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1議 事要旨の確認

2感 染症定期報告について

3血 液製剤に関する報告事項について

4日 本赤十字社からの報告事項について

5日 本赤十字社と田辺三菱製薬株式会社の血漿分画製剤の統合について

(非公開)

6そ の他

大 平 委 員

岡 田委 員

花 井 委 員

牧 野 委 員

山 口委 員

平成 23第 4回 血液事業部会運営委員会議事要旨 (案)

感染症定期報告について

供血者からの遡及調査の進捗状況について

血液製剤に関する医療機関からの感染症報告事例等について

献血件数及びHIV抗 体 ・核酸増幅検査陽性件数について

HBV既 往感染の血液に対する更なる安全対策の向上について (日

本赤十字社提出資料)

欧州における病原体不活化技術の現状視察について

抗 IIBs人免疫グロブリン製剤の国内自給に係る原料血漿収集の

ためのB型 肝炎ワクチン接種プログラムに関するガイ ドラインに

ついて

「血液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保に関する基本的な

方針」の改訂スケジュールについて

日本赤十字社と田辺三菱製薬株式会社の血漿分画事業の統合につ

いて (平成 24年 5月 8日公表資料)

フィブリノゲン製剤納入先医療機関の追加調査について
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・食品衛生審議会薬事分科会

事業部会運営委員会 委員名簿

1. 大平 勝美 (お おひら か つみ)

はばたき福祉事業団理事長

岡田 義昭 (おかだ よ しあき)

国立感染症研究所血液 。安全性研究部第二室長

3.花 井 十伍 (は ない じ ゅうご)

ネットワーク医療と人権理事

半田 誠 (は んだ ま こと)

慶應義塾大学医学部輸血 ・細胞療法部教授

牧野 茂義 (ま きの し げよし)

国家公務員共済組合連合会虎の問病院輸血部長

山口 照英 (やまぐち て るひで)

国立医薬品食品衛生研究所生物薬品部研究員

紳
磁

薬事分科会血液事業部会運営委員会規程

(目的)

第 1条  こ の規程は薬事分科会規程 (以下 「規程」という。)第 2条第 1項 に

基づき設置される血液事業部会 (以下 「部会」という。)に 置かれる運営委

員会 (以下 「委員会」という。)の 達営に関し必要な事項を定め、審議の円
滑な実施を図ることを目的とする。

(所掌)

第2条  委 員会は、規程第3条第 5項に規定する部会が調査審議すべき血液製

剤 (血液製剤代替医薬品を含む。以下同じ。)に 係る事項 (以下 「部会で調
査審議すべき事項」という。)を 検討するとともに、以下に掲げる事項を確
認し、部会に報告するものとする。
一 安 全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律 (以下 「血液法」とい

)第 26条 第 1項 に規定する血液製剤の製造又は輸入の実績に係る報

二 血 液法第 29条 に規定する薬事法第 68条 の 8第 1項 に規定する生物由

来製品 (血液製剤に限る。)の 評価に係る報告

三 規 程第 4条 第 1項 の規定に基づき部会|こ置かれる調査会における調査審

議の状況

四 そ の他部会で調査審議する事項のうち特別の事項についての状況

(委員会への所属)

第 3条  委 員会に所属すがき委員は、部会に所属する委員、臨時委員及び専門

委員 (以下 「委員等」という。)の 中から、部会長が指名する。
2 部 会長は、前項の規定により委員会に属すべき委員等を指名する場合は、
血液製剤を使用する患者の代表、医療関係者、血液事業の専門家を含め、数
名を指名する。

3 部 会長は、第一項の規定により委員会に属すべき委員等を指名した場合は、

部会においてその旨を報告しなければならない。

(委員長の選任)

第4条  委 員会に委員長を置き、委員会に属する委員等の互選により選任する。
2 委 員長は、委員会の事務を掌理する。

3 委 員長に事故があるときは、委員会に属する委員等のうちから委員長があ
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(50音順、敬称略 )



らかじめ指名する者が、その職務を代理する。

(委員会の開催)

第 5条  委 員会は、四半期 (1月 から3月 まで、 4月 から6月 まで、 7月 から

9月 まで及び 10月 から12月 までの各期間をいう。)ご とに開催する。

2 前 項に規定する場合のほか、委員等が必要と認めるときは委員会を開催す

ることができる。

(議決)

第 6条  部 会への報告の要否等、議決を行 う必要がある委員会の議事は、委員

会に属する委員等で会議に出席したものの過半数で決し、可否同数のときは、

委員長の決するところによる。

(議事の公開)

第 7条  委 員会は原則として公開する。ただし、公開することにより、委員の

自由な発言が制限され公正かつ中立な審議に著しい支障をおよばすおそれが

ある場合、又は、個人の秘密、企業の知的財産等が開示され特定の者に不当

な利益又は不利益をもたらすおそれがある場合については、委員長は、これ

を非公開とすることができる。

(雑則)

第 8条  こ の規程に定めるもののほか、委員会の運営に関し必要な事項は、部

会長が部会に諮り決定するものとする3

附則

この規程は、平成 15年 7月 30日 から施行する。

平成23年 度第4回 血液事業部会運営委員会議事要旨(案)

日時:平 成23年 3月 14日 (水)14:00～ 16:00

場所:厚 生労働省12階 専用第15・16会 議室

出席者 :

(委員)

半田委員長、大平、岡田、花井、牧野、山口各委員

(日本赤十字社血液事業本部)

田所経営会議委員、日野副本部長

(バクスター株式会社)

久保田シエアグループマネージャー

(事務局)

三宅血液対策課長、文達血液対策企画官、伯野課長補佐

議 題: 1.議 事要旨の確認

2.感 染症定期報告について

3.血 液製剤に関する報告事項について

4.日 本赤十字社からの報告事項について

5.その他

(審議概要)

議題1について

議事要旨に関する意見等については、事務局まで連絡することとされた。

議題2について

感染症定期報告について、事務局から説明後、質疑応答がなされた。

議題3について

事務局及び日赤から、供血者からの遡及調査の進捗状況、血液製剤に関する報告

事項、献血件数及び HIV抗 体・核酸増幅検査陽性件数について説明がなされた。

議題4について

(血小板製剤の不活化技術)

日赤より、血小板製剤に対する不活化技術(MIRASOL)導 入の準備状況について報

告がなされた。

委員より、MIRASOLの メーカーから得た情報ではなく、日赤が自ら調査・収集した情

報や、国や第二者機関が収集した公平性のある情報を提示して欲しいとの意見や、血

小板不活化技術の導入にあたっては、将来の献血者不足や大地震などの不測の事態

に備え、成分由来血小板だけでなく、全血由来血小板にも対応できるよう準備して欲し



いとの意見が出された。

議題5について

(アルブミン関連)

パクスター社より、海外のアルブミン製造工場の培地充填試験で陽性反応が認めら

れたことから、アルブミン製剤の出荷を停止するととともに、品質・安全性への影響につ

いて当局と検討中であることが報告された。また、今後の供給に支障をきたす見込み

であるため、医療機関等に代替製品べの切り替えを依頼したことが報告された。

パクスター社においては、引き続き、早期の供給再開に向けて努めることとされた。

(XMRV関 係).

岡田委員より、XMRVに 関する最新文献の報告がなさ、いずれの文献も前立腺がん

や慢性疲労症候群とXMRVと の因果関係を否定するものであつた。因果関係に関して

否定的なエビデンスが蓄積されつつあるが、事務局においては、引き続き、重要な文

献報告がなされた場合には適宜報告することとされた。

(フィブリノゲン関係)

事務局より、フィブリノゲン製剤の調査に係る公表事項の報告がなされた。

以上

感染症定期報告に関する今後の対応について   平 成16年度第5回

,                              運 営委員会確認事項

(平成16年 9月 17日 )

1 基本的な方針

運営委員会に報告する資料においては、

(1)文献報告は、同一報告に出来するものの重複を廃した一覧表を作成すること。

(2)8月の運営委員会において、国内の輸血及び血漿分画製剤の使用した個別症例の

感染症発生報告は、定期的にまとめた「感染症報告事例のまとめ」を運営委員会に提

出する取り扱いとされた。これにより、感染症定期報告に添付される過去の感染症発

生症例報告よりも、直近の「感染症報告事例のまとめ」を主として利用することとするこ

と。

2具 体的な方法

(1)感染症定期報告の内容は、原則、すべて運営委員会委員に送付することとするが、

次の資料概要を作成し、委員の資料の確認を効率的かつ効果的に行うことができるよ

うにする。

① 研究報告は、同一文献による重複を廃した別紙のような形式の
一覧表を作成し、

当該一覧表に代表的なものの報告様式輌J紙様式第2)及び該当文献を添付した

「資料概要A」を事務局が作成し、送付する。

② 感染症発生症例報告のうち、発現国が「外国Jの血漿分画製剤の使用による症例

は、同一製品毎に報告期間を代表する感染症発生症例一覧9暉紙様式第4)をま

とめた「資料概要B」を事務局が作成し、送付する。

③ 感染症発生症例報告のうち、発現国が「国内Jの輸血による症例及び血漿分画製

剤の使用による感染症症例については、「感染症報告事例のまとめJを提出するこ

とから、当該症例にかかる「資料概要 |は作成しないこととする。ただし、運営委員

会委員から特段の議論が必要との指摘がなされたものについては、別途事務局が

資料を作成する。

(2)発現国が「外国Jの感染症発生症例報告については、国内で使用しているロットと関

係がないもの、使用時期が相当程度古いもの、因果関係についての詳細情報の人手

が困難であるものが多く、必ずしも緊急性が高くないと考えられるものも少なくない。ま

た、国内症例に比べて個別症例を分析・評価することが難しいものが多いため、愛

性があると考えられるものを除き:その安全対策への利用については、引き続き、検討

を行う。

(3)資料概要A及 びBについては、平成16年 9月の運営委員会から試験的に作成し、以

後「感染症的報告について(目次)1資料は廃止することとする̂
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(平成 24年 5月 28日 )
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A 研 究報告概要

一覧表 (感染症種類毎)

感染症毎の主要研究報告概要

研究報告写

tr*ft EHffi fr o#Ffi iR (201 2/2/ 1 - 201 2/ s/ s1)

受理日 番号
感染症(P
T) 出典 概要

新出文献
番号

100510 :9-M●「12 111075 〕型肝炎
Ann lntern Med

1 5 6 ( 2 0 1 2 ) 2 6 3 - 2 7 0

C型肝炎ウイルス(HCV)ス クリーニングの費用対効果に関する報告。米
国において、最も感業者が多いとされる1945～65年生まれの人々に
絞つて積極的にHCVス クリーニングを行う場合の費用対効果について、

諭 蒲再絲極桑劉鷹嚇;勇突糀ぎ編高轟
に標準治療(ペグインターフェロンとリバビリン)を行うと質調整生存年

離 遭潔 撃]風 ]粘 箸I篠 摯 霧 溌 ミ電 あ鷺 乱
標準治療と直接作用型抗ウイルス薬(DAA)を併用するとOALY当たり
の費用35000ドルで死亡が約12万人減少すると推算された。

1

100509 29-Ma■ 12 111073
IASR

32(2011)290-292

躙字増電雀ぷ蒻擬驚酢黙[覇鷺
響羅讃紹隷埒 踊2踏 層螺鞘籠領蹴

鵬甜みま属訂深R腱麻T:71、1朧 lFNAT陰性が1件であつた。輸血によるHiV感染が確認されているのは
ぼ魃 誓瓢譴亀塾鋼I察:t"∝年

の知本プ刊uNAT実懃

2

100509 〕0-Ma「 12 111073 HiV
rransfus[。n

52(2012)431-439

核酸増幅検査(NAT)によるHIV-1の検出に関する報告。欧州において
HIV-l RNA陽性供血血液5例が3うの異なるNATで偽陰性となつたこと
の原因調査のために、当該検体について異なる設計のHlV-l NATシス

[ 蝉 乳 孵 脱 聯 撒 懇 鞘
モノターゲットNATと同様の方法で設計された他のNATアッセイにも、ウ

蝙
モノターヶット領域のNATスクリーニングアッセイはデュァルターゲット
アッセイよりも配列の変異に対してより脆弱であることが示唆された。

3

100514 10■pr-12 111079 型ヽ肝炎
「ransfu●On
' 2 ( 2 0 1 2 ) 1 8 1 - 1 8 7

躊
綱 野 yぅ 鴛 薔 IttΨ 絲 糠 ∬雖
おいてウイルス減少率が高かつた。この結果より、HAVの 変異型とHSA
のタンパク濃度が低温殺菌によるHAV不 活化に影響を及|ますことが示
唆された。

4

100514 11-Ap■ 12 111079 E型肝炎
y'ox Sanguinis
-etter 6 Jan, 2012
躙 覇會昴熊lλ幡質黒!獅:;子詐
においては18,100例中4例が陽性であったが、米国由来においては

I癬珊蹴繹F概 霜諧
5

研究報告のまとめ方について

1 平 成 24年 2月 1日 ～ 3月 31

報告に含まれる研究報告 (論文等)

いた報告概要一覧表を作成した。

2 -覧 表においては、

降の研究報告について、

内容を添付した。

日までに報告された感染症定期

について、重複 している分を除

前回の運営委員会において報告したもの以

一
覧表の後に当該感染症の主要研究報告の



受理 日 番 号
感染症(P
T) 出典 概要

新出文献
番号

100517 28-Ma「 12 111082 型肝 炎

A r c h  V i r o l

1 5 6 ( 2 0 1 1 ) 1 9 8 9 -

1995

中国のプタとヒトにおけるE型肝炎ウイルス(HEV)の陽性率に関する報
告。中国雲南省の養豚場と屠殺場から収集されたブタの血清、肝臓及
び貴便検体について、血清学的検査とRT―PCRに よりHEVの 陽性率が
調査された。また、加えて173例のヒト血清についても調査された。その
結果、プタ血清621例中490例(789%)が抗HEV抗 体陽性であった。ヒト
血清については173例中69例(399%)が陽性であつた。HEV RNAは肝臓
95例中6例、責便60例中5例において検出され、ヒト血清では1例におい
て検出された。12例のHEV株 の配列分析により、9つの異なる塩基配夕l
が確認され、これらは全てHEV遺 伝子型4に分類されることが推測され
た。このことから、雲南省のプタとヒトにおいてHEV遺 伝子型4が広まっ
ていることが示唆された。

6

!00514 12-Apr-12 111079
ウエストナイ
ルウイルス感
染

rransFusion

5 2 ( 2 0 1 2 ) 4 4 7 - 4 5 4

ウエストナイルウイルス(WNV)感 染患者における血漿及び全血中ウイ
ルス濃度に関する報告。米国において、WNVの 個別NATを実施してい
るにも関わらず輸血感染症例が報告されたことを受けて、血漿及び全
血検体に対するNAT検 査の有用性を確認するため、WNV感 染患者にお
ける血漿及び全血中のWNV―RNAをリアルタイムPCR法 を用いてET価し
た。その結果、血清中抗WNV抗 体陰性の患者29例においては全血より
血漿中でWNV―RNAの 濃度が4倍以上高かつた力く、抗WNV抗 体陽性の
13例においては血漿中より全血において10倍以上高かつた。また、10
例の抗WNV抗 体陽性の患者について200日間の追跡調査を行つたとこ
ろ、全血のウイルス量が血漿中より常に高かった。これらの結果より、
血数の代わりに全血を用いることによるWNV NATの 感度向上は血清抗
体陽性段階に限定されることが示唆された。

7

100509 D8-Apに 12 111073 →TLV
J  M e d  V i 0 1

34(2012)327-335

国内のHTLV-1感 染率に関する報告。2006～2007年に、国内の初回献
血者1.196.321例におけるHTLV-1感 染率が調査され、そのうち3,787例
が抗HTLV-1抗 体陽性であると確認された。献血者以外の年齢層に適
合曲線を適用したところ、国内の0歳～99歳における現在のHTLV l
キヤリア数は108万人と推定された。これは1988年に報告された値よリ
も10%少 なかった。調整後の全体的な感染率は男性、女性それぞれ
06696及び102%と 推定された。キャリア数のビークは70歳代で見ら
れ、これは1988年のデータベースで50歳代に観察されたピークがシフト
したものである。キャリアは元々多いと言われている九州だけでなく日
本全土、特に首都日で増加していた。

8

100510 30-Mar-12 111075
レトロウイル
ス(XMRV)

→PS Weemy

ReporL 5」an,

2012

供血における異種指向性マウス白血病ウイルス関連ウイルス(XMRV)
の影響に関する評価の報告。欧州委員会からの要請を受けて、2011年
7月に欧州疾病対策センターは供血におけるXMRVの 影響についてリス
クアセスメントを発表した。現在得られている証拠の大半はXMRVと慢性
疲労症候群(CFS)との間には因果関係がないという結論を支持してい
る。現在、ヒHこおけるウイルスの潜在的な役割を示す十分なEII拠は得
られていないものの、輸血の安全性に影響を及ぼす別の新興感染因子
である可能性はあり、他の因子と同様に最書の科学に基づいた迅速か
つ効果的な行動が不可欠である。

9

100509 )2-Ap「12 11073
インフリレエン
ザ

rltp:/ /abcnews go

>om/blogs/heaki/
lO11/11 /25/new-
iwine-flu-suain,/

新規プタインフルエンザの発生報告。2011年7月以降10例の米国人が
S―OtrH3N2ウイルスに感染した。このウイルスはJヒ米で循環しているプ
タインフルエンザH3N2ウ イルスと、2009年に流行したHl Nlウイルスが
結合した新しいウイルスである。人々は免疫をまだ獲得していないた
め、健康へのリスクとなり得る。以前の7症例は全て、患者か患者の身
近な人がプタに接触していたが、最新の3症例ではプタに接触した者は
おらず、3人の子供が同じ保育園の集会に参加していたことから、ヒトと
ヒトの接触がウイルス感染に関連していると示唆された。

10

受理日 番号
感染症(P
T) 出典 概要

新出文献
番号

100509 111073 デング熱
ProMED― ma‖

201111143364

世界各地における2011年‖月時点のデングウイルス感染状況の報告。
パキスタン:パ ンジャープ州のデング熱患者は計3,678例に上り、うち
2,498例はラホール市の住民である。
インド:デ リーにおけるデング熱患者数は945例に達するが、症例数は

除々に減少している。
台湾 :2011年 6月以降、高雄市において10例のデング熱症例が報告さ
れ、うち8例が55繊以上である。

韓曰 i韓 曰疾病管理予防センターの発表によると、2011年7月にデング
ウイルス感染と診断された32崚女性は、韓国国内で感染した可能性が

あることが判明した。 _
プラジル :2011年 の9カ月間で70万症例以上のデング熱症例が報告さ
れているが、1～2月の報告数は2010年に比べ24%減 少し、死亡例も
25%、三篤例も40%減 少した。

1 1

100495 )8-Feb-12 110892 ウイルス感染

VcctorBome and

血小板減少を伴う発熱疾患(SFTS)の原因となる新規ブニヤウイルス

(SFTSV)のヒト間感染に関する報告。中国において2006年に未知の感
染症に罹患した2つのクラスターの患者13例の血清を用いて、RT―PCR

法によるSFTSV―RNAの 検出及び間接蛍光抗体法による抗SFTSV抗 体
検査を実施した。その結果、13例中12例においてSFTSV―RNAの 検出
又は抗SFTSV抗 体力価の増加、セロコンパージョンのいずれかが認め
られた。残りの1例はサンプリレ量の不足により分析されなかった。また、

対象患者全員に典型的なS「rsの臨床症状(発熱、血小板減少、自血
球減少)があり、両クラスターの二次患者全員が一次患者の血液に接
触後6～13日で発綱していた。それぞれの一次患者と接触したが血液
への曝露がなかつた人においては発病した者がいなかつた。このことか
ら、SFTSVは 血液との接触を通じてヒトからヒトヘ感染することが示唆さ
れた。

12
12(2011)156-160

100495 )9-Feb-12 110892 ウイルス感染

C“n infect Dis

53(2011)1208-

1214

血小板減少を伴う発熱疾患の原因となる新規ブニヤウイルス(SFTSV)
のヒト間感染に関する報告。中国東部において2007年に血小板減少を
伴う発熟疾患を発症した1家族のフ例に対し疫学的調査を行い、そのう
ち二次患者6例において血清検体の解析を行つた。その結果、一次患
者が発病した6～9日後に家族であった6例が類似症状により入院して
おり、二次患者はいずれも一次患者と個人的に接触していた。また、6

例共にRT―PCR法 によりSFTSV―RNA陽 性であり、抗SFTSV抗 体も陽性
であつた。また、1例の検体よりSFTSVが 分離された。これらの結果よ
り、家族内で生じた疾患がSFTSVに より引き起こされたこと、接触により

他者へ感染が広がったことが示唆された。

13

100509 ,4-Ap_12 111082 ウイルス感染
Vox Sang

102(2012)82-90

核酸増幅技術(NAT)に 関する国際調査の報告。国際輸血学会(ISBT)
により、oメールのアンケートを用いて、全血とアフェレーシス供血におけ
るNATに 関して国際調査が行われた。2009年8月に59カ国フフ人の専門
家に送付され、37カ国50人が回答した。網羅される人口は計12億人で

あり、2008年にNATを 実行したと報告した国の人口は計11億6千万人で
あつた。2008年のNAT検 査状況は以下の通り。
H:V-1:3.350万人中2.189供血がHiV-l NAT陽性であつた。陽性結果の

約2/3は南アフリカからであった。
HCV:2.660万 人中4,586供血がHCV NAT陽 性であつた。初回供血者陽
性率力1最も高い日はエストニアであった。
HBV 902万 人中3.08:供血がHBV NAT陽 性であつた。ギリシャ及びマ
レーシアの陽性供血数は合計1.517件であり高かった。
この調査は、供血者の感染症スクリーニングに関してこれまで公表され
た中で最も広範な研究である。

14
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受理日 番号
感染症(P
T)

出典 概要
新出文献
番号

100509 )5-Apr12 111083 ウイルス感染

TransfuJon

51(2011)2020-

2626

白血球除去血液製剤によるサイトメガロウイルス(CMV)感 染に関する

報告。1999～2009年に抗CMV抗 体検査未実施の自血球除去血液製

剤を使用した遺血幹細胞移植 (HSCT)患 者を対象に、輸血関連CMV感

染(TT―CMV)の 有無についてプロスペクティプに調査した。その結果、
CMV抗 体陰性のHSCTを 受けた23患者に対し、3,180供血者由来の

1.847の血液製剤が輸血されたことが確認された。全ての患者はCMV

DNAが 陰性であったが、17患者に抗CMV lgG抗体の陽転化が起こっ

た。陽転群は非陽転群に比べて1週間当たりの輸血量が顕著に多かつ

た。
このことからt HSCT患者における、抗CMV抗 体検査未実施の自血球除

去血液製剤によるTT―CMVの リスクは低く、抗CMV IgG抗 体陽転化の原

由は血液製剤中の移行抗体である可能性が最も高いことが示唆され

た。

15

:00508 22-Mar12 111014
大腸菌性胃

暢炎

共同通信(2011年
12月15日配信)

ウシ肝臓における腸管出血性大腸菌0-1571こ関する報告。厚生労働省
による全国16自治体の食肉衛生検査所の調査により、ウシの肝臓内部
から0-157が初めて確認されたことが分かつた。約150頭のウシのうち2

頭の肝臓内部から0-157が検出された。厚労省は生レバーの提供を禁
止するかどうか検討している。

16

100508 23-Mar12 111015
大腸菌性胃
腸炎

薬事・食品衛生審

臓会食品衛生分科

会乳肉水産食品部

会資料(2011年,2

月20日開催)

ウシ肝臓における腸管出血性大腸菌0-1571こ関する報告。厚生労働省
による全国16自治体の食肉衛生検査所の調査により、ウシの肝臓内部
から0-157が初めて確認されたことが分かつた。約150頭のウシのうち2

頭の肝腱内部から0157が 検出された。厚労省は生レバーの提供を禁
止するかどうか検討している。

17

100514 〕9-Apr12 111091 悔毒

Medical News

Today Nov 17,

2011

米国における梅毒発生状況の報告。疾病管理予防センタ=(CDC)の 欄

告によると、2006年から2010年まで、米国における梅毒の症例数は36%

増加した。特に、若いアフリカ系男性においては135%増加していた。
COCは 、同性間性交渉のある男性は3ヵ月に一度STDの ためのスクリー

ニング検査を受けるべきと働告している。

18

,9-Ap「 12 111087

異型クロイツ
フェルトヤコ

プ病

)roMED―ma‖

201201040027

各国における2012年1月時点でのプリオン疾患発生状況の報告。

英国:日立C」Dサーベイランス研究所によると、2012年1月4日現在の員

型クロイツフェルト・ヤコプ病(vC」D)確定または疑い症例の合計は170

例である(生存0例/死亡176例)。全てのCJDについては、2011年の1年

間で:48例報告され、死亡者数は、弧発性C」Dで74例、ゲルストマン・ス

トロイスラー・シヤインカー病(GSS)で2例ご家族性C」Dで9例.vCJDで 5

瞬、医原性C」Dで3例であつた。

韓国:2011年11～12月、第1.2症例目の医原性C」Dが報告された。韓

曰疾病管理予防センターによると、これらの患者はそれぞれ1987年と
1988年に脳外科手術を受け、その際、ドイツで生産された人工硬膜であ

るLyOduraが使用されていた。

19

100510 31-Ma「 12 111075 その他

Vlolccular
)sychiatry

tdvancc onlinc
rublicstion 4 Oct,
I 0 1 1

アルツハイマー病(AD)のプリオン様伝藩に関する報告。アミロイドベー

タ(Aβ)の蓄積がプリオン様に伝藩するかを検討するために、マウスを

用いてAD患 者又は若年者由来の脳抽出液を脳内に接種して調査を

行つた。接種後脳内を観察したところ、AD脳抽出液を接種したマウスで

は脳内にAβの凝集体が見られ、接種後の時間が経過するとともに増
加していた。また、接種部位から離れた領域で病変が認められたが、対

照マウスではAβ 沈着がみられなかつた。この結果より、ADに関連する
脳異常の一部はプリオン様の疾病伝藩メカニズムによつて引き起こされ

ている可能性が示唆された。

20
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screening cost  of  $2874 per case ident i f ied.  Assuming that  b i r th-cohort  screening
was followed by pegylated interferon (peglFN+R) and ribavirin for treated patients,
screening increased QALYs by 348 800 and costs by $5.5 bi l l ion,  foran |CER of
$l S 700 per QALY gained. Assuming rhat birth-cohort screening was followed by
a di rect-act ing ant iv i ra l ,  peglFN+R treatment for  t reated pat ients,  screening
increased QALYs by 532 2OO and cosrs by $ I 9.0 billjon, for an |CER of S3S 700
per QALY saved.

Results of Sensitivity Analysis: The ICER of birth-cohort screentng was most
sensitive to sustained viral response rate of antiviral therapy, the cost of therapy,
the discount rate and the QALY losses assigned to disease states.

Limitation: Empirical data on screening and direct-acting antiviral treatment in
real-world clinical settings are scarce.

Conclusion: Biith-cohort screening for HCV in primary care settings was
effective.

Primary Funding Source: Division of Viral Hepatitis, Cenrers for Disease Control
and Prevention.

lr<litors'Notes

Context

. Most people in the United States infected with hepatitis C vlrus (HCV)
were born from I 945 through I 965 and are currently undiagnosed.
Because complications of hepatitis C increase with time, its burden is
now rapidly increasing.

Contribution

. In simulated models, an approach of one-time screening for hepatitis
C in this birth cohort followed by treatment with currently available
therapies was cost-effective.

Caufion

. Data on the real-world effectiveness of newer drugs for hepatitis C is
extremely limited.

Implication

o A change from solely risk-based screening for hepatitis C to one-time
screening of  a l l  "baby boomers" should be considered,

App rox ima te l y4 .1  m i l l i onAmer i cansa rean t i pody -pos i t i ve fo rhepa t i t i sCv i r us
(HCV1, 1n6 appro*imately 75% of these are chronically infected; most of the latter
were infected 20 to 40 years ago, before the discovery of HCV (l ). In 2005,
hepatitis C resulted in 7000 to I 3 000 deaths (2-Z). Because HCV progresses
slowly,  the r isk for  ser ious compl icat ions is  increasing among infected Americans
as time passes (8). Without changes in current case identification and treatment,
deaths f rom HCV are forecasted ro increase to 35 000 annual ly  by 2030 (5) .
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Abstract

Background: In the United States, hepatitis C virus (HCV) infection is most
prevalent  among adul ts born f rom I  945 through |  965,  and approximately 5O% to
75% of infected adults are unaware of their infections.

Objectlve: To estimate the cost-effectiveness of birth-cohort screenino.

Design: Cost-effectiveness simulation.

Data Sources: National Health and Nutrition Examination Survey, U.S. Census,
Medicare re imbursement schedule,  publ ished sources.

Target Population: Adults born from I 945 through 1965 With I or more visits to a
primary care provider annually.

Time Hor izon:  I  i fet ime.

Perspective: Societal, health care,

intervent ions:  One- i ime ant ibociy tesi  o i  i  94S- i  965 bi r ih cohort .

Outcome Measures:  Numbers of  cases that  were ident i f ied and t reated and that
achieved a sustained v i ra l  response; l iver  d isease and death f rom HCV; medical
and productivity costs; quality-adjusted life-years (QALYs); incrementar cost-
effectiveness ratio (ICER).

Resul ts of  Base-Case Analysis:  Compared wi th the status quo,  b i r th-cohort
screening ident i f ied 808 580 addi t ional  cases ofchronic HCV infect ion at  a
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In clinical trials, atitiviral therapy with pegylated interferon and ribavirin
(peglFN+R) has resul ted in asustained v i ra l  response (SVR; that  is ,  cure)ofHCV
infection in 46% of patients infected with genotype I (which infects ZO% and 90%
of chronically infected white arrd African-American persons in the United States,
respectively) and as marry as 8l % of those infected with genotypes 2 or 3 (9, I 0).
PeglFN+R treatment is cost-effective at these rates of efficacy (l I).

The Centers for Disease Control and Prevention currently recommends antibody
screening of individuals with past behaviors, exposures, or health indicators
associated with HCV infection, such as a history of injection-drug use,
hemodialysis, or elevated alanine aminotransferase levels (l 2), Despite these
recommendation s, only 25% to 5O% of patients with chronic hepatitis C are aware
of their infections (l 2-l 6). Low case identification may result from difficulty in
implementing risk-based screening given the limited time of primary care visits
and the awkwardness of discussing behavioral risks.

Expanding screening recommendations to cover the birth cohort born from I 945
through I 965 (among whom HCV prevalence is highest) offers a potential

.complement to current risl<-based screening recommendations. However,
although birth-cohort screening would increase healthcare costs by increasing the
number of individuals screened, the extent to which itwould translate into health
benefits is unknown. Currently, many diagnosed patients forgo treatment because
of contraindications, inability to pay, lack of specialist access, or personal choice
(17-20). Further, the effectiveness ofantiviral therapy in community settings is
lower than in c l in ical  t r ia ls (17.  2 l -23).

In th is paper,  we used a previouslyval idated s imulat ion model  to est imate the
cost-effectiveness of birth-cohort screening for HCV in the United States (6). Our
resul ts can be used to inform ongoing discussions about the sui tabi l i ty  of  a b i r th-
cohort screening strategy as policy recommendation

Methods

Decision Anal$ic Model

We programmed (Microsoft Visual Studio 2008, Redmond, Washington) a Markov
chain Monte Carlo simulation model of the prevalence of hepatitis C antibody
stratified by age, sex, race/ethniciiy, and history of injection-drug use and of the

natural history of chronic hepatitis C. A more thorough description of the disease
components ofthe model is provided elsewhere (5). Briefly, we modeled chronic
HCV infection based on Meta-Analysis of Histologic Data in Viral Hepatitis
(METAVIR) scale units (24). We stratified annual disease progression by age at
infect ion,  sex,  and alcohol  consumpt ion history and determined disease
progression at  model  in i t iat ion by using histor ical  HCV incidence data and
published observations of annual progression in METAVIR units (Table l ) (2, 25).
Patients who progressed to a METAVIR score of 4 were classified as having

cir rhosis and exper ienced subsequent annual  probabi l i ty  of  0.039 for  progressing

to decompensated cirrhosis (DCC) and a probability of 0.025 for developing

hepatocel lu lar  carc inoma (HCC) (3,  26).  Pat ients wi th DCC or HCC exper ienced an
annual probability of transplantation or death (27-29). Data reported in Table i

were obtained f rom mult ip le sources (30-48).
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Model Cohorts

We modeled the U.S. populat ion that  was born f rom I  945 through I  965 and had
at least  I  pr imarycare v is i t  in  2006. Using datafrom the Nat ional  Heal th and
Nutrition Examination Survey (NHANES, for 2001 through 2006), we divided this
population into 40 mutually exclusive groups stratified by age group,
race/ethnicity, history of injection-drug use, and prescription drug coverage (49).
We fuvther stratified these cohorts into those with and those without antibody to
HCV and divided those with antibodies into those with chronic (75%) and those
with cleared (25%) infections (8, 49). We estimated that 28% ofchronically infected
patients were already aware oftheir infection and would not benefit from
addi t ional  screening ( l  3- l  6) .

. BackgroundMortality

We used census life tables to calculate the annual probability of mortality fronl
nonhepatic causes (50). We multiplied this background morrality probability by
1,42 for people age 40 years or older who reported ever inJecting drugs. The
relative risk for death was equal to a weighted average of the relative risk for death
of inactive users (assumed to be 1.00) and the relative risl< among active users: the
relative risk was weighted by the proportion of people who admitted ever injecting
drugs in thg NHANES who did and did not report use within the past I 2 months
(49,  s I  ) .

Screening and Treatnent Scenarios

We simulated 4 scenar ios:  I  )  no screening or  t reatment;  2)  r is l ( -based screening,
in which 18.5% (1% per year over the next 20 years) of individuals unaware of their
chronic infection were screened and offered peglFN+R treatment if identified; 3)
bi r th-cohort  screening in whlch al l  people born f rom I  945 through I  965 and
unaware of their HCV antibody status were offered one-time HCV antibody
screening during their 2006 primary care visit, then offered peglFN+R treatment if
ident i f ied;  and 4)  an ident ical  b i r th-cohort  screening scenar io in which a)  pat ients
with genotype I disease who initiated treatment received direct-acting antiviral
treatment (DAA) in addition to standard therapy and b) patients with genotypes 2
and 3 received peglFN+R. Screening occurred once to identify prevalent cases. We
did not consider repeated screenings because birth-cohort screening is not a
useful strategy to prevent HCV incidence.

Screening, Confaindication, ancl Antiviral Initiation

We assumed rhat 9l% of those offered screening would accept it, that 90% of those
who tested positive would receive those results, and that all patients with
prescription drug insurance coverage (87.60/0) and no patients without prescription
coverage would be considered for treatment (30, 49). We estimated that 23j% of
patients considered for treatment were contraindicated for modifiable reasons
(such as substance abuse or major depression), I 1 .5% were contraindicated for
nonmodi f iable reasons (such as uncontrol led diabetes or  autoimmune disorders) ,
and 8.5% declined treatment (20, 31). After adjustment for rhese barriers, 40.8% of
positive patients offered testing accepted, were identified, and initiated treatment.

Effectiveness of Antiviral T'herapy
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We set SVR rates for standard therapy to the average of that reported in 4 studies
of antiviral therapy administered in primary care seftings, yielding an SVR rate of
0.33 for  genotypes |  /4 and 0.69 for  genotypes 213 (17,22,43,  52).  We ser the
SVR rate for  DAA plus standard therapy to 0.54,  a value equal  to the rat io of  the
average SVR rate of standard therapy (0.33) divided by the SVR of standard therapy
observed in c l in ical  t r ia ls (0.46) mul t ip l ied by the sVR rate observed for  I  2-week
DAA plus peqlFN.+R i .n c l in ical  t r ia l  dara (0.75) (32).

Other 'I'reatlnent

Diagnosed patients with insurancel/yho did not undergo antiviral therapy or
achieve an SVR received clinical management described in the Cleveland Clinic
Monograph (391 or the American Association for the Study of Liver Diseases
guidel ines (40).  Pat ients who achieved an SVR also received care in subsequent
years. Clinical management other than antiviral therapy increased costs but did not
result in any modeled benefit.

Medical Costs

We estimated screening costs from data provided by a federally qualified health
center that conducted routine hepatitis B screening of at-risk patients, replacing
the reimbursement costs for hepatitis B antigen testing with the costs of a
hepatitis C antibody testing (38). We estimated the costs of standard antiviral
therapy as the sum of the average monthly cost of peglFN+R observed in the
Kaiser Heal th System of  ceorgia in 2009 mul t ip l ied by the est imated months of
therapeutic adherence observed in the control group of a published therapy-
discontinuation study (43, 53). To these costs, we added the estirnated monthly
outpatient and laboratory costs of treatment as outlined in the Cleveland Clinic
Monograph(39). We estimated the costs of adding DAA to standard treatment
based on costs and response-based t reatment a lgor i thms obtained through
personal  communicat ion (see the technical  report  avai lable at
www.norc.org /PDFs/Cost-effectivenes s%20of%2 0BC%2OScreening%ZOTechnlcal%
20Report_v7.pdfl. We estimated the costs ofclinical services used to treat parients
in each disease stage by converting the procedures associated with each disease
stage out l ined in medical  guidel ines into their  corresponding procedure codes.  We
assigned reimbursement costs to codes based on the Medicare fee schedule (39-.
42).

Productivity Losses

We est imated hours of  product iv i ty  losses associated wi th the ant iv l ra l  therapy by
mult ip ly ing the number of  hours per week lost  dur ing therapy est imated by I
source by the discont inuat ion of  therapy dist r ibut ion ( in weeks) observed in a
second study (54,  55).  We mulr ip l ied weeks of  producr iv i tv  losses by the median
weekly wages obtained from the U.S. Bureau of Labor Statistics, adjusted by age
and sex (56).  We also est imated product iv i ty  losses f rom end-stage l iver  d isease.

Utility Losses

Persons without hepatitis C experienced a background QALY that decreased as
pat ients aged to account for  the prevalence of  other heal th €ondi t ions (57).  For
people with HCV, we collected utility losses from 5 empirical studies for Z heparitis
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C disease states:  SVR, METAVIR 0 to l ,  METAVIR Z to 3,  compensated c i r rhosis,
DCC, HCC, and post- l iver  r ransplantat ion c i r rhosis (53-62).  We standardized
results for each study by dividing the observed eALy vilue for each HCV srate by
the QALY value for the no HCV state. We multiplied the mean of the standardized
values for each HCV state by the background eALy of the patient with disease. For
pat ients undergoing ;nt iv i ra l  therapy,  we again mul t ip l ied the pat ient ,s eALy value
by 0.0.88 for  pat ients wi th genotype I  and by 0.92 for  pat ients wi th genotype 2
(26).

Sirnulation, Outcomes, md Sensitivity Analysis

We estimated medical outcomes, costs, and eAlys associated with each scenario,
accounting for uncertainty in each of the model's key parameters. We simulated
each scenar io I  000 t imes,  hold ing prevalence constant  and using I  of  t  000 sets
of parameters, wherein each parameter was selected randomly from its
distribution. We report the mean of the simulated values for the overall population
outcomes and the mean and rhe empirical 95%credible interval for per person
costs and QALYs. We used these values to calculate the incremental cost-
effectiveness ratios (ICER) and thelr credible intervals ofthe binh-cohort screening
scenario compared with the baseline rlsk-based scenario. The ICER was calculated
as the incremental difference in medical cost between 2 scenarlos divided by the
incremental difference in QALYS.

We tested the sensitivity of the ICER of birth-cohort screening with standard
treatment compared to risk-based (status quo) screening to univariate differences
in QALY losses, the discount rate, the probability of an SVR for genotype I and
genotypes 2 and 3 of disease, the proportion of virus that is genotype I , the cost
of screening, and the costs of standard treatment We tested the sensitivity of the
ICER of birth-cohort screening with DAA plus standard treatment compared to
standard treatment alone to univariate differences in the costs and effectiveness of
t reatment.

We calculated cost-effectiveness acceptability curves for willingness-to-pay (WTp)
values per QALY gained ranging frcm $0 to $ I 00 0OO by calculating the
probability that each scenario had the greatest net benefit (and thus was the most
.ost-effective) at each WTP value.

Role ofthe Funding Source

This research was funded by the Centers for Disease Control and prevention,s
Division of Viral Hepatitis, which employed 4 authors (BDS, Np, JWW, and CMW)
who participated in conceptualization, review. and revisions,

We estimated that 66.9 miilion Americans born from I94S through 1965 visited a
p r ima ryca rep rov ide ra t l eas t l  t ime in2006 .O f  t hese ,2 .4m i l l i onwe rean t i body ,
posi t ive for  HCV, 1.9 mi l l ion were chronical ly  infected,  and l .Z mi l l ion were
chronically infected and unaware of their status Oable 2). With no screening, we
est imated that  6 ' l8,000 binh-cohort  members would develop DCC or HCC and die
of  hepat i t is .  Under r isk-based screening,  I  4.8 mi l l ion persons received ant ibodv
screening,  I  35 0OO were t reated,  and 53 000 achieved an SVR. Under r isk-based
screening,  592 000 bi r th-cohort  members develooed DCC or HCC and died of
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hepat i t is  C.

Under b i r th-cohort  screening wi th standard t iu" t rn"nt ,  60.4 mi l l ion persons

received antibody testing, I 020 840 new cases were identified, 552 000 patients

were treated, 229 OOO patients achieved an SVR, and the number of deaths from
HCV was reduced to 509 OO0 (a decrease of 82 000 deaths compared with risk-
based screening). Birth-cohort screening increased QAIYs by 349 000, medical
costs by $5.5 bi l l ion,  and product iv i ty  losses by $6.9 bi l l ion.

Birth-cohort screening with DAA plus standard treatment increased screening,
cases ident i f ied,  and indiv iduals t reated by the same amount as did b i r th-cohort
screening with standard treatment, but (compared with risk-based screening)
increased the number of patients achieving an SVR by 3l I 000 and reduced the
number of deaths from HCV to 470 O0O (a reduction of 1 2 I 000 deaths compared
with risk-based screening). Compared with ri5k-based screening, birth-cohort
screening increased QALYs by 532 000, medical costs by $19.0 billion, and
productivity losses due to therapy by $6.7 billion. Productivity losses were not
used to calculate ICER values.

The ICER of birth-cohort screening with standard treatment was $l 5 700 per QALY
saved compared wirh risk-based treatment ffable 3). The ICER of birth-cohort
screening with DAA plus standard treatment was 532 000 per QALY saved
compared with no screening, $35 700 per QALY saved compared with risk-based
screening, and $73 200 per QALY saved compared with birth-cohort screening
with standard treatment. When we considered only the incremental costs of
screening, we estimated a cost of 52874 pe( new case of HCV identified.

The ICER of birth-cohort screening with standard treatment compared with risk-
based screening was most sensitive to the inclusion ofQALY losses from disease
states before liver disease, the discount rate, and the probability of an SVR given
genotype I disease. For this comparison, we estimated an ICER of $31 200 per

QALY saved when we assumed no QALY losses from pre-liver disease states,
$28 400 per QALY saved when we assumed a discount rate of 5%, and $20 I 00 per

QALY saved when we assumed a 0.23 probability of an SVR for those with
genorype I disease who initiated treatment (Figure l).
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When we assumed bir th-cohort  screening in both scenar ios,  the ICER of  addi t ional
DAA treatment compared with standard treatment alone was $39 600 per QALY
saved when we assumed an SVR probability of 0.70; the ICER was 9337 000 per

QALY saved when we assumed an SVR probability of 0.38 (data not shown in
Figure I). The ICER ofadditional DAA treatment compared with standard treatment
alone was $l 9 6O0 when we assumed the costs were half our baseline value and
was $ I I 4 200 when we assumed costs were 50% higher.

We estimated that no screening was the most cost-effective up to a WTP of
$ I 6 OOO per QALY gained, birth-cohort screening with standard treatment was the
most cost-effective b'etween a WTP of $ I 6 000 and $75 000 per QALY, and birth-
cohort scieening with DAA and standard treatment was the most cost-effective at
WTP values above that (Figure 2), When we dropped birth-cohort screening with
standard treatment from our analysis and considered only the other 3 scenarios,
no screening was the most cost-effective scenario up to a WTP of $ I 6 000 per

QALY, risk-based screening was most cost-effective between 51 6 000 and
$36 000 per QALY, and birth-cohort screening with DAA plus standard trearmenr
was most cost-€ffective at WTP values of $36 000 per QALY saved and higher.
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Figure 2.  Cost-ef fect iveness acceptabi l i ty  curve:  probabi l i ty  that  each
screening scenario is the most cost-effective by willingness to pay per
incremental quality-adjusted life-year gained.

QALY = quality-adjusted life-year.

Diseussion

Without new case identification strategies, the adverse consequences of chronic
Hcv infection are forecasted to result in an increasing public health burden over
the next 2 decades, Deaths from HCV are forecasted to double to over I g O0O per
year by 2020 and to more than triple ro 35 000 per year by 203O (5). In this article,
we investigated a new case identjfication strategy of screening those born from
I 945 through I 965 (rhe birth cohort with the highest HCV prevalence) and
estimated its cost-effectiveness using conservative assumptions about the uptake
and effectiveness of treatment. we found that compared with fhe current strategy
of risk-based screening, birth-cohort screening followed by standard treatment
reduced deaths by 82 300 at  a cost  of  $ l  5 700 per eALy gained (95% credib le
interval, $l 1 50O to $30 100). Incorporating new DAA treatments would prevent
approximately I 2l 000 deaths compared with risk-based screening at a cost of
$35 700 per QALY saved (95% credib le interval ,  $28 200 to S47 200).

No universally accepted standard exists to determine what level of cost-
effectiveness is appropriate to justify the implementation of a new strategy.
However,  by using the standards out l ined by the Nat ional  commit tee on prevent ion
Pr ior i t ies,  b i r th-cohort  screening wi th standard t reatment a lone when compared
with r isk-based screening ranks equivalent ly  to colorectal  cancer screening,
hypertension screening,  inf luenza vaccinat ion of  adul ts age S0 years or  o lder,
pneumococcal  vaccinat ion ofadul ts age 65 years or  o lder,  and v is ion screening of
adults age 65 years or older (63). Birth-cohort screening with DAA plus standard
treatment (when compared wi th r isk-based screening) ranks below those
intervent ions but  equivalent ly  to cerv ical  cancer or  cholesterol  screening (63).

lf fully implemented, birth-cohort screening in primary care would identinr
808 580 new cases (85.9% of  a l l  undiagnosed cases in the bi r th cohort ,  compared
with 21.0% under r isk,based screening) at  a screening cost  of  $2824 per new
infect ion ident i f ied.  This cost  is  s imi lar  ro other est imated costs per new diagnosis
of  hepat i t is  B or  C (30,  38).  Bir th-cohort  screening is  more cost ly  than screening
based on in ject ion-drug use or  e levated alanine aminotransferase levels,  but  those
strategies probably nliss many infected patients. The Centers for Disease Control
and Prevention estimates that screening predicated on elevated alanine
aminotransferase levels would identify less than half of the Datients identified via
bir th-cohort  screening (64).  Furthermore,  test ing based on alanine
aminotransferase elevations is already recommended in the Centers for Disease
Control  and Prevent ion's I  998 recommendat ions,  but  many persons chronical ly
infected wi th HCV remain undiagnosed ( l  2) .

I neuos ! -E r recuvenesso rE t r t n -uono r tSc reen tng to rHepa t t t t suAnubody tnu . . .  l u l 16^ -7

Our study has some l imi tat ions.  Fi rst ,  to be conservat ive,  we assumed that  pat ients
without insurance were not offered treatment, although many are currently offered
treatment through compassionate use programs and c l in ical  t r ia l  part ic ipat ion.
Further, when the Affordable Care Act is fully implemented, insurance coverage
wi l f  be extended to 95% of  U.S.  residents.  Excluding uninsured persons f rom
treatment l imi ts our analysis by underest imat ing the aggregate benef i ts  of  the
policy but has little effect on the cost-effectiveness, Of note, if birth-cohort
screening received an A- or B-level recommendation from the U.S. preventive
Services Task Force, payrnent for screening would be mandated by the Affordable
Care Act  for  a l l  insurers (65).

Second, our estimates of the costs and the effectiveness of DAA plus standard
treatment were necessarily speculative because clinical implementation data have
yet to be reported. In our baseline analysis, in which we assumed a conservative
piobability of SVR (54%), our DAA plus standard results were favorable when
compared directly with risk-based screening and acceptable when compared with
birth-cohort screening with standard care. Future research shorlld replicate this
analysis using the real-world effectiveness and implementation costs of the DAAS
telaprevir and boceprevir.

Third,  f ibrosis progression among undiagnosed persons is  unknown. Our model
capped the possible duration of disease before the start of the model at 20 years,
an assumpt ion that  may underest imate disease progression in our populat ion.  The
effect of this assumption is to make our screening intervention appear slightly less
cost-effective than ifwe allowed for a longer possible duration at model initiation.

Fourth,  as a s impl i f icat ion,  we assumed that  a l l  screening (background and
intervent ion) occurred in the f i rs t  modeled.year.  This resul ts in a s l ight ly  less
favorable ICER than would a more realistic structure because it frontloads the cosrs
of  test ing and t reatment to the present t ime.

Fifth, our model does not incorporate elevated mortality risks from non-HCV
causes among people wi th HCV but  wi thout  past  in ject ion-drug use r isks.  Recent
research indicates that excess mortality among these jndividuals for both hepatic
and nonhepatic causes may be substantial, and this limitation probably led to a
more favorable ICER (66).

Sixth,  the NHANES data used for  prevalence included only noninst i tut ional ized and
nonhomeless populations. The institutionalized and homeless have an elevated
HCV prevalence compared with NHANES respondents (67, 68), but they also have
different competing risks for death and adherence to antiviral therapy. The effect
ofthis limitation on cost-effectiveness is unknown, so these analyses do not apply
to institutional or homeless settings. Finally, we excluded the benefits of lifestyle
counseling to slow disease progression, as well any benefits from avertlng
secondary transmission; this approach led to a less favorable ICER.

We predicted that, compared with the status quo, birth-cohort screening would
identify an additional 808 580 cases of HCV infection and prevent 82 000 HCV-
refated deaths, at a cost of $2874 per new case identified and $'l S 700 per eALy
saved assuming standard treatment and $35 700 per QALY saved assuming DAA
with standard therapy. Birth-cohort screening appears to be a reasonable strategy
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to identify asymptomatic cases of HCV.
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十
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ア
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静
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g
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十
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卜
十
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ア
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プ
ミ
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g
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十
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ア
ル
プ
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日
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研 究 報 告 の 概 要

〇
ヒ
ト
免
疫
不
全
ウ
イ
ル
ス
1
型
(
H
I
V
・1
)
に
対
す
る
血
液
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
核
酸
増
幅
検
査
(
N
A
T
)
に
お
け
る
二
つ
の
異
な
る
婿
唱
対
象
の
必
要
性

背
景
:
H
I
V
-
l
 
R
N
A
陽
性
供
血
血
液
5
件
が
、
3
つ
の
異
な
る
C
E
マ
ー
ク
取
得
済
み
N
A
T
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
ア
ッ
セ
イ
で
検
出
さ
れ
な
か
っ
た
。
こ
れ
ら
の
事

象
は
2
件
の
輸
血
関
連
H
I
V
・
1
感
染
に
関
係
し
て
い
た
。
関
連
す
る
N
A
T
ア
ッ
セ
イ
は
モ
ノ
タ
ー
グ
ッ
ト
ア
ッ
セ
イ
で
、
異
な
る
ウ
イ
ル
ス
ゲ
ノ
ム
領
域
(
グ
ル
ー
使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
・

そ
の
他
参
考
事
項
等

ブ
特
異
的
抗
原
ま
た
は
ロ
ン
グ
タ
ー
ミ
ナ
ル
ツ
ビ
ー
ト
リ
ぞ
壻
l
l
■ す
る
b
の
で
加
。
為
暦
性
績
禾
の
保
囚
酬
貧
η`
炉
の
り
τ
レ た
。

研
究
デ
ザ
イ
ン
と
方
法
:
N
A
T
偽
陰
性
の
5
つ
の
血
漿
検
体
を
、
異
な
る
設
計
の
C
E
マ
ー
ク
取
得
済
み
H
I
V
-
l
 
N
A
T
シ
ス
テ
ム
1
2
種
類
に
お
い
て
比
較
調

査
し
た
。
そ
れ
ぞ
れ
の
ア
ッ
セ
イ
で
H
I
■
1
変
異
の
相
対
的
な
増
幅
効
率
を
調
査
し
た
。
偽
陰
性
N
A
T
ア
ッ
セ
イ
の
対
象
領
域
に
お
け
る
配
列
の
変
異
に

よ
つ
て
プ
ラ
イ
マ
ー
と
プ
ロ
ー
ブ
の
比
較
を
行
つ
た
。

結
果
:
偽
陰
性
結
果
の
モ
ノ
タ
ー
ゲ
ッ
ト
N
A
T
と
同
様
の
方
法
で
設
計
さ
れ
た
い
く
つ
か
の
N
A
T
ア
ッ
セ
イ
に
も
、
ウ
イ
ル
ス
変
異
の
検
出
に
お
い
て
欠
陥
が

見
ら
れ
た
。
そ
れ
ぞ
れ
の
例
に
お
い
て
、
増
幅
対
象
領
域
の
配
列
が
変
異
し
、
ア
ッ
セ
イ
に
用
い
る
プ
ラ
イ
マ
ー
及
び
プ
ロ
,
ブ
と
の
不
一
致
を
起
こ
し
た
。

い
く
つ
か
の
デ
ュ
ア
ル
タ
ー
グ
ッ
ト
ア
ッ
セ
イ
は
増
幅
効
果
が
減
少
し
た
が
、
偽
陰
性
結
果
は
示
さ
な
か
つ
た
。

結
論
:
H
I
V
は
新
し
い
ウ
イ
ル
ス
変
異
の
急
速
な
進
化
に
よ
つ
て
特
徴
付
け
ら
れ
る
が
、
新
し
い
配
列
の
進
化
は
予
測
で
き
な
い
。
モ
ノ
タ
ー
ゲ
ッ
ト
領
域
の

N
A
T
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
ア
ジ
セ
イ
は
デ
ュ
ア
ル
タ
ー
グ
ッ
ト
ア
ッ
セ
イ
よ
り
も
配
列
の
変
異
に
対
し
て
よ
り
脆
弱
の
よ
う
に
見
え
る
。
モ
ノ
タ
ー
ゲ
ッ
ト
N
A
T
ア
ッ
セ
イ

に
よ
る
偽
陰
性
結
果
に
基
づ
き
、
ポ
ー
ル
・ エ
ー
リ
ッ
ヒ
研
究
所
は
ド
イ
ツ
の
H
I
V
-
1
供
血
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
に
デ
ュ
ア
ル
タ
ー
ゲ
シ
ト
N
A
T
シ
ス
テ
ム
を
要
請
す

る
こ
と
を
考
慮
し
て
い
る
。
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g
/
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血
液
を
原
料
と
す
る
こ
と
に
由
来
す

る
感
染
症
伝
播
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

C
E
マ
ー
ク
取
得
済
み
の
H
I
V
-
l
 
N
A
T
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
ア
ッ
セ
イ
で
H
I
V
―

1
陽
性
供
血
血
液
が
検
出
出
来
な
か
つ
た
件
に
つ
い
て
調
査
し
た
。
そ
の

結
果
、
デ
ュ
ア
ル
タ
ー
ゲ
ッ
ト
N
A
T
の
必
要
性
が
示
唆
さ
れ
た
と
の
報
告

で
あ
る
。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
,

こ
れ
ま
で
、
本
製
剤
に
よ
る
H
I
V
感
染
の
報
告
は
な
い
。
ま
た
本
製
剤
の

製
造
工
程
に
は
、
平
成
1
1
年
8
月
3
0
日
付
医
薬
発
第
1
0
4
7
号
に
沿
つ
た

ウ
イ
ル
ス
・ プ
ロ
セ
ス
バ
リ
デ
ー
シ
ョ
ン
に
よ
つ
て
検
証
さ
れ
た
2
つ
の
異
な

る
ウ
イ
ル
ス
除
去
・ 不
活
化
工
程
が
含
ま
れ
て
い
る
。
さ
ら
に
最
終
製
品
に

つ
い
て
H
I
V
―
N
A
T
陰
性
で
あ
る
こ
と
を
確
認
し
て
い
る
事
か
ら
本
製
剤
の

安
全
性
は
確
保
さ
れ
て
い
る
と
考
え
る
。

日
本
赤
十
字
社
で
は
、
化
学
発
光
酵
素
免
疫
測
定
法
(
C
L
E
I
A
)
に
よ
る
抗
体

検
査
を
行
い
、
陰
性
の
検
体
に
つ
い
て
2
0
プ
ー
ル
N
A
T
を
実
施
し
て
い
る
。

2
0
0
8
年
よ
り
さ
ら
に
感
度
を
上
げ
H
I
V
-
1
/
2
及
び
H
I
V
グ
ル
ー
プ
O
の
検
出
が
可

能
な
N
A
T
を
実
施
し
て
い
る
。
2
0
プ
ー
ル
N
A
T
導
入
の
2
0
0
4
年
以
降
、
輸
血
に

よ
る
H
Ⅳ
感
染
例
は
発
生
し
て
い
な
い
。
今
後
、
次
世
代
N
A
T
シ
ス
テ
ム
導
入
の

際
に
は
、
本
報
告
の
よ
う
な
ウ
イ
ル
ス
変
異
に
も
対
応
で
き
る
よ
う
検
討
を
進
め

る
。
H
I
V
に
関
す
る
新
た
な
知
見
等
に
つ
い
て
今
後
も
情
報
の
収
集
に
努
め
る
。

な
お
、
ア
ル
ブ
ミ
ン
製
剤
は
7
0
年
も
昔
、
H
I
V
、
H
B
V
、
H
C
V
が
発
見
さ
れ
る
は
そ

か
以
前
か
ら
、
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
も
施
さ
れ
て
い
な
い
血
漿
を
原
料
に
製
造
さ
れ

て
も
、
い
か
な
る
ウ
イ
ル
ス
感
染
を
起
こ
し
た
と
の
報
告
は
な
い
。
極
め
て
安
全
で

特
別
な
対
応
を
必
要
と
し
な
い
。

Me
dD
RA
/」
Ve
r1
4 
1J



」RC2012T・ 004

DONOR INFEOT10US DISEASE TESTIN0

Blood screening nucleic acid amplification tests for human
immunodeficiency virus Type f may require two different

arnplification targets

Michael chudy, Marijke weber-schehl, Lutz Pichl, chrktine Jork, Julia Kress, Margarethe Heiden,
Markus B. Funk, and C. Micha Niibling

AACKGROUND: Five cases ol human immunodeli.
ciency virus Type 1 (HlV-l) RNA-positive blood dona-
tiohs are described that escaped delection by three
differeni CE-marked nucleic acid amptifi€tion technique
(NAT) screening assays..These events were associated
with two HIV-1 lransmissions to reciDienls of btood
components. The implicated NAT assays are monotar-
get assays and amplily in ditterent vinl genome redions
(group-specific antigen or long terminal repeat). Investi-
gatlons inlo the cause ot the false-negative test resulls
were initiated.
STUDY DESIcN AND METHODS: Pl6ma sp@imens
of the five NAT false-negative cases were compara-
iively investigated in 12 CE-marked HIV-I NAT systems
of differing design. The relative Amplification efficiency
tor the HIV-1 variant was detemined for each assay.
Sequencing of the variants in the reqion targeted by
each false-negative NAT assay allowed comparison
with the respective primers and probes.
RESULTS: Some of the NAT assays designed in a
similat way to talse-negative monolarget NATS also
revealed deficiencies in detecting the viral variants. In
each case sequencing of tho assay larget region in the
varlants demonstrated mismatches wiih primers and
probes used by the assays. Some dual-larget assays
showed decreased amplification etficiency, but not
false-negative results.
CONCLUSION: HIV is characterized by its Epid evolu.
tion ol new viral variants. The evolution ot new
sequences is unprediclable; NAT screening assays with
a single targel region appear to be more vulnerable to
sequence variatlons than ciual-iargei assays. Based on
this experience with ialse-negative tests results by
monolarget NAT assays, the Paul-Ehrlich-lnstitut is con-
sidering requesting dual-target NAT a$ays for HlV.l
blood donation screening in Germany.

he most reent report of the Joint United
Nations Progrm on HW/AIDS (UNAIDS) md
the World Health Organization (WHO) calcu-
lated that there were 33.4 million hman ilmu-

nodeficiency virus 0llv)-infected pople worldwide by
the end of 2008, with 2.7 million new infections alone in
2008.t These data reflect a continuing incretre in the
number of people living with HM Dspite improved
access to mtiretroviral thempy in low- md middle-
income coutds, it is estimated that 2 million AIDS-
related deaths occurred worldwide in 2008. Compiled to
the global HIV situation, Germily is mong those coun-
tiles with low prevalence and incidence rates in the
general population m well as in blood donors. Il
Germany, between 2000 and 2007 the prevalence of
HIV-I infection in first-time donors m less than
l0 HIV-l-infected donors per 100,000 applicmt donors.2
The HIV-I infection nte (incidence) is also very low
with less than 1 new infection per 100,000 rcpeat dono$
during the same period. Nevertheless, immense efforts
have been made to prevent transfusion-associated
HIV trmsmissions, including the use of higbly devel-
oped technologies for blood screening. When nucleic

ABBREVIATIONS: gag= group-specific antigen; ID(s) =

indlvidual donation(s); M = in vitrc diagnostic medical device;
LTR = long teminal repeat; NAI = nucleic acid ampliAcation

technique; PEI = Paul-Ehilich-Institu$ po, = pollmense.

From the Paul-Ehrlich-Irotihrt, Langen, cerman)t Blutspend-

edienst des Bayerischen Roten Kreuzes, Wiesentheid, Germmy;
DRK-BlutspendedienstWest, Hage!, cermoy; dd DRK

Blutspendedienst NSIOB, Spdnge, Germauy.

Address reprint requqer toi C. Micha Niibling, Paul-Ehrlich-

Institut, Paul-Ehrlich-Stlasse 5I-59, 63225 Lmgen; e-mail:
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CHUDV ET AL.

acid mplification techniques (NAT) became available,
Gernimy was one of the first countdes in the world to
implement this technologyas a mmdatory tool for blood
screening in addition to serologic assays. NAT screening
ws introduced for hepatitis C virus (HCV) in 1999 fol-
lowed by HIV-I in 2004.3. During the inuoduction ofNAI,
commercial assays designed for blood screening were
scme, and therefore flexible approaches were necessay
Compromises were nade with regard to both test perfor-
mmce (e.9., sanple pooling) and acceptmce of difrerent
validated assay types for blood screenin& including
CE-milked diagnostic assays of high sensitivity or
in.howeteveloped screening resays.5 More recentl, a
variety of different HW-l NATS have become arrailable on
the common muket in Europe following the CE marking
process defined by the "invito diagnostic medical device
[VD) Directive."s In cemmy, a minimal lndividual-
donation (ID) sensitivity of 10,000 intemational mits (Itt)
HIV-1 RNA/mL (breed on theWHO intemational standild
for HW.l RNA) w6 defined for HIV-I NAf used for blood
screening.aT After seveml yeas of NAT in Gemany the
NAT yield (donations ftom the diagnostic window phase:
NAT positive, mti-HIV negative) wc detemined.r From
2OO4 to 2010, a total of 23 HIV-I NAT yield cases were
fomd in more thm 3l million NAT-screened donadons,
while two HW- I trmsmissions despite NAI were obsened
for this period. The first HIV-I umsmission was associ-
ated with a false-negative test result in the routine NAI
assay. The 6say tngeted a region of the HIV-I group-
specific mtigen (gag gena and wa shown to underesti-
mate the viral load of the HW-l wiant in this case,! Fou
additional cases (Cases 2-5) ofnondetection ofHIV-I RNA
by CE-muked 6says were reported more recently to
the Paul-Ehrlich-Institut (PEI), one ofwhich resulted in
another virus transmission to a recipient of a blood com-
ponent. In this study we compile the detection encien-
cies of difrerent HW-I NAI assays for each of these cases
md analyze the uderlying HW-I sequences tageted by
the assays. The suitability of monotarget NAIs for the
screening of suains of HMs discussed. In ou opinion,
these cases demonstEte the need for at least two ditrercnt
amplification tilgets in "state-of-the-art" NAT blood
screening systems for HIV-I Group M.

MATERIALS AND METHODS

Plasma speeimens

Smples of the cases, testing falsely negative in
CE-marked NAT 6says, were provided to the PEI by the
respective blood collection centers. The cases were num-
bered chronologically from 1 to 5, s reported to the pEL

The viral loads were determined using qumtitative HIV- l
NATS. Based on the mean value obtained by different
proficient qumtitative ffsays, replicate plasma samples,
either neat or serially diluted (in pooled negative human

432 TRANSFUSION Votume 52, February 2012

plasma) were subsequently used for compilative
testing of a viliety oi diFerent HIV- I NATS. Furthermore,
sequence malysis of NAT tilget regions in the vira.l
genome lffi performed. An ovetriew ofthe cases includ-
ing the specimens ma.lyzed is provided in Table 1.

HIV-I NAT assays used in comparative study

Smples of the five false-negative cases were analyzed in
12 CE-mdked NAI assays for HIV-I RNA detection (six
qua.litative, six qumtitative assays). The qualitative ssays
re CE-marked intended for use in blood screening, while
the qumtitative assays have been designed for diagnostic
use, for mple, patient monitoring. After validation,
some of the highly sensitive qumtitative assays.are also
used in blood screening in Germany. All assays wcre per-
formed strictly following the instructions for use.

Comparative testing of the five plasma samples was
performed by serial dilution of each of the HIV-I RNA-
posjtive specimens, md test results were assessed in
compuison to the sensitivity claimed by the muufac-
tuer All investigations were performed in puallel
with serial dilutions of the well-chamcterized PEI HIV-I
RNA reference preparation (3441104, Subtype B, 80,000
IU/mL) which h* been calibrated against the WHO
international standard.? Assay perfommce chancteris-
tics described in the package inserts had to be recon-
firmed using this reference materia-I. Detection emciency
of individual msays for Cses I through 5 materials ms
determined by msessment of the obtained test results
(expressed s ru/ml, Ct values, sample-to-cutoffvalus,
or relative light units) in comparison to the results
obtained with the PEI HIV-I RNA reference prepilation.
Repeat experiments were performed to account for
technology-intrinsic viliation of results. Assay results for
Cases I tfuough 5 arc expressed using symbols in Table 2
relative to the reported HIV-I concentrations (quiltita-
tive mays) or to the detection eficienry of qualitative
assays, when compaed both to the 9570 limit of detec-
tion claimed in the instructions for use, and to the per-
formilice with the PEI rcference material. In Table z we
used the following assessment scheme to report NAI
assay efficiency: no detection, highly reduced detection
(by a factor of >10), moderately reduced detection (by a
factor of <10), and consistent detection.

Twelve CE-marked HIV-I NAT assays were included
as follos.

1. O{P CTM vI: COBAS AmpliPrep/COBAS TaqMan
Hw-l Test (quantitative; Roche Molecular Systems,
Pleasanton, CA).

2. HPS CTM vl: HPS vira.l nucleic acid kir/COBAS
TaqMan HIV-I Test (quantitative; Roche Molecular
Systems).

3. CAS vl.5: COBAS AmpliScreen HIV- I Test, Version 1.5
(qualitative; Roche Molecular Systems).
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BLOOD SCREEN:NG H:V‐ l NATs

Uve test results with several other HIV- I
NATS. The screening results ofthe previ-
ous donation from July 2007 had been
negative, md the RBCS were tmsfused.
The backup smple from Jdy 2007 was
tested HIV-I RNA negative by HIV-I
NATS (Abbott nI Utrjo Plu), which
picked up the HIV-I vtrimt of the
October donation. The recipient of
the RBCS had died in the memtine,
without causal relationship to the $ms-
fusion or m infection. Both sequence
analysis of the gag region md cornpaa-
tive testing in different NAT Nays con-
fimed the HIV-I variant of Cse 2 m
malogous to the Case I HIV-I wrimt.

CHUDYヽ T AL

Comparative tests
Comparative testing with the August 2009 plasma con-
fumed complete failure of the monotilget LTR assay CTS
MPX, even with the neat plasma. Furthermore, there m
an underqumtitation of the viral load obserued with the
dual-taget CAP CTM v2 (LIR, gad when compued to the
umodified, original gdgmonotarget trsay HPS CTM vl,
or other qumtitative assays. This may be explained by
reduced detection efficienry in the dual-tilget assay with
the failure of one of the taryet regiom (the LltR amplifica-
tion systems may be related in both msays from the
mmufactuer, CAP CTM v2 md cobs Taqscreen MPX
Test).

Sequence analysis
Sequence aligmentof the UfRregion of the C6e3 HW-l
varimt with primer md probes of the cobas Taqscreen
MPX test showed good homology with one primer md the
pmbe; horewr, it ms higlily divergent compued to the
second Group M pdmer used in the test system. By con-
trst, comparison of the UfR ftom Cse 3 with the oligo-
nucleotids used in theVSPK vl. I or artus assavs rsidted
in good matches-

case 4

An anti-Hlv-positive test result far]ti-Hlv-l enzyme-
linked immunosorbent ssay IELISAI and Western
blot positive) wd obtained in a male repeat donor in
October 2010. The screening NAT test VSPK vl.l per-
formed in pools of 96 wN negative for this donation. By
contrast, further malysis of the backup sample revealed
a positive result with mother NAI ssay of different
design indicating a false-negative test result by the NAT
screenint system used at this blood collection site. The
tlvo previous whole blood donations ftom Jme 2010 md
Milch 2010 gave negative test raults in the same routine
serologic md NAT resays used in October 2010. Retesting
witl.. another sensitive NAT of different design (Abbott
RT; shown to be positive with the inds donation) did not
detect HIV-I RNA in the backup samples from Jme 2010

. and March 2010. The most likely explmation for these
findings is a seroconversion between June and October.

Comparative testing
Comparative testing with the backup smple of the index
donation from October 20f0 (200,000 IU/mL) was per-
fo6ed using serial dilutions of the materia.l. The failure of
the monotarget lfR assayVSPKvI.l assaym confimed
while the monotilget IfR assay CTS MPX provlded posi-
tive results. The sample was underquantified by a factor of
more thm 50 by the artus monotilget IIR ssay. Although
the dual-tilget (LTR, polymerme [po4) qualitative Ultrio
Plm may detected the smple, a reduced efficienry (by a

435 TRANSFUSION Volume 52, February 2012

factor of 6) was observed with this assay compaed to the
relative detection efficiency of serially diluted PEI refer-
ence materials.

Sequence analysis
The sequence malysis of the LIR region revealed mis-
matches with one of the primers used in the VSPK vl.l
assay, appaently resulting in the complete failure of the
assayto mplifythis HIV-I variant. Other assays based on
ITR sequences are also affected by the sequence varia-
tions obseroed in this variant. The iltus assay a.lso shows
mismatches with one of its primers, although these are
situated toward the 5' end of the primer. This presumably
*plains the sewre Rte of underquantitation of the
sample while still showing low residual mplification effi-
ciency. The mplification of this varimt by the iltus assay
might also be hmpered by fiuther mismatches in the
binding region for the second primer.

Relative uderestimation was obsened for ttre Ultrio
Plus assay (Table 2). The msay uses both the LIR md the
pol ffi targets and might be affected by mismatches in
the LTR. Although there are mismatches of this HIV-I.
variant with one of the Ultio LTR primers (J. finnen,
Gen-Probg personal commrmication, 20ll), additional
studies (e.g., sequencing of the po, region of the HIV-I
wiant) ile needed to explain the lower emciency of the
assay. The qIS MPX assay amplifies this variant consis:
tently, a finding substmtiated by high homology between
the vira.l wiant and the primer-probe system of this
assay with only a few mismatches at noncritical
positions.

Case 5

The most recent case of a false-negative NAI result is a
first-time blood donor (male, 18 yeils) who wd tested
anti-Hlv-l/2 positive by ELISA md confirinatoryWestern
blot in Odober 2010. NAI was negative, both in pools of 96
md in ID testing, using the VSPK vl.l 6say. To turther
investigate the possibility of an elite controller (i.e., an
untreated Hfv-infected indMduat without meAurable
viremia), the specimens wete tested using another sensi-
tive NAI assay of different design md shom to be reac-
tive. The plasma ftom this whole blood donation was
investigated using the panel of NAT assays. The overall
reactivity pattern with the different msays for.Case 5 is
very similil to that obtainedwith Case 4. Sequence maly-
sis revealed nucleotide changes very simild to those of
Case 4, leading to the same explanation of differemial
reactivity in the different assays. However, there ile few
differences between these two related vtriants, with
changes at three positions in the 243-bp region analyzed
for the different primer-probe target sites of the different
assays (Fig. l).
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version of the msay (CAP CTM v2) by incorporating a
secondtagetregion, thatis, the LIR, in addition to thegag
region already mplified in the msay.rol A.lrhough detec-
tion md quiltification of Case I smples was clearly
improved with the new vetsion of the 6say, its efficiency
was still lower thu that of other qumtitative assays md is
most probably due to the continued failure of the gag
amplification by the improved msay.

Several qualitative or qumtitative msays, when inves-
tigatedwith seria.l dilutions of theviremic plmma, showed
no evidence of underestimation of this HW vtrimt,
including the CAS v1.5 and CAM vI.5 assays as related
monotarget gag amplification systems, when compared
with the CAP CTM vl assay.

Sequence analysis
Sequence ana.lysis of the gag region of the HWvariant md
alignment with primer and probe sequences used in the
CAP CTM vI assayhas alreadybeen published.e It revealed
three mismatches (one with the probe md two with the
antisense primer). Subsequently, the mismatch at Position
-3 at the 3' end of the antisense primer was shom to be
resDonsible for the underquantitation of both this and a
series of related HW-l viliants (e.g., Case 2) by the impli-
cated Roche CTM vI assays (CAP CTM vl,'HPS CTM vt).

Case 2

In October 2007 a repeat donor was tested positive for
antiHlv-l/2 but was negative by NAT screening (CAp
CTM vl, pool of96). Further investigations revealed posi-

Fig. l. Alignment ofHw-l tTR sequences. Alignment of piltial S,IIR sequ€ncs
(nucleotides 483-725) dedved from mptiffed genomes ofthe,,pEt lttv-l RNA refer-
ence prepdatlon" (#344U04; subtype B), smples from non-detectlon Cases g-S and CaSe 3
theHIV-Iprototypem(82(acesslonnumberKoS4SS).DshesrepreenthonioloSy, . In tuly Z0l0 il HW-l seroconveBion
DlEerences ae shom by the appropriate bse letter or polnts (deletiotr).The atign- was obsewed in a repeat blood donor
mentrevededagapof l5nuclmtlds(693-707)forthe3,petoftheCNe3 whose Hlv_l_posit ive status becme
sequence (see characters ln ita.lic). obvious by a reactive test result in the

HIV iltigen md antibody combination
assay confuned in Western blot analysis (index dona-
tion). Futhermore, a reactive test result was obtained in
the minipool (pool size of96) with the multipld pCR test
system VSPK v1.1, which had been introduced s the
roufne NAI screening system at the blood collecdon site
in May 2010. A donor-initiated lookback wN initiated.

The previous donations by the donor were rnade in
AuSust md May 2009. These donations tested negative
both inthe serologic screening assay and inthe prwiously
used multiplex NAT system, the CTS MPX test. At the time
this multiplex assay for HIg HCg ild hepatitisB virus
(HBV) had been used for minipools of96.

Howeve! reinvestigation of the backup smples from
August 2009 resulted in a positive test result in the VSPK
vl.l assay both in ID-NAT md in a simulated minipool
NAI of 96 donaQons. With the CTS MPX msay, however,
the respective results were rcpeatedly negative for both
kinds of sample. The HIV-I RNA concentration was
20,000IU/mL.

Backup samples of the previow donation from
May 2009 tested negative in a.ll HIV-I screening assays.
The data suggest HW-l infection of the donor duing
summer 2009, with the donor still being in the serologic
window phse at the time of his donation in August
2009. The RBCS of the August 2009 donation were trms-
fused in an 8l-yeu-old male patient resulting in infec-
tion with HIV-I, whieh was confumed by serology
md NAT. The August 2009 donor plasma was still held
in quamtine and amilable for further invesdgation;
fortunately, the corresponding platelets had not been
transfused.
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The five HV-l-positive blood donors described in this
study, a.lthough positive by sedogic screening (mti-HIV-

l/2 EUSA), all showed false-negative NAI results in the
reipective sqeening ssays (Thble l). The cmes concern
four recently seroconverted repeat donoB (Cses I -4) and
one first-time donor with unknom infection history
(Case 5]. The cases occured at different blood collection
site$ in Germant and three different NAT system from
two manufacturefs gave rise to false-negative test results.
Two diagnostic window-phce donations, missed by the
rcutine sueenin8 NA! assay, led to HIV-I transmission to
the RBC recipients.

For Case I the sequence analysis of the NAI target
regio\ (Eag) has already been published.e Only a small
number of entdes in the publ.ic databses matched this
specific sequence. Case 2 is of very similar gag sequence
pattem and appeared at anotherblood donation center in
Germany. Both sequence pattern md reactivity in differ-
ent assays were highly similar between these cases con-
firming the ugent need for improvement of the CAP CTM
vI resay md withdrawal of the previous version from
blood screening.

For Cases 3, 4, md 5, we malyzed the viral sequence
of the s'-LTRrcgion tilgeted bythe differentNAI assays by
compilison to the PEI HIV-f RNA reference material md
to the reference sequence !D(82 (Fig. 1). The three cases
revealed unique sequence pattens not present in public
HIV sequence databases.

The IJIR region of the Case 3 HW-l viliant differs at
13.670 of positions (33/243) compned to HXBz, with the
lowest level of homology in the 3' part of this tjlR ftag-
ment. The lowhomologyis mainly caused by a deletion of
l5 nucleotides (Fig.1, Case 3 sequence in italics). Thls
deletion was not present in my publib HIV sequence
database. The deletion has no obvious inhibitory effect
on the replication of HIV-I as shom by the (ransmission

event. Furttrer investigatiom on this transmission event
included HIV-I sequence analysis in the index donation
(Jtdy 2010) md in the RBC recipient (August 2010, I year

after tansfusion). Briefly, crimparison of different regions
of the HIV-I genome (s'-LfR, pol) derived from donor
(August 2009, tuly 20f0) md recipient (August 2010)
showed greater than 99.5% nucleotide identit]l clustering
with Subtype B sequences (data not shown). These results
confirin the HfV trmsmission via RBCs hom the HIV-
infected blood donor and demonstrate sequence stabi.lity
lor this HIV vuimt in both donor and recipient for more
thm I year.

The HIV-I viliants of Cbses 4 and 5 were missed by
the same routine NAI system and furthermore exhibit
similar reactivity in the different NAT assays studied for
detection of this wianL These two vilimts exhibit a very

similar (although not identical) pattern and rate ofnucle-

BL000 SCREENING HiV‐ l NATS

otide exchanBes in the '-UfR target region (243 bp) of
the NAI assays malyzed, when bompiled to reference
sequence fD(B2 (differences at 13 [5.3%] or 15 [6.2%l posi-
tions) in Case 4 md Cme $, respectively. These variants
show common patterns, with neighboring nucleotide
exchmges. S*era.l rosays target one of tle afected
regions potentially e:rplaining why ditrerent ilsays of
related design show reduced emciency for these two HIV- I
variants.u

Cases 4 and 5 appeued in different blood collection
centers in different regions of Germany. The particulil

$imila-rity ln the tfR region is not reflected by nucleotide
sequences in en? {y3, V4). Thls regibn is of much lorer
homology between the two Hry-l vdiants (data. not
shom). Thercfore, there is curently no indication for a
comon infection source of the two donors.

Even if certain mismatches with primers or probe
were pmgnosticated for yiral vilimts, the extent of
mderquantitation or nondetection to be expected is
often not predictable. While genetic chmge is inevitable,
md may affect primer md probe regions, the extent to
which viral loads ue uderestimated or virses are
simply not detected is often unpredictable. Although
general rules have been established for the design of-
primes and probes to tolerate mismatches, experimen-
tal studies should be perforned to measure the effect of
individual mismatches and mismatch combinations on
assay performance, mcgy matching specified msay
conditions. Besides the number and position of mis-
matches, several factorc have been. shom to contribute
to the efect, including mismatch aird primer type, neigh-
boring sequences, and design of the amplification
reaction.l3'l'

Monotaiget versus dual-larget screening NATS

There are now several actual examples of HIV-I viliants
escaping detection by monotaget NAIS tageting differ-
ent regions of the HW-l genome. A recent study from ltaly
dessibes falsernegative or underquantifi€d results with
the COBAS AmpliScreen HIV-I Test, Verion 1.5 md
COBAS Amplicor HIV-I Monitor Test, Version 1.5, which
ile monotarget 6says.rs These assays use gag primers md
probes differcnt from those of the CAP CIM vl and are
affected by d.ifrerent HIV-I gagvariants compared to Cases
I md 2 described above.e.rs Furthermole, the Italian case
also does not seem to affect the gag portion il the duai-
tilget CAP CTM v2 assay as the published qumtitative

data suggest. Therefore, the recent [ta]ian case appears to
be due to different g4g sequence variation a.frecting differ-
ent g4gmonotilget assays when compared to Cses I md
2 of ou study..Another recent publication from Germany
described new genetic polymorphisms in the tIR region
affecting a real-dme PCR blood-screening test developed
in house.16 T\ryo unrelated HW-l-Dositive blood donations

CHUDV ET AL.

were missed by NAT, whereas parallel serologic testing was
positive for both donations. The obserued LfR sequence
polymoryhisms are different from those descdbed in our
study. The implicated in-house assay wa subsequently
improved to pick up the fln pobmorphisms. The
CE-markedVSPK vl.l assay was also modified to detect
the viral %rimts ftom Cases 4 and 5 and was replaced by
the new CE-marked assay VSPK v1.2. Modification of
monotarget 6says may provide m interim solution to
deal with such deficiencies. Hwever, from a conceptual
point of view the inclusion of a second target regiori
clealy appeas to be the prefenble approach long term.

The false-negative results rere always obtained with
screening NAT8 comprising a single mplification systein
designed for Hw-l Grcup M sequences. The dsk of a
false-negative.test results appears to be proportionally
lower with more thm one amplifcation target region in a
screening NAT 6say especially for deteetion of a highly
variable virus like HIV-I. We rccognirc that tlrcre are
monotarget assays without reported mismatch-based
failue in blood screening horerer, mlution of HIV-I
sequence variants appem unpredictable and may there-
fore affect any NAT assay. I?re ftequency of use in blood
screening impacts the pmbability for the obsenation of
adverse events for NAf assays. The risk of a false-
negative screening test result may be directly translated
into the risk of HW-l tmnsmission by uansfusion if tbe
donor is in the diagnostic window phase at the time of
donation. We show indirect evidence that reactivity of
dual-target assays may be compromised in the case of
failwe of one of the iargets; nse(heless, a signiflcmtly
lower risk is expected for dual-taget assays with the a
second amplification system being able to widely com-
pensate for the complete failure of the other component
when affected by an emerging HW-l wriant. There is
cMently no evidence of a dual:target assay missing one
of the cmes described in this sfirdy or in related repDrts.
A recent publication describes a trmsfusion-associated
trasmission despite dual-ttrget HIV-I NAf.t7 However,
the authors interpret this incident as being due to the
low HIV-I RNA concentation during the eclipse period
of ealy HIV-I infection. Nondetection of low-level
vircmia may still occu with any sensitive NAT system.
This constitutes the nonpreventable residual dsk in the
era of NAL

The detectidn failures, due to mismatches in mono-
tilget HIV-I NAI msa-vs occurred durihg routine blood
screeningin two Euopem countries with low HfV-l mtes
in thet blood donor populations. We therefore conclude
from our study md from related cases published recently
that dual (or more)-target HIV-I Group M NAI assays
shonld be considered for use in blood screening. We
would define a dual-target assay for HW-l Group M
screening NATS c a system where two differcnt mplicons
de genented with difrerent primer sets, with the ampli-
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cons being detected by difierent probes. It might be of
secondary importance if the different targets are located
within one viral genomic region (e.9., the LTR) or in sepa-
rate reglons.

Crit ical assessment ot blood screening
laboratory data

In ou view both blood donation testing laboratories and
NAT kit manufactuers should become aware of md regu-
larly examine those test results that ile not effily inter-
pretable. Such resu.lts should include negative NAI tests
for HIV-I, HCV or HBV with simultaneous confirmed
positive anti-Hlv-t, anti-HCV or hepatitis B suface
antigen results, respectively. This constellation of diagnos-
tic markers can occur, with higher probabilities for HBV
(29%) md HCV (26%) compred to HJV-I (ll%), as
rccently published for US blood donors.ro The review
should include NAT ssays of different desigr, to be in a
position to identi4t false-negative results in the screening
NAT. The PEI would be able to provide support by per-
forming more extended malysis of discrepmt t6t results,
with the inclusion of a wiety of assays (serologic, NAT).
However, the availability of suf,0cient specimen volumes
of importmt cases is often an issue. Lx our dperience,
specimens of great scientific value, identified by screening
of blood donations, have often already been destroyed,
after strictly following respective standild openting pro-
cedures, thus preventing follow-up investigations.

viral sequences used for assay design

The treatment management of HIV patients is often
based on sequence information of the pol (i.e., domains
of protease md reverse trmscriptage) and enu regions.
The use of these sequences for NAI assay design is
limited. There is an urgent need to shne newly identified
virus sequences, pilticularly in the genomic regions tar-
geted by blood screening NAT assays, for example, by
making these sequences available in public databases.
IVD manufacturers may gain knowledge about emerging
viral sequences with respect to their own assays by inves-
tigating customer complaints. In ou experience, indi-
vidual MD manufacturers ile sometimes well aware of
circulating varimts potentially causing problems in their
assays. MmufactureF may feel ucomfortable making
this sequence information ofviral variants publicly avail-
able. Despite commercial competition, it might be of
mutual benefit to share new sequence data, especially for
those mmufacturers using simild viral genome regions
s mplification targets. An IvD-specific sequence data-
base dt an independent institution may be helpful both
for the design of new assays and for the suryeillance of
existing assays,
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０ ０ ２ 「 Ｆ ０̈ 「 ０ 「 い ２ ■ ｍ コ ｍ ∽ ↓

Ｈ 口 ０ ０ Ｃ 一 す Ｏ Ｈ ∽ ， ， ８ ● Ｏ ｏ ｏ ● っ お ＾ ｏ 喘 オ 一̈ ｏ 【 ｏ ● ” 【 ε Ｏ ‘ 翼 “ ＾ ０ こ 〓 ″ Ｈ ５ ● 口 ，

∽ ｏ ■ ● 一 ∽ 暉 σ 目 Ｌ ， ｏ ● 一 ｏ 】 ” ● Ｚ ∽ ” Ｃ ∽ 】 Ｏ Ｚ

コ ロ 「 ｍ ” 口 ２ ０ ｍ ∽

ｒ 　 】 ｏ ョ ” こ ユ ６ ０ Ｚ 営 ざ り 一 ” 【 ｏ ” 自 口 ｏ 口 ， 一 Ｕ ∽ 〔 ” ξ 口 Ｕ ● ″ ｏ も ｏ ■

ｏ り ， ｏ 鳴 ｏ げ 』 ≧ ｕ ∽ ８ ● ｏ 日 ， ｏ ， ３ 一 ｑ ” 絆 営 〓 Ｒ ， ｏ

鳴 〓 二 〓 マ ｇ ８̈ 日 ， ８ ８ ● ８́ ９ ＞ 編 ８ ８ 一 を 出 ３ ●

， ｏ 日 ¨ ０ 四 Ｉ Ｆ ６ ¨ヽ ｔ ， Ｓ ｃ ● ２ ， ６ 晨 む ‘ て ０ 中 ｏ げ 臓 ″ ｏ 日 ヽ

Ｎ ８ ミ ３̈ 繹 ● ヽ ８ Ｐ Ｌ ３ 芦 卜 一 ｏ Ｌ も ， Ｓ ｂ ド ｏ ● 一 Ｒ

Ｎ 　 Ｏ 日 調̈ ｇ Ｏ ″ ” 〓 口 ´ ０ 庶 旨 ｏ Ｐ ｒ 〓 ， ８ ● 只 す Ｏ Ｆ お Ｆ ｄ ● ‘

∽ ｏ 一 ¨ヽ 會 口 ざ ざ 鳴 ｏ ｏ ， ● ０ ， ８ ● く ０ ● ” 【 ｒ ａ ヽ ９ Ｈ 〓 目 ■ ● Ｕ Ｏ ■ ，

∽ ｏ 口 】 ｐ ● Ｏ Ｎ ０ ０ Ｎ ” ‘ ● 一 ｏ ∽ ” ０ ∽ Ｃ ● ０ ， ０ ●̈ σ ● １ ０ ｏ ∽ 暉 ● ０ 口 ｏ 〓 ２ σ 減 る ● １

Ｏ ｏ ∽ ‘ ● ０ 口 ｏ ●̈ ∽ ｏ ｒ 暉 一 Ｎ Ｎ ｏ Ｐ Ｏ ■ ｝ ´ 】 ∞ ∞ ， ｏ ，

り Ｏ κ 一 ５ 日 日 ， ３ 日 “ ３ Ｒ ３ ｏ ● 晨 ３ ● オ ８ ● ８ ∽ ご お り ， ， り お 学

ｈ ■ お ● ∽ 圏 『 ぎ 【 日 ヨ ８ 日 ● ” 。 ８ 〓 Ｌ び ∽ ６ ● 〓 ｏ 一 ， Ｌ ″ り ・‐

目 ｏ ● ” ´ ¨^ Ｆ Ｏ ， Ｃ ● ０ 国 フ エ ， お 容 ざ ● ｏ 口 ● ε ” 目 ‘ ロ ロ ” ｏ 【 ● ♂ δ ロ

響 ， Ｆ Ｓ ■ ８ ５ ・ Ｎ ８ 〓 一^ ９ （ ご ‘ Ｎ ｚ 【 ８ ６ 日 Ｒ Ｒ 銘 Ｌ

ヽ 卜 ● ヽ ） く ｏ 日 ゝ Ｆ 軍 ‘ Ｒ る ０ ” い 」 ● ０ ９ ， 日 ｏ 置 ９ ８ ０ ∞ 一̈ Ｐ

ζ ｑ ヨ 〓 ヽ ｑ 日 “ ● ３ 凛 ∽ δ̈ ● く ｏ ロ エ リ ■ テ ム ， お 容 ３ 口 ０ ● ０ 日 ユ 】

Ｎ Ｏ Ｆ ■ キ ｏ ” 一 ● ● 一 ｏ 口 “ 容 ０ ● ● ● ” ０ ぃ ｏ 】 ０ 口 ｏ ● コ ユ 一 ｏ ， 一 〓 リ ヨ ，

ヽ 日 ９ 注 ● ‘ ● ” 口 ｏ ■ Ｐ ， ● 口 ” ” ‘ 「 エ リ ｌ ｒ ″ Ｚ ＞ 目 Ｆ ｚ ● ● ２ ● ∽ ” ‘ 【 ，

＞ ョ ● 中 ５ ″ ２ ざ 口 ， Ｒ け ユ κ じ り 員 ユ ｏ ∽ ｐ ● Ｎ ● ” Ｒ ヽ ０ ０ Ｐ ´ ０ ９ ω ∞ ω ？

９
Ｚ し 一 ， ” ｏ ‘ ス テ 暉 ０ く ζ ・ ５ 〓 δ こ ・ く 単 ０ ， ● ｏ ● Ｒ 〓 ９ ｒ Ｚ ■

３ ８ ６ ８ 〓 ё 〓 層 ０ ■ ， マ 角 ８ 」 ０ ２ ８ ♂ ３ ざ ８

ｏ ９ ０ ０ ● 一 ● ” す ０ ２ 日 Ｒ “̈ ” δ δ 呵 Ｏ Ｌ ∽ い ０ ０ ０ ヽ Ｎ Ｎ Ｏ イ ト

Ｕ Ｆ ３ ， お ０ ∞ ヽ Ｒ ” Ｏ Ｒ ， ｏ ” Ｆ ｏ 「 ８ 日 ” Ｒ Ｆ 日 る ● ■ 日 Ｏ Ｒ ， ｏ

Ｏ ｏ ● ● ｏ Ｌ ｏ 喘 Ｎ Ｎ Ｏ ， ｏ げ Ｒ 】 ０ り つ ｏ ● ヨ ‘ 嗜 Ｏ ε 溜 Ｂ ｏ ● ● ｏ 日 ０ ３ ｏ じ

ヽ ｏ ■ ｏ ８ ０ 日 ● μ ピ 日 口 巴 Ｒ ， ｏ り 路 ｏ 「 Ｒ 日 Ｏ ｏ ， 日 “ ● 〓 ，

一 〇 Ｏ Ｐ ● ■ ヽ し ∞ い ω ω 【 ● ｌ ｏ Ｎ ゝ 蜜 円 Ｆ σ ｏ̈ ● ９ 日 ¨ Ｃ ″ Ｆ ロ ロ ， ミ

ｏ Ｃ 【 ■ ０ い ｏ 口 【 ｏ Ｏ ， Ｏ Ｌ 、 ビ Ｘ ｄ Ｅ ぁ ｏ り ヽ ∽ ｒ ｏ ｏヽ ● ｏヽ ¨ヽ 】 ０ り ∞ 、 ‐
】 「 ω 】ヽ

一 い ω ” 」 ０ ０ ∞ 】 い ０ ● ０ ● ０ ０ ０ 】 ０ ０ ０ Ｎ ● ユ 喘

〓 ２ ３ ８ 〓 ・ υ ， ユ ∽ ０ 口 ８ ， Ｐ ， ３ ″ ″ デ ｒ ８̈ ｚ Ｏ 日 ヨ ● ヨ 攣

Ｌ ｏ り と ｏ ｏ 」 ” σ Ｏ 日 ， お 資 ｒ ａ ヽ ８ ｏ ， 洋 二 ∽ 口 ， ｏ 〓 ” Ｆ お ● ”̈ Ｌ ｏ ● 餞

∽ 日 日 ● Ｒ ● δ 【 〓 ２ ｒ 】 ” Ｚ ＞ い 】 ε い ｏ ●̈ 口 ● ２ ｏ け ， ε Ｏ ‐ ０ ， ∽ ｏ 口 一 〇 ０ ， ・

● つ̈ Ｌ Ｏ ， 】 て ば ｏ 〓 ‘ ｏ 一 ， ｏ Ｏ ● Ｎ ０ ０ 〓 Ｏ Ｎ Ｈ ● ｒ ｕ ，

Ｚ 暉 σ 〓 ● 咀 り ゛ 〓 ｏ ● ８ マ ■ ９ ‘̈ ０ ヽ ‘ 」 ｒ ） ３ ｝ ∽ ｏ 汁 Ｎ ♂ パ 一 一 ｑ ・

， ， ユ ∽̈ ” ヨ ″ ３ ヽ Ｆ 晏 ζ ” り 環 ユ ８ ８ Ｒ 日 ３ ８ ８ 颯 日 ● ε ｏ

， ２ ● ” ９ ■ ７ 喬 ） ８ お ｏ ュ 想 ” ， ９ ｏ 毬 と 一 三 ｏ ｏ Ｌ ｏ お Ｒ 二 ぷ Ｌ ｏ ロ ョ

Ｏ ① ” 日 ， ε ¨ ７ ６ ■ ● ０ お あ ″ げ お 黒 ， ８ 嘔 写 〓 営 ∽ ヨ ｏ̈ ｏ ざ 湯

り 〓 一 智 ∽ ０̈ ● ８ ８ お̈ ３̈ ８ ■

∽ α ″ り ２̈ 一 ′ ゛ 】 ″ 獨 ロ バ Ｌ Ｚ ● ｏ げ Ｆ り ¨ ０ て Ｆ Ｏ コ Ｌ Ｏ ヽ ブヽ Ｌ 否 ８ ｏ ｏ 】 工 ０ ， 一

一Ｆ ′ Ｏ ω ‘ ∽ 禽 〓 Ｒ い ０ ・ 匡 ｏ ● 口 置 口 ・ ∽ 嗜 ε ∽ ζ Ｆ ″ き ｏ ● ｐ ｒ 〓 ・ け ｏ ｏ ■

３ ３ 澪 “ ｑ ン 〓 ２ ３ 層 〓 ＾ ０ ３ ｇ ＾ 容 色 ン ， ８ ８ こ Ｆ 曾

〓 ¨ ゴ 贄 旨 ｏ イ ＾ ” ” げ ２̈ ” ・ ∽ ， 中 げ 口 ” ・ Ｏ Ｆ ９ ● ｏ Ｈ ｒ ” ｒ ４ ● ２ ら ，

日 Ｆ ● ざ ” Ｒ 〓 ２ 占 ご ， ８ ● Ｅ 営 口 Ｏ ｏ Ｏ 「 ｏ ３ 風 郎 聟 日 目 α Ｐ

‘ く 口 ８ 一 ｏ ぉ 〓 〓 鴛 澪 ０ ● ●̈ ” ５ ０ Ｒ 日 ３ 】 り ９ ２ ａ ｏ ● ８ ８ 一

３ 一̈ ８ ｏ ， 台

∽ ｏ ｏ ● ● Ｏ Ｒ ヨ ｏ ● ｐ ´ ｏ ８ ６ ● ∽ ‘ Ｆ ” ｏ Ｌ ９ 日 Ｒ ） ｏ ｏ ３ ， ｏ ● ｏ ｌ

， ｏ ｇ ９ ０ Ｂ ど 一 一 馬 至 舌 ３ ３ ヤ ｔ Ｂ ド 房 ” ８ Ｎ ・ ● ｇ 目 営

ョ 日 ε ８ ８ Ｐ ｏ̈ ● Ｑ ‘ 〓 二 Ｊ ｏ ｒ Й Ｑ Ｌ Ｏ 日 〓 ● ● げ ２̈

Ｎ ０ ０ ０ ●̈ ヾ ”̈ 卜 一 ０ ， ０ ド

Ｆ ● ´ 【 σ ‘ ｏ リ ン ５ ｏ ２ ６ ｏ ● 口 ０ ・ ↓ 〓 ２ Ｌ ６ Ｕ ・ ● ２ け ” る ｏ り ，

” ， げ ユ̈ ” ・ ∽ ｏ ， Ｃ 庁 ● プ さ ” ｏ ■ ｏ ● 口 ， う Ｏ ｏ ● ８ 』 口 ， 口 ｏ ● ｏ コ ， ｏ ● ９ く

” Ｏ ｏ ， ０ ０ ０ ｇ あ と 日 Ｌ ”̈ 【 ０ も いヽ ｏ ０ ３ 曰 お ラ や 日 国 り 、 】 お ４ ‘ ８ ∽ ざ り

ヽ ０ さ ” ０ ● 営 Ｂ ■ 一 ｏ わ Ｒ ， “ 言 営 〓̈ 日 ● ● ● ユ Ｓ ａ ８ ０ ま Ｅ ●

菫 Ｂ 〓 ヲ Ｆ 】 ０ ， ‘ ２̈ ｏ ， ２ ８ ８ ３̈ 〓̈ Ｐ ， Ｓ ，

） ｏ 一 ４ ８ ｏ Ｆ 目 日 ” ζ ・ ｕ Ｏ Ｆ ， 「 」 ｓ 丼 ε ” 器 ， ９ ８ ｐ

ざ 営 こ Ｌ ８ Ｓ ｒ ‘ 日 貝 あ ８ ビ ε 〓 ヽ Ｅ ＆ ，̈ Ｐ 口 写 ● 〓 ０ ・

∽ 一 ｇ 日 お 【 ζ Ｆ Ｕ ｏ ｏ 日 早 ２ ´ ” ” 〓 ｏ ∽ ０ ・ ， ａ Ｆ ｏ 【 ‘ 卜 こ 澤 彗 あ ｏ ● ● 【 マ ●

日 ０ 口 肇 ９ 〓 ” Ｒ 〓 ２ ｆ 二 【 ２ ５ Ｒ 】 ゼ ， 】 ８ ， ｏ ｏ ， ８ と き ５ ｏ

【 ① く ０ 【 ∽ ０ ● ２ メ お ■ 一 ● ， Ｐ ， ” ０ ” ● ∽ ∽ ｐ ヽ で ， 嗜 】 ■ “ ０ ■ Ｌ́ ｏ ｏ ● ● ｏ 】 ” 】

， ３ 、 』 ８ ¨ ３ 日 予 Ｌ ヽ Ｒ Ａ ３ 日 営 】 Ｑ Ｆ Ｏ ヽ 日 ８ ８ 紀̈ ¨

】 Ｎ ０ ０ ， ０ ０

∽ Ｆ Ｒ ８ 」 Ｏ ｏ あ ♂ ● ３ ∽ ０ ヽ Ｆ σ ９ 〓 く る ” 日 Ｒ ‘ 】 て ， 日 営 ・
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Ｏ ｒ ‘ ● ６ ｏ 口 ｏ ● ｏ ● ０ ・ ∽ ● 】 ● ２ ｑ ｝ が Ａ 舜 ∽ 】 口 ｏ ｏ 口 ｏ Ｏ ａ ｏ 「 ， ８ 学

口 Ｌ 〓 ぃ Ｂ 口 ， ぉ 日 ■ 営 ０ 口 ， 日 ２ ｏ ， ８ ｏ ● ” 宇 ” ０ ″ 目 ２ ご 日 ● ０ ユ

● 〓 ０ 一 ｏ 一 】 ‘ ユ ｏ 【 ｏ ， ｏ ● ∽ ” ９ ８ ｏ Ｎ ¨ヽ い ●̈ ８ あ

υ 鳴 ８̈ ¨ ” ０ ５ ０ ｏ ａ Ｏ ヽ の “ 営 ● Ｏ Ｌ 】 ・ ” ｐ
● ， ■ Ｏ Ｆ “ 貫 営 ユ̈ ン

〓 日 ら ８ ζ ・ Ｏ Ｓ ュ ＞ ” ８ ６ ａ ” ” ９ Ｌ ν ＞ 讐 ； 「 ・） や ”ヽ ■ ，

， ２ 〓 ” ８ ｏ い ｝ 〓 ヨ ２ ■ ヨ ヨ̈ 」 口 ｏ Ｏ ● つ Ｌ ９ ８ ヽ ユ ２ ● Ｊ ８ ｏ Ｈ お ｏ ｏ 日 ，

ｇ 口 営 ＾ ♂ 【 ヨ ９ ｏ ３ ” ● ¨ 。 ● 一 ｏ ９ 】 ０ ● ご ８ 日 目 肖 ュ 器 Ｂ 日 お

・髯 電 い̈ ８ ”̈ ｏ ● 〓 ∽ ● 場 ・ ギ ｇ ∽ ｒ ∽̈ ｏ ● ８ 〓 ３̈ だ̈ ０ ， ８ ヽ Ｐ ●

ｚ ？ 〓 ８ 唱 σ ３ ● 巴 Ｒ マ げ 一 ■ ９ ８ 】 〓 Ｓ ● ３ ゛ む ０ ，

Ｎ ９ ８ ８ お こ

● ３ 】 日 ３ ● Ｐ ＾ 』 あ ｃ ・ ９ 一 目 目 つ ， ９ ｏ ョ ン ０ ３ ０ ２ ● ン

ロ ８ 一́ ｏ ● ０ さ 日 璃 Ｈ Ｏ 口 ・ 〓 ２ ヨ 弩 ５ ｝ 旨 尋 【 ２ 一 日 ● 二 Ｒ ８

二 ，^ ３ ● ｏ̈ 〓 ● 〓 日 κ ， ３̈ ８ ● ● ０ ， ぁ ε Ｒ う ヽ 二 Ｅ ● ● Ｃ ｏ Ｐ お 学
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， ８ 野 〓 〓 ご ３ ● Ｉ Ｓ ● ８ Ｅ ¨ 自 ０ ９ ， ａ Ｏ ・ ヽ ８

ζ ５ ， ８ ３ Ｆ 〓 ω ｏ ●

∽ 慰 目 ｏ ” ∽ ｒ ξ ｏ ● Ｏ Ｆ Ｏ 多 ３ 〓 ） ♂ ● お ス ド Ｌ 員 Ｆ ” ８ ● ・

υ Ｏ 一 ユ ″ い と 】 Ｌ り ヽ ・ ｏ ｏ 二 ｏ 口 Ｅ Ｅ ｒ ｅ ｇ ０ ３ ● ６ ● ３ “ ６

８ ” ｏ ， 〓 ” く Ｅ ド 〓 ） ● Ｆ 〓 ８ ０ ０ ● 口 ｏ レ Ｚ ” ● 嘔 】 〓 ＆

ヽ ９ 】 一 ω ８ Ｎ̈ ８ ， ト ド ロ

く ， ｃ ヨ ｏ い や 「 ０ ０ ２ ● ｅ ヽ ０ ‘ 、 　 「 ” ” Ｚ Ｏ 「 Ｃ ∽ 一 Ｏ Ｚ 　 ωヽ ０

● ｒ ０ ０ 口 ∽ ０ ” ｍ ｍ ２ Ｚ̈ Ｏ エ フ ト 一 ２ ● ♂
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研 究 報 告 の 概 要

ヒ
ト
血
清
ア
ル
プ
ミ
ン
(
H
S
A
)
の 低
温
滅
菌
は
米
欧
の
薬
局
方
に
詳
述
さ
れ
て
お
り
、

に
も
拘
わ
ら
ず
、
低
温
殺
菌
に
よ
る
A
型
肝
炎
ウ
イ
ィレ
ス
(
m
V
)
不
活
化
に
関
し
て
、

で
用
い
ら
れ
る
H
A
V
変
異
型
の
選
択
が
、
こ
の
不
活
化
変
動
性
に
寄
与
し
て
い
る
か

工
程
の
生
理
化
学
的
変
数
に
お
け
る
少
し
の
変
動
は
辞
容
し
て
い
る
。

最
大
3
 
9
L
o
g
の
相
違
が
報
告
さ
れ
て
い
る
。
こ
こ
で
は
、
低
温
滅
菌

も
し
れ
な
い
と
い
う
仮
説
を
実
験
的
に
評
価
し
た
。

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況

そ
の
他
参
考
事
項
等

H
A
V
 
H
M
1
7
5
株
の
4
つ
の
細
胞
変
性
変
異
は
、
部
分
的
な
塩
基
配
列
決
定
に
よ
り
測
定
さ
れ
た
。
こ
れ
ら
の
変
異
型
は
、
5
%
、
或
い
は
2
%
の
た
ん
自
質
含

有
の
H
A
V
を
ス
パ
イ
ク
し
た
I
S
A
を
5
8
±
1
℃
、
6
0
0
±
1
0
分
に
保
つ
た
G
L
P
の
原
貝
1
の
下
で
実
施
さ
れ
る
低
温
滅
菌
研
究
に
使
わ
れ
、
ウ
イ
ル
ス
不
活
化

が
評
価
さ
れ
た
。
低
温
殺
菌
に
よ
る
ウ
イ
ル
ス
不
活
化
で
4
つ
の
H
A
V
変
異
型
は
有
意
差
の
あ
る
(
x
0
0
0
0
1
)
2
つ
の
サ
ブ
グ
ル
ー
プ
に
分
け
ら
れ
る
と

考
え
ら
れ
た
。
低
温
滅
菌
に
使
わ
れ
た
H
S
A
溶
液
の
た
ん
自
質
濃
度
は
、
鳳
V
の
不
活
化
に
有
意
に
影
響
を
及
ぼ
し
、
2
5
%
の
H
s
A
よ
り
5
%
の
H
S
A
で
リ
ダ

ン
ク
シ
ョ
ン
フ
ァ
ク
タ
ー
は
有
意
に
(
P
く0
0
0
2
)
低
か
つ
た
。

H
A
V
変
異
型
と
H
S
A
溶
液
の
た
ん
自
質
濃
度
は
、
低
温
滅
菌
の
H
A
V
不
活
化
に
影
響
を
及
ぼ
す
。
H
A
V
不
活
イヒ
能
力
を
過
大
評
価
し
て
は
な
ら
な
い
。

代
表
と
し
て
献
血
ヴ
ェ
ノ
グ
ロ
プ
リ
ン
l
H
5
%
静
注

0
5
g
/
1
0
m
L
の
記
載
を
示
す
。

2
 
重
要
な
基
本
的
注
意

1
)
本
剤
の
原
材
料
と
な
る
献
血
者
の
血
液
に
つ
い
て
は
、
田
s

抗
原
、
抗
H
C
V
抗
体
、
抗
H
I
V
 
l
抗
体
、
抗
H
I
V
-
2
抗
体
、

抗
H
T
L
V
 
I
抗
体
陰
性
で
、
か
つ
A
L
T
(
C
P
T
)
値
で
ス
ク

リ
ー
ニ
ン
グ
を
実
施
し
て
い
る
。
更
に
、
プ
ー
ル
し
た
試

験
血
漿
に
つ
い
て
は
、
H
I
V
-
1
、H
B
V
及
び
H
C
V
に
つ
い
て

核
酸
増
幅
検
査
(
N
A
T
)
を
実
施
し
、
適
合
し
た
血
漿
を
本

剤
の
製
造
に
使
用
し
て
い
る
が
、
当
該
N
A
T
の
検
出
限
界

以
下
の
ウ
イ
ル
ス
が
混
入
し
て
い
る
可
能
性
が
常
に
存
在

す
る
。
本
剤
は
、
以
上
の
検
査
に
適
合
し
た
血
漿
を
原
料

と
し
て
、
C
o
h
n
の
低
温
エ
タ
ノ
ー
ル
分
画
で
得
た
画
分
か

ら
ポ
リ
エ
チ
レ
ン
グ
リ
コ
ー
ル
4
0
0
0
処
理
、
D
E
A
E
セ
フ

ア
デ
ン
ク
ス
処
理
等
に
よ
り
人
免
疫
グ
ロ
プ
リ
ン
を
濃

縮
・
精
製
し
た
製
剤
で
あ
り
、
ウ
イ
ル
ス
不
活
化
・
除
去

を
目
的
と
し
て
、
製
造
工
程
に
お
い
て
6
0
℃
、
1
0
時
間
の

液
状
カ
ロ 熱
処
理
及
び
ろ
過
月 莫
処
理
(
ナ
ノ
フ
ィ
ル
ト
レ
ー

シ
ョ
ン
)
及
び
p
H
3
9
～
4
4
の
条
件
下
で
の
液
状
イ
ン

キ
ュ
ベ
ー
シ
ョ
ン
処
理
を
施
し
て
い
る
が
、
投
与
に
際
し

1
0
よ

次
の
劇
こ
拗
館
す
る
こ
と

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

A
型
月干
炎
ウ
イ
ル
ス
は
ビ
コ
ル
ナ
ウ
イ
ィレ
ス
科
ヘ
パ
ト
ウ
イ
ル
ス
属
に
属
す
る
R
N
A
ウ
イ
ル
ス
で
、
形
状
は
直
径
約
2
7
n
m
の
裸
の

正
2
0
面
体
で
、
遺
伝
子
型
は
7
種
類
に
分
類
さ
れ
て
い
る
が
、
血
清
型
は
1
種
類
で
あ
る
。
万
一
、
原
料
血
漿
に
H
A
V
が
混
入
し

た
と
し
て
も
、
E
M
C
及
び
C
P
V
を
モ
デ
ル
ウ
イ
ル
ス
と
し
た
ウ
イ
ル
ス
ク
リ
ア
ラ
ン
ス
試
験
成
績
か
ら
、
本
剤
の
製
造
工
程
に
お
い

て
不
活
化
・
除
去
さ
れ
る
と
考
え
て
い
る
。

本
報
告
は
本
剤
の
安
全
性

に
影
響
を
与
え
な
い
と
考

え
る
の
で
、
特
段
の
措
置
は

と
ら
な
ぃ

グ
ロ
プ
リ
ン
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SACKGROUND: Pasteuriation oi human serum
albumin (HSA) is detailed in the US and European
Phamacopoeial monog€phs and therefo€ a prccess
that allom for little variation in physiochemical vari-
ables- Nevertheless, ditferences of up to 3.9 log in
hepatitis A virus (HAV) inactivation by pasteuriation
have been repoded. Here, fie hypothesis that the
choice of HAV variant used in the pastsriatis might
contribute to this inactivation variability is evaluated
experimentally.
STUDY DESIGN AND METHODS: The identity of four
widely used cytopathic variants of the odginal HAV
HM175 stEin wag determined by partial ssquencing.
The* varists were used in ostsrization studis 6n.
ducted under the pinciples of good laboratory pEctl6,
for lvtich HAv-spiked HSA of 5 or 25% protein @ntent
was kept at 58 1 l"C tor 600 t 10 oinutes, and lhe
virus inactivation was assessed. In addilim, data frcm
previous pGteuriation studies were included in the
analysis.
RESULTS: The four HAV variants @uld b€ divided into
lwo subgroups, with signlflcantly different (p = 0.0001)
virus inactivation by pasteurization (4.7 ed 4.8 log vs.
2.3 and 2.6 log, respectively). Also, the protein cmcen-
tration ol the HSA solution used for oasteudation had
a slgnificant effecl on the achieved HAV inactlvation,
with reductlon lactors obtained in 5% HSA significantly
lower than in 25% HSA (p < 0.002).
CONCLUSION: HAV variant and potein concenlation
ol the HSA solution affecl the ove€ll HAV inactivation
that is achieved during pacteurization. As the HAV inac.
tivation capacity should not be overestimated, il HAV
variant more resistant to heat inactivation shoutd b€
used for studies investlgating lhe viral satety proliles ol
plasma derivatives.

asteurization 0fhuman seium albumin (HSA), a
heat treatment at 60'C for I0 houre, was the first
virus inactiwtion step iDcluded into tbe manu-
facturing process of a plasma derivative,r and

inactivation of lipid-enveloped viruses was consequently
shom to be consistently effective. The process has been
defined in both the US and Europem Phamacopoeial
moDographs for HSA, is well standardired, ild allows
litde vdiation in physiochemical viliables and added sta-
bilirere. Pcteuiation would therefore be expected to
rsult in simild leds of virus reducfion, ifiespective of
where or by whom the pasteuriation study is performed.
Howevet regulators, that is, the only ptrly witi acess
to results from different mmufacturers and conftact
resemh orgmizations (CRO8), have indicated that signifi-
cmtly difrerent reduction factors of betreen 3.0 and
6.9 log, that is, differences of approximately 10,O00-fold,
of hepatitis A virus (HAV) inactivation by pasteudzation
have been repo rted during the mmufacture of HSA.Z Simi-
Itrly, publications of;IAV ptrteuriation studies reported
r€ductionyalues that difrered bry nore thm 4 IoB, that's,
more than 10,000-fold, yet given that difrerent products
and different methods of llAV detection were used,3'3 a
direct compaimn of these results was impossible. All
these llAV inactiwtion studies used wiants of the only
cytopathic strain of ltAV awilable, that is, HMl7s,'3mainly
HMI75/18F,, and HM175/24a,t7 or no further descrip-
tion of the used HMI75 viliant was $ven.5 Genomic
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modifications have been described during th€ adaptation

ofthe wild-type I{M175 strain to persistence in cell culture
(pHM175) and after the developm€nt ol a cltopathic

effect by the three variants llMl75/18f, FIMl75/24a, and
FIMl75/43c.'3r0 One factor that might affect the reduction
factors achieved could thus be the HMl75 variant used in
the rcspective inactivatisn stud)', a theory that has prcvi-

ously been proposedrr but has so far not been investi-
gated. Pasteurized HSA has an excel'lent viral safety
record12 and HAV transmission by this product has never
been reported. Io addition to pasteurization, other con-
tdbuting factors to the high safety margins of this product

are nucleic acid testing of the plasm for I-IAV and also the
ethmol ftactioration process, which reduces I-IAV infeo-

tMty by several log 50% tissue culture infectious doses
(TCIDrn; unpublished data). Nevertheless, as HAV is
knoM to be fairly robust md thus relatively resistant to
inactivation,r3 the inactivation capacity of pasteurization
for this virus is an irnportant element of the overall viral
safety margrn and should thus not be overestimated in the
contert of plsma product safety. It Ms therefore the aim
ofthis work to waluate whedler the differenda.l HAV inac-
tivation properties 6 obsetred when studlng HSA ptr'

teurization cm be cofielated to the respective HM175
variants u$€d, v{hich might explain some of ihe variability

of HAV inactivation that has previously been observed.2-o

MATERIALS AND METHODS

HAV variants and propagatlon

HAVHMlT5mrimts of four difrerentorigins md designa-
tions were rrsed in this study (Table l). Stock "FIM175"

ms purchased from Admced Bioscience laboratories
(Kensington, MD) and two stocks of "pHMf75," both
derived from a conmon master stock were purchased

from BioReliance (Rockville, MD). Both CROS had sourced
the original stock of the viruses from the US Food and
Drug Administration (FDA; Silver SprinS, MD). A stock of
"}j,:|dl75l24{s (further refered to as "vss 24a") was fust
obtained from Dr S. EmersonT (National Institutes of
Health, Bethesda, MD) before 1994 and a stock of

"HMI7s/fBf", (further referred to as VSS l8f) was pur-

chased frcm the America[ Tissue Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD; Cat. No. VR-1402). FIMl75 and one
stock of pHMl75 were used as supplied by the CROS,
the other I-trAV stocks werc propagated on BSC-I cells,
obtained from the European Collection of Cell Cultures
(Salisbury, UK; Cat. No. 85011422). Fsr the prepaiatiort

of vims stock solution (VSS), cells were cracked 14 days
after virus infection by three frceze-thawing c;rcles and the
virus-containing suspension was centlifuged to rernove
cellular debds.

Confirmatlon of HAV variant identity

Partial genome sequencing was done to confirm the iden-
tity of the llAV variants. Genome sequences available
at the National Center for Biotechnology LnformatioD
(http://lw.ncbi.nlm.nih.gov) of wild-type lIMl75
(Accession No. M14707),rd wiants HMr75/lBf (M59808),

t{Ml75/43c (M59809), and HM175 l 24a (M598I0),'g as well
as the sequence ofpt6 HM175,t5 t6 whicb can be deduced
from data provided in litemture,e were aligned using
Clustalw2 softwile available at the Eurcpean Bioinfor'
matics Institute (lrttp:/ /w.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/
index.htnl). From this aligment, fow genomic rcgioN
(Region l, Base Ilairs 44-266; Region 2, Base Pairs 2570-
3075; Region 3, Base Pairs 4881-5355; Region 4, Base Pairs
6729-7340; positions according to the wild-type sequence)
with sufrcient single-nucleotide pollmorphisms (SNPS)

to allow distinction t etween the HMl75 viliants were
chosen. RNA w6 extracted from 100-$L aliquots of VSS
24a, VSS lBf, and one stock ofpHMlT5 using an RNA pui-

fication kit (RNeasy Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany)
and amplified using a one-step real-time reverse
tnNcription-polynerase chain reaction (RT-PCR) kt
(AgPath-ID Applied Bioslstems, Foster City, CA) and
primers (5'+3') BIF CCATGGTGAGGGGACTTGATAC,
RIR GCMCGGCCAGAGCCTAG; R2F TGGTTTGCCAT'
CAACACTGAG, RzR CATCCACTGATGACTCCAACTCTC;
R3F TGTG'I-IGAITTGATAATGGATGCAC, R3R TCTTC
TCTCCAACTCCAAACTGAA; R4F GCTAGAATCATGAGT-

TABLE 1. Origtn, deslgnations, propagation; and ldentity ol the HAV HM175 Eria

HMl75 variant Designalaon used
(oriqinal designation) Source lhroughod the sludy Propagation ldentity

HM175 ABL'(FoA) HM175 No, as provided bv cRo HM175f24a'l
pHM175 BFL' (FDA) pHM175 One st@k as provided bv CRO HM175l24a

One st@k Propagaled
HM175/24a S. EmeBon$ VSS 24E cr li[4175'43c-18f Yes Could nol be @nfimed

HM175/'l8f ATCCII VSS lSf Yes HM175/18t

i Assigned basod on the conBon origin (FDA) ot HMl75 and pH[,1175, as due to VSS Gslrains identily was nol confimed again by

sequ6rcing.
+ Bionelian@, stock was originally obtained lrom lhe FDA.
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GAACTATCTGGA ard R4R CATCTCTTTCTCCAMCAG-
GACTG. PCR products were sequenced using a cycle
sequencing kit (BigDye Terminatot Applied Biosystems).
Prirner design, RT-PCR, and sequencing were done at
Ingenetix CmbH (Vienna, Austria). Sequencing data was
aligned to the whole Benome sequences using computer
software (Clustalw2, http://1/W.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalw2/) and illustrated with computer software
(GeneDoc v2.7.000, available at http://\rurnrbsc.org/
gfx/ genedoc / index.hhd) .

Pasteurlzation

Mrus inactivation by pasteurization ws investigated in
$tudies conducted under the ptinciples ofgood laboratory
practices, using validated downscales of the manufactur-
ing process as defined by regulatory guidance,rT Five
percent or 2570 IISA ms obtained hom the Baxrer manu-
factudng facilities in Vienna, Austria, or Los Angeles,
California; spiked l:10 or l:20 withVSS (i.e., 9 or 19 pdts of
HSA plus one part ofvss, respectively); and mixed, and a
sample was removed and titra(ed immediately to confrrm
the amount of virus added. Virus titers throughout the
experiments were similil and did thus not bias the
results obtained.The spiked material es Oen heated to
58 ! l"C, thatis, atemperaturebelowthe definedlimitfor
mmufacture (60 1 l"C) to investigate worst-case inacti-
vation conditions, within 90 minutes and kept at this tem-
pemture for 600 1 l0 minutes. Samples were removed
and titrated immediately vr4ren dre temperature of the
spiked matedal reached 57'C and after 12O t 2, 360 1 5,
and 600 ! I0 minutes at larget temperature.

Infecttvlty assays

Infectious virus titers were detelmined by TCID.$ assays,
using eightfold rcplicates of serial half{og sample dilu-
tions of virus-containing smples that were titrated on an
in-house FRhK4 cell l ine maintained in Dulbecco's modi-
fied Eagle's medium with I 8/L D-glucose, 5% fetal calf
serum, 0,5 mmol/L L-glutamine, 100 mg/L gentmycin
sulfate, and I mmol/L sodium pyrovate. Unspiked HSA
samples were tested for potential c)'totoxicity and for
interference with the detection of low virus tite$ on
FBhK4 cells. Virus reduction factors for pasteurization
were calculated in accordarce to the EU Committee for
Proprietily Medicinal Products guidancer? and from at
least two independentruns, forwhich differentlots ofHSA
rere used,

Data from previous pasteurization studles

Beforc this study HSA psteuriation studies had already
been done ai Bilter or for Bdter at certain CROS. Studies
done at Baxter in 1994 and 2000 used the orieinal VSS

INACT!VA■ ON OF HAV BY PASTEURIZAT10N

24a and "pI{MI75" (sourced from BioRelime, Tabie l),
respectively. A study done at BioReliance in 2001 used
"pLIMl75" and a study done at Applied Bioscience labo-
ratories in I 995 used "flM I 75." The HSA used in all studiis
had origlnated from Bater md contaiDed 3,5, 5, or 25%
protein. As the materials and methods used in the prwi-
ous pasteurization studies were similar or the sam€ as for
this study, the data were included in the curent anat/sis.

Statlstical analysls

Statistical analysis of reduction factors as well as r tests
was done using computer softmre (GraphPad Prism 5,
GraphPad, San Diego, CA). Analysis ofvarimce (ANOVA)
md multiple compilison of the mems byTukey's testwas
done using computer softwee (MiniTab, MiniTab, Inc.,
State College, PA).

RESULTS
Confirmafon of HAV varlant ldentity

The published genomic sequences of the three HMl75
variants are mofe than 99% identi@l to that of the I'IM1?5
wild type. The %riants haw in common a l4-nucleotide
insertion in the 5'UTR and tso deletions that resulted in
tlre loss of five nucleotidei.'g B6ed on SNPs in the whole
genome, the HM175/18f sequence is most sinila to the
wild-type sequence (41-SNP difference), followed by
HMl75/43c (44 SNPs) and HMl75/24a (52 SNPS).With the
exception of one base pair, an insertion at Position ll5/
116 (Region l) in pHM175, the obtained sequences ofthe
three partially sequenced HAv VSS t8f and VSS 24a and
one stock of pHMl75 were identical for Regions 1 ed 3
md matched tle publshed sequences of HM175l Bf and
HMl75/24a.'gAn insertion at Position 1f7l118 (Region I)
that had been described for HMu5/24ae was not seen in
anyofthe sequencedVSS. Regions 2 and4 contained SNPS
that allowed differentiatiotr ofthe sequenced HMl75 vari-
ants. VSS 18f ms confimed s wiant HM175/18f with
93% (one mismatch at Position 2864) bse pair identity at
the infomatiw SNPs in Regions 2 and 4 (Table 2). VSS 24a
matched the HM175/24a sequence with 43%, the HMl75/
43c sequence with 649o, md the HMl75/l8f sequence
with 5?% base pair identity at the informative SNP8 in
Regions 2 and 4 (Table 2). The sequene ofVSS 24a lacked
a SNP speciflc to HM175/,BG in Region 3. Based on these
results, the identity ofVSS 24a could not be confimed, as
the regions sequenced shmd more SNP identity with
variants HM174/43c and HMi75/l8f than with HMl75l
24a (Table 2) and this %rimt wff therefore termed
HM175 "43c-18f." pHMl7s wd unambiguously identifted
as HMl75/24a, with 100% base pair identitywith the pub-
lished sequence at the informative SNPS in Regions 2 and
4 (Table 2). The identity of HM175 could retrospectively
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not be conf[med by sequencing due to VSS restrains but,
as both BioReliance and Advarlced BioScience l.aborato-
ries had originally obtained their HAV stocks from the
sme source (FDA), there is some evidence that HMl75
might also be varimt I-IMI75/24a. In summary the ideD-
tity of VSS l8f wu confumed as variant HMf75/I8f,
pHMlT$-which originated from the same source as
HM 175-was showr to be variant HMl T 5/ 24a and. HMl75
"43c-18f," which was propagated from the originalVSS 24a
was not varimt HMl75/24a but rather a VSS that shared
most similarities with llMl75/43c and LIMl75/18f.

Inactivation ol the HAV variants
during pasteurization

For the current study,2l independent pasteurization
experiments were done, using four different batches of
I-ISA with a protein concentration of 5 or 25%. FIMI75
variants of four different origins and designations were
used, of which all but the HM175 viliant obtained from
Advanced BioScience Laboratories werc used as two
independently prepared VSSS. Complete IIAVinactivation
was not obserued in any of these experiments. Similil
reduction factors (p=0.4) were obtained for HMl75
(4.1 t 0.1log TCID5o, 3 lnean:! SD, n]) and pl"tMt75
(4.6 t 0.9 log TCIDtr, 4). Significantly less (p = 0.002)
overall inactivation through pasteuization was achieved
for variant HMl75/1Bf (2.6 1 0.7 log TCID$, 8) and for
varimt HMI75 "43c-18f" (2.3 a 0.4log TCIDm, 6). For
variants HMl75/18f and HMl75 "43c-18f" there was no
significant differqnce (p > 0.09) in inactivation, irrcspec-
tive ofwhether pasteudzation was done in 5 or 25% HSA.
For variants HMl7s md pHMl75 insumcient data sets
were available to evaluate a differential inactivation in
HSA of different protein concentEtioro.

Duringpreyiousptrteuization studies done at or for
Bilter, 13 independent pasteurization experiments were
done, sing difrerent batches ofIlSA md ofthree different
protein concentmtions (3.5, 5, md 25%). iIMl75 viliants
of three different origins md designations were 6ed as
single VSS, with the exception of pHMl7s, for which two
VSSs were used. Complete inactivation was obsewed only
once, when variant pHMus was subiected to heat treat-
ment in 3.5% HSA (Table 3). When pHMl75 was used at
Bdter in 2000 or at BioReliance in 2001, similar (p = 0.7)
reduction factors of 4.8 a 0.7 log TCIDso, 4 lmem t SD,
nl, or 5.1 I 0.5 log TCID$, 2, were obtained respectively,
which did not differ (p = 0.5) from the reduction factor
obtained for pIIMl.7s in this study. The reduction factor
obtained for IIMl75 atAdvanced Bioscience kbofrtories
in 1995 (5.3 t 0.4 log TCID$, 3) differed significantly
(p = 0.01) from the reduction factor obtained for I{M175
in the current study. In addition, the study done at
Baxter in 1994 that used \|sS 24a resulted in a reduction
factor (4.8 a 0.7 log TCID$, 4) that difrered significmtly
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TABLE 3. Reduction factora accotdlng to HSA proteln content and HM175 variant used In the curent and
pfevious inacllvation through pasteurlzatlon studlea

HM175(ABLl・

pHM175(BRL)|
VSS 24a(preV10us study)§
HM175・43●18f'(current study)¶

ＮＤ”刹ＮＤｍ２±０７．
24=02.6

- Likolvvariant HM17t24a, bed on the comm@ origin with pHM175-

t tdentffied as variant HMl75/24a through sequencing.
t > = no residual hlecttuity was observed.

S Oblained as variant 'HM175n4a."

i  St@kmadelrcmVss24abui lhroughsequencingshowntobenoreclGelyrelaledtovarianlHMlTVlSfmdHMlTt43c.
ll Contim6d in this study as vadant HMl7t'l8f though sequsnclng.

Mean reduclion faCtOr 10g TCID。)i SD,n

lNACT:VAnON OF HAV BV PASTEURIZAT10N
FARCET ET AL

oinutes ofheatirU

キ  VSS ISr+m“ 175●3c・18',5'ti n-10

●‐ VSS 18r■ llN11 75'43c‐18'25%::1‐4

- (PIい 1175(3RL,ABL),5%il1 8

0  (1))l■l175(BRL■ 3L),25%in‐ 7

Flg. l. lnactivation kinetics of the HAV HMl75 vdimts durint pNteurlzatlon itr the marrufacture of HSA. The 6ult6 of t{AV pas-

buriatlon studieg done for/at Bilter (slng 5 or25% HSA arc iUwtrated; error bars indi.ate SEM, Data werc grcuped accordlnt

to IIAV wiilts that were shown to hare slrnlld reduction factos (mriets HMl75 ed pHMl7s as well as VSS l8f and HMl75

"43c-18f'), n = numb€r ofqpertnents/data sels at time-poinb "0" and "600" minut€s (mt all other time points contaln dab

frcm all experlment6) BRL= BloRellance;ABL=Applied Bioscience Laboraaories.

（ｏｄ
Ｏ
ｒ
ざ
一）
奎
お
】
６
一
９
ｃ
８
一〓
＞

(p=00001)frOm the reduc●onfactorobtainedforHM175
“43c‐186"propagated from VSS 24a,in thiS Study The
reduction factors obtallled in the prevlous Studies usi,lg
型卸iants HM175,pHM175,and VSS 24a were nOt Sl頭 ‐

candy difFerent(p≧03)toin each Othet These results

howeverindcated that●e varMble“HAVVariallt"was not

the sole contributor to reducdon factor variability and the
data、、 therefore ftlrthcr evaluated on the basis of IIAV
variant,the infectious dose ofthe dlfFerent stOCkvirus sus‐

pensions tl"d fOr inactlvatlon expeFiments,as well as the
protein content of the HSA The pOssibility that varying
iters of宙rus stock SuSpensions、ゃould Ⅲfluence the

assessmeht of HAV inacuVation was evaluaed by correlal
tion analysis, which showed that, regardless of HAV
vanant,neiぬer the stock iter infecti宙ty(′=0004)nor

the infeciViv Of Spiked staring nlaterial(′=0016)cor‐

related wlth the reductlon factors obtalned

E“ect Of human a:bumin protein concentration on
overa‖HAV variant:nactivatlon

ぬヽen data trom this s血dy and pre●ous pasteulzatOn

studies were antty7"d according to prOdn cOncel■tration

of the llSA preparation and irrespectlve of the IIM175
variant used,reducton factors of 5 2■0 71og TcIDm,3

1mean■ SD,nl:31± 1 0 1ogTCID“,18;and4 5=1.2 1og
TCIDm,13,Were dOtermined for 3 5,5,and 25%HSA,
respecdvely(Table 3).The reduction factors arered si辟
皿 can■ybes、 en 3 5 and 5%HSA(p=0002)and 5 and

25%HSA(p=o o02)but nOt bemeen 3 5 and 25%HSA

(|=03)tVhen the data were analyzed aCCording to

protein concentradon of dle HSA preparation and takng
into accoutt the llヽ1175 Variant tlsed for the inact市atbn,

signincantぬrerences m redllction facto"Were seen

between S and 25% HSA for pHM175 and HM175

( p ≦0 0 1 ) b u t  n O t f O r  H M 1 7 5 ′1 8 f ( p = o 0 9 ) 。r t h e  H M 1 7 5
“43c‐18f" Variant(data trom this study only・ p=01:
Table 3)There Was no slgnincant dlterence m reductiOn

hctors obtalned for thё VSS 24a variant and 3 5 or 25%

HSA (data from previous study only, p=0.3). Further

analysis by ANOVA showed that there were signifcant dif-

ferences in mem reduction factors between HAv variants
(p=0.000) md HSA protein concentration (p=0.000).

Due to the limited number of data points available for

subgroups "3.590 protein' and "VSS 24a" tiese wre

excluded from futher statistiml analysis' Multiple com-
parison of the means by lukey's test showed that the

simultaneous confidence interyals of [IAv variants

I{MI?S and ptIMlTS s well asVSS l8f md 9M175 "43c-

I8f" grouped togethe! but rere siSnificmtly different

between the two Sroups (p < 0.0001).The achlewdreduc-
tion factos in 5% HSA were signincantly lower than the

values achieved in 25% HSA (p < 0.002). Following this

anblysis, the results for HAV varimts in the same grcup
(i.e., HMt75 and pHMt7s as well as VSS l8f md HM175

"43c-I8f") were grouped together according to protein

concentration md presented d inactimtion kineti6,

which funher illustrated the difrerence in werall acbieved

reduction between the HAV mdant grcups and the effect

of protein concentration on inactivation (Fig. I).

DlscussloN
For more than a deede, the reroon for the obsetred uri-

ability in IIAV inactiEtion by pasteurization during the

maufactue of HSf rc not *plained. As this virus inac-

tiwtion step and even the permitted stabilizers m closely

defined in the respective US and Burcpem Phmacopoe'
ial monographs, the actual process of pasteurization

cannot be the najor souce of wiation. In this work' two

factors that contribute to the %riable HAV inacti%tion
were identified: 1) in particula the different HAV vtrimts

as used in t}le pasteuriation studies and 2) to some

degree the different protein conteDt of the I-ISA prep{a-

tions..All pasteurization studies done at or for Bilter, as

we.ll as most pasteuriution studies reported in literature,

used variants of the IIAV strain HM175.3'3 As part of the

initial HM 175 mdmt characterization, the themal stabil-

ityofHM175′43c,HM175′181 andtlle nOncytopathた,ce‖
C口ture adapted P16 HM175 was determined but no di「
ferencein mactlvaton seen atthe tlme 9 HOwevet variant
HM175′24a,which was used in published inactivation
studies,5'waS not included in thiS assessment'In tllis
WOrt a dear difFerence in Overall achieved HAVreductbn
was seen 1711en the HM175/24a9(represented in this
study by IIAV HM175 and PHM175)or tlle HM175′18P

(FepreSented m thls study by IいⅣ VSS 18f and HM175
“43c‐18f")variants were used,the latter beulg appt磁‐

mately 100‐fold less sensit市e tO inactvaton through

pasteuri膊“n These vaFねntS Were gener2ated thou♪
repeated celi culture p¨sage on Bscl(HM175′ 43c),
FRhK4 α M175′24al,or a COmbination oF■Юぃ、cell
lines(HM175′18f)9 and COuld therefore have collected
m"her g,nOnuC mOdincatiOtt duing cell culture for
longer pedods of tmc a poSSible explanadon for th●
observed dfettmce in varlant identlty alld inactlvaton

propen¨ bemeen vsS 24a and dle HM175“43c-18f″
vanant VSS 24a was orlglnally obtalned as HM175/24a
before 1994 alld at the time showed inac,vatiOn proper‐
●e s  s i m i l a r t o  t h e  H M 1 7 5 ′2 4 a  i s o l a t e s  u s e d  m  t h e  c u r r e n t
work llIM175 and pHM175,7able 3)The HM175“ 43c‐
18F"variant origlhated frorn VSS 24a,yet could not be
cotthmed a.s HM175/24aふ Юugh sequenclng in this
work and also had inactvaton properties more simllarto

HM175′18f(■ble 3)These obSelvadOns highlight the
impoltance of stringent HAV culture conditions to mini―

mize the possibility offurther genomic modlflca●ons and

186 TRANSFuS:ON Volume 52,Janua,2012

a need to reverifyisolate identity before use in inactivation
studies.

Differences in inactivation were also seen for the dif-
ferent HMl75 variants and HSA of different protein con-
centration, where pasteurization of 5% protein HSA
consistently resu.lted in lorer, overall achieved reduction
than ptrteurization of 2570 protein HSA, irrespective of
tlle HAv variant used (Fig. l). Therefore, another variable
to consider in pasteudzation studies using HSA is the
protein content, which contributes to the variability of
overall achieved HAV inactivation.

The results obtained in this study indicate that
there is a substmtial difference in overall achieved HAV
reduction depending on which HAV variant is used for
pasteuization, As HAV is knom to be fa.irly robust and
thus relatively resistilt to inactivatlon,r3 the inactivation
capacity of pasteudzation should not be overestimated
in the context of plasma product safety, For virus valida-
tion studies model viruses are used when for a spe-
cifc virus of concern, that is, a target vins, no suitable
system is available for quantitative investigation, for
example, for hepatitis B virus and hepatitis C virus. This
study shom that wen when a specific target virus, here
HAV can be investigated in virus reduction studies, the
choice of the particular virus variant is critical and
requires verification with respect to compliance with
regulatory guidance: ". . . where two sirnilar viruses could
be used fbr validation studies . . . , the virus considered
to be the more rcsistant sl,odd be.used."r7 From the data

V●lume 52.」anuary 2012 TRANSFuS10N 185
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 報

告
日

第
一
報
入
手
日

2
0
1
2
年
1
月
1
6
日

新
医
薬
品
等
の
区
分
厚
生
労
働
省
処
理
欄

一
般
的
名
称
①
②
③
④
⑤
ポ
リ
エ
チ
レ
ン
グ
リ
コ
ー
ル
処
理
人
免
疫
グ
ロ
プ
リ
ン

⑥
O
人
免
疫
グ
ロ
プ
リ
ン

研
究
報
告
の

公
表
状
況

V
o
x
 
S
a
n
g
u
i
n
i
s
 
2
0
1
2

L
E
T
T
E
R
:

公
表
国

ア
メ
リ
カ
,

ド
イ
ツ
,

ス
ウ
ェ
ー
デ
ン

販
売
名

(
企
業
名
)

①
献
血
ウ・
ェ ノ
タ・
ロ フ
'
リ ン
l
H
5
%
静 注
0
5
g
/
1
0
n
L

②
献
血
ウ・
ェ ノ
ク・
ロ フ
・
リン
I
H
5
%
静 注
l
g
/
2
0
m
L

③
献
血
ウ゛
ェ ノ
タ・
ロ フ
・ リ
ン
I
H
郵
静
注
2
5
g
/
5
0
m
L

④
献
血
ウ・
ェ ノ
ク・
● フ
・ リ
ン
I
H
5
%
静 注
5
g
/
1
0
0
m
L

⑤
南犬
血
ウ・
ェ ノ
ク・
ロ フ
・ リ
ンー
I
H
ヨシ
ド

⑥
夕
ロ゙ フ
・
リン
筋
注
4
5
0
m
g
/
3
h
L
「
へ・
ネシ
ス 」

⑦
ク・
|
フ`
リン
筋
注
1
5
0
0
m
g
/
1
0
m
L
「
へ・
ネ漱
J

ベ
ネ
シ
ス

ベ
ネ
シ
ス

ベ
ネ
シ
ス

ベ
ネ
シ
ス

ベ
ネ
シ
ス

ベ
ネ
シ
ス

ベ
ネ
シ
ス

研 究 報 告 の 概 要

我
々
は
リ
ア
ル
タ
イ
ム
R
T
 
P
C
R
法
を
用
い
て
、
最
大
9
6
人
分
の
献
血
血
漿
ミ
ニ
プ
ー
ル
中
の
E
型
肝
炎
ウ
イ
ル
ス
(
H
E
V
)
R
N
A
の
存
在
に
つ
い
て
、 
ド
イ

ツ
、
ス
ウ
ェ
ー
デ
ン
と
米
国
の
1
6
5
,
0
1
0
人
分
の
血
漿
を
調
査
し
た
。

ス
ウ
ェ
ー
デ
ン
人
:
9
5
,
8
3
5
人
と
ド
イ
ツ
人
:
1
8
,
1
0
0
人
の
献
血
が
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
さ
れ
、
ス
ウ
ェ
ー
デ
ン
人
1
2
人
と
ド
イ
ツ
人
4
人
が
H
E
V
 
R
N
A
陽

性
で
あ
っ
た
。
実
際
の
ミ
ニ
プ
ー
ル
サ
イ
ズ
を
考
慮
す
る
と
、
H
E
V
陽
性
献
血
の
率
は
、
そ
れ
ぞ
れ
ス
ウ
ェ
ー
デ
ン
人
供
血
者
で
1
/
7
,
9
8
6
、  
ド
イ
ツ
人
供

血
者
で
1
/
4
,
5
2
5
で
あ
つ
た
。
対
照
的
に
、
米
国
の
5
1
,
0
7
5
人
の
献
血
は
H
E
V
陽
性
を
確
認
で
き
な
か
っ
た
。

ミ
ニ
プ
ー
ル
が
H
E
V
 
R
N
A
陽
性
の
場
合
、
個
別
の
陽
性
血
漿
は
分
解
さ
れ
、
医
薬
品
製
造
か
ら
排
除
さ
れ
た
。

H
E
V
株
の
分
析
に
お
い
て
全
て
の
症
例
が
遺
伝
子
型
3
で
あ
る
こ
と
が
明
ら
か
に
な
っ
た
。
ま
た
、
検
体
の
多
く
は
ウ
イ
ン
ド
ウ
期
の
献
血
で
あ
つ
た
。

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況

そ
の
他
参
考
事
項
等

代
表
と
し
て
献
血
ヴ
ェ
ノ
グ
ロ
プ
リ
ン
I
H
5
%
静
注

0
5
g
/
1
0
1
n
L
の 記
載
を
示
す
。

2
 
重
要
な
基
本
的
注
意

1
)
本
剤
の
原
材
料
と
な
る
献
血
者
の
血
液
に
つ
い
て
は
、
H
3
s

抗
原
、
抗
H
C
V
抗
体
、
抗
H
I
V
 
l
抗
体
、
抗
H
I
V
-
2
抗
体
、

抗
H
T
L
V
 
I
抗
体
陰
性
で
、
か
つ
A
L
T
(
ё
P
T
)
値
で
ス
ク

リ
ー
ニ
ン
グ
を
実
施
し
て
い
る
。
更
に
、
プ
‐
ル
し
た
試

験
血
漿
に
つ
い
て
は
、
H
I
V
 
l
、H
l
l
V
及
び
H
C
V
に
ら
ぃ
て

核
酸
増
幅
検
査
(
N
A
T
)
を
実
施
し
、
適
合
し
た
血
漿
を
本

剤
の
製
造
に
使
用
し
て
い
る
が
、
当
該
N
A
T
の
検
出
限
界

以
下
の
ウ
イ
ル
ス
が
混
入
し
て
い
る
可
能
性
が
常
に
存
在

す
る
。
本
剤
は
、
以
上
の
検
査
に
適
合
し
た
血
漿
を
原
料

と
し
て
、
C
O
h
n
の
低
温
エ
タ
ノ
ー
ル
分
画
で
得
た
画
分
が

ら
ポ
リ
エ
チ
レ
ン
グ
リ
コ
ー
ル
4
0
0
0
処
理
、
D
E
A
E
セ
フ

ァ
デ
ッ
ク
ス
処
理
等
に
よ
り
人
免
疫
グ
ロ
ブ
リ
ン
を
濃

縮
・
精
製
し
た
製
剤
で
あ
り
、
ウ
イ
ル
ス
不
活
化
・
除
去

を
目
的
と
し
て
、
製
造
工
程
に
お
い
て
6
0
℃
、
1
0
時
間
の

液
状
加
熱
処
理
及
び
ろ
過
膜
処
理
(
ナ
ノ
フ
ィ
ル
ト
レ
ー

シ
ョ
ン
)
及
び
p
H
3
9
～
4
4
の
条
件
下
で
の
液
状
イ
ン

キ
ユ
ベ
ー
シ
ョ
ン
処
理
を
施
し
て
い
る
が
、
投
与
に
際
し

て
は
、
次
の
点
に
十
分
注
意
す
る
こ
と
。

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

H
E
V
は
直
径
2
7
～
3
8
n
m
の
球
状
粒
子
で
、
エ
ン
ベ
ロ
ー
プ
は
な
く
、
長
さ
約
7
,
3
0
0
塩
基
対
の
一
本
鎖
R
N
I
A
を 内
包
し
て
い
る
。
万
一

原
料
血
漿
に
H
E
V
が
混
入
し
た
と
し
て
も
、
E
M
C
及
び
C
P
V
を
モ
デ
ル
ウ
イ
ル
ス
と
し
た
ウ
イ
ル
ス
ク
リ
ア
ラ
ン
ス
試
験
成
績
か
ら
、

本
剤
の
製
造
工
程
に
お
い
て
不
活
化
・
除
去
さ
れ
る
と
考
え
て
い
る
。

本
報
告
は
本
剤
の
安
全
性

に
影
響
を
与
え
な
い
と
考

え
る
の
で
、
特
段
の
措
置
は

と
ら
な
0

グ
ロ
プ
リ
)

ゝ
ノ
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Occurrence of hepatitis E virus RNA in plasma
donations from Sweden, Germany and the
United States

s, A. Eaylirr, T. Girtner2, S, Nickr, J. ovenyf tt J. Bliimel!
1 tu ut-fhilich-lhstitua Longil, Gemony
?Octapharmc, Fron*furt ofr Msin, Getmsny
3 octophamo, Stockholn, sweden

Dear Editor,

We have investigated 165010 pl6ma donations from

Gemany, Sweden and the United states for the presence of

hepatjtis E virus (HEV) RNA in plasma mini-pools of up to

96 donations sing a proprietary internally controlled Eal-

timr RT-PCR assay; the 95.1b cut-off of the a$ay is

-250 lulml as detetmined by dilulion ofthe wHo Interna-

t:onal Stardard for HEv RNA [ll. Ftom Europe, 95 839

Swedistr and l8 100 German donations were screened, of

these, t2 Swedish and four Geman donations were positive

for HEV RNA. Allowing for actual mini-pool size, the rate

of HEv-positive donations was I :7986 and l:4525 for the

Swedish and German donon, resp(tively. In contrast, no

HEv-positive donations werc identified in 51 075 dona-

tion5 frcm the United States. Whetrwer mini-pools were

positive for HEV RNA, individual positive donations were

Table I Summaryof charactcrization of H[VRNA-positiKplesmadonations

WxSrnquir:se201? Intem.tionrlSea€lYof Ei6dlanstudoi
D0 l :  l0 . l1 l t / j .1423-0410.2011O1S1r

Vcx San{N*inis

resolved and excluded fros phamac€utical produdioni I 2

of the samples were characterized by molcular and sem-

logical analysis (Table l). Analysis of the HEV stnins

revealed genotype 3 in all cases. Genobping w6 Perfom€d
by amplification of the oRF2,/3 region of the HEv genome

using the Onest€p RT-PCR kit (Qiagen GmbH, Hilden, Ger-

many) and the foryard priner sTGGGTGGAATGAATAA

cATGT and reverse primer 5'-AGGGGTTGGTTGGATGAA

or 5accccCGcTCGGMCfGGTcAcGcCAAG. Amplihca-

tion products were rquenced diRctly; all sequenced strains

were distinct frcm each other (acRssion numbers

JN995562-JN995573). The closest RNA sequmce malthcs

from BLAST searches were beMeen an HEV strain from a

wild boar (accession number FJ7o5359) and samples 6 and

7 obtained from Geiman donon Viral loads varied between

-3 2-5'7 lo1ro lu,hl HEV RNA and are in a similat rangle

reported for Japanese blood dono6 [2]. Anti-HEv IeM and

anti-HEV tgc in the indivtdual donations were determined

using ElAs from Wantai twantai, Beijing, China). The

majority of samples werc window-period donations. Only

one viraemic sasple was positive for lgM, another for IgG

(confrrmed by Rpeat testing using different kit lots). Thre

samples were initially r€activ€: however, repeat testing

using differcnt kit batches gave negative results. Such

equivocal results highlight some of the problems rrith

standardization of HEV scrological assays. Alanine trans-

aminase {ALT) levels were slightly elwated (80-110 ru/'l}

in only 3 of 12 viraemic donations tested. This indicates

that screening of blood,/plasna by ALT is not a reliable

measure for exclusion of llEV viraemic dono$.

Our results arc in accordance with a rccent investigation

from thr UK detecting 6 of 880 mini-pools (vith mini-pool

comprising 48 dooo6) positive for HEV Rl,lA [3]. Con$ider-

ing a ratio of 1:4525 viraemic donatiors in Germany, the

limited vinemic titre of some donations, and a sjze of

-3500 donations pcr plasma fractionarion pool, this could

explair why wt found -l@b of large plasma pools for

fractionatiofl Fom Ge.many positive for HEV RNA [+]. We

agre uith lja €f oi. [3] that such high numben of

HEv-positive blood donations in Europe $uggest many

subclinical infections [5], and the con*quences oI HEV

contamination of blood and plasma wafiants furtier

investigatioil.
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W  L i  e t a l HeDatitis E virus in Yunnan Province. Chrna

separate genus, while rabbit HEv is genetically related to
but distinct from other known mammalian HEVs [5].

In China, genotype 4 was nrst reported in 1993 and
has became the dominana cause of HE in China sine
2000 [24]. Although molecular and sercepidemiological
investigations of HEV have been perfomed in nany
provinces of China, there is a shortage of epidemiologiel
data from Yunnm province (southwest China), and the
prevalent genotypes have not been chamcterized prcvi-
ously. The aim of the present study was to investigate the
prcvalence of HEV infection in pigs and humans and to
detemine lhe extent of genetic variation of Yunnan HEV
strains using phylogenetic and molecular evolutionily
analysis.

Materials and methods

Sample collation

A total of 621 serum smplc were rmdomly collected
frcm 6ve pig fams across $e Yunan province of China.
Beside of this random sampling ircluded 339 swine sera
md 95 swine liver smples, all collected from four abatt-
oirs and 60 swine fees sampls odginated from thr@ pig
frms in Kunning, the prcvincial capital of Ymnan. In
addition, 173 sera (63 male and I l0 female) were coll@ted
monymously from the general human population in Kun-
ming by the Center for Disease Control md Prcvention of
Yunnan province (Iable I ). For collection of swine sem,
2-5 mL of blood was @llected from swine in sterilized
tubes. The samples were incubated in water for I h at
37oC. And after clotting and @ntdfugation at 3000 rpm for
I 0 min sera were sepilated and stored immediately in a
-80"C freezef until use.

Detection of HEV antibodis in serum

Swine sera were tested for anti-HEV IgG, while humil
sera were tested for both HEV IgG and IgM using a

@mercial ELISA kit (Wantai Biological Phamacy Co.,
Beijing, China) according to mnufacturer's inshuctions.
Human sera that were fDsitive for mti-HEV IgM were kept
for HEV RNA detection. The samples with u optical
density less than the cutoff value (m9an opdcal density for
the three negative controls on each plate plus 0.12) were

onsidercd as negative. Smplc with an optical density
greater thm or equal to the cutoff value *ere tentatiYely
considercd ractive and then rctested to confirm the result.
The abmrbance was detemined at 450 nm (BioTek

ELx800).

Statistical analysis

Swine and human serom mmples werc subdivided into
seveml age categories, md a possible corelation between
HEV prevalence md age was idcntified. Statistical malysis
was performed using the unpaircd Studmt's t-test, md the
rsults werc mnsiderod significmt when tho p-value was les
than 0.05. Descriptive statistical malysis was perfomed
using SPSS softwre forWindows 13.0(SPSS Inc.,Chicago,
USA), and the 95% confidence intenal was calculated s
de$ribed [23].

RNA extraction and rcverse transcription-nested PCR

Tdtal RNA ws exhacted ftom 100 pl of feces suspeDsioo,
homogenized liver suspension md mti-HEV IgM serum
using TRIzol (Inviaogen, USA) acording to the milu-
fachrer's instructions. RT-nPCR wc perfomed as
described elsewhere [i0, 22].

Sequencing and phylogenetic oalysis

The scond-rcund PCR prcducts werc purified using a PCR
prcduct puification kit and ligated inoo the pMD I 8-T vector
(Takara, Dalim, China). The pltrmid was then used to

transform E coli DH5a. The plasmids werc exkrcted, and
the inserts were sequenced at Smgon Biological Enginer-
ing Company (Shanghai, China). The 348-nt consensus

sequences were aligned using DNAman (version 6.0, Lyn-
non Corporation). Nucleotide sequence iden(ty between
isolated sequencc and members of the four genotypes were
calculated using Lasergene sequence malysis tools Meg-
Align (DNASTAR, Inc.). Phylogenetic and molecular evc
lutionary genetics analyses were conducted using the
neighbor-joining method with MEGA 4 U9l. Thirty-five
related IIEV stmins listed in Table 2 were used as references
in the malysis, and m avian HEV strain (AY535004) was
included as an outgroup.

Results

Prevalence of anti-HEV antibodies in pigs and humans

Swine

Among 621 samples collected from five pig farms, the
positive mte for HEV-specific IgG ranged from'13.2 to
83.59a, nd the overall sercprcvalence was 78.99o (4901

62t). There was no significant difference in the squm

Trble 2 HEV smiB used.in
the phylogenetic and sequence
malyes

Counay

Scr@ning

SAR‐55

Uigh179

11ctlan87

HEVNE8L

K5287

hcv037

HEV‐uSl

HEV‐US2

Meng

JRAl

Arkcll

Osh 205

swCNZJ3t14‐06

JMNG‐OklのC

WBl‐Alchi

JDEER‐Hy003

swYN‐01

swGX40

ECh166

HC2‐40

HC10“

VヽHH18

WH09

HE‐JVNl

swIM 12‐9

CHN‐XJ‐SW13

Ch shswl

Ch shsw6

Ch shhu2

Human

Human

Humm

Humd

Human

Humil

Humd

Human

Human

HU|m

Humm

Swine

Human

Swine

Swine

Swine

Swine

Mongo6e

Wild boa

Wild deq

Swine

Swine

Humd

Swine

Swirc

Huma

Swine

Human

Swine

Swine

Swine

Swine

Human

Swine

Human

Myanmar: Rangoon M'13218

Vietnam M80581

China: Xinjiang Dll093

China: Xinjiang, Hetian Dll092

Mymma: Rangoon D10330

China: Xinjiang, Kshi L25595

India X98292

Morccco 4Y23O202

Mexico M?4506

usA AF060668

usA AF060669

USA AFOE2843

Japani Tokyo AP003430

Japan: Tochigi ABm39l2

Cmada AYl l548E

KFgyzshn: Osh AF455?84

China: Zhejiog EF187823

Japm: Okinawa A8236320

Japan: Aichi DQ079628

Japan: Hyogo ABtl4l?9

China: Yuman FJ409465

China: Guangxi 8U616172

China: Jiangsu HM4392?8

China: Hune EU620&11

Chinar Hund EU620651

China: Hubei F 461770

China: Wuhm GUl8885l

Viet Nam A8168096

China: InndMongolia 48550640

Table I Sampls used to asse$ thc cunent epidemiology ofHEv in humns and pigs in the Yunnan province

Sample Source (no.)

HEV‐lgG
China: rinjiang

China: Shanghai

China: Shanghai

China: Shanghai

ChiM: Zhejiang

South Kors

USA

EU034707

EU034713

EU034715

A 1 4 2 8 8 5 6

FJ763142

AY5350C14

HEV― IgM HP/‐RNA
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Y

N

N

N

N

N

Y

Y
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Hepatitis E virus in Yunnan Prcvince, China

prevalence rate between different farms(P<0.05. The
seroprevalence rates of serum samples collected from four
abattoirs were 78.07o (39150),80.6Eo (1451180),78.9Eo ('1 ll
90) and 78.99" (15/19), and the average was 79.64o (2'10/
339). Student's Gtest showed no significant difference in
the serum prevalence rates between the different abattoirs
(P<0.05J Gable 3).

Swine serum samples collected from pig fams were
divided into four age grcups, under 2 months, 2-5 months,
6-10 months and over ll months, and the mti-HEV IgG
positive rate was analyzed with respect to age. The positive
rate was 40.39o, 8O.84o, 83.3Vo and 90.34o, respectively.
The overall positive rate was 7O.0/o; increased accumu-
lated with age (Table 4).

Huruns

One hundred seventy-three samples were divided in to four
age groups: l7 -23 yers, 24-30 y eam, 3 I -36 years md over
37 yars. The anti-HEV-IgG-positive mtes for the differenr
age grcups were 28.'lVo (17-23), 50.0Eo (24-3O), 57.17o
(31-36), and 50.07o (37-50). The l7-23-yeu-old group had

a lowcr rate than other groups(X2_9322,Pa 05)The

t o t a l  p o s i “v e  r a t e  W a s  3 9  9 % N o  s i g n i n c a n t  d i f F e r e n c e  w a s

found bctween thc males and females“13%vs 39 1%)

(P、005)The posidVe rate for anti HEV lgM was 6 4%

(11/173)(TablC 4)

RT―nPCR dしtcction

HEV was detected by RT―nPCR at a rate of 8 3%(5/6のin
swine Feces,63%(6/95)in swine liver samples,and 9 1%

(1/11)in anti HEV‐IgM PoJavc human serum samples The
348-nt PCR‐amplined prOducts of 12 isolaLs(■ve in fe∝s,
six in liver and one in and‐HEV‐IgM‐posidvc human seral
werc Scqucnccd and deslgnated as swYN01 tO swYN09,

KMsw‐1, KMsw_3 and HuYNCli Sequence alignment

rcvealed that swYNK11,swYN04,swYN05,swYN06 and
HuYN01 shared dle same scquence, and therefore nine

scqucnces were 6nally submitted to CenBank:swYN01

(GU56015o,swYNl12(HQ828102),swYNK13(HQ828103),
swYN07(HQ828104),swYN08(HQ828105),swYNl19

(HQ828106),KMsw_1(HQ008863),KMsw‐ 3(HQ008864)
and HuYN01(HQ828107)

Phylogenetic and moleculil evolutionary analyses

Phylogenetic and moleulil evolutionary analysis revealed
that nine islates shtred 84.2-100.0% nucleotide sequene
identity with each ottrcr nd'17.3-81.3Vo, 52.2-53.3Vo, 73.4-
88.5% and 77.7-100.0Vo nucleotide sequence identity with
strains rcpresenting genotyps l, 2, 3 nd 4. These isolates
are all belonged to genotype 4 HEV md clustered with
China swine and human !{EV sequencc generated eillier
(Fig. 1). A analysis based on stmins of known subqpe
rcvealed that the nine isolated strains could be further
divided into fou different subtypes (4b, k,4e and 4'l),
including a newly idmtified subtype (swYN08) that, to our
knowledge, has not b@n subtype in previous studies
(Fis. 2).

Di*ussion

There is increasingly evidene that HEV is enzootic, md
pigs are mnsidered as one ofthe majorresenoirs for human
infcdon. Among the four genotypes of HEV, genotypes I
and 2 ile linked to lilge HEV epidemics in the human
population md transmitted mostly by the f@al-oral route
tbrcugh cootminatcd water. Th6e two genotypes re
endemic in rcgions of Asia and Africa and have only ben
isolated frcm humans. In contrast, HEV strains of geno-
types 3 and 4 infrct loth humans and a vdiety of mam-
malian species, in particular, domestic pigs and wild bous,
md are responsible for spomdic cass ofacute hepatitis E in
both developing and indusnialized countries il51. The
identification of rjEV in essentially all swine-producing
regions worldwide and the demonstrated ability of cross-
spmies inf@tion of this virus mise potential public-hmtth
concems about ioonotic hmsmission t4,20,2ll

In China, gmotype 4 HEV is endemic in pigs, and
sporadic human msc of hepatitis E thrcugtrout the country
are causes by geDotypes I and, perhaps more often, 4 [8].
Besides genotyps I md 4, genotype 3 alm has ben
identified in etrtem China since 2@6 fi61. In this study, a
smlogical and mol@ultr suney revealed a 78.9 prev-
alence of mti-HEV IgG in selated pig fms md 79.69o in
abattoirs rspctively. An 8.3% HEV-RNA-positive rate in
swine feces and 6.3% in swine liver smples indicated that
IIEV infetion is highly prevalent mong pigs in the
Yunnm prcvine. The prcvalence wm equal in the northern
and southem parts of China (13.178.8%) t6, l0l.

About 10-20% of p@ple in China have signs of past
HEV inf@tion [251. Ttrc 39.94o prevalence of anti-HEV
lgG, 6.4Vo of HEV-IgM, Md 9.l of HEV-RNA in 

'ilti-

HEV-IgM-positive humm serum smpls in the general
human population rcvealed a more serious prevalence sit-
uation in Yunnm. Also, it is worth mentioning that human

Fig. I Ptrylogenetic fte consftted by alignment of the 348-Dt
nucleotide sequence ofORF2 using the neighbour-joining method and
evaluated usiog the inbrior bmnch lest method with Mega 4 softwarc.
Percent b@bEap suppot is indicated at each node. The GenBank
accesion numbs, surce, and cornqy of origin de indicabd. An
avian HEV sraih is includcd s an outgroup. The isola€s identificd in
this study de indicated by d btack tiangle. The scale bar indicares
nucltutide substitutions pq pGition

strain HuYN0l shows a high degree of genetic relatedness
to swine strains isolated in the same region, and this again
onfims the capability of a zoonotic spread of genotype
4 HEV,

4a, 1+b, 4c, 4.d, re the mosi prevalent in China of the seven
subtypes (4a-4g) of genotype 4 HEV [6, ll, 23], and
ombined with our rsults, it can be suggesied that there are
at least four subgenotj'pes ofgenotype 4 (4c, 4d, 4b, md 4?)
curent prevalent in swine populations of Yunnm, and thse

¨̈
¨

IG●●oぃ o`

HEV IgG positive

N1*W*

E|J@@id:l.rd&
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Tabl€ 3 HEV seroprevalence
in sampled pig herds and
abattoirs in the Yunnm
province, China

Table d Agedependence of the
prevalence of HEV dtibodies
in pigs ed the general human
population
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4

5

Total

1

2

3

4

Total

54

258
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621

50

90

339

960

30(732%)

42c78%)

72(735%)

2“ (791%)

142(835%)

4901789%)

39(780%)

145(806%)

71(789%)

15σ 89%)

270(796%)

792%(760/960)

059087

067‐089

065‐083

078-090

076‐082

067Ю 89

075Ю 87

071-087

061Ю 97

0761184

076‐082

And‐HEV IgG 9 5 % C I Antl■EV lgM
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435(7o o%)
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96500%)
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Fig.2 Utrooledphylogenetic
tree of HEV genotype 4 isolat6
b6ed on partial ORFI2
sequences The subg€notyPes of
thN isolates were determined
sith seven confimed subtypq
ol genotype 4 HEV s
refercncG. The rcsulb showed
that 12 genqtype 4 isolabs
found in ahis study werc divided
into four differcnt subtypes. The
E@ WaS COnStrUCted Using
Mega 4, with 1000 replications

strains are genetically rclated to the stralns that are pre‐
valent in the general human Pop●latlons in this region.

It has been demonstrated that vial scquences FCCOVeF■

from Pig livers sold in local grocery StOres are closely

related,or idelltical in some cases,to the Viruses recovered

From human patcnts[2,7,10,211,and the contaminaung
virus in comHlerclal●g iVers sold in local groccry stores
remalns fully tnfecdous〔3〕SporadiC Cases of acute hep―

adtis E have been reported in patents who consumed wild

b o a r  m e a t 〔9〕T h i S  S t u d y  f o u n d  6 . 3 % o f  s w l n e  l i v c r  s a l n

ples to be po●dve For HEV RNA,Which oncc again ralses

addidonal puЫic―health concems oVcr pork saFety,ぬc●sk

Of HEV infection via the consurnpjon ofundercooked pork

pЮducts Moreovcr,",ultS indicatc mC necd fOr cstab「

lished quarandne methOds towards HEV to prevcnt ale
now oF contamnated pig livers to the lnarket chaln,slnce

there scems to be a lack of awareness from govemments to

deal With the situation
As HEV has an animal origln it is sugges申that sOmo

anccstral strdns could have subsequently developed the

capadty to bc transmitted cffldendy to and betwe,n

humanS To prevent emcrgcnce of novcl human diseases,it

`impOrtant Ю understand the evoludmary and epidemト

Ologlcal lrocesses fad‖taung ths ranstton from en2001C

a  s P“n g e r

to buman‐ to―human Cansmission[17]At present, the

cvOlutionary relationship among the four HEV genotypes

in hmans and swine is not yet fully understood The iSO‐

ladon of the nine HEV stralns represented in southeaStem

China WOuld facilitate study Of the evolu●onary hiぶtory of

this vims and the VarlatiOn in selecive pressures acdng on

different genotypes:

A c k n o w l e d “n ● T t t s  W o r k  w ぉs u p p o r t e d  b y  t h じY u n n a n  P r o ‐

vinci■Ooga“ 徹 IntrOduang Hlgh.Levei Scienasts(crmt No

2 0 0 9 C 1 1 2 5 ) W c  t h a n k  t h c  s t a f f  m c m b e r s  o f  t h e  C e n t e r  F o r  D l躍鵬

Control and Prevendon of Yunnan provlnce for COllectllng the human

References

l Agg神 ″」R,'ancci S(2008)κ pau■,E vacane Hepalol lnt

2:308 315
2 BOuwknegt M,LodderVerschoor R PoCI WH,Ruies S,Husman
AO∞ 7)HepatlllS E宙ru,RNAincPmma■ IKl cine nvers h
Thc NeScllandS'Food PFOt 7012889 2895
3 Feagns AR,Oprlcssnig T,Cuencttc DK,Halbur PC,Meng xJ

網 器 蹴 lttf:Ti蹴 蹴 ギ腑 臨 ;e露戯 f

the uSA J Cen Viro1 88:91摯917

4 Fcagins AR,OpHcsSnig■ Huang YW,Halbur PC,Mellg XJ

(2∞8)CrosS Speci“hfeCttOn oFspcdnc‐patho諄n‐frcc pigs by a

genotype 4 Stttn of human hepadls E vlrus J Mtt Virol
80:1379-1386

5 CcngY,Zhao C,Stlng A,WangJ,zhang X,Hamsoll TJ,Zhou Y,
Wallg W,Wang Y(2011)The serologtCal prcvalcncc and gtte“C

diverslty Of hepa“us E virus in farmcd rabbits in China lnfect
Cenet Evo1 11:476482

6 Jinshan Jiintal,Manglai D,Takahashi M,Nagashima S,Okam‐
oto H(2010)Molecular and serK1logical survey Of hcpalls E
宙rus infection among domestic pigs in inner Mongo“a,China
Arch Virol 155:1217-1226
7 Kulkarni MA,Arankane VA(21108)Thc dC,CCtiOn and charac‐
tcrlzalon of hep齢ls E virus in pig liVers From retail markets of
indla J Med Viro1 80:1387-1390
8 LIK,Zhuang H,Zhu W(21102)Palgal nudeotide sequencing of
hepatids E viruses detected in SCra OF paticnts with hepatitis E
from i4 cilesln China Chin Med J ll'10581063
9 LI TC,ChJiwa K,Sen N,IshibaShi T,Etoh Y,Shinohara Y,
Kurata Y.lshida M,Sakamoto S,Takeda N,Miyamura T(2005)
Hcpattts E vis tasdsslon from wild bo肛meat EmeFg lnttt
D i s  l l : 1 9 5←1 9 6 0
1 0  L W , S h e  R , W c i  H , Z h a o  J , W a l l g  Y , S u n  Q , Z h a n g  Y , W a n g  D ,
LI R(2C109)Prcv■lence oF hepadtts E virus in swine under dit
Ferent breedlng en宙ronment and abattOlr ln 3cりing,C“na Vct

Microblo1 133:7,33
1 l  L X , Z h a o  C , H t t s o n  T , , S O n g  A , F a n  J , Z h a n g  J , W a n g  Y

( 2 0 0 8 ) I n v e S n g a t l K l n  O f  h e p a t l i s  E  v t u s  i n f e c t l o n  i n  s w i n c  f r o n
H u n a n  p r o v i n c e , C h l n a  J  M e d  V i r o : 8 0 : 1 3 9 1 1 3 9 6
12 Lu L,LI CH,Hagedom m 0006)Phy10genedc anay● s Of

global hep轟us E vims scquenccs:gcnedc diversity,subtypcs and

z∞nosls Rcv Med Viro1 165-36

13 MayO MA(2005)Changes tO宙 rus taxonomy 20“Arch VirKll

150:189-198

,4,MCng Ю (201o Recent advanCes in Hepatitis E vinls J Viral
Hcpat 17:153161

15.Meng刈 (2010)Hepatits E virtlゞanimal rcservoirs and 2oonotic

rlst Vet Microblo1 140:25●265

16. Ning HQ, Niu zX, Yu RS, zhang PH, Dong SJ, Li z (2007)

Jdentification of genotype 3 hepatilis E virus in fecal samPls

from a pig farm located in a Shanghai suburb. vet Microbiol

l2l.125-130
17. Purdy MA, Khudyakov YE (2010) Evolutionary history and

population dynamics of hepatitis e virus. PLoS One 5:e14376

| 8. Shouval D (2Ot l) Focus- What is the significmce of hepatitis E

as a public health rhreat in the indushialized countries? Hepatitis

E virus infation in ltaly. J Hepatol 54:l-2
19. Tgmura K, Dldley J, Nei M, Kumar S (200?) Mol*ule Evo'

lutionary Cenetics Analysis (MECA) softwde ve6ion 4.0' Mo[

Biol Evol 24:1596-1599
20. WangYc,ZhangHY,XiaNS,PengG,LanHY,ZhumgH,zhuYH,

LiSW, Tian KG, Ou WJ, Lin JX, wu X, Li HM, HmisonTJ (2002)

Prevalence, isolation, ed partial sequen@ analysis of hePatitis E

vfus frcm domdtic animals in China. J Med Vid 6?:5lc52l
21. Yaz*i Y, Mizuo H, Takahashi M, Nishizawa T, Sasaki N,

CotaDda Y, Okamoto H (2003) Sporadic acuE or fulminant

hopa(tis E in Hokkaido, Japs, may be food-bome, s sugS6ted

by the p$ence of hepatitis E virus in pig liver s food. J Gen

Vitol 84123511357
22. Zhang W, Shen Q, Mo! J, Cong C, Yang Z, CBI L,Zh! l, lv G'

Hua X (m08) Hepatitis E virus infection among domestic aoi-

mals in e6tem Chind. Zoonoses Public Health 55:291-298
23. Zheg w, YmgS, Ro L, Shen Q, Cui L, Fan K, Huang F, Kmg Y,

Shm T, wei J, Xiu H, lau Y, Liu J, Yang Z, Zhu J, Hua X (2009)

Hepatitis E virus infection in central Chim rcveals no evidence of

cross-speci4 frmsmission bes@n human and swine in this d@

PLoS One 4:e8156
24. Ztt4gyl,Cesx,Zhang J, Guo QS, Ng MH, Wang FD, Xia NS,

Jidg QW (2006) Swine tr a principal rcservoir of hepatitis E

virus that infects humans in eastqn China, J Infect Dis

19111g3-1649
25. 7 n G, Qu Y, Jin N, Sun Z, Liu T, Lte H, Tian M, Wang T

(2008) seroepidemiology and Molecular Characterization of

Hepatitis E virus in Jilin, China. Infecdon 36:140-146

Q Springer



別
紙
様
式
第
2
‐1

番
号
1
6

医
薬
品

医
薬
部
外
品
 
 
研
究
報
告
 
調
査
報
告
書

化
粧
品

識
別
番
号
・
報
告
回
数
| 
  
  
 |
  
  
  
 1
  
 報

告
日

第
=
報
入
手
日

2
0
1
2
年
1
月
2
6
日

新
医
薬
品
等
の
区
分
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的
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ー
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ロ
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研 究 報 告 の 概 要

ウ
エ
ス
ト
ナ
イ
ル
ウ
イ
ル
ス
(
W
I
W
)
の 個
別
供
血
者
核
酸
検
査
(
N
A
T
)
を実
施
し
た
に
も
拘
わ
ら
ず
、
3
例
の
W
N
V
輸
血
感
染
症
例
が
報
告
さ
れ
(
2
0
0
4
-
2
0
0
8
)
、

現
在
の
血
漿
に
つ
い
て
の
検
査
で
は
全
て
の
W
N
V
感
染
献
血
を
検
出
で
き
な
い
こ
と
を
示
唆
し
た
。
l
V
N
V
感 染
供
血
者
か
ら
の
赤
血
球
成
分
の
1
9
/
2
0
は
、
血

漿
成
分
よ
り
l
L
o
g
以
上
ウ
イ
ル
ス
量
が
高
か
つ
た
。

こ
の
研
究
の
目
的
は
、
血
液
ス
ク
リ
ー
三
ン
グ
管
由
来
の
ペ
ア
検
体
の
差
異
の
あ
る
ウ
イ
ル
ス
量
に
よ
り
、
血
漿
と
比
較
し
て
全
血
の
検
査
に
価
値
が
高
い
こ

と
を
確
立
す
る
こ
と
で
あ
っ
た
。

横
断
的
研
究
で
は
、
血
清
陰
性
献
血
(
n
=
2
9
)
は全
血
ょ
り
血
漿
中
で
Ⅷ
V
 
R
M
の
濃
度
が
4
倍
以
上
高
か
つ
た
、
と
こ
ろ
が
血
清
陽
性
献
血
(
n
=
1
3
)
では
Ⅷ
V

R
N
A
濃
度
が
血
漿
中
よ
り
全
血
中
の
方
が
1
0
倍
高
か
っ
た
。
全
て
の
縦
断
的
研
究
の
参
力
E
者
は
、
追
跡
調
査
を
通
し
て
血
清
陽
性
で
あ
っ
た
。
全
血
の
ウ
イ

ル
ス
量
は
血
漿
ウ
ィ
ル
ス
量
よ
り
常
に
高
か
つ
た
。

血
漿
の
代
わ
り
に
全
血
を
用
い
た
W
N
V
 
N
A
T
の 感
度
向
上
は
確
認
し
た
が
、
そ
の
向
上
は
血
清
陽
性
段
階
に
限
定
さ
れ
て
い
る
と
思
わ
れ
た
。
し
か
し
、
血
液

ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
に
お
け
る
こ
れ
ら
の
知
見
の
意
味
を
明
ら
か
に
す
る
に
は
、
持
続
的
な
全
血
ウ
イ
ル
ス
血
症
の
感
染
力
を
確
立
す
る
た
め
に
更
な
る
研
究
が

必
要
で
あ
る
。

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況

そ
の
他
参
考
事
項
等

代
表
と
し
て
献
血
ヴ
ェ
ノ
グ
ロ
プ
リ
ン
I
H
5
%
静
注

0
5
g
/
1
0
m
L
の
記
載
を
示
す
。

2
 
重
要
な
基
本
的
注
意

1
)
本
剤
の
原
材
料
と
な
る
献
血
者
の
血
液
に
つ
い
て
は
、

H
B
s
抗
原
、
抗
H
C
V
抗
体
、
抗
H
I
■
1
抗
体
、
抗
H
I
V
-
2

抗
体
、
抗
H
■
V
― I
抗
体
陰
性
で
、
か
つ
A
L
T
(
C
P
T
)
値

で
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
を
実
施
し
て
い
る
。
更
に
、
プ
ー

ル
し
た
試
験
血
漿
に
つ
い
て
は
、
H
I
V
-
1
、H
B
V
及
び
H
C
V

に
つ
い
て
核
酸
増
幅
検
査
(
N
A
T
)
を
実
施
し
、
適
合
し

た
血
漿
を
本
剤
の
製
造
に
使
用
し
て
い
る
が
、
当
該
N
A
T

の
検
出
限
界
以
下
の
ウ
イ
ノレ
ス
が
混
入
し
て
い
る
可
能

性
が
常
に
存
在
す
る
。
本
剤
は
、
以
上
の
検
査
に
適
合

し
た
血
漿
を
原
料
と
し
て
、
C
o
h
n
の
低
温
エ
タ
ノ
ー
ル

分
画
で
得
た
画
分
か
ら
ポ
リ
エ
チ
レ
ン
グ
リ
コ
ー
ル

4
0
0
0
処
理
、
D
E
A
E
セ
フ
ァ
デ
ッ
ク
ス
処
理
等
に
よ
り
人

免
疫
グ
ロ
プ
リ
ン
を
濃
縮
・
精
製
し
た
製
剤
で
あ
り
、

ウ
イ
ル
ス
不
活
化
・
除
去
を
目
的
と
し
て
、
製
造
工
程

に
お
い
て
6
0
℃
、
1
0
時
間
の
液
状
カ
ロ熱
処
理
及
び
ろ
過

膜
処
理
(
ナ
ノ
フ
ィ
ル
ト
レ
ー
シ
ョ
ン
)
及
び
p
H
3
9

1
 
:
i
を警3
』:
=
、婆
弯〔
顔吉
:
ご「
X
易̀
借

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

ウ
エ
ス
ト
ナ
イ
ル
ウ
イ
ル
ス
(
V
e
s
,
N
i
l
e
 
v
i
r
u
s
:
W
Ⅳ
)
は
、
フ
ラ
ビ
ウ
イ
ル
ス
科
フ
ラ
ビ
ウ
イ
ル
ス
属
に
属
し
、
大
き
さ
は
4
0

～
6
0
n
m
の
エ
ン
ベ
ロ
ー
プ
を
有
す
る
R
I
N
A
ウ イ
ル
ス
で
あ
る
。
血
清
学
的
に
は
日
本
脳
炎
ウ
イ
ル
ス
群
に
含
ま
れ
、
蚊
に
よ
つ
て
媒

介
さ
れ
る
。

F
D
A
は
、
2
0
0
5
年
6
月
の
業
界
向
け
ガ
イ
ダ
ン
ス
改
訂
版
に
お
い
て
、
「 F
D
A
は
全
て
の
血
漿
分
画
製
剤
に
つ
い
て
現
在
行
わ
れ
て
い
る

ウ
イ
ル
ス
低
減
工
程
を
再
調
査
し
た
。
現
在
行
わ
れ
て
い
る
方
法
は
、
W
N
V
と
分
類
上
関
連
し
て
い
る
フ
ラ
ビ
ウ
イ
ル
ス
を
不
活
化

す
る
こ
と
が
バ
リ
デ
=
卜
さ
れ
て
い
る
。
」
と
評
価
し
、
C
P
M
P
も
ま
た
ポ
ジ
シ
ヨ
ン
ス
テ
ー
ト
メ
ン
ト
に
お
い
て
、
血
漿
分
画
製
剤

の
製
造
工
程
で
W
I
W
は
不
活
化
・
除
去
さ
れ
る
と
評
価
し
て
い
る
。
万
一
、
原
料
血
漿
に
W
N
V
が
混
入
し
て
も
、
B
V
D
を
モ
デ
ル
ウ
イ

ル
ス
と
し
た
ウ
イ
ル
ス
ク
リ
ア
ラ
ン
ス
試
験
成
績
か
ら
、
本
剤
の
製
造
工
程
に
お
い
て
不
活
化
・
除
去
さ
れ
る
と
考
え
て
い
る
。

本
報
告
は
本
剤
の
安
全
性

に
影
響
を
与
え
な
い
と
考

え
る
の
で
、
特
段
の
措
置
は

と
ら
な
い
。

グ
ロ
プ
リ
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were reported in 2003, "triggering" strategies were devel-
oped and implemented that involved switching from

MP-NAT to morc sensitive individual-donation (ID) NAT
when criteria indicating a higher risk of\'VNV infection in
donors were rnet.7 In addition, systems were developed to
enable regional communication olWI{V yield data among
donor centeG to support rapiC triggering ofID-NAIlvhen
adjacent regions experience epidemic activity. Despite
implementation of targeted ID-NAT, three more wNV
transfusion-trausmitted infections were reported be-
treen 2004 md 2008; all were linked to MP-NAT screened
donations lhat were missed because ID-NAT triggcring
criteria were not reached at the screening sites.?'8

One approach to reducing Wl\lv tansfusion trans-
mission risk could be to develop an alterDative specimen
preparation protocol that would incrcase t}|e clinical seD-
sitivity of currentwNv NATscreering assays. In 2007, FDA
investigato$ found an order of magnitude greater viral
loads in the red blood cell (RBC) components collected
fromWNv-infected blood donors compared to that in the
donors' corresponding plasma components.e This FDA
strrdy also reported that RBC-associated WNV was infec-
tious in Vero cell cultues and anodrer report from this
group indicated that WNV antibody-positive specimens
could also infect cells in vitro.'o

Typically intelded fo r transfusion, b loo d components
are generally not initially screened for pathogens. Lrstead,
plasma smples frcm %cutainer blood collection tubes
collected at the time of donation are routinely sqeened.
The 2oo7 FDA report suggested that further research
exploring the Ne ofwhole blood as a screening sample is
needed, potentially enhancing the exftaction of cell-
associated viral nucleic acids.e To this study group's knowl-
edge, no reseuch has been conducted to develop a blood

douor screening merhod for wNV RNA in whole blood
samples deriv€d from blood collection tube specimens.

This snrdy's objective was to futher establish the sen:
sitivity of screening whole blood relative to plasma for
Wiff RNA by generating differential virai ioads using
paired whole blood md pl6ma smples prepared from
blood collection tubes instead of blood components. Our
hypothesis was that, consistent with the 2007 FDA report,

we would fi.nd 1 log higber viral loads in whole blood com-
pared with plasma,ewe also expected to see wriations in

the whole blood and plasma viral loads according to the
stage of infection 6 defined by serology status, similar to

ou recent findings of comPatmentalization in pawovi-

rus B19 in infected blood donors.r'

MATERIALS AND METHODS

Blood donor populations

This retrospective ana.lysis was designed to gather qum-

titative viral data on cross-sectional ind longitudinal
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specimens from WNV-infected donors that had been
processed and stored in a rePositdry at Blood Sysfems

Research Institute (BSRI). The cross.sectional portion of

the study involved using a psiously descdbed real-time

reverse trilscription-polymerase chain rcaction (KI-

PCR) assay to quaDtify viral loads in plasma and rvhole
blood samples derived frorn specimens coUected from
donors on the indd donation or index date.12 The.cross-
sectional study samples were from donations that lrad

been confirmed positive for WNV after reactive WNV RNA

screenint using a transcription-mediated amplification
(TMA) NAT assay.r3 This TMA assay was used for blood
screening at Creative Testing Solutions (Tempe, M-). Viral

loads were also determined in longitudinal follow-up
wholeblood and plasma specimens hom enrolledpartici-
pants lvhose WNV infectiom rere confirmed by TMA

reactivity at index and later seroconre$ion.
All samples were tested "blind" with no donor identi-

fication or outcome inlbmation and no data on bleed
sequence or predicate WNv results provided during the

testing process. Longitudinal study participmts siSned
m infomed consent form approved by dre University
of California at San Francisco Committee on Human
Resedch to allow blood specimens to be cottected during
specific time intervals after their index date. This study's
resedch protocol is compliant with the Declaation of

Helsinki principles and was also approved by the A.T. StiI

University Mesa Institutional Review Boed,

Serologlc assay

Siage of infection forboth the cross-sectional study partici-

pmts md the longitudinal study participants was estab-
lished at each specimen colltrtion date sing anti-vfNv
irrununoglobulin (IglM atd IgG immwoassays (Focus

Diagnostics, Cypress, CA). The specimens were divided
into seronegative (IgM negative and I8G negative) and

seropositive (IgM positive and/or I8C positire) groups.

Sample preparatlon

Whole blood and plasma smples derived from specimens
muected ftom both study g(oups w@ prcPsed by

BSRI pHios to this investigation. Anticoagulated blood
specimens in coll€ction tubes containing ethylenedi
minetetacetate (EDTA) rere centrifuged at 872 x 8 for

l0 minutes. Plmma ms removed and divided into ali-
quots for stoRge in a biospeclmen bank at -70"C. The

buffy coatws res6pended with the remainingRBcs and
plasma, md this volume, now called th€ whole blood
sample, wd also divided into aliquots and stored.

Smple aliquots frcm the longltudinal study group

werc further processed for replicate qualitative NAI

testing using rlre TMA assay. These follow-up sample

aliquots were thawed and diluted t:5 by adding four parts

of phosphate-bufrered saline (PBS) to one part of whole
blood or plasma. The samples rvere diluted to prwent the
TMA iuhibition that muld likely occur if undiluted rvhole
blood was tested.rl To directly compare the prcportion of
replicate TMA assays that were positive using l:5 diluted
whole blood with corresponding plasma aliquots, the
plasma was also diluted l;5 in PBS before replicate TMA
testing in parallel with diluted whole blood.

Real-time RT-PCR assay

The\{NVRNA real-time PcR assay used in this studyMs
btred on methods reponed in detail in a US patent." A
rea.l-time RT-PCR ssay using primer pairs described in
the patent was previosly validated by testiug its ability to
detect both US and Ugmdan WNV strains.r'?

In this study, the asay protocol involved RNA extrac-
tion step using RNA kits (QIAamp, Qiagen, Valeucia, CA)
using procedures slightly modified from the package
insert. (Of note, use of this RNA extraction method
enabled testing of whole blood md plasma-derived RNA
witiout predilution of samples before extraction, as was
necessary before the target captwe step TMA msay.) Real-
time RT-PCR used primers and probes that targeted hiShly
conserved sequences within the capsid region or the Nsl/
NS2 region of the wlw genome. After mplification, the
mem cyde threshold (Cr) values from two replicate tests
were determined for whole blood and plasma-derived

samples processed in pamllel.
WNV RNA-positive plsma with a knoul concentra-

tion, originallysouced from m FDA stock ofWNvisolate
(Ny99) culture supernatant spiked into plasrna, was
obtained from CBER/FDA and used as the stmdtrd for
viral load testing.rs This standard ms serially diluted into
negative plasma or whole blood and replicate tests rvere
performed on the serial dilutions to determine the limit of
detection of dre real-time RT-PCR assav on both sample
types using Probit malysis.

TMA assay

A14INV asay (Procleix, NVD, Emeryville, CA) used in this
study is FDAlicensed for donor screening.ri The assay
comists of three maior steps including sanple prcpara-

WNV RNAIN BL000 COMPARTMENTS

tion with magnetic ptrticle-based target capture, viral
RNA target mplification broed on TMA technology, and
amplification product d€tection with chemiiuminescent
probes using a hybridization assa)4r'

To determinethe specificity oftheTMA assayon PBS-
diluted specimens, 15 paired whole blood and plasma
specirnens were collected frorn clonors lvho lvere not
infected with WNV 'Ihese dortors were anti-WNV lgM
negative md shom to have no detectable WNV RNA in
their plasma and whole blood using the real-time RT-PCR
assay. Their specimens were diluted with PBS using the
above protocol and tested in rcplicates along with the
diluted follow-up specimens with the TMA assay using
the automated NAT instrument platform (ProcteixTIGRIS,

NYD).

Statistical analysis

For the cross-sectional study specinens, the difference in

G value (AC.) betwen whole blqod and plasrna was cal-
culated and used to estirnate the diff€rential viral load in
the sample types. A AC' of 3.3 is equivalent to a lo-fold
viml load difference. The Mam-Whitney rmk sum test
(lMP Version 7, SAS Institute, Inc., Cary l',lY) rvas used to
assess the difference in AC' between the seronegative and
seropositive groups-alltests were two-tailed (t = 0.05). In
addition to calculating the proportion of replicate TMA-
reactive results on the diluted whole blood and plasma
samples at serial time periods after the index donation
date, the data malysis for the longitudinal cohort also
included plottingviral load data relative to time postindex
donation date and serology results.

RESULTS

Probit analysis established that the 50 and 95% detection
limits for the lVIw RNA real-time RT-PCR assay were 9.5
and 73.7 copies/ml, respectively (Table l). The detection
limits for whole blood rvere l5.5copies/mL (50%) and 89.0
copies/ml (95%). Since there were orily one or two viral
load levels that were within the range of07o to 100% posi-
tive rate, our replicate dilution data did not contain

Dlution rnatrlx     CopleヾmL      numertesled      ・ /.ReaCtlVe      tmにln copleVl■●      lmt ln copley“ピ

R a もm a  ~    l o 年 1 0 2      1 6 ′ 1 6      1 0 0       9 5       7 3 7

TABLE l.WNV detection:imits deteFmined by Problt analysis tISing a CBER/FDA WNV standard dilution pane:
wlth a rea:‐鶴me RT‐ PCR assav

' Oetemimd by probit analysrs
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showed that more WNV RNA ims typically detected in
whole blood (nearr ditrercnce,343 copies; p < 0.001) than
in plasma up to 200 days after index (Fig. 2). Plasma viml
load levels were detectable only within l5 days after index
fo! 6ve of the pilticipants, while the other nve partici-
pmts had no plasma viremia detectable by the real-time
RT-PCR assay duing thetu entire follow-up period. For six
pilticipants with follow-up specimens collected at least
90 days after index, five had detectable WNV RNA in whole
blood to 3 months after index donation. All five study par-
ticipants for {'hom sixth month specimens were available
tested negative forIVNV RNA in both the whole blood and
the plasma compartrnents; by this point their IgG levels
had reached a plateau while their IgM lwels s€re decreas-
ing or uder the cutoff value of l. As the IgM signal-to-
cutoff (S/CO) values decreded, the whole blood viral
load generally decreased (Fig.2). Figue3A prcsents a
summary of the more sensitive qualitative RNA screening
test results biled on il mem percentage ofreactive TMA
tests out offive rcplicates pedormed on the diluted whole
blood and plasma samples derived from specimens
collected duing six follow-up date rages. These data
confirm that there srs a higber probability of detecting
WNVin whole blood comparcd to plasma up to 3 months
after index. Theviral load mean for the same sixfollow-up
date ranges show a pattenl similar to that of the replicate
TMA resu.lts (Fig. 3B).

DtscussroN
Our retrospective study, using tube-dedved specimeos,
revealed signincanlly higher virat loads in plasma thm
whole blood duing the seronegative stage, in contast to
an earlier study that demonstrated higlrcr levels of WNV
RNAin RBC componenrc compared to plasma ifiespective
of donation viral load or serologic statrs.e Altlough these
different results maybe due to a Dumber ofvarying factors,
the persistent whole blood viremia detected in this study
mayalso pr6ent an opportunityfor further studies explor-
ingthe diagnostic implications of this finding.

In the earlier stud)1 confirmed WNV RNA-
reactive samples from leukoreduced RBC units md their
corespondingcomponents were used-the RBC samples
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Fig. 1. Box-and-whtsker plot of the AC. ralus (plasma
C. - whole blood C, IPL - WBI) based on semlogy statue, nega-
tive (IgM- and lgG-, n = 29) and positire (IgM+ and/or IgG|,
n = 13) for the crcss-sectional Btudy.The Aq valu6 m plotEd
on the y-aais and the serologic shtus (Neg drd Pos) is plotrcd
on thex-dis.

enough information to estinute confidence intermls (Cls)
for these limit of detection values. All fivefold diluted
whole blood smples from 15 non-\4lNv-infected donors
tested nonreactive by replicate TMA assays, indicating
that the TMA ssay demonstated 100% specificity when
used witir this sdnpie set.

The cross-sectional study results revealed that the
viral load was fourfold lower in whole blood compared to
plasma in seronegative donor specimens (29/42), indicat-
ingthatthe viruswas mainlysupended inthe pl6ma and
not cell associated during the viremic seroconversion
stage of infection ('l'able 2). In contrast, we obseryed ar
approximately i0-fold higher viral load in whole blood
versus plasma in seropositive ind€x donation specimens
(13/42). As Fig. l indicates, several seronegative speci-
meils (3/29) shorved siightly higher viral loads in whole
blood compared to plasma, although this differential
viral load distribution was less than that seen in whole
blood relative to plasma smples from wNV-seropositive
specimens.

All I0 longitudinal study participmts were seroposi-
tive lhroughout follow-up, and their viral load rcsults
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Fig. 2. WNV RNA @nenrndon .nd sercloglc status @r the foll@-rrp perlod after lndq don.tion date for each of the l0 mrlv-
infected blood dono6 who partlclpaled ln the longtmdlnal study, The coGpondlng plasm. and whole blood wl.MNA concen-
tndons ln @ples/ml ls plotted o! the left y.axts. IgM ild ItG S/CO ratio is plotted on the righr y-uis. The days after indd
donation date iB plotted on the x-dls. The pe@ntage of dlluted plsma and whole blood sampld that rere TMA poslttw out of
ffrc rcpllcate tesb ls hdlcated abore the gmy (pl6ma) md blek (whole blood) bils abow e.ch follow-up @tlection day,The l0
pailiclpanb @ asslgned a letter from A to j.

derived from fresh blood components rvere washed twice ing with thawed, Iysed RBCs, in addition to more \4/BCs
before extractioD with Ttizol (Life Technologies Corpora- and P[fs in oru urwashed whole blood samples on rea.l-
tion, Cillsbad, CA), wherem plasma was extacted witl time RT-PCR results relative to ttle RBC samples used in
QiaAmp. In our studt the whole blood md plasma dre earlier study, was not clearly understood. No specific
samples were prepared from blood donor specimen tubes stabilit-v data regarding WNV RNA in liozen whole blood
routinely used for screening and then frozen and tlared samples could be found after a literature search; howe!€t
before viral load quantification. The thawed whole blood e earlier human immunodeficienry virus Type I RNA
itr ou study contained lysed RBCS, white blood cells stability study found no significmt change in mean viral
(WBCS), and platelets (PLTS) while the leukoreduced RBC loads in EDTA-anticoagulated plasrna samples for at least
units most likely contained a greater amount of intact 6 months rvhen processed promptly and stored at -70'C.r6

RBCS along with a minimall amount of WBCS ild PITS The longitudinal sample pairs were thawed a[d tested at
before sample processingforRT-PCR. The impact ofstart- Ieast I year after they rvere prepared and frozrn so it may

Anlibody slage lglv-/lgc- (n = 29) lqM+/lgc- (n = 3) lgM+ilgc+ (n = 9) lgM+/lgc+ (n = 1)
WB w|\tv RNA (% delectable) 83 100 89 100
PL WNV RNA (% detectable) 86 0 lt 0
WB q (mean) 37.2 36.3 36.9 34.9
PL Ci (mean) 35.2 40.0 39.9 40.0
Aq = plasma q - whole blood G -2.0 3.7 3.O 5.1
p value 0.0002 0.06 0.002 NAI
WB WNV lold dilteronce vs. PL -4 +12 +8 +34

TABLE2 C:values of pa‖ ed whO:e blood(WB)and plasma(PL)specimens in the WNV cross‐ sec“ona:study
obtained usino a real‐time RT‐PCR assav'

' 
All specimens collecled on the ihdex date. All q values 40 or gGater are indi€ted as 40 (undelectable).

t Not applieble; unable lo calculat€ p value due lo data from only one padicipanl.
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Fig 3 1AI Mean percentage ofTRIA‐reactive(PЮd●曖WNV Assay・N銀壁●s Din,"澪‐

tiCS〕fOr all pardcPantS'COrresPonding plasma(PLl and lVl101e blood(W3)samples

collected at deslgnated tilne periods aFter indtt and the mean Srco value For 18M

and lgC For those salnples clver the same tinle per●ds.The mean percentnges oFIMA

reactive(→plasma and wh●le blood l:5 dlluted satnples are plotted o■the leFty‐axls

as bar graphs and tte mean S/CO valtes For18M and I a゙re plotted on the right

y_鶴ぉ metime pe■ ods(5‐15,16‐25,26‐45,46・100,101‐200,md 2t11‐375 days1 0f

t l l e  f o n o w‐u p  c o n∝t i O n  d a y s  a i e r l n d∝d o n a t O n  a r e  p 1 0 t t e d  o n  d l e  r a x l s ( 3 ) W W

RNA concentra●on(real‐dmeRr‐ PCR assay used●t BSRD for all participants'corre‐

spOnding plasma and whol●blood samples cOllected at deslgnated ume periOds

a F t e r  i n d e x  a n d  u l e  m e a n  s ′C O  v a l u e  F o r  l g M  a n d  l g C  F o r t h o s e  e a m p l e s t w e r  a ■e

same dme periods.■゛mean∞ pbymL For ncat whOle blood and neatplasma alc

p10tted On the leFtソ‐odS as bar graphs and ute m“n srco values forlgM and lgG

are p,otted on dle‖8hty‐axls.The dmeゃeriodS(5‐15,16‐25,2645,46‐1∞,

101‐2tlll,and 201‐375 days)。Fthe fol:tlw‐up cOllectiOn days」にr index donation are

p10tted On the x‐a饉s.

tion methods might have resulted in
different RNA extraction emciencies,
which may at least partially explain the
different findings betreen the two
studies. One study reported with foot-
and-mouth dlseue virus spiked plasma
smples, the Tlizol extraction prccedure
detected I log less viral RNA l0{ dilu-
tion compiled with 10-? dilution) thm
other extraction methods, including

QIAamp RNA kit, using one RT-PCR
a$ay. With another msay, the QIAamp
RNA kit was approximately 2 lo8 more
sensitive than theTrircl method.rT

Another possibility for the contmst-
ing findings may be the different
pdmers and probes used in each study.
It is possible that primers md probes
used in the earlier study could have
been more efficient in deteciing WNV
RNA in RBC smples than those used in
dris study. lfthis could be demonstrated
in a futue study, the consistently higher
RBC viral loads found in the earlier
study, regardless of serostatus, could be
explained.

Although there ile no data to indi-
cate that the lower percentage (839o) of
seronegative samples with detectable
whole blood viremia compared to that
of plasma viremia (86%) was due to
false-negative results, one ofour curent
study's limitations wd that there rvas
no internal contrcl in our real-trme
RT-PCR assay (the WNv TMA assay wed
in our study did iDclude an internal
control that had to be reactive for
the results to be considered valid
and included in ou malysis; no such
invalid results were obserwd with the
l:5 diluted whole blood md plasma
samples tested from WNV-positive or
control donor specimens), For real-
time RT-PCB assays without a negative
contrcl, detecting false-negative results

bur it is not clear if this diference was significant since
CIs could not be estimated. Future studies may must
include more replicate testing ofviral load levels between
lf and 100 copies/ml to obtain better limit of detection
estimates md associated CIs tbr ow real-time RT-PCR
assay. Another published real-time RT-PCR assay ms
shoMr to reliably detectwNv RNA at a concentration of l0
to 30 copies/rnlrsso there maybe opportunities to further
improre the malytical sensitivity of our assay in future
studies.

ln our study, the viral loads in whole blood rere
approximately t tog higher compared to plasma after
setoconversion. Similil to the findings in our recent
sfudy of parvovirus Bl9 viremia in donors, WNV RNA
levels varied with infection stage.r'A potential exploa-
tion for the detection of higher viral loads in the pltrma
samples relativti to the whole blood samples in serone-
gative donations is that without induced IgM specific for
WNV the dissemination of virus into the plasma com-
partment cannot be significutly slowed.re Again, similar
to our recent study of Pilvovirus B19,rr whole blood
WNV levels decreased considerably as soon as IgM
becme undetectable by the sixth month postindex
follow-up collection date. Potentia.l explanations of these
findings could include WNV being preferentially bound
to RBCs when the vitus is present in IgM immue com-
plexes, more WNV tending to bind at higher plasna con-
centratidn due to steric effects on receptor-mediated
binding or lvl\Iv being present in high levels within a
srrbset of peripheral blood RBCS in earlier compared to
later stages of WNV infectioD. The last hypothesis is
interesting because no sixth month follow-up whole
blood sample Ms WNV RNA reactive and all available
third month samples had detectable WNV RNA, which
would be consislent with the 120-day surviml period
for RBCs.

From o\rr study, we sumise that the clinical value of
screening u'hole blood instead of plasma for VrNV RNA
maybe limited to better detection during the seropositive
stages that haw shoM litde to no bansfusion tnnsmis-
sion risk to date. Onlyone seropositive (IgM-positive/IgG-
negative) donation with a low plasma RNA load hs been
implicated in the 32 WNV transfusion trmsmission cses
documented by the CDC.'0 Our group reported dlat in
2007, 9 of 34 ID-NAT only yield cases were lgM-positir€/
Igc-negative donations.l Another group had reportedthat
in 2003 to 2004, a median viral load of 100 copieslml ws
detected in 143 anti-WNVlgM-positive donations (includ-

ing both donations without ild with WNV-specific IgC).c
Two inconclusive investigations of patients identified as
having possible WIW trmfusiol-transmitted infection
involved donors who werc IgM positive but had plasma
found WIW RNA negative by PCR, findings that are con-
sistent with our obsemtions in this study.3 Bmed on the
findings ofthis study, it may be possible to speculate that

WNV RNAIN BL000 COMPARTMENTS

had the whole blood compartrnent of these two donors
been tested, there is a grcater likelihood that \MNV RNA
would have been detected jn this compartnent. Although
not ty?ically obseryed to date in vivo, another previous
study showed that over 5070 (15/28) of WNV andbody-
positive samples, including some lvidr high viral loads
(B/ l5) and some with low viral loads (7/15), demonstrated
infectivity forvero cell culture and/or hunan monocyte-
derived macrophage culture. ro

Persistent whole bloodvirernia observed in some par-
ticipants up to 90 days after index, combined with earlier
findings of in vitro iofectivity of RBc-associated lryNV
suggest the need for luture studies to evaluate related
blood safety implications, Since plasma viremia can only
be detected a few dals after infection, diagnosis ofVfNV
infection in humans is t).pically based on serologic test
results.zo Positive serologic results need to be confirmed
by viral neutralization studies to rule out the.presence
of cross-reactive antigens such as Japanese encephalitis
complex in lhe clini@l sample; these neutalization
studies require a Biosafety Level 3 facility.'?o If a rvhole
blood NAT assay could be dewloped for diagnostic use,
tlris could complement the cunentlyused diagnostictools
and provide an opportunity for WIW RNA detection for
several months irlstead ol several days after infection.

More research is also needed to explore ifwholeblood
screening could enhance the yield of MP-NAI during the
early postseroconversion stages, extending the detection
window of m active WNV infection for up to g0 days after
infection as opposed to the current window period of
approximarely 6 to 7 days using current testing methods.
Further longitudinal studies using a larger nurnber of
WNv-infected panicipants are ongoing to ftlrther explore
these open research questions.
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have been possible that some RNA degradation occrued may be less likely compared to assays with an internal
in the both the plasma and the whole blood samples control. No intemal control was used in the rcal-time
during storage; howevel, ure could not demonstrate this RT-PCR ssay in this study due to technical challenges
because the whole blood and plasma sampleg were not associated with validating md optimizing the intemal
tested forviral loads before being froren. Per our protocol, control input va.lue. Future research irsing our real-time
ou obiective was to test samples without introducing RT-PCRassaymayincludeoptimizingthisassaytoincor-
furtler preservatives that could impact the nndings ofthe porate m inteflral contrcl.
study. Our real-dme RT-PCR assay's 95% limit ofdetecrion,

In our study, RNA extraction w6 done with RNA kits established by probit analysis, was higherfor whole blood
(QIAamp,Qiagen).wespeculatedthatthedifferentextmc- (89.0 copies/ml) compared to plasma (73.7 copies/ml)
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Current Prevalenee of HTLV-I in Japan as
Determined by Screening of Blood Donors
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southwestern Japan have implemented a seeening
and onsultation system, national guidelines for
HTLV-I scieening have not been created; the screen-
ing of pregrrant women for the virus has been left to
individual gmemlogists. The establishment of a prc"
gram for carrier management would be facilitated
by data on IIILV-1 prevalence rats and carrier num-
bers. To detemine the cuuent status. of HTLV-I
infection in Japan, the IIILV-I carriage rate among
first-time blmcl ilonors during 2006 anil 2007 was in-
vestigated, and the results were used to deduce the
number of cilriers in the entire country. In combina-
tion with published data on populafion projections,
the results permitted an estimate of fiture changes in
the number ofcariers.

MATERIALS AND METHODS

Screening for Anti-IITT.V Antibodies

In Japan, blood centers of the Japanese Red Cross
(JRC) ue the sole facilities authorized to hmdle blood
olletion, testing, prccessing, and distribution. In ,
1986, the JRC implemented an agglutination assay to
ssen for the piesence of anti-HILV-l antibodies
[naba et aI., 1989]; ue of this test continued until
2008. Prior to donation, all blooil donors were
informed that donated blood would be tested for anti-
HTLV-I antibodie. Blood donors examined in the
cunent study were first-time donors (i.e., donors who
have no r*ord of blood donation for approximately
the preceding.l0 yeus) who donated blood dirring the
2 years from Jmuary 1, 2006 to December 31,200?.
Enrolling only first-time donors for the present study
preduded the recounting ol seronegative donors. Sam-
ples that were positive by the agglutination assay
were subjected to a confirmatory test that employed
immunofluorescence staining of the target MT-2 cell
line Miyoshi et a1., 19811. Only donors who were
positive by the confimatory test were included in the
present study.

Estimation of Number of Carriers

Cment and prospective population statistics for
Japan were obtained from the vital statistie [Nation-
al Statistics Center, 2009a1 published by the Japanese
Ministry of Health, Labour, and Welfare. The HTLV-I
prevalence rate among the first-time donors was
obtained for each category defined by age, sex, and
Prefecture. The nmber of HTLV-1 carriers il each
category was estimated by projecting the detected
prevalence rate to the population of that category.
The ages of blood donors were categorized by intervals
of 10 years. To deduce the canier nunber for con-
bined luger categories, the estimated canier num-
bers were summed for the respective categories.
figures thus obtained re equivalent to those that are
adjusteil for age, sex, and Prefecture.

For most of the analyses, the 47 Prefectures of
Japan were grouped into seven districtsr Hokkaido,

J. Med.Vircl. DOI 10.1002jmv
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Tohoku, Kanto, Chubu, Kinki, Chugokry'Shikoku, and
Kyushu. Howwer, the number of carriers in Hokkaido
.and Tohoku were combined for the purpose of mmpar-
ing changes in carrier numbers over the past two
decades. To assess the distribution of the mean preva-
lence rates among Prefectures, the seven districts
were grouped further into three larger regions, as
follows (see also the map in Figure 4): eastein and
central Japan (consisting of the Hokkaido, Tohoku,
Kanto, and Chubu districts); western Japan (consist-
ing of the Kinki and Chugokr.y'Shikoku districts);
and muthwestern Japan (consisting of the Kyushu
district).

In Japan, the age of eligibility for blood donation
was 16-S4 years during the study period. For simplic-
ity, the prevalence rate in the population in the 16-19
age cat€gory was assumed to correspond to that ofthe
population in the 15-19 age category. lhe prevalenee
rates in the populations in the 0-4, 5-9, and 10-14
age categories were estimated by assuming that the
prevalence rates in these cohorts form an exponential
series with those of the L5-L9, 20-29, 30-39, and
4049 age categories. The mnespondlrg crme was
deffned by the equation R" = R" x eon, where R"
md Re indicate the se:opositivity rates at ages a and
0, respectively. The prevalence rate for the 10-19 age
category was derived by combining the prevalence for
the 15-19 age category with the estimated rate for
the 10-14 age category- Similarly, the rate for the 0-9
age category was deduced by combining the rates for
the 0--4 and 5-9 age categories

The prevalence rate for the population in the 60-64
age category was assumed to correspond to that of the
population in the 6G-69 age category. The prevalence
rates for the populations in the ?G-79, 80-89, and
90-99 age categories weie estinated based on the ob-
servation (1988 data) that prevalene rates increased
in an essentially linear fashion between 30 and
64 years of age [Hashimoto et al., 1991]. Two decades
later, prevalence rates in the population aged 50- to
84-year old are expected to be equal to or higher than
that in the population aged 30-64 years obsened in
1988.

Reevaluation ofthe Number of
Carriers Suweyed in 1988

In .1988, a nationwide suryey was carried out
among blood donors to estimate the number of HTLV-
1 carriers in the entire country [Hashimoto et al.,
19911. That study screened for seropositivity among
all donors, not just ffrst-time donors. However, data
were collected only for donations made during a
1-month intenal, which should have precluded data
from repeated donations. In addition, at the time of
that study, donors were not yet being notified of their
IIILV-I status, meaning that seropositive donors
muld continue donating blood. Prevalence rates obtained
under these conditions (Table I) were tegarded as
equivalent to the rates expected for first-time blood

Human T-cell leukemia virus type-1 (HTLV-I), a
maior source of adult T-cell leukemia and relat-
ed diseases, is endemic to southwestern Japan.
Mother-to-infant transmission via breast milk is
an important route of infection, and establish-
ing programs to prevent such transmission
require3 exact f igures on the HTLV-I prevalence
rate and the number of carriers. Therefore, the
seroprevalence of HTLV-l among 1,196,321
Japanese tirst-time blood donors from 2006 to
2007 was investigated. A total of 3,787 of such
donors were confirmed to be positive for anti-
HTLV-1 antibody. By applying a fitness curve to
the age ranges outside the blood donor age
range, the present number of HTLV-I carriers
covering ages from 0 to 99 years was estimated
to be at least 1,08 mill ion in Japan; this value
was 1070 lower than that reported in 1988. The
adiusted overall prevalence rates were estimat-
ed to be 0.66% and 1.02yo in men and women,
respectively. The peak in carrier numbers was
found among individuals in their 70s, which is
a shift from the previous peak obserued in the
1988 database among individ;als in their 50s.
Carriers were distributed not only in the en-
demic southwester.n region of JaPan, but
throughout the country, particularly in the
greater Tokyo metropolitan area. By applying
population projections, it was calculated that
the carrier number wil l decreaSe by half in the
next two decades; however, the carrier popula-

tion wil l age over that interval, meaning that
the age of patients with adult T-cell leukemia
wifl also be hiEher. J. Med. virol. 84t327-
335, 2A12. o 2011 wiley Periodi@Is, rnc.

KEY WORDS: HTLV-1; seroprevalence; blood
donors

INTRODUCT10N

The human T‐lymphotroptt virus type l(HrLV‐1;
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uirre) is a pathogenic retrovirus that causes adult T-
cell leukemia,. ITflV-l-associated myeloPathy/txopical
spastic parapilesis GIAM/ISP), md uveitis [Takat-
suki et al., 1977; Hipuma et al., 1981; Gessain et aL,
1985; Osme et al., 1986; Mochizuki et al', 19921.
HTLV-I pwalence shows a peculiar geographical tlis-
tribution pattem, with virtually sclusive concentra-
tion in southwestem Japan, the Caribbean islmds,
regions of South America, md tropical Aftica [Manns
and Blattner, 1991; Mueller, 199il. The high entlmic-
ity of the viru and the seriousness of the resulting
diseases have prompted epidemiological research on
the mode of viral transmission. Three.major routes of
viral transmission have been established: (1) mother-
to-infant transmission, mainly via bremt-feeding
lYamanouchi et al., 1985; Kinoshita et al., 198?l; (2)

sexual transmission; predominantly male to. female

lTajima et al., 1982; Murphy et al., 1989]; and (3)

transfusion by cellular blood mnponents [Okochi
et al., 19841. Tlansmission ofthe virus via transfusion
has virtually been eliminated since the implementa-
tion of viral screening of domted blood in 1986 [Ikeda
et al., 1984; Inaba et al., 19891; thus, transmission
today is mostly confined to the mother-to-infant and
sexual routes. Cariers ofthe virus are readily identi-
fied by sueering for the anti-Ifll,V-l antibodies, and
the most.eff6ctive measure for the prevention of moth-
er-to-infmt transmission is apparent (i.e., bottle feed'
ing). Hene, the implementation of strategies to
Drevent hansmission is onsidered a matter of both

iublic health and public policy in endemic arem

fHino, 2003]. Although several local governments in
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TABLE II. MeaD Prevalen@ Rates Among Blood Donors (2006-200?) by R€gion

HTLV-1 Seroprevalence in Japan.

TABLE I. HTLV-I Prevalene Rate Among Blood Donors in
1988 [Hruhimoto et al., 1991]
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Prefectue, and the maximum, minimum, and median
were derived for each of the three large regions de-
scribed above (eastern and central Japm, westem
Japan, and southwestern Japan; Table Ig. The preva-
lence rates for Prefectues were signi6cantly different
among the three large regions. As expected, preva-
lence rates were highest in south*estern Japan
(where HTLV-I is endemic); additionally, prwalmce
rates in western Japan were significantly higher than
those in emtern and ceritral Japan (Table II).

The nationwide prevalence rate, adjusted for dis-
trict, is shown as a function of age in Figure 1. The
observed rate inqeased sharply with the age of the
donor. The dillerence in prevalence rate between
sexes was signiflcant for donors in their 20s, 30s, b0s,
and 60s, and there was a trend toward inceasing
differences between s*es in the elderly. For example,
the absolute prevalence rate differences between
sexes were 0.29Eo and.0.37Vo for donors in their 50s
and 60s, respectively; comp*e these values to differ-
ences of 0.05% and 0.0670 for those in their 30s and
40s, respeetively. Table III shows the age distribution
of prevalence rate for each district. As expected, the
highest rate was obsened in the Kyushu districts
(southwest Japan). The two Prefectures with the
highest prevalence rates in the country were both
located in the Kyushu district; the comesponding
rates are shown in Figure 2. Notably, in both these
Prefectures, the prevalence rat€s among under 40
donors were <2Vo, wtth large increases among older
donors. For example, in one of the Prefmtures
(Fig. 2A), the mean rate for all donors was 1.957o. and
the rates in the 60-64 age category were 14.07o and
8.1Vo for fenales and males, respectively. Thus,
almost 1 out of 50 frrst-time donors were positive for
the antlHTLV-l antibody in this Prefectuie. For the
eutire nation, the total number of cariers aged 1E-64
years in the Japanese population was calculated to be
510,000; this value was obtained by summing the
total number of cariers from all districts.

The prevalence rates and the numbers of caniers in
the populations under 15 years and over 64 yeas of
age were estimated on the basis of the assumptions
described above. The distribution of the estimated
prevalence rate also is included in Table III: these
estimates are indicated in italics. The overall nreva-
lence rates covering all age categories fron 0 to
99 years were calculated as 0.667o nd. !.02Vo for
males and fenales, respectively (data not shom). By
summing up the projected camier numbbrs within the
blood donor age categories md the estimated carrier
numbers outside the donor age categories, the total
number of eaniers aged 0-99 in Japan was calculated
to be 1.08 million. This value wu 107o lower than
that derived in the 1988 study. The nationwide distri-
bution of the number of carriers as a function of age is
shom in Figure 3 (closed u'iangles). According dour
analysis, canier numbers are highest among
individual in their 70s, followed by those in their 60s
and 50s.

Re■n
Districts included

(nmber of Prefectures included)Age categories 16-19 20-29 30-39 40-49 50-64

Hokkaido
Male

F e m a l e
Tchoku
M a l e

Female
Kanto
M a l e

Female
Chubu
M a l e

Female
Кunh
Male

F e m a l e
ChugO■u
Male

Female
ShikOku
Male

Female
ICyuttu
Male
Female
Whole ccl■lntry
Male
Felllale

017    047    063    083
026    029    068    135

“

２５

　

９３

・７

　

８３

２．

Estem and Central Japan'

Westem Japan"

Southwestern Japan"

Hokkaido(1),TOhokll(61,
Kanto(9),Chubu(8)

m   (6),Chugoku/Shlkoku(9)

Kyushu(3)

Male
Female
Total
Male

Female
Total
Male

Female
't-otat

004
004
006
005
009
010
048
083
062

026        011
032       015
026    .   013
041       025
053        030
045        027
201        093
243       129
195        107

029    023    052
023    038    059

097
084

0116    028    05     o65
015    029    059    o84

016
019

016
035

008
022

026
029

075
098

023
029

08     1o5    114
113    147    184

053    o87    088
071    091    136

061    068    123
129    1o3    182

269    371    521
299    505    765

08     103    187
101    143    2:1

The 50-59 years category is combined with 60-64 veds cateEow in
the l99t study. Pr*alene rates for the Chusjo and S-hik;La
districts are shown separately. Values are shown 

-r 
percentages.

donors. Therefore, ihe 1988 suroey estimated the total
nunber of carriers at approximately 1.2 nillion for
the entire country [Tajima et al., 1990]. ?here were,
however, no published estimates on the number of
carriers outside the eligible age range for blood dona-
tion. To addless this issue, the numbers of carriers
under 16 and over 64 years were re-examined and the
analysis incorporated the assumptions described
above, namely an xponential rate increase under
16 years, and a linear rate increase over 64 yeus.

Statistical Analysis

Differences in the mea prevalene tates in Prefec-
tures among the three large regions were assessed
using the Mann-Whitney U.test. Differences in prev-
alence rates between sexes and between 1988 and
2006-2007 were assessed using the chi-squared test.
Unless otherwise indicated, a P-value of <0.0b was
considered signifi cant.

RESI]LTS

From 2006 to 2007, the JRC blood centers accepted
1,f96,321 blood donations from first-time donors-. Of
the samples that t€sted-positive by agglutination
assay, 3,78? (0.31?7o of all the first-time donors) were
confirmed to be positive for anti-HTLV-l antibody
using the immunofluorescence test. The prevalence
rates adjusted for age and s* were obtained for each

. DodofAge Range (year!)

Fig. 1. Anti.H'fl,V-l aDtibody prevdoce rate amnE JaDatr$e
blood douon as a function of donoi ae. Prwalmce tate ias notmat-
ized by dietrict population. PHalen; rets (%) of tbe anti-HTLV-l
antibory se plotted s a fuuction of donor ege renge ia Dal6
(closed dimoids) aud foalee (ola circfes). Eiact 6girs for the
psalen@ rat€s ir each age dd sd €t€gori* ae dsived ftom the
bottoh mw of Table IIL 'Statistically signfient difr*ence betren
s€ (P < 0.05; chi-squared tat).

J. Med, Vircl. DOI 10.10020mv
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Compmison of country-wide prevalence rates be-

tween 2006 and 2007 md 1988 (bottom rows of Tables
I md III) revealed that the 1988 rates were signifi-
cantly higher than the 200&.200? rates for both sexes
in all donor age et€gories, that is, for donors aged
16-19, 20-29, 30-39, 4G-49, and 50-64 yeils of age
(P < 0.01; chi-squared test). The 1988 prevalence
rates for those under 15 yers aird over 64 years of
age were estimated using,the methods desribed
above, ud the numbers of cmiers in 1988 were
dedued for all age categories. In Figue 3, fhe canier
numbOrs derived from the 1988 data (open circles) ue
overlaid with those derived from the 2006 to 200?
data. For the 1988 values, tbe carier numbers fom a
roughly symrnetrical we, with values peaking for
individuals in their 50s. Over the course of the subse-
quept two decades, the curwe shifted to the right (i.e.,
skewed older). ly 2006-200?, the number of caniers
over 70 years of age had incremed by 697o (178,000),
whereas the number of cailiem under 60 years of age
had decreased by 507o (405,000).

Figure 4 depicts the changes in the total canier
numbers over the past two decades in relation to
geography (district). Nationwide, the canier number
had deaeased by 10% sine 1988. The largest deoe*es
were seen in the Hokkaido/Iohoku, Kyushu, and
Kinki districts, which exhibited deoeases of 44%,
L9io, and.167o, respectively. Together, these three dis-
tricta were calculated to have 208.000 fewer carriers
by 2006-2007. On the other hand, the number of
carriers incremed by 46Vo (60,000 more carriers) in
the Kanto district and by 4lVo (24,00O more caniers)
in the Chubu district.

By using published data for population forecsts,
and assuming that the Japanese population will age
while maintaining its cunent HTLV-J. prevalence
rate, both canier number and the age distribution of
carriers in the future was predicted. The analysis
suggested that the number of cmriers will decrease by
approximately 2.5Vo eachyear, potentially reaching as
low as 560,000 (a twofold decrease) by 202?. The
projected age distribution of carriers is shown in
Figure 5. It is predicted that the peak of the number
of carriers will continue to be observed amonE individ-
uals in their ?0s, whereas the number of cirriers in
their 50s and 60s will decrease markedly.

DTSCUSSION

Japan is one of the few developed countries with a
high prevalence rate for HTLV-I caniage. The coun-
try is thus in a unique position to establish the scien-
tific basis for medical intenention and public policy
for prevention and cure of HTlV-l-related diseases.
There has, however, been no nationwide suroey of
IIILV-I cmiage in Japan since 1988, although sever-
al intensive screening tests have been performed for
local residents md patients or pregnant women at
medical facilities lTajima et a1., 1990; Morofuji-Hirata
et al., 1993; Mueller et al., 1996; Taylor et al., 20051.
Our data 1ot only clmify the cment status of HTLV-
1 in Japan but also reveal epidemiological chmges in
the carrier status over the past two decades.

HTLV-I prevalene rate and the number of HTLV-I
caniers oft€n have been deduced from the reults of
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TABLE III_HTLV l Prevalence Rate m 2006 2007 1n All Age Categories

Age categoriea ll1 19  1∈ 19 31139  4049 51159 61169 7● 79 80■ 9  91199
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Fig. 4. Cheg€ in the total number of canios aged (0-99) iu six districts of Japan over past two
d*cdee. CaEio numbers (thMds) arc indi@ted for 1988 (white ba6) and 2006-200? (black bars).
For tiiE analysis, Japu ws divided into six districts, such t}Iat the Hokkaido end Tohoku districts
were ombined, ud t,Le Niigata ed Yffinshi Plef4tures were included in the Kanto dietdct.
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screening of local residents or patients. However,
such surveys are of limited use for estimating figureg
for a larger population, either beause of small popu-
lation size, g@graphic focu, or skewing due to the
underlying health status of the population examined.
In this regrd, the population of volutary blood
donors has been an appealing alternative for the

estimation of the prevalence rate of mlmptomatic dis-
easea or cariage status; a large amomt of data ould
be obtained from otheruise healthy individuals md
from almost all reas of the eountry with a relatively
even sampling rate. It is essential in a blootl donor-
bmed study to obtain data from first-time donors who
have not been meened for the disease marker. thus

― Kyushu

reduciag the. chances of bias (e.9., repeated donation
by maker-negative donors). This strategr makes it
possible to project the obtained data !o the general
population.

Despite the sclusive use of first-time donors, ou
data set may still provide skewed conclusions, putic-
ularly in the study ofIflLV-1. First, people diagnosed
with HTlV-l-related diseases, and IIILV-I caruiers
identified during the screening of pregnant women,
are unlikely to be blood donors, but nonetheless
should be counted as seropositives. Second, family
members of patients with HTT.V-1-related diseases
and of I{|LV-1 canier women are lass likely them-
selves to be blood donors. Third, blood donors are typi-
cally healthier than the general population, including
a reduced likelihood of l{IlV-1-associated illnesses
lAtsma et al., 20111. All ofthese faitors would render
the obsened (donor) IITLV-I prevalence rate lower
than the actual value. Thus, the results of this study
lepresent a lower estimate of HTLV-I prevalence. In-
deed, most studies on HTLV-1 prevalence rates
obtained ftom the screening of local inhabitants,

J. Med. Virol- DOI L0. 100?jmv
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pregnant women, or hospital patients suggest higher
prevalence rates than those seen in blood doaor-based
studies lHlela et al., 2009; Koga et al., 2010]. In addi-
tion, although young first-tine donors may be repre-
sentative of their age group, the first-time donors in
older cohorts ue less likely to be representative,
became older individuals donate blood after self-
selection and medical exclusion as desribed above;
the motives for blooil donation also will differ between
such groups. These distinctions make it dilficult to
evaluate prevalence rates evenly between younger
and older donors. Nonetheless, our analysis provides
key prevalence data in terms of sample size and geo-
graphic range, potentially permitting regional and
even international comparisons

Combining the prevalence rate deduced from donor
measurement and the rate estimated from the theo-
retical curve, the overall prevalence rates covering all
age categories were calculated to be 0.66Vo and, l.02Vo
for men and women, respectively. The total number of
HTLV-1 earriers in Japan was estimated to be 1.08
million, of which 0.51 million were derived from the
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the caniers, s revealed by the rightwad shift of the
cune in Figrre 3. Particularly noteworthy was the
increase in the number of carriers over T0 vars of
age: this age category @nstituted 258,OOO (22Vo of all
carriers) in 1988, as opposed to 436,000 (407o of all
carriers) in 2006-200?. Most likely, this aging of
IIILV-I carriers was a "birth mhort effect,', whereby
the high-prevalence cohort (those born 1980-196d)
ages, while younger cohorts (those born after 1960)
have lower prevalence rates. In addition, the exten-
sion of Japanese lifespan seems to have augmented
the trend towrd the canier agin$ the average life-
span of the Japanese has extended by 4 and b years
fu men and women, respectively, over the past two
decades fMinistry of Health, Labour, and We]fare.
20091.

The geographical distribution of IIILV-I seropreva-
Iene among blood donors was highly vaiable, rang-
ing from 0.067o in a Prefeture in eastern Japan uB to
I.95Vo in a Prefecture in Kyushu. The cmiirs in the
Kyushu district accounted for 45.7Vo of all caniers de-
duced for all age ategories (0-99) in Japan. Changes
in the distribution of caniers (0-99) over the past two
decades revealed inaeasing numbers of cairiers in
the Kanto district, which includes the greater metro-
politan Tokyo uea, and in the Chubu district. In part,
this pattern can be explained by the movement of pop-
ulation from northeastern and western Janan to the
metropolitan and central areas. Over the past two
decades, nationwide population rose 4.1%. Duing this
interoal, the population roseby 9.2V" and 5.67o in the
Kanto and Chubu districts, respectively, whereas
population has decreased by 1.87o in the Hokkaido/
Tohoku district or increased only marginally (L.l?o) in
the Kyushu district [National Statistics Center,
2009c1. Clearly, the carrier population has redistrib-
uted along with the movement of the geaeral popula-
tion. These results reveal that the prevention of
HTLV-I transmission is not an issue limited to the
Kyushu district, but is now a challenge for the entire
country.

On the bcis of population projections, the changes
in the number ofIITLV-1 carriers wete estimated for
the next two decades. Although the number of cu-
riers is expected to decease by 507o in the next two
decades, the age-based skew of the camiers is
expected to become more prominent, with the peak
number of caniers continuing to be those in their ?0s.
Accordingly, the population of adult T-cell leukemia
patients is expected to bmome older. Since the mn-
ventional treatment skatery is inapplicable for these
patients [Hermine et al., 1998; TsukasaLi et aI., 2009;
Tanosaki and Tobinai, 20101, this shift will reDresent
a new medical challenge.

In conclusion, the study indicated that the number
of HTLV-I caniers in Japan is rurrently 1.08 million
at the minimum; md that the cmiers.are distributed
tlrroughout the country. Intensive discusion md
nationwide surveys will be needed to idenhfy cariers,
to educate seropositive individuals on the prevention

334

of lnother―tO.infant tranSmisslon, and to estabhsh a
∞nsultttOn system for these peOple.AlthOugh the
carner numbet is expected to decrease by halF in the
next two decades, carrier populatton will age along
with the general polulatiOn lt is essential to estab‐
lish a nOvel consensus reglmen for the care and treat‐

摯ent of elderly patlents with HTLV l― assOclated
diseasesI
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blood donor age categories. As noted above, these val-
ues are likely to represent lower limits: while the
prevalence rate among people over 64 years of age
was estimated based on the assunption that the rate
increases linearly from 40 years of age, empidcal
results indicate that the increase in the rate becomes
greater as the population ages.

Aside from tlansfusicn-related transmission, hori-
zontal transmission of HTLV.I is believed to occur
predominantly from men to women through sxual
contact lKajiyama et al., 1986; Murphy et al., 1989].
In fact, it may be possible to estimate horiZontal
transmission rates based on our data, by comparing
the prevalence rates between the first-time donors in
an age category in 1988 to those in the respective
(20-year older) age category for 2006-200?. Such an
analysis, however, risks the drawing of a skewed
conclusion because of multiple assumptions needed to
calculate the rate. Indeed, discordant results about
sexual transmission have been reported even within
cohort studies [Iga et al., 2002; Roucoux et al., 2005].
In the setting of blood donation, detemination of the
horizontal transmission rate would require following
a Iarge number 6f blood donors for several decades so
as to track HTLV-I seroconversion.

Most women under 30 yeas of age, and a consider-
able proportion of women in their 30s, are potential
childbearers. The analysis suggests the existence of
approximately 30,000 carriers among Japanese wom-
en in these age categories. Assuming that the total
fertility rate in Japan is 1.32 [National Statistics
Center, 2009b1 and that the mother-to-infant HTLV-I
transmission rate is 20Vo [\akano et a1., 1986;
Sugiyama et al., 1986; Wiktor et a1., 19931, it is calcu-
lated that 7,900 children born to carrier mothers
will be infected with HTLV-I in the absence of future
intewentions to prevent moths-to-infant trmsmission.

Although the number of cariers 0-99 years of age
decreased by L09o over the past two decades, the most
remrkabie change during that time was the aging of
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研 究 報 告 の 概 要

欧
州
委
員
会
か
ら
の
要
請
を
う
け
て
、
2
0
H
年
7
月
に
欧
州
疾
病
対
策
セ
ン
タ
ー
l
E
C
D
C
)
は 供
血
に
お
け
る
異
種
指
向
性
マ
ウ
ス
自
血
病
ウ
イ
ル
ス
関

連
ウ
イ
ル
ス
l
X
M
R
V
l
の 影
響
に
つ
い
て
リ
ス
ク
ア
セ
ス
メ
ン
ト
を
提
示
し
た
。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
,

公
表
文
献
の
レ
ビ
ュ
ー
か
ら
は
、
人
間
の
病
理
学
に
お
け
る
ウ
イ
ル
ス
の
潜
在
的
な
役
割
を
示
す
十
分
な
証
拠
が
得
ら
れ
ず
、
人
口
あ
た
り
の
X
I
I
R
V
の

可
能
性
有
病
率
、
慢
性
疲
労
症
候
群
(
C
F
S
)
にお
け
る
X
M
R
V
感
染
率
、
X
M
R
V
の
遺
伝
的
変
異
の
程
度
に
つ
い
て
疑
間
が
残
っ
て
い
る
。

畑
Ⅳ
は
輸
血
を
通
し
て
伝
播
す
る
こ
と
が
仮
定
さ
れ
る
が
、
受
血
者
に
お
い
て
X
M
R
V
に
関
連
す
る
疾
患
や
兆
候
は
見
ら
れ
ず
、
感
染
イ
ベ
ン
ト
も
認
め

ら
れ
な
か
っ
た
。

X
h
I
R
V
は、
輸
血
の
安
全
性
に
リ
ス
ク
を
も
た
ら
す
別
の
新
興
感
染
因
子
の
可
能
性
が
あ
り
、
他
の
因
子
と
同
様
に
血
液
の
安
全
性
を
確
保
す
る
た
め
に

利
用
可
能
な
最
善
の
科
学
に
基
づ
い
て
、
迅
速
か
つ
効
果
的
な
行
動
が
不
可
欠
で
あ
る
。

現
在
、
科
学
的
デ
,
夕
が
不
完
全
で
矛
盾
し
て
お
り
、
X
M
l
t
V
とC
F
S
患
者
に
お
け
る
マ
ウ
ス
自
血
病
ウ
イ
ル
ス
に
関
す
る
2
つ
の
研
究
で
の
知
見
は
、

実
験
室
で
の
汚
染
に
よ
る
も
の
で
あ
っ
た
可
能
性
が
高
く
、
証
拠
の
大
半
は
Ⅲ
Ⅳ
と
C
F
S
の
間
に
は
因
果
関
係
が
存
在
し
な
い
と
い
う
結
論
を
支
持
す

る
と
結
論
づ
け
て
い
る
。

近
い
将
来
、
検
証
済
み
の
ア
ッ
セ
イ
の
開
発
に
伴
う
て
得
ら
れ
る
追
加
デ
ー
タ
は
、
血
液
ド
ナ
ー
の
適
格
性
と
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
に
関
す
る
決
定
に
役
立

つ
だ
ろ
う
。

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
・

子
の
4
1
h
参
者
菖
■
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

慢
性
疲
労
症
候
群
と
の
関
連
が
疑
わ
れ
る
m
R
V
に
つ
い
て

'
よ
検
査
の
再
現
性
が
担
保
で
き
ず
、 
X
M
R
V
と
C
F
S
の
F
F
l

に
は
因
果
関
係
が
存
在
し
な
い
と
い
う
結
論
を
支
持
す
る

と
の
情
報
で
あ
っ
た
。

今
後
と
も
X
M
R
V
や
そ
の
他
の
M
L
V
に
関
す
る
安
全
性
情
報
等
に
留
意
し
て
い
く
。
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研 究 報 告 の 概 要

0
新
種
の
フ
タ
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
に
対
す
る
C
D
C
の
警
骨

米
国
の
政
府
保
健
担
当
官
は
今
月
(
2
0
1
1
年
1
1
月
)
、
ア
イ
オ
ワ
州
の
3
人
の
子
供
に
感
染
し
た
新
し
い
ブ
タ
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
を
警
戒
し
て
い
る
。

C
D
C
に
よ
る
と
、
7
月
以
降
1
0
人
の
米
国
人
が
S
―O
t
r
H
3
N
2
ウ
イ
ル
ス
に
感
染
し
た
。
こ
の
ウ
イ
ル
ス
は
北
米
で
循
環
し
て
い
る
稀
な
ブ
タ
イ
ン
フ
ル
エ

ン
ザ
ウ
イ
ル
ス
H
3
N
2
と
、
2
0
0
9
年
に
大
流
行
し
た
H
l
N
l
ウ
イ
ル
ス
が
結
合
し
た
新
し
い
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
ウ
イ
ル
ス
で
あ
る
。
人
々
は
そ
の
ウ
イ
ル
ス

に
対
す
る
免
疫
を
ま
だ
獲
得
し
て
い
な
い
た
め
、
健
康
へ
の
リ
ス
ク
と
な
り
得
る
。

以
前
の
7
症
例
は
全
て
、
患
者
か
患
者
の
身
近
な
人
が
ブ
タ
に
暴
露
し
て
い
た
。

最
新
の
3
症
例
で
は
プ
タ
に
暴
露
し
た
者
は
お
ら
ず
、
3
人
の
子
供
が
同
じ
保
育
園
の
集
会
に
参
カ
ロ
し
て
い
た
こ
と
か
ら
、
と
卜
と
ヒ
ト
の
接
触
が
ウ
イ
ル

ス
感
染
に
関
連
す
る
と
示
唆
さ
れ
る
。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
´

C
D
C
は
新
型
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
の
流
行
へ
の
予
防
対
策
と
し
て
、
S
―O
t
r
H
3
N
2
ウ
イ
ル
ス
に
対
す
る
ワ
ク
チ
ン
を
開
発
す
る
た
め
の
ウ
イ
ル
ス
株
を
作

り
、
ワ
ク
チ
ン
製
造
会
社
に
送
付
し
た
と
発
表
し
た
。

こ
の
ウ
イ
ル
ス
は
一
般
的
な
抗
ウ
イ
ル
ス
薬
(
リマ
ン
チ
ジ
ン
、
ア
マ
ン
タ
ジ
ン
)
に
は
耐
性
を
持
つ
が
、
オ
セ
ル
タ
ミ
ビ
ル
(
タ
ミ
フ
ル
)
や
ザ
ナ
ミ
ビ
ル
(
リ

レ
ン
ザ
)
に
は
反
応
す
る
と
さ
れ
る
。

使
用
上
の
注
意
記
載
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況
・
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の
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参
考
事
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血
液
を
原
料
と
す
る
こ
と
に
由
来
す

る
感
染
症
伝
播
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

新
種
の
プ
タ
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
ウ
イ
ル
ス
に
3
人
の
子
供
が
感
染
し
、
ヒ
ト
ー

ヒ
ト
間
で
の
感
染
が
示
唆
さ
れ
た
と
の
報
告
で
あ
る
。

イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
は
毎
年
流
行
を
み
る
最
も
ポ
ピ
ュ
ラ
ー
な
疾
患
で
あ
る

が
、
本
剤
に
よ
る
い
か
な
る
イ
ン
フ
ル
エ
ン
ザ
ウ
イ
ル
ス
感
染
の
報
告
は
な

い
。
本
剤
の
製
造
工
程
に
は
、
平
成
1
1
年
8
月
3
0
日
付
医
薬
発
第
1
0
4
7

号
に
沿
つ
た
ウ
イ
ル
ス
・ プ
ロ
セ
ス
バ
リ
デ
ー
シ
ョ
ン
に
よ
つ
て
検
証
さ
れ
た

2
つ
の
異
な
る
ウ
イ
ル
ス
除
去
・ 不
活
化
工
程
が
含
ま
れ
て
い
る
た
め
、
本

剤
の
安
全
性
は
確
保
さ
れ
て
い
る
と
考
え
る
。

特
別
な
対
応
を
必
要
と
し
な
い
/
J
h
、 新
型
イ
ン
フ
ル
エ
ン
サ
か
流
行
し
た
場
合
、

献
血
者
減
少
に
う
な
が
る
こ
と
も
予
想
さ
れ
る
こ
と
か
ら
、
今
後
も
引
き
続
き
情
報

の
収
集
に
努
め
る
。
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デ
ン
グ
熱
/
デ
ン
グ
出
血
熱
(
D
H
F
)
更
新
情
報
2
0
1
1
年
t
抜
粋
)

・ パ
キ
ス
タ
ン
:
パ
ン
ジ
ャ
ー
ブ
州
の
デ
ン
グ
熱
患
者
数
は
合
計
3
,
6
7
8
人に
上
り
、
う
ち
2
,
4
9
8
人 は
ラ
ホ
ー
ル
市
の
住
民
で
あ
る
。
1
1
月
1
0
日
に
犠

牲
者
が
1
人
増
え
、
ラ
ホ
ー
ル
市
の
死
亡
者
数
は
合
計
で
3
0
6
人
と
な
つ
た
。

・ イ
ン
ド
:
1
1
月
1
1
日
、
首
都
デ
リ
ー
の
病
院
で
2
4
時
間
中
に
1
5
人
の
デ
ン
グ
熱
患
者
が
診
断
さ
れ
た
。
デ
リ
ー
に
お
け
る
2
0
1
1
年
の
デ
ン
グ
熱
患
者

数
の
合
計
は
9
4
5
人
に
達
す
る
が
、
症
例
数
は
徐
々
に
減
少
し
て
い
る
。

・ 台
湾
:
1
1
月
1
0
日
に
高
雄
市
の
6
9
歳
男
性
が
D
H
F
の
た
め
死
亡
し
た
と
報
告
さ
れ
た
。
今
夏
3
件
目
の
死
亡
例
。
6
月
以
降
、
1
0
例
の
D
H
F
症
例

が
報
告
さ
れ
、
う
ち
8
例
が
5
5
歳
以
上
で
あ
る
。

・ 韓
国
:
1
1
月
9
日
、
韓
国
疾
病
管
理
予
防
セ
ン
タ
ー
の
発
表
に
よ
る
と
、
7
月
に
デ
ン
グ
ウ
イ
ル
ス
感
染
と
診
断
さ
れ
た
南
キ
ョ
ン
サ
ン
市
の
3
2
歳
女

性
は
、
韓
国
国
内
で
感
染
し
た
可
能
性
が
あ
り
、
現
在
、
他
に
患
者
が
い
る
か
ど
う
か
調
査
中
で
あ
る
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女
性
は
イ
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ド
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ア
に
1
週
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滞
在
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て
い

た
が
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は
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3
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熱
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潜
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。
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1
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避
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警
戒
体
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敷

か
れ
て
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。
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0
1
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年
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9
カ
月
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で
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0
万
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さ
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2
月
の
報
告
数
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1
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年
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4
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亡
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血
液
を
原
料
と
す
る
こ
と
に
由
来
す

る
感
染
症
伝
播
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

世
界
各
地
に
お
け
る
デ
ン
グ
ウ
イ
ル
ス
感
染
状
況
に
つ
い
て
の
最
新
情

報
で
あ
る
。

デ
ン
グ
ウ
イ
ル
ス
は
月 旨
質
膜
を
持
つ
中
型
R
N
A
ウ
イ
ル
ス
で
あ
る
。
こ
れ
ま

で
、
本
製
斉
1
に
よ
る
デ
ン
グ
ウ
イ
ル
ス
感
染
の
報
告
は
な
い
。
本
製
剤
の

製
造
工
程
に
は
平
成
1
1
年
8
月
3
0
日
付
医
薬
発
第
1
0
4
7
号
に
沿
つ
た
ウ

イ
ル
ス
・ プ
ロ
セ
ス
バ
リ
デ
ー
シ
ョ
ン
に
よ
つ
て
検
証
さ
れ
た
2
つ
の
異
な
る

ウ
イ
ル
ス
除
去
・ 不
活
化
工
程
が
含
ま
れ
て
い
る
こ
と
か
ら
、
本
製
剤
の
安

全
性
は
確
保
さ
れ
て
い
る
と
考
え
る
。

日
本
赤
十
字
社
で
は
、
輸
血
感
染
症
対
策
と
し
て
受
付
時
に
海
外
渡
航
歴
の

有
無
を
確
認
し
、
帰
国
(
入
国
)
後
4
週
間
は
献
血
不
適
と
し
て
い
る
。
ま
た
、
発

熱
な
ど
の
体
調
不
良
者
を
献
血
不
適
と
し
て
い
る
。
特
別
な
対
応
を
必
要
と
し
な

い
が
、
今
後
も
引
き
続
き
、
新
興
。 再
興
感
染
症
の
発
生
状
況
等
に
関
す
る
情
報

の
収
集
に
努
め
る
。
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In this updat€: cases in various countJies: Asia --- Pakistan (Lahore city and punjab province) pakistan (Karachi, Sindh
ptovince) Pakistan (Rawalpindi,.Punjab province) India (Delhi and national) India (cfrurachandpur, Manipur state) India
(- ' i l  Nadu state) Taiwan (Kaohslung) south Korea (south Gyeongsang provincej Phil ippines inaiionalj ehil ippines lttorthernp,.. -anao) Pacific --- Marshall lslands Latin America -- El Salvadoigraii l  lnationil) orjzi l lnio de Janeiro, Rio de Janeiro
state) Brazil (I lheus and ltabuna. Bahia state) Brazil (caraguatatub;, sao caulo stjte) Braii l  (campinas, iara state) Bolivia
(Amazon region)

****** As,ia --- - Pakistan (Lahore city and Punjab province), 12 Nov 2o11. Another patient fell victim to dengue virus on
Thursday [10 Nov 2011], mounting the total death toll to 306 in Lahore city. According to Health Depaitment only 23 persons
with positive dengue symptoms in their blood reports were reported In punjab during last 24 hours; out of them, 10 aie from
Lahore. The total number of dengue patients in the Punjab has risen to 36t8, out oflhem, 24s8 belong to Lahoie.
bttp://www.thenews. com. pk/Ne_WsDetail.aspx?ID=26354&tit le=One-more-fi l ls-prey:tA:d;4lqfeyCt

[A HeafthMap/ProMED-mail interactive map of Lahore and Punjab province can be accessed at h,ttplhea]lblqlp€Ig |r/fkdh. -
Mod.TYl

- Pakistan (Karachi, Sindh province). 12 Nov 2011. A total of dengue fever pauents reached 717 in Sindh, while 9 new
patients were diagnosed dengue positive in Karachi on Friday [11 Nov 2011]. As per statistics of Sindh Dingue Surveil lance
Cell (SDSC), a total of 847 patients were admitted at different hospitals in Kirachi and of them j17 were found dengue
positive. sDsc reported that total 15 dengue patlents had died in Sindh province of them 13 belonged to Karachi. s-ome rz
patients are still under treatment at different hospitals in the metropolis, ht!p.!/lwww.dailytimes,com,p_k&!etag!!€5p?
page=20 1 1ol05C"1 1olo5C1-2-o65esbcl_ lzdt-2og_p912_lt

[ . .ealthMap/ProMED-mail interactive map of Karachi, Sindh province can be accessed at
Mdd.wr

- tufvfc,u-maff  
I  Z/S ^-2

A HealthMap/ProMED-mail interactive map of Dethi can be accessed at httpJlheeth_mep_.Sl9/r/lSv!. - Mod.Tyl

- India (churachandpur, Manipur state). 9 Nov 2011. 5 new cases of dengue were reported in churachandpur [district] even
as the district health officials struggled to contain the disease almost a month after the presence of its virus wjs confirmec
Iin the.district]. Excel Diagnostic centre reported that 2 blood samples they received on sunday [6 Nov zo11] tested posiiive
w.hile_all the 3 reports they received today [9 Nov 2011] from Babina Diagnostic Centre, Imphal were also found positive.
hlto://www.e- oao. net/cP.asD?src=4. - 1 O 1 1 1 I - ndvl I

[A HealthMap/ProMED-mail interactive map of churachandpur, Manipur state can be accessed at
h!t!.!/lhceth.!0Ep.ersdtps]. - Mod.rYl

-.India (Tamil Nadu state). 13 Nov 2011. So far in the current year [2011], 1634 persons were affected with dengue fever.
The samples of 8731 persons were tested for dengue fever. The number o] people affected with dengue was higtiin border
areas.twith Kerala statel such as Kanyakumari, Tirunelveli, Coimbatore. Dindugal, Theni, and Niigiris.
http ://www.thehindu.c-o!n/!ews/cities/Madurai/alticle26222O1.eeC

[A HealthMap/ProMED-mail interactive map ofTamil Nadu state can be accessed at http;//healthmao.oro/r/1mm2. - Mod.Ty]

- Talwan (Kaohsiung) 10 Nov 2011. The Kaohsiung Department of Health (DoH) reported Thursday [10 Nov 2ol1] that a 69-year-old man died of DHF earlier in the week, the 3rd death from the mosquito:borne disease [virus]- in the southern ciiy ttris
summer [2011]. There have been 10 DHF cases reported in the city since June 2011, 8 of which involved people aged 53years old or above. http://www,taiwannews,Eem.tw/etn/news content.php?id=1755!90

[A Heaf thMap/ProMED-mail interactive map of Kaohsiung can be accessed at h$p.!/lhealthloe B,oBh].LgJ:p, - Mod.Tyl

- South Korea (south Gyeonqsang province). 10 Nov 2011. The Korea center for Disease control and prevention on
w_ednesday [9 Nov 2011] sald it cannot rule out the possibility that a 32-year-old woman from south Gyeongsang province
[Gye-ongsangnam-do], who was diagnosed with the virus in luly 2011 was infected in Korea. It said it istesting riosquitoes
?ld llnd]lg.ut whether there are other patients. The woman fell ill on 9 Jun [201U, suffering fever, cotd shak-es, headache,
muscle acne, ancl a rash that spread.to covef her whole body, She had spent a week in Indonesia, but her symptoms began
39 days after she came back, much longer than the average latency lincubation] period for dengue fever of i4'days.
b$A:1enol ish.chosun.co

[A HealthMaplProMED-mail interactive map of South Gyeongsang IGyeongsangnam-dol provtnce can be accessed at
hltp jll.hcej!h!0g.o.oro/r/loVO. - Mod.TYl

- Philippines (national), 10 Nov 2011. The Department of Health [DoH] Dengue Suweillance Report showed that 97 1SB
dengue cases have been recorded from 1 lan-22 Oct this year t2O11l. The ooH-trtational Epidemiology Center (NEC) said tne
number is 36.87 percent l6wer thnn the 153 906 dengue cases during the same period last year [20i6]. This yiafs szz'
deaths were also lowerthan the 947 last.year [2010], Most ofthe cases came from Metro Minila'(22 z)Sy, centrat Luion (19
995)' the Calabarzon sub-region (13 746), and the llocos Region (12 754). llggptlwygw.matava.com.ph/nov10/news6.htmi

lA HealthMap/ProMED-mail interactive map of the phitippines can be accessed at.bgtp-i.llhcel!h_!0ap,sr9lraq_J€. - Mod.Tyl

- Philippines (Northern Mindanao), 9 Nov 2011. A total of 1605 dengue cases were admitted in different hospitals in Northern
Mindanao during the tst 10 months of 2011. This figure is 77.63 percent lower compared to lhe 7177 cases recorded in the
same period last year [2010], said Dr Jaime Bernadas, regional director of the Department of Health (DOH). Bernadas sa.

―Pakistan(Rawalpindi′Punjab province) 10 Nov 201l Data revealed thatthe 3 teachlng hospita!t received less than 40

曰 魁棚 腑」龍i駿[1動l翠[f!冊灘誤
i服器 t躙 孟脚譜訥i肌帯躙 y,

糀:詰爵ly'膳:ユP           に all賠」1聞稚晶き[1よよ譜躙I驚il)守:::::[1:1贈
)rintDeta‖.aspx?ID=76690&cat=6&dt=11/10/2011

:慌 :凛Ta p / P T M E P‐
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壼椰瀑献 ポ|:港善轍よ理1:il環慰::網蹴燥朧:酬朧臨蹴需lttL朧〕d by dengue feverthis year[2011]haS reached the 945 mark.
15 cases were reported in the past one day Dengue cases are gradually showing a downward trend.Unllke earlier when 20
and more dengue cases were being reportёd in just 24 hours′now it is iessメ'MOnga sald over 10 000 dengue cases have

tilll:i滉雷魚里1:「躙 ,鵠襦::I繋:ム難%!FR品よ'bnheJm mh獣″
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regional director of the Department of Health (DOH). Bernadas sa
the ages of those affl lcted by dengue r
years old. He said 56 Dercent of thoseyears old. He said 56 percent

ranged from less than one month to 90 years old, with the median age placed at 10.-
I affl icted with denque were males. httD://www.sunstar.com.Dh/caoavan-de-oro/td.at-with dengue were males.

コE型望動を」Q■1/■1/09/dencue―cases―northern‐mindanao‐dr60s-lrs■10-mbnthsI1555ラ生

[A HealthMap/PrOMED‐ ma‖ interactive map of Northern Mindanao can be accessed at httD://healthmap.org■ ェLlqVR.―
Mod.lY]

Paciflc――‐―MarSha‖ Isiands lo NOv.2011.There havё  been mOre than 250 confir由 eo Cases oF dengue Feverin the Marsha‖

習11:li需暉跳l器 鯖響瑞腱器曽%:富蟹F』冦躍
rI認
綱T:∬‖譜醍

it脂
贈腔認子
試b肛A∝∝dng

墜山=ノ/www.Ouamodn.com/artic!e/20111110/NEWS01/111lo0309

A HeathMap/Pr9MED‐ ma‖ interacuve map sぃoWlng the locaJon oFthe MOrSha‖ lJands in the south Pacinc can be accessed
at hL」2ゴノhealthmョ2 orc正zlgVS.‐ MOd TY〕

Latin America --- - El Salvador. 11 Nov 2011. The Ministry of Health reports 6163 cases of classical dengue fever and 138 of
DHF to date, with 7 deaths. htto://www.diariocolatino.com/es/20 1 1 I 1 i 1/nacionales lgT3ZOtDenoue-es-una-enferme.ta.t-
endё mlca―en―e卜Da°/oC30/OADs htm口 n spanヽ h′trans.Mod.lY]

[A HealthMap/ProMED-mall interactive map of El Salvador can be accessed at

- Brazif (national). 13 Nov. z0!!. Brazil is again on alert against dengue to avoid the 7th epidemic of the disease. The lst
case was registered in 1895 and the large epidemics up to now occurred in 1982, 1986, Lgg1,2OO2,2OOB, and 2010, In the
1st 9 months of 2011, more than 700 000 cases were registered, with a decline occurring between january.and February of
24 percent compared with the previous year [2010]. [Dengue] deaths were also reduced 25 percent and slrious cases 

'

http:,/www.promedmail.orgldirect.php?id=201 1 1 1 1 4.3364
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研 究 報 告 の 概 要

要
約
:

血
小
板
減
少
症
候
群
を
伴
う
重
度
の
発
熱
疾
患
(
S
I
田
)
は
、
新
た
に
発
見
さ
れ
た
ブ
ニ
ヤ
ウ
イ
ル
ス
(
S
F
r
s
v
)
に
起
因
す
る

新
興
感
染
症
で
、
高
い
死
亡
率
(
平
均
1
2
%
、
最
高
で
3
0
%
)
を
も
た
ら
す
。

本
研
究
の
目
的
は
、
S
F
r
S
V
が
人
か
ら
人
へ
伝
播
で
き
た
か
ど
う
か
を
確
認
す
る
こ
と
で
あ
る
。
中
国
安
徽
省
で
2
0
0
6
年
9
月

～
1
1
月
の
間
に
発
生
し
た
未
知
の
感
染
症
に
罹
患
し
た
2
つ
の
ク
ラ
ス
タ
ー
の
患
者
(
1
3
人
)
の
血
清
を
、
R
I
P
C
R
法
に
よ
る

S
口
腸
V
・ R
N
A
検
出
お
よ
び
間
接
蛍
光
抗
体
法
に
よ
る
S
I
r
S
V
抗
体
検
査
に
て
分
析
し
た
。
全
患
者
●
こ
1
う
に
典
型
的
な
s
F
T
S

の
臨
床
症
状
(
発
熱
、
血
小
板
減
少
、
自
血
球
減
少
)
が
あ
っ
た
こ
と
、
両
ク
ラ
ス
タ
ー
の
二
次
患
者
全
員
が
、
一
次
患
者
の
血
液

に
接
触
ま
た
は
曝
露
後
6
～
1
3
日
で
発
病
し
た
こ
と
が
判
明
し
た
。
我
々
は
、
ク
ラ
ス
タ
ー
1
の
一
次
患
者
お
よ
び
二
次
患
者
9
人

全
員
と
、
ク
ラ
ス
タ
‐
2
の
二
次
患
者
3
人
全
員
の
急
性
期
血
清
か
ら
、
R
T
 
P
C
R
増
幅
法
に
よ
り
S
F
I
S
V
 
R
N
A
を
検
出
し
た
か

(
そ
し
て
/
ま
た
は
)
、
S
F
r
s
v
に
対
す
る
抗
体
力
価
が
4
倍
に
増
加
し
た
か
、
セ
ロ
コ
ン
バ
ー
ジ
ョ
ン
が
起
き
た
、
の
い
ず
れ
か

を
立
証
し
た
。
ク
ラ
ス
タ
ー
2
の
一
次
患
者
は
血
清
不
足
の
た
め
分
析
さ
れ
な
か
っ
た
。
同
期
間
中
に
一
次
患
者
と
接
触
し
た
が
血

液
へ
の
曝
露
が
な
か
っ
た
人
に
お
い
て
、
病
気
に
な
っ
た
も
の
は
い
な
ヵヽ
っ
た
。
我
々
は
、
S
コ
厖
V
は
患
者
血
液
と
の
接
触
を
通

じ
て
人
か
ら
人
へ
伝
播
可
能
で
あ
っ
た
と
い
う
結
論
に
至
っ
た
。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_
_
 
 
 
_
 
 
 
_
_

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
。
そ
の

他
参
考
事
項
等

特
に
な
し

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

本
研
究
報
告
は
、
R
T
 
P
C
R
法
と
間
接
蛍
光
抗
体
法
を
用
い
て
中
国
で

発
生
し
た
2
つ
の
ク
ラ
ス
タ
ー
の
患
者
保
存
血
清
(
1
3
人
)
を
分
析

し
、
両
ク
ラ
ス
タ
ー
に
お
い
て
そ
れ
ぞ
れ
人
か
ら
人
へ
の
感
染
が
あ
っ

た
こ
と
を
示
唆
し
た
新
規
感
染
経
路
に
関
す
る
報
告
で
あ
る
。
ま
た
死

亡
率
も
高
い
こ
と
か
ら
重
大
な
感
染
症
の
可
能
性
が
高
い
と
考
え
ら

れ
、
感
染
症
定
期
報
告
の
対
象
と
判
断
す
る
。

本
研
究
報
告
は
、
ヒ
ト
血
液
を
原
料
と
す
る
血
漿
分
画
製
剤
と

は
直
接
関
連
し
な
い
こ
と
か
ら
、
現
時
点
で
当
該
生
物
由
来
製

品
に
関
し
、
措
置
等
を
行
う
必
要
は
な
い
と
判
断
す
る
。
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Person-to-Person Transmission of Severe Fever
with Thrombocytopenia Syndrome Virus

Yan Liul'z'' Qun Li,3r Wantu Hu,2 Jiabin Wui yubi Wang,a Ling Mei,5 David H. Walkerl Jun Ren,2
Yu Wangl and XueJie yul

Abslract

Severe few with thrombocytopmia syndrm (SFTS) is an e[rer4ng infectious disease cmsed by a newly
discovaed bmyavim, sFTs viru (sFTs9, md causc high fatality 1t1% on average and as high asioxl. ni"
objecfive of this study was to detemine whether SFISV could 6e transmitted Fom person-to De6on we
analyzed sera of 13-Pati€nts ftom two dusters of unlnown infuctious diseases ttrat occurid betweeri Septerrber
md Novesrber of 2005 in Anhui Province of China for 5FI5V antibody by indireci immuofluoresrc ffiay

T{ 
f.".t qfSV RNA by RT-PCR. We formd that all patimts (z=la)-hai typical cliniel syftptorns of SFT5

including fwer, thrombocytopenia, md leulopenia and all secondary patimiiin both clusteit iot sick at 6-19
days after Pn!"S"g or exPosing to blood of index pati€nts. We demomnated ttrat aU pati;ts in cluster 1
including the index patimt and nine second€ry patients md all tluee *mndary pafots in clusier 2 had
seroconversion or fourfold increases in antibody titer to SFISV md/or by RT-pCR anplification of SFTSV RNA
from the -amte serun The index patimt in cluster 2 was not malyzed biaree of lack ilf sem. No person who
contacted the index patimt during the same period, but were not exposed to the index patient blobd, had got
illness. We conduded that SFTSV can be trilsnitted from pson to person through contaciing patienfs bb6d.

Key Wuds: Arbovirus(es)-{hin*Ti&(s)-Transmission

Int|.oduclion mmifeshtios md labontory abrcmalitic oI SFfS disase

Sffi *T,Hli#ii"T:"fi H"X*il?5Hfffi lilt'ffi lrT",#1ilfr fr '.1""'iHi1T;K'ilili
eastem ud eritrichina recotty and is e*Juy o 

"*r :tHP:-.:l-P"d*t" 
in €hha in 2006 to detmine whether

bmyaviru,SFTSvirus(sFrg.Thenaiorctni-rri^oi"* lT|l|y* 
*tporyoP f9t ttu" dutqs of unknom inftc-

and'laboniory abno*"fU"r .if SffS 
"'* 

f.;; rfi"ir;;; tiou diseass md wheths SFTSV was hilmitted ftom
topsia, leutopenia, dd elevated seffi hepaHc eulmes, PeFon lo Pffi'
md SFrS patiqts s$lly d.ie due ro Dultiple oga failue,
with m averag€ 12% €se fatality rate md wm 30% in sore Malerlals and Methods
areas. SFISV is dassified in the gmu Pft&bozirre of the family
Buyavirldae (Yu et at.2011). Except for tlantavirc,bwyi- titudy oesgn

virus e-illhroFDd bore md e hffiitted to hmans All inlomafon md srnplG of the paoenb wft collfftsd
throughathropodbite.Hantavirusistrrumittedtohws ftm tml hopihls in .Criul prcrnw of Chlna. patists,

lyoygf u 1ercot geneted from infected rodsys *6eta seE w@ ke?t at rom tsllrsahre duing tsspdhtim and
q{i.}to.l et al. 2005)- SFIS wc presmably h@itted by at -strC irlabmtorie Patime ud pa-timcifamilis pr
ticks, btraue SFrSV has bes deHed in Hmaplrysalis videdinfomedwrithnomtfor0c'prcedrcof thii*
lor3zozis ticks (Yu et al. 2011). Before diswuy of SFTSV. vBtigati@ Who a cluts of unlooqir infuiors dtseass
several clutm of infeitim diseases l€Emblhg the clinical wc 

-reportea, 
a inctigatim tm of epidgni;togists w6

酬靱頸靱攣
“

2

dispat&€d io the hospitals ild Ftist{ horc to int€pis
fatrllyrwbu andhealilrcrewqlm who hadbm eryoed
to the patiat and sweyed the mrdrcmt nrcurding the
hols of tlc patimb tb determine EE risk lactoR

lndlrect lluorcsf,ent antlbody assay

Patl€nt sn we t€t€d for atibodis to SFTSV bylndilet
fluffi4e asay gFA} Ssa that we ective at a dilution
of >1:64 wre oroidcd to be posidve

BT.PCR

RNA ws extracted ftm patists' se uing RNcasy Mini
Kit, and mstE) RT-rcRKit (Qiaga) was aed to mplify
vnal RNAI*€gmL Theprime$wffi ds:gned atposition
1324 (GGCAGCAAACCAGAACAAAG) ad at poition
2326 (CATTICTCGAGGGCAITIA), FCR was pcfomred
for 1 cyde at 50'C for 3Onfti, 95"C fd 15min, and thq 35
cyclesof 94qCfur45s,58'Cfortl5s, andT2eCfor 1min wltha
final dtstsim at ZqC fot 10ndn rcR prcduds rc se
qumd ad 0rc sequocrs w@ depcicd in GaBank
0N39E157 and IN398158).

Resul!8

Cluster 1

lndex patl6nt. Onociobs3l, 20(E. a5Gymld wm
had sudd6 oset of feq (39-2'Q, headahe, myalgia, u-
thratgia, dizins, and mlaise, and she w6 bead with ri-
bavirnr, ephalolhin, dmetlumne, md uidopldne at ihe
village dinic. On Novobe 3, slre wro ad$ltted to a loGl
hospiul bmw oI l'igh ftvs (39,7t), gtogival bleedinS;
mwa, miting, and a rash oig hq uunlc Irbomtory tEting
rev€aled leukopala. tlNnrbocylopaia, elwated serum as-
petate uinokas&re ad almire dinob$foe, elF
vated sffi @tinim, md elwatedblod wnikogm lsels

On Novmbs 4 she was bleding ftm her nw and
mouth, developed npidly prcgrcive dyspnea and wors-
ing oxytm sturadm, ed requhed sdotladreal intubadon,
She died m the next day.

Retroopective q$timint of the patient's lanily wealed
that she was bitto by a tick ai 12 days beforc on$t of fevs,

Secondary patl€nts. Within 12 days aft* the death of the
indqpatidtbetwffi Nwcrnber9adlZ 2006, ninepatists
reidmtilied at the regionalhospiralwith fmr (>38.0'Q,
myalgia, diar:lre, leukopsit, thrcmbocytoperda, ild ele
wd' ffi aspartale 8mirctrmsferue md 6luine mine
hffifttrde (Table l). All patiats had otact with the indq
patimt duing lhe pqiod that slre was bleding fromhenw,
rcud1 and endotadsl tube belwea Ndernblr 4 md t
induding ffve fmily mbers, two physiciru. od two
nurses (Frg. 1). None of 30 othc fanily m€mbe8 and
h@lthGre wo*ers who w@ in ffita€t wilh the indq p*
ti{t but not her btood had bem ltl md Orey wre not
inBtit ted fd SFISV inGctionbuue of lack of sa. All
se@ndary patiste reoved after treattrat wilh lnllaF
nw {luidg ild dstrclytes and ribavirin

Cluster 2

Index patient, The indq patimt ws a 56yardd ftmale
fame who dwdoped ftva m Sepcurber @ 2006, mdw*

UU ETAL.

admitted into a localhospital on the nst day. On @bs 2 she
had a black stml ud m Ocloba 4 she vomited blood five
tirc. she ws tr€led with atibiotis ad ribavirin in the
hospibl tler mclttio debrisated, ha fanily requesled the
hospihl to disdugehq,mdshe died athom m ttremeday.

The index patiqt ltued in a village in DinglM Costy,
Chudnu City of Anlui hovime,whrc 1560 ffiidsb lire4
faming rice,wheat p6uts, soybem, md sue, ad raised
ff, 8he€p, ddckff, and dud€. Excpt for hd farnlly, rc
huans q aimals we r€psd to be sick or dying in the
village before or afta sl€ beame ilI, The indq pati.r:rt lived in
misolated hrmhm m a red.lhehrcre dGsibedag
ffianitary with nusN flis that re attrrccd by rotting
persimcns that had falla ftor a hee in the yard. the ind*
patiat had 20 dicks, m dog ard one ot 1rlp aimals
rmg€d fr€elydudng theday md leluftd hm atnight. ltm
wno chanlcal factuies orothsindutsies in thevitlage The
pafEt had not traveled duing lhe pwiow sevaal mmths.
No blod re elleted from my of the mima\ rcd6b md
tid€wmnot lnvBtigatedin the b@se cswrcundingars at
the time bsuse of lack of lcuwledge of the dis*e.

Secondary patlents. Frcm day 6 to 8 after the dearh of the
indu patiat, ho S8-yeaold husband (coe 2), 3Fyw+ld
sm (re3), ild 33.yeeld d.ughter (6se 4) alhad fevgud
were hospttalad (Fig. 1). Iabonlory tBts rwated that they
all had leukoparL and thrmbocytopsia Clable 1). A! sK-
on&ry patists wm treated with inbavmos Iluids ed
elecholyter ild ribavtrin, ild all pa66t8 ftw@d, Prior to
onet of the disase' all of the mndary pati{ts had pa*ici-
patedin the cm of theindex patiot in the hopital Case 2 had
bq with the inds patist &om Septsnbs 29 to Octobq 4;
case 3 was in cmtactwith the hd* patiut 6 October 2 and 4;
ce 4wsincontactwith theindexpatimt fton October2 to4.
On Octobo 4, the indu patient wd vomiting blood, and the
three seondary es cleoed up the blod. Neldrs of six
otha pa6m in the family including the tnoths-iplaw, urree
gmdchildtm, eriftlaw, md the daughte!-in-law of the in-
d* patiat mr healdrcre workc in the hospitals became
inftcted despite ontact with the indq paHst Howeva, they
did not cqtad her bl@d. Son-inJaw md &utht*in-law of
the index patient w& sed s conbol md SFISV mtibody
md vinl RNA were not detectsd frcm their sera. Cde 2 lived
logeths with the indq patiqt, od ca*s 3 ild 4 did not Uve
in the sue rea as th€ indq patis$. Case 3 wor&ed in a
factory in Nujing City in )iugshu Provire, and cue 4
worlcd in a fod prreing factoryln a relghb@ing lom. No
cmorker oI case 3 or c8e 4 in th€ factories we€ ill duing the
period who casc 3 ild 4 wtr dck.

The hvestigation had nled out the pGibitities of dEmical
poimin& Iood poirdh& SARS, inluca, o&srespiatory
infetlm. hmmhagic fwc with roal syndrome, dengue
ftve, malaria, FshoinGsdnal infectiors, Strqta@fls suis
infectim, and hllru ilaplsmsiE bsed d laboratory sd
epiduiological data. Hwa. the etiolo8ical agmt of the
disrase was not lqlm at the time.

Rtsk &,ctors ol peBon lo pereon lranffil*bn
ot SFISY

In duster 1, al1 mndary padmts were ex!ffid to the
indo( patifit in the regional hocpiial All semdary patists
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研 究 報 告 の 概 要

要
約
:

(
背
景
)
中
国
東
部
の
1
家
族
7
人
は
2
0
0
7
年
5
月
に
発
熱
と
血
小
板
減
少
症
を
発
症
し
た
。
し
か
し
最
初
の
調
査
で
は
感
染
性

の
病
因
を
同
定
す
る
に
は
至
ら
な
か
っ
た
。
2
0
0
9
年
1
2
月
、
中
国
に
お
け
る
同
様
の
臨
床
症
状
を
有
す
る
魚
者
の
病
因
と
し
て

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
。
そ
の

他
参
考
事
項
等

新
規
の
プ
ニ
ヤ
ウ
イ
ル
ス
(
血
小
板
減
少
症
候
群
を
伴
う
重
度
の
発
熱
疾
患
を
起
こ
す
ブ
ニ
ヤ
ウ
イ
ル
ス
[
S
F
r
s
Ⅵ
)
が
同
定
さ

れ
た
。
我
々
は
S
I
t
t
V
感
染
し
た
こ
の
家
族
集
団
を
再
調
査
し
た
。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ヽ

く方
法
)
一
次
患
者
と
二
次
患
者
(
6
人
)
に
対
し
、
疫
学
的
及
び
臨
床
デ
ー
タ
を
分
析
し
た
。
6
人
の
保
存
血
液
検
体
を
R
T
 
P
C
R

法
、
ウ
イ
ル
ス
培
養
、
ゲ
ノ
ム
シ
ー
ケ
ン
ス
、
マ
イ
ク
ロ
中
和
試
験
、
間
接
蛍
光
抗
体
法
に
よ
り
解
析
し
た
。

(
結
果
)
8
0
歳
女
性
は
2
0
0
7
年
4
月
2
7
日
に
発
熱
、
白
血
球
減
少
症
、
血
小
板
減
少
症
を
発
症
し
死
亡
し
た
。
2
0
0
7
年
5
月
3

～
7
日
の
間
に
8
0
歳
女
性
を
除
く
家
族
6
人
が
、
発
熱
と
そ
の
他
の
類
似
症
状
に
よ
り
地
方
病
院
に
入
院
し
た
。
2
0
0
7
年
に
採

取
さ
れ
た
6
人
の
血
清
検
体
は
、R
I
P
C
R
法
で
S
F
T
S
V
R
N
A
が
陽
性
、
マ
イ
ク
ロ
中
和
試
験
と
間
接
蛍
光
抗
体
法
で
S
F
T
S
V

抗
体
が
陽
性
と
な
つ
た
。
保
存
血
清
検
体
の
1
つ
か
ら
は
S
I
t
t
V
が
分
離
さ
れ
た
。

二
次
患
者
間
に
お
け
る
唯
一
の
共
通
点
は
、
一
次
患
者
と
の
個
人
的
な
接
触
で
あ
っ
た
:
疑
い
の
あ
る
動
物
や
ベ
ク
タ
ー
に
曝
さ

れ
た
報
告
は
な
い
o

(
結
論
)
臨
床
所
見
と
臨
床
検
査
値
は
、
2
0
0
7
年
に
中
国
東
部
の
家
族
内
で
生
じ
た
発
熱
や
血
小
板
減
少
症
が
、
S
I
I
S
V
に
よ
っ

て
引
き
起
こ
さ
れ
た
こ
と
を
立
証
し
た
。
疫
学
調
査
は
二
次
患
者
の
感
染
が
、
個
人
的
接
触
に
よ
り
家
族
に
伝
播
し
た
こ
と
を
強

く
示
唆
し
た
。

特
に
な
し

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

本
研
究
報
告
は
、
二
次
患
者
血
清
/
血
液
(
6
人
)
を
R
T
‐P
C
R
法
等

に
て
分
析
し
た
結
果
S
I
r
S
t
t
R
N
A
及
び
S
I
W
S
V
抗
体
の
陽
性
が
確

認
さ
れ
、
臨
床
所
見
お
よ
び
二
次
患
者
間
で
唯
―
の
共
通
点
が
一
次
患

者
と
の
個
人
的
接
触
で
あ
つ
た
こ
と
か
ら
、
人
か
ら
人
へ
感
染
し
た
こ

と
が
疫
学
的
に
示
唆
さ
れ
た
と
い
う
新
規
感
染
経
路
に
関
す
る
報
告
。

ま
た
死
亡
率
も
高
い
こ
と
か
ら
重
大
な
感
染
症
の
可
能
性
が
高
い
と

考
え
ら
れ
、
感
染
症
定
期
報
告
の
対
象
と
判
断
す
る
。

本
研
究
報
告
は
、
ヒ
ト
血
液
を
原
料
と
す
る
血
漿
分
画
製
剤
と

は
直
接
関
連
し
な
い
こ
と
か
ら
、
現
時
点
で
当
該
生
物
由
来
製

品
に
関
し
、
措
置
等
を
行
う
必
要
は
な
い
と
判
断
す
る
。

Me
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Further Evidence Of PersOn―to‐Person
Transinlsslon

脚‖輔犠駆輌∫謝聯郡孵郡鯖灘棟拙岬¶啜螂押
げ

繹榊脚欄醜聯l器珊爛孵器棚h」脇lTⅧⅧ管蠍
Eockgnotad- swen pwm in onc 6mily living in eastcm china dwelopcd fwc ud rhrombocytopoia

durilg May 2007' but thc initial invcstitation failed to id6ti& an inftaiou aiology. In Dmbcr 2009, e novel
bunyavirus (designated swrc fwer with thrombocytopdnia syndromc bunyaviru lsgrsvl) re iaotified s the
caw of illns in patiots with simihr clinicsl nmifcsratiom in Chim, Wc mnbed this family clustcr for
SFTSV infection.

Method* We arylyzd epidemiologiel md dinical data fc the indq tntidrl ed 6 saondary patient& We tded
stored blood spcimos ftom thc 6 scondary patiots wing rcal timc lcrem u6nruiption polymerasc drain mclioa
(RT-PCR)' viml cutture goctic sequmcing mim-mralizarion my (MNA), ud indirci irnrnmofluorcqe
uay (IFA).

isrrltr An 8Gyar-old woman with f*er, hwpoiq ad thrcmbocftopcnia dicd on 27 April 2002. Berweq
3 nd,7 W 2007, eother 6 paticnts ftom h* family wcrc admitted to a toel @utr horpial with fcrcr ud orhcr
similar srmptoms. serm spaimens corated in 2007 from the 6 patiae were posirirc for sFf$ vinl rua
thrugh RT-PGR md for utibodr to sFrsv thmugh MNA od IFA" sFT$V was inoiated from I prcscncd smm
spaimen- Ihe only shared charuteristic betwem seondary patiots w pmml ontact with the ind* paticnq
aone reportcd uposure to sspcted uinals or rector*

conclusion* clinical and laborator'' evidcncc conirmcd that tlE patiots of fos od tbrombocpopoia
omning in a family dusta in eslem china in 2007 wqc eucd by a ruly bunyavirus, srtw'
Epidmiological investigation stongly sutgcsto that infection of mndary patimu-m rusmitted ro frndly
mmben by pasonal onact.

In Dambs 2009, a novcl burryavirrtrarrd sryse
frys with rhrombocytopola syndromc buny*iru

認 露 悪ll蘭
'2●■800end B ●ヽ・mけ 201脚輌 nし"州 範 0お

・C B " X S _ K Q↓H . 3 n d  M  2“n t r l lじ口e l J a v  t O  t h 1 3  mに

揚 撒脚鯛:州盤脚
Clinlcal:■●ct:。u3013●3S●320:::到 :21■諫"4
●The Autl●r20',Pul鰤gObyOrud uni口JけPles Onb6df●1lL I“動
0 803Se3覇Ⅲ d敵 瀬はA,“應 r― ed FOf Rmisb鴫 1蝉 |‐mt
ilunJ寧 輌餞b13m“ mm

l鮨颯駿0 , ,ハ1 2 0 0 m 1 4●|
0011,lⅢ 鋤tw前 ア認

(SFTSVFws imlated tom a patiot in oral Chim
Cemmic equencing indiotcd that the SFIS\rt omprise
a iblrd group within the gou phl*oiru+ frnity &-
qznridre lll,Nrc euscd by this novd viru is dnr.
4tcriad bt sudd€n otrset offtv< and rcspiratory tract or
gasEointcstinal rymptom$ followed by a progrtssive
dedire of whole vrhite blood ell and plstelet €out$

Ttre virusc in thc fanily Bwymiidae indtding
Criman-Congo hmonhagic fwa (CCIIF) virus from
thc gous nairovirus, Rift Vallcry ftva (RVF) viru from
the genus ghlcboviru, md Od World md Ns World
halaviros, Juch as Ands viru, causing tlemonhagic

Fffi RmaI Syndromc (HFRS) md Hantavirus Pulmomry
Stndrome.(HPs), repctivcly, from tbc gcnm hantaviru are
reogriad 6 abls to indue hmorhagic fwc disas in hu-
mus, Casc mct likdy souta thes viruscs yia dircct @tr-
tact with lnfcdcd animal tisues, inhalation of contamiroted
mtaial, or being bitto by arthropod vctors such ro mqsqui-
toa, smd flia, or ticls {2}. Somc SFTS patieDtE have reported
that thct had so or bm 

'binen 
by ticlc before their ilhes

om€$ in thelr original stlrdy, Yu et d I I I repon d that there was
no epidmiological oidocc for pcrm-to-pfison tnromi$ioD.
SFTSV re thaefon prcposd to bc traDsmittcd by contact with
mimals mcUor v6tor such .s the Hamaphyfilis lonSiamis
ticls.

In Maf 20O, Jiangsu Prcvincc Cotrc for Dise*e Control
ud Pocntion (JS.CDC) ws notified about a family in which
6 pmom d*eloped fev* md diniel symptoms compatible
with hum grmulocpic daplaem$is (HGA) [3]. ln Oaober
2005, u outbreak of HGA had bffi r€portcd fron m adjacent
province l4l; thercforq initial invcstigation of this family dutcr
focurd on idmtifing Anaplcna f,zagocTAphiriuu. Neithcr q-

tracrcd DNAs nu utibodi5 to,lrc L phdgocltophr1iuz, how-
wcr, wce dctectcd from p.timt blood spdimens. Additional
labontory studie ruted out infections fton HFRS vitr, den-
gue fs€! viru, ty?hoid/p.ratyphoid Salnorella bacteria, hp-
tospircsh, Ri*ensria-lilc qpotted fwa, Pullmm's typhus,
tstsugmuhi fscr, or Q fwq. ln Dmber 2009, Chincse
s€i€ntists idstifica SFrSV in paiiilts with a similar clini€al
syndremc a th€ 2007 family dustci In this paper, we dsribe
tbc labontory widoce gathccd thrcugh nolmlar and r
rclogial analysis and *s the posible routs of SE|W in ths
2007 hmily cluster.

METHODS

Pgtier[i
Thc 2@7 frmily dustd ocured in a hilly arm aboui 110 ktr
suth from Neiing in astcm China The first patient (indq

pad.nq patint A) % an 80-)nuold ftmale wbo lived in
a small villagc with hr husbud. Sire risitcd the village dinic on
19 April2007, complaining of fwu ud chills. Shc ws heatsd
with gmtuicin end damedEsone. On 20 April 2007, she w6
admitted to the lml outT hospitEl with a tempenture of
39.0oC Labontory tsting pafrmed on admision revalod
leukopmia (wB€ cout, 3,1 x lot/L) od thrombocytopcnia
(PLT count,48 x loe/L), Ch€st X-ny exmination showed
brcnchopnewnia On 2l April, the patient war discharged
homc for ha birthday party, thcr radmitt?d to the local hos.
pital on 23 Apdl. At this tine, the patiat ws noted to be
onfised and mble to spalc H* ned< was supple Therc were
no fcal norologicat abnormalitis lls tmpmtur€ was
38.2'C. Blod tests showed thrt ber white blmd cell (WBC)

comt had dclin€d to t.6 x l0e/L md platdet (PLT) cout to
30 x 10e&. On 25 April, shc ms tnnrfsrcd to a muicipal
hospital, Hcr condition continurd to daline npidly; on ad-
mision, she re noted to have elewtcd liv*-cwiated mzyme
lwels (serum spiltate aminotansfse, 3869 U/lt alanine
minotraroferac, 573 U/t lacrate dehydrogene, 3094 VIL)
ud aotc roal insuficiocy (catininc, 1883 umoVl; urea
nitrcgm, 1306 umol/L). The no<t day, she dmJoped bleding
gms, eahymosis at an intrarenous linc pucnrc sitc, melmg
ad ftal incontinoe On 27 Aplilo a msivc mount of freh
blood eftred ftom thc ncdlc pucture sita Family mcmbers
elected to wlthdnw intosire mediel suppon, Eking hs home,
when she died a fil hours lats.

Within I0 d6y5 of patient A's dsth, 6 of her &mily mmbas
dwdoped similu symptoms The clder son-in-law (paticnt B) of
patient A dwelopcd sFnptoms Atr! with otret on 3 May 2007,
6 days after hls morhr-in-law's dea*r. Synptoms subsequstly
dmloped in patiot C (patient A's eld* daughter, patient B's
wife) od paticnt D (patiot A's youngcr nephew) otr 4 MaI,
patiot E patist A's younga son-in-lu) and patient G (pa-

dott elder oephw) on 5 May, and patimt F (patient lfs s-
ond daughter, patient Et wife) on 7 May. AII the mndary

trntients wm prcviously halthy. Nonc ofthm lived with the
indu patimt. Tbe seonduy patients .ws€ beMeen 53 and
72 ycm of age (mqn, 58.3 yeas), md 4 of them wre mee All
had fder of at lost 37.5oC for }{ days (median, 4 days). All
complaincd of havbg loose st@I, l-3 episodcs pa day for
l-2 days. Thrw male patidts (p6tists B, D, and F) dwdoped
pleural effwion, bronchitis, aad puzumonia, repectivd6 du-
ing hospitaliztion. Patimt E who had a history of hepatitis B
viru infection, *peienced tlE lowesr WBC atrd PLT couts
among the 6 sondary patists. Howws, they all rmveed
tkough supponive treatmqt and wtr dishtrgcd in ged
@ndition. A timdine of kc)' ryents is shom in Figurc l, and
clinical fatqcs rc shou in Tabl€ 1.

Epidemiological lwsstigation
On 8 May 2007, we received a report that 5 patients with fever of
urrknm eur wm admitted to a county hospital, Epidcmi-
ological invetigation md active sweillffie rcre immediatdy
initiaed. On 9 May, anorhs patifit was identified, A stmdard-
ized qutionnaire ms &d to ollect dmographic infomation,
dinical mmifestatiom, histoq, of exposw to the indq patidt
(whae, when, and how contact was madc), history ofexposure
to wild animals, and qtent of outdoor activiry. Furth€more,
pubtic health officials intenioed family mmbers, neighbor-
ing villagen, and all hospital staff r'ho had providcd medical
s€rvica for any of the patients, and qos-drecked sweral
mitten timelins of the outbrealc Mediol records were also
revioed for the time of discovery of the indq patient and the
secondary patients' onsct and progrssion of illnes.

〇○
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T
導
入
後
全
期
間
に
お
け
る
N
A
T
に
よ
る
ウ
イ
ル
ス
検
査
と
供
血
者
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
の
数
、
N
A
T
が
義
務
化
さ
れ
て
い
る
か
ど
う

か
、
N
A
T
の
み
陽
性
の
供
血
数
、
N
A
T
陽
性
の
供
血
数
と
陽
性
率
、
現
在
使
用
し
て
い
る
N
A
T
プ
ー
ル
数
、
感
度
と
特
異
性
)
を
行
つ
た
。
質
問
は
全
血
と
ア
フ
ェ
レ
ー
シ
不
供
血
に
つ

い
て
の
み
回
答
が
要
請
さ
れ
、
分
画
製
剤
の
た
め
の
血
漿
に
つ
い
て
は
質
問
か
ら
除
外
さ
れ
た
。

2
0
0
9
年
8
月
に
5
9
カ
国
7
7
人
の
専
門
家
に
ア
ン
ケ
ー
ト
が
送
付
さ
れ
、
3
7
カ
国
5
0
人
が
回
答
し
た
。

こ
の
調
査
に
よ
っ
て
網
羅
さ
れ
る
人
口
は
合
計
1
2
億
人
と
な
り
、
2
0
0
8
年
に
N
A
T
を
実
行
し
た
と
報
告
し
た
国
の
人
口
を
合
計
す
る
と
1
1
億
6
千
万
人
で
あ
つ
た
。

・ 2
0
0
8
年
の
N
A
T
検
査
収
率

H
I
■
1
:
3
,
3
5
0
万
人
の
供
血
者
に
関
す
る
完
全
な
N
A
T
検
査
デ
ー
タ
の
う
ち
、
2
,
1
8
9
供
血
が
H
i
V
-
l
 
N
A
T
陽
性
で
あ
つ
た
(
H
I
V
-
1
抗
体
陽
性
、
陰
性
含
む
)
。
陽
性
結
果
の
約
2
/
3

は
南
ア
フ
リ
カ
か
ら
で
、
1
,
3
3
1
症
例
が
報
告
さ
れ
た
。
南
ア
フ
リ
カ
で
の
陽
性
初
回
供
血
者
の
割
合
は
残
り
の
報
告
国
と
比
べ
て
1
2
5
倍
、
陽
性
複
数
回
供
血
者
の
割
合
は
3
3
倍
高

か
っ
た
。

H
C
V
:
2
,
6
6
0
万
人
の
供
血
者
に
関
す
る
完
全
な
N
A
T
検
査
デ
ー
タ
の
う
ち
、
4
′ 5
8
6
供
血
が
H
C
V
 
N
A
T
陽
性
で
あ
っ
た
(
H
C
V
抗
体
陽
性
、
陰
性
含
む
)
。
エ
ス
ト
ニ
ア
は
初
回
供
血

者
の
陽
性
率
が
最
も
高
い
国
で
あ
つ
た
(
7
3
3
6
.
2
/
1
0
0
万人
)
。
エ
ス
ト
ニ
ア
と
ギ
リ
シ
ャ
は
マ
レ
ー
シ
ア
と
と
も
に
複
数
回
供
血
者
の
陽
性
率
も
高
か
っ
た
(
そ
れ
ぞ
れ
1
6
5
ク
/
1
0
0
万

人
、
1
3
4
2
/
1
0
0
万
人
、
1
9
3
3
/
1
0
0
万
人
)
。

H
B
V
:
9
0
2
万
人
の
供
血
者
に
関
す
る
完
全
な
N
A
T
h
査
デ
ー
タ
の
う
ち
、
3
,
0
8
1
供
血
が
H
B
V
 
N
A
T
陽
性
で
あ
つ
た
(
H
B
V
抗
体
陽
性
、
陰
性
含
む
)
。
ギ
リ
シ
ャ
及
び
マ
レ
ー
シ
ア

の
陽
性
供
血
数
は
合
計
1
,
5
1
7
件
で
あ
り
、
両
国
の
陽
性
初
回
供
血
者
の
割
合
は
他
の
報
告
国
の
8
4
倍
、
陽
性
複
数
回
供
血
者
の
割
合
は
1
5
6
倍
高
か
っ
た
。

こ
の
調
査
は
、
供
血
者
の
感
染
症
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
に
関
し
て
こ
れ
ま
で
公
表
さ
れ
た
中
で
最
も
大
き
な
デ
ー
タ
を
含
み
、
最
も
広
範
な
研
究
で
あ
る
。
各
国
の
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
数
の
拡

大
及
び
技
術
と
自
動
化
の
特
筆
す
べ
き
進
歩
が
示
さ
れ
た
。

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
・

そ
の
他
参
考
事
項
等

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
5

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
5
%
静
注

1
2
.
5
g
/
2
5
0
m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0
%
静
注

4g
/2
0m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0
%
静
注

1
0
ノ
5
0
m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
5
%
静
注

1
2
.
5
g
/
2
0
m
L

血
液
を
原
料
と
す
る
こ
と
に
由
来
す

る
感
染
症
伝
播
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

国
際
輸
血
字
会
(
I
S
B
T
)
のサ
ブ
グ
ル
ー
プ
に
よ
り
国
際
的
な
N
A
T
に
関

す
る
調
査
が
行
わ
れ
、
3
7
カ
国
か
ら
の
デ
ー
タ
が
報
告
さ
れ
た
と
の
こ
と

で
あ
る
。
日
本
赤
十
字
社
の
N
A
T
検
査
は
国
際
的
に
見
て
も
最
前
線
に

位
置
す
る
こ
と
が
示
さ
れ
た
。
日
本
で
は
血
漿
分
画
製
剤
の
原
料
血
漿

基
準
は
輸
血
用
血
液
製
剤
と
同
じ
で
あ
る
こ
と
、
6
カ
月
間
貯
留
保
管
を

し
て
い
る
こ
と
か
ら
、
高
い
安
全
性
が
確
保
さ
れ
て
い
る
と
考
え
る
。

特
別
な
対
応
を
必
要
と
し
な
い
が
、
今
後
も
引
き
続
き
情
報
の
収
集
に
努
め
る
。

Me
dD
RA
/」
Ve
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4 
1J
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expanding imptementation and yield from 1999 to 2009
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lntroduction 
se$itivity, specificity and robustne$ of the assays; the

degree of automation; the yield of NAT testing; the role of

Thirteen yeaE ago, blood centres voluntarily started testing HCV core antigen testing; and the status ofimplementation

whole blood and platelet apheresiJ dono$ using nucleic acid ofHAV and Parvoviru B19 NATtesting.

amplificationtechnology(NAI).Thefiretrepofisonthefea- Becawe NAT screening was expanding and wolving

sibility ofroutine blood donation NAT sirecning were pub- very npidly at that time, an updated survey wrs conducted

lished in 199g,/99, followed by wide-scale implementation in 2004 and published in 2005. 
'Ihis 

suiley, which
.ormandatedNAltesdnginmultiplecountriesoverthesub- emptoyed a standardiad questionnaiR based on similar

sequentseveralyearll-5],Atthoughstudiesdemonstrated questiom to the 2002 survey, was sent to experts in 26

thatNATtestingcould€fficientlydetectserologicallynega- countiles, with l8 countds contributed to this rcond

tive donoF who were infected with all three major uas- lnternational Forum on NAT testing [71.

fusion-transmitted viruses {HCV, HIV-I and HBV), most Since the 2OO5 Intsnational Forum NAT sqeening has

countiesinitiallymatrdat€dNATtestingon\iforHCVorfor been itrhoduced in matry addidonal countries worldwide.

HCV and HW-1. Thus, despite the cost and logisticat hundrcdsofpapenonsensitivity,specificityandyieldof

challengs to blood banks that ti€d to stablish NAT tgting NAT testing have been published from many countries

on a routine bmis, HCV and HIV- I NAT testing upanded np- with divese epidmiological situatio$ resltinEl in dram-

idly in the early 90s itr many countriG The main E6om for atic difference in yicld of window phse and occult

the delayed implementation of HBV NAT were that the pE- iirfectios. Assays and testing platfoms have improved,

dicted yield and clinical value ofitrtediction ofsero-negative with recent dwelopment of high-thoughput automadon

HBV inf€ttiotr were low, commqcial tsts for rcutine NAT enabling NAT te sting of small pools or indMdual donations

donor scrcning targeting all thee virus wre not ryailable . with reduced technlcal spertis€ and manpower This

at that timg and only a small number of blood banks had important new technical approach to blood donation test-

accessto*Eitiveandreliablein-hou*HBvNATtsts. ing has significantly contdbuted.to blood safety and

An International Forum ofvox Sang;uinis was organized provided new insights into the early dlmamics of viral

in 2OO2 based on an eight-question suruqy entitled replicationandinfcctivityofacirteatrdchronlcinfections,
'Impiementation of donor screening for infectious agents

tnnsmittcd by blood by nucleic acid technology'[61. The 
Methods

experts in the fietd who responded to the suruey did trot

necessarily represent countries wh€re NAT testing had The Working Pany on Trarufusion Tnnsmitted Infectio6

already been introduced. Questioro nfened to the virues Disemes IWP-TTID) of the lntemational Society of Blood

for which NAT testing was being performed or coreidered; Transfusion ISBD is dedicated to advancing blood safev

the technology used; the pool size employed; the in the world with specific focus on infectios ilsks. This

s2
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goal is accomplished through gathering and analysing rele-
vant data and developing and coordinating intemational
studies. In order to provide a convenient m€aru to perform
complq intemational surue1n, the ISBT W?-TnD sub-
gloup on virclogy dwdoped an electronic questionnaire
that can easily be distributed by e-mail and the rcponses
readily compiled and analysed. It was decided to first us€
this tool to update the preceding Intemational Fora on NAT
tsting. Although the unry included questiom on overall
yield since NAT testing wN implement€d, it was designed
to focs oB obtainiilg detailed cross-sectional data for otre
complete year of testing, nther than comprehensive lotrgi-
tudinal data over the whole testing period since the intro-
duction of NAT. in eacb individual country. This was
becrue we wted to compile and analyse data generated
ftom anent NAT technologis that are more sensitive and
reliable than prwious methods. Thce data, dedved primar-
ily using comercialized NAT q6tem, were qpected to be
more toNistent $rh that rcsults from different rountries,
including testing approaches, yield and epidemiology,
could be cDmpared.

The questionnaire contained detailed questiore on the
number of inhabitants and Ole donor populatiom in
each country, the distributioro of frrst-time and rcpeat
donations, s€mlogical and NAT tests employed for
screenitrg, conftrmation testing strategiesr the viruses
tested for by NAT and number of donations screeued in
2008 and ovq the entirc period since the date of into-
duction of NAT testing, whether NAT is mandated or
not, the nuinber of NAT-only-positive donations and the
NAT yield rates, the NAT technolosr curently employed
including pool size, sensitivity and specificity. Data were
rcquested for whole blood and apheresis donatioN.
Plasina for fractionation was excluded. The suwey itsetf
is availabte as supplemental mateial to this manuscdpt
on the ISBT website (add link).

Results

The qustionnaire was sent by e-mail in August 2009 to 77
experG from 59 countries. This distribution date seemed
appropdate to allow each partiiipant to compile and submit
completed data including all confimatory results for dona-
tioB given in the 20Og calendaryear. Most completed ques-
tionnaires werc received between September and November
2009. A hrst electronic rcminder was sent in Novenber
2009, and a second personal leminder was sent to non-
rcsponding experts in May 2010. Seventy-three expens
from 55 countries received the swey b6ed onvalid e-mail
addrcss$, atrd 50 experts from 37 countdes responded.
Thirfy-swen questionnaires from 25 countries were filled
out completely and contained valid data for all questions
including yi€ld of NAI screening. ln addition, 6 countries

@ 201 I Ihe Author{s)

that did not perform NAT testing in 2008 sent back their
serological data. Incomplete NAT data werc received from
swen othercountri€s.The population covered by oursuruey
(including the countries that did trot peform NAT testitrg in
2008) totalled l'2 billion. The population of all repofting
cduntries in which NAT tcting had been pedormed in 2008
totalled i'16 billion. The exact numbers of donations with
complete data sets for evaluation varied by virus as indi-
cated in the respectiv€ sections that follow.

Implementation of NAT testing by country
Gemaily was the fist country to introduce NAT screening
ofwhole blood and apheresis donations on a routine basis
with required negative NAT rcsults prior to rclease of com-
ponents (Fig. r). Initially, this testing was voluntary and
emptoyed iri-house NAT tests for HCV, HBV atrd HIV-I-
HCV and HIV-I NAT tests werc mandated in Gemany late
in 1999 atrd 2004, respectively. Several other countries
started NAI testing in 1999, primarily for HCV. over the
subsequent sevenl yeas, NAT testing for HCV wm man-
dated and began to be perfomed with commercial diagnos-
tic assays that were more or less adapted to the nceds of
blood banks. Some countdes started HtV-l NAT testing as
well. As seen in the Fig. l, the uumber of countries per year
that entered into HCV NAT testing was highest in 1999 and
declined over tine, whereas the number of coutrtries that
initiated HfV-l NAT testing rach year was relatively con-
stant with small peaks in 2001-2003 and again in 2008.
After the mandated introduction ofHBV NAT in Japan and
voluniary introduction of HBV NAT in Astria in 1999,
thm was a gap until 2004 followed by a peak in global
implementation ofHBV NAT in 2007-2008. ln 2002, volutr-
tary NAT for HBV was also introduced in several US blood
centres $ocated in Sacnmento Califomia and Seattle Wash-
ington, with limited numbere of donations); broader imple-
mentation of HBV NAT did not occur in the United States
until 2oO9 when multiplexed commercial NAT assays that
included HBV detedionwere licerced in theUnitad States.

As of 2olo, 33 countries repofted that they had intro-
duced or would soon introduce HCV and HIV-I NAT, and
27 of these r€pofied cuffent or planned introduction of
IIBV NAT. HCV NAT is mandated in 23 and HIV-I NAT in
20 of the 33 countdes assessed. HBV NAT is mandated in
l2 and voluntadly performed in 15 countries.

NAT test sj)stems and pool sizes employed in 2008
As technology improved significantly, early semi-auto-
mated ild in-house-developed testing approaches have
been genenlly reglaced by fully automated commercial
platfons and assays. Data on test systems employed
were coN€quently requested for 2008 only (Table S1).
The largest number of responding countries that have
introduced NAT tGting are in Europe. Thirte€n of these

Vox Sanguinis @ 201 I Intemational Society ofBlood Tnnstusioq y@ Sanguinh (2't2l 102,az-go
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Fig. 1 Introduction of nucleic arid ahplification technology (NATI testing.

are using Roche assays and testing platforms, and ll are
using Novartis,/Chirotr assays,/systems. Four countries
[cemany, Austria, the Netherlands and UK (Scoflaud)]
were using in-house testing approachts for the majority
of their donations. Rest of UK were using Chiron. eer-
many, Austria and UK (Scotlaud) were the only countries
in which in-house NAT tests w€re still in use in 2o0g
IUK (Scotland) subsequently conv€rted to use of Roche's
commercial assayl; the Netherlands perfomed commer;
cial NAT assays with modifred (in-house) €xtraction
methods in 2OOB but $bsequently implemented the
Roche extraction system.

In Aftica, Asia-Pacific and North Amedca, Novartis
systems are the most prevalent (nine countries), followed
by Roche (seven countries). None of these countries 6e
in-house tests. Although there is no nationwide NAT testitrg
in Brazil lit is planned for 2011 in the public system of
hemocentres), one private hospital blood bank reported in-
llouse NAT testing for HCV and HtV-1 since 1998, using an
in-house system. It is estinated that -506- lootu of dona-
tions in Bnzil ale now tested by NAT in private hospital
blood banks for HIV-1, HCV and HBV wing commercial u
in-house adapted NAT assays.

Hong
Kong Fidand

' Kmlt tsat
Malryia laMa Dsma*

Poland Nil N€hgdBds lrcland
Frs€ ge€co Zaaland Ttun UK
(oT+a.my) lbly SMda UsA Gngltnd AuslElia
Souh Ptrsd sdrtr- (dtntet and UK (S6thnd)
Nd€ ftaland land fid) wdes) Canada'

In total, 22 countdes psform Novartis/Gen-Probe NAT
tests, l8 perfom Roche NAT tests atrd only fou perform
in-house tesb. In seven of the reporting countries, testing
platfoms ftom both commercial supplicn arc approved
and installed and openting in multiple testing laboratories.
The numben of donations tested by the respective testing
systems do not reflect the distribution of trumbe$ of tests
applied ps coutry due to variable penetrance of the dif-
ferent commercial NAT systems within countis. Some
countries have blood ccntrcs that have introduced both
commercial supplieE NAT assayVsystcms and centRs that
use in-house tests alone or in addition to commercial tests
(Germany and Austda). Overall, a similar number of dona-
tions were tested by Roche (134757311 aird Novartis
(12 ls3 446) test system in 2008, followed by in-house
tests (3 258 028).

The m4ority of coutrtries still performed NAT otr mini-
pools rather than individual dotration testing in 2oo8,
although there has been a clear progression towards smaller
pools (e.g. 24 domtions to six donations per midpool for
Roche's system) and to individual donation testing (for
Novartis/Gen-Plobe's slatem). Discriminating numben of
donatioff tested and NAT yield data by pool size was not

feasible due to low numbers of donations tested in pools
> 48. Although tiere was a tendency to a lower yield of
NAT positives among serologicatly confimed positives for
countdes with high pool size especially for HCV and HBV,
data were not conclusive. Gemany with pools ofgG dona-
tions has.rcpoted comparable ratcs of viru detection
famong both sero-negative and serc-positive donatios)
to those obserued in epidemiologically similar countries
performing HIV, HCV and HBV NAT on small pool sizes or
wen individual donations. This findirg sews to emphasize
the importance of sample prccasing and dkaction tfth-
niques (e.9. ultracentrifugation of large volumes ofpooled
plsma as perfomed in Gemany prior to exhaction) in
addition to pool size and analytical scsitivity of NAT
ssays on mrall sensitivity and yidd of NAT sGqing.

Yield of NAT testing in 2OOg

In total, 37.2 million donations were tested by HW-l NAT
(Table S2). Complcte data were receivcd for 33.5 million
donatioro fTable S3a]. 0f thae 2tg9 donations (65.3/mil-
lionl tested HIV-I NAT positive, including RNA-positive
donatiorc uith and without HIV-l antibodies. The rate for
fi$t-time donatiorc (295.5,/million) was I 1.2 times that for
repeat donations (26.5/nillion). Almