-2

國家標準品樣本以經確認陰性之臨床檢體稀釋，混合後形成帶有特定濃度

去活化病毒之待測樣本，再進行E、RdRp及N基因檢測，依據結果初步估計

各基因偵測極限(LoD)範圍。偵測極限濃度進行20次重複試驗，E、RdRp及

N基因檢測偵測極限值分別為1.71, 1.26, 15 copies/reaction. 

(3)分析特異性-交叉反應（Analytical Specificity- Cross-Reactivity）: 以測試

Influenza A/H1N1pdm09, A/H3N2, influenza B, Adenovirus, metapneumovirus, 

RSV, Rhinovirus, Coronavirus HCoV-OC43,，HCoV-NL63，HCoV-229E 無交

叉反應。 

(4).分析特異性-干擾（Analytical Specificity- Interference）:未執行 

(5).閾值(Cut-off）:生物參考區間/臨床決策值，各基因檢測反應之Ct值分析，

係以即時定量偵測儀「Abs Quant/2nd Derivative」模式進行，螢光閾值係採

用機器預設值，無法以手動方式調整。 檢驗結果的可報告區間:依各基因

檢測方法之偵測極限，估計為E基因檢測法: 1.71 copies/reaction、RdRp基因

檢測法：1.26 copies/reaction、N基因檢測法：15 copies/reaction。: 

(6).精密度/再現性（Precision/ Reproducibility）: 精密度/再現性，不同時間

同一實驗室內操作，共檢測50臨床檢體，再現性為100%。精密度/重複性，

相同時間同一實驗，20次反應 E, RdRp, N 三基因Ct值平均值±標準差分別

為 35.3 ±0.39, 36.8 ±0.43, 34.8±0.38。 

(7).殘留汙染及交叉污染:利用培養病毒(Ct 15-20)與陰性檢體測試。  

(8).方法比較(Method Comparison）:分析LDT real-time RT-PCR及市售EUA 

Xpert®  Xpress SARS-CoV-2同步進行檢驗之100支檢體，比較不同方法所得



 16 

檢驗結果。其中20支檢體於兩種方法之檢驗結果皆為陽性；80支檢體於兩

種方法之檢驗結果皆為陰性，專一性 100% (45/45)，敏感性100%(13/13)，

正確性100% (58/58)。 

(9) 安定性(Stability):未進行 

(10) 檢測過程之流程圖及其描述:於SOP中呈現。 

(11) 檢測結果(Result): 新型冠狀病毒real-time PCR陽性，新型冠狀病毒

real-time PCR陰性。 

此SARS-CoV2 real-time RT-PCR 檢驗方法，後續已有廠商技轉，搭配廠商

可攜式檢驗平台，產品已獲我國食藥署核可專案製造新冠病毒檢驗試劑(防

疫專案核准製造第1096819804號, Dagene G SARS-CoV-2 Test Assay)。  

 

因應COVID-19 檢驗需求，國內外已有符合規範之市售產品可使用，110

年11月5日我國食藥署已核可專案製造新冠病毒檢驗試劑相關產品 57 

項，專案輸入新冠病毒檢驗試劑相關產品127項

(https://www.fda.gov.tw/TC/siteList.aspx?sid=11800)，多樣的檢驗試劑若要

導入指定檢驗機構，須經試劑評估過程，以確保檢驗品質。後續檢驗試

劑開發工作，將部分轉換成現有試劑評估。 

 

三、建立嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗機構檢驗網 

2019年12月中國首度爆發新型冠狀病毒疫情之後，我國當時雖有疾管署

昆陽、中區以及南區等三家實驗室於第一時間進行全國疑似個案檢驗，

惟為迅速拓展全國實驗室檢驗量能，疾管署仍立即針對8家指定檢驗機構

(病毒合約實驗室)進行能力試驗，並提供新型冠狀病毒檢驗所需試劑及引

子探針對，於109年1月22日完成首批8家實驗室的依法指定工作，使嚴重

特殊傳染性肺炎之通報個案，可藉由檢驗網絡之運作進行地在檢驗，縮
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短檢體運送所需耗費時間，提升檢驗效能。隨著國際疫情持續延燒，國

內針對疑似個案的檢驗需求大增，疾管署除持續輔導其他尚未加入且具

有三級實驗室之醫療院所擔任指定檢驗機構外，亦透過修訂傳染病檢驗

及檢驗機構管理辦法，將符合指定檢驗機構之法定資格由原先需具有三

級實驗室放寬至具有二級負壓實驗室，使國內許多醫學中心及區域或地

區級之醫療或醫事機構，均可在完成能力試驗後，加入指定檢驗網的行

列。申請成為COVID-19 指定檢驗機構，須符合下列資格者﹕ 

一、實驗室設備: 具備符合感染性生物材料管理辦法所定第三級、第四級

實驗室或經機構生物安全會通過之第二級負壓實驗室及疫情指揮中心成

立期間，第二級實驗室。二、置有經生物安全訓練合格之實驗室人員。

三、備有與操作檢體相當等級之生物安全管理措施及文件。 

四、生物安全會生物安全等級合格證明書、生物安全檢查表及生物安全

櫃檢測報告。五、能力試驗合格。截至110年11月10日，在疾管署的持續

輔導下，嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗網絡已有247家醫療或醫事機構，

每日可負荷之最大檢驗量能153,702件 (圖三)。 

 

四、能力試驗執行機構認證 

能力試驗 (Proficiency Testing)為評估實驗室檢驗能力，驗證實驗室檢

驗品質最直接且有效的一種方式，透過檢測相同的樣品，實驗室間相互比

對檢驗結果差異，評估實驗室內部量測水準，可發現是否有檢驗程序不當、

人員訓練不足、技術操作不佳或儀器設備校正等問題，實驗室認證也要求

參加能力試驗，而 COVID-19 指定檢驗機構須通過疾病管制署之能力試

驗。，新興傳染病爆發初期，尚無可提供該新興病原體之能力試驗執行機

構，初期以實驗室比對或由疾病管制署提供比對樣本，來評估實驗室檢驗

能力。因應需定期監測流感病毒檢驗之品質，疾病管制署每年須提供樣品
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給檢驗機構進行能力試驗，為了提升能力試驗執行機構的信賴度與公信

力，疾病管制署申請並已獲 TAF 認證為流感病毒核酸檢測之能力試驗執行

機構(圖四)，且符合 ISO/IEC 17043:2010 規範、能力試驗執行者提供測試

樣本之要求與測試結果之分析(圖五)。 
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(4)討論 

    Real-time RT-PCR方法已廣泛應用於病原體檢驗。在發生公共衛生緊急

情況時，熟練的檢驗實驗室可以利用real-time RT-PCR技術在常規的服務範

圍內迅速建立新的檢驗項目。在建立檢驗方法時，除了相關試劑酵素，

primers, probes 和陽性對照外，還需品質監測計劃，實驗室還需要進行技術

鑑定的文件以及臨床評估試驗的數據收集，以確保檢驗的品質。新興病原

體突然出現，第一時間無市售檢驗試劑可使用，須即時發展實驗室內(in 

house)使用的檢驗方法應急。如1997年H5N1，2003年SARS, 2009 

H1N1pdm09, 2012 MERS-CoV , 2013 H7N9 新型流感與2019 SARS-CoV2，

世界衛生組織或新興病原體的發現者皆會即時公布分子檢測方法的引子與

探針序列[5-9]，可針對該病原體進行實驗室確認。2019年12月中國大陸武

漢地區發現SARS-CoV-2人類感染個案後，2020年1月10日病毒序列公布

(accession No: MN908947.1 Wuhan-Hu-1)，1月13日台灣疾病管制署根據病毒

序列設計real-time RT-PCR診斷用引子與探針，WHO也於1月14日公布數組

real-time RT-PCR引子與探針[11]，其中德國TIB發展的檢測方法，檢測極限

小於10 copies/reaction, 且進行臨床專一性、敏感性評估，與其它呼吸道病

原體也無交叉反應[12]，故後續台灣嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗機構檢驗

網常規使用的方法。 

     為了確保實驗室內發展的檢驗方法的檢驗品質，各國各有不同的管制

方式。台灣食品藥物管理署(TFDA) 107年12月17日公告「精準醫療分子檢

測實驗室檢測與服務指引」與民國 108 年 05 月 31 日公告「精準醫療分

子檢測實驗室列冊登錄管理要點」，針對LDT實驗室進行管理，在品質管

理系統方面參考ISO 15189 國際標準制定，以作為管理分子檢測實驗室 

LDT 項目之參考依據。在開發、申請與服務之完整流程遵循此指引進行實
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驗室管理，以維持實驗室自行研發之 LDT 項目之品質。本計畫2020年已

開發的SARS-CoV-2 檢測方法，根據相關指引，進行檢測方法進行檢驗品

質確效包括：(1)分析反應性（Analytical Reactivity）(2)偵測極限(Limit of 

Detection, LoD）(3)分析特異性-交叉反應（Analytical Specificity- Cross-Reactivity）

(4).分析特異性-干擾（Analytical Specificity- Interference）(5).閾值(Cut-off）

(6).精密度/再現性（Precision/ Reproducibility）(7).殘留汙染及交叉污染(8).

方法比較(Method Comparison）(9) 安定性(Stability)(10) 檢測過程之流程圖

及其描述(11) 檢測結果(Result)。在經過這品質管理過程，確保檢驗品質。

本檢測方法經食藥署書面資料審查、實地查核、專家會議審議等程序，2020

年9月29日核可為新型冠狀病毒(SARS-CoV-2)核酸檢測，符合精準醫療分子

檢測實驗室檢測與服務指引之品質管理要求，並自發文日起至「嚴重特殊

傳染性肺炎中央流行疫情指揮中心」解除開設日止 用於檢測檢體中是否有

新型冠狀病毒之核酸。本計畫2021年經相同流程，開發可攜式SARS-CoV2 

real-time RT-PCR 檢驗方法，進行檢驗品質確效，此檢驗方法，後續已技轉

廠商，搭配廠商可攜式檢驗平台，產品已獲我國食藥署核可專案製造新冠

病毒檢驗試劑(防疫專案核准製造第1096819804號, Dagene G SARS-CoV-2 

Test Assay)。 

   分子檢測雖具設計容易、靈敏、快速等好處，但病原體基因經常改變，

分子檢測的 primers 與 probes 需定期審視與更新，否則易造成偽陰性[13]，

為了避免此情形，同一病原體可選擇不同區域當檢測區域，例如有兩個反

應檢測 SARS-CoV2 不同區域，當病原體突變時，其中一檢測方法檢測陰

性，可進行更新引子與探針序列，維持高靈敏性。 

     新興傳染病爆發，優質可靠的實驗室檢驗，關係疫情防治成敗，疫情

爆發即時而正確地檢驗病原體，釐清其傳播路徑及感染原，精準快速地檢
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驗，即時隔離感染個案避免病原體擴散，將是新興傳染病防治成效的關鍵。

本計畫著重在疫情初期，尚無有靠之檢驗試劑可用，需及時開發靈敏度與

專一性高之檢驗方法，另一方面需建立指定檢驗機構，擴大檢驗量能，並

導入高通量檢驗儀器，快速提升每日檢驗量。且針對越來越多樣式的檢驗

試劑，掌握指定檢驗機構使用之檢驗試劑之良劣，避免因檢驗試劑問題，

導致疫情失控。就疫情初期、中期與疫情結束三個階段分析描述新興病原

防疫檢驗應變，就開發實驗內檢驗方法、有無 EUA/IVD 檢驗試劑、建立檢

驗網、評估市售檢驗試劑與進行能力試驗等方面進行分析如下表。 
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(5)結論與建議 

     本計畫已建立新興病原體防疫檢驗應變模式，從開發分子檢驗方法、

確效與評估分子檢驗並將流程文件化，建立嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗

機構檢驗網，並持續增加指定檢驗機構家數、擴充人力與儀器設備，有效

提升檢驗量能，並精進能力試驗執行機構之信賴度與公信力，持續提升監

測實驗室檢驗品質。 

(6)計畫重要研究成果及具體建議 

1.本計畫 2020 年建立新型冠狀病毒(SARS-CoV-2)核酸檢測方法，並將確效

與評估分子檢驗過程文件化檢，本檢測方法經食藥署書面資料審查、實地

查核、專家會議審議等程序，符合精準醫療分子檢測實驗室檢測與服務指

引之品質管理要求，並自發文日(9/29)起至「嚴重特殊傳染性肺炎中央流行

疫情指揮中心」解除開設日止 用於檢測檢體中是否有新型冠狀病毒之核

酸。此方法於疫情初期，及時導入嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗機構檢驗

網。 

2. 2021 年開發可攜式 SARS-CoV2 檢驗方法，後續已有廠商技轉，搭配廠

商可攜式檢驗平台，產品已獲我國食藥署核可專案製造新冠病毒檢驗試劑

(防疫專案核准製造第 1096819804 號, Dagene G SARS-CoV-2 Test Assay)。 

3. 建立嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗機構檢驗網，持續增加指定檢驗機構

家數、擴充人力與儀器設備，2021 年 11 月，已有 247 家醫療或醫事機構，

每日可負荷之最大檢驗量能 153,702 件。 

4. 疾病管制署申請並已獲 TAF 認證為流感病毒核酸檢測之能力試驗執行

機構，且符合 ISO/IEC 17043:2010 規範、能力試驗執行者提供測試樣本之

要求與測試結果之分析，精進能力試驗執行機構之信賴度與公信力，持續

提升監測實驗室檢驗品質。(圖五)。 
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(8)圖、表 

 

圖一、台灣疾病管制署 SARS-CoV-2 real-timeRT-PCR 檢測極限值。 

 

 

圖二、不同 SARS-CoV-2 real-timeRT-PCR 之檢測極限值比較。 
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圖三、嚴重特殊傳染性肺炎指定檢驗網絡已有 247 家醫療或醫事機構，每

日可負荷之最大檢驗量能 153,702 件。 
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圖四、疾病管制署申請並已獲 TAF 認證為流感病毒核酸檢測之能力試驗執

行機構與能力試驗結果回饋表。 
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圖五、根據 ISO/IEC 17043:2010 規範、能力試驗執行者提供測試樣本之要

求。 
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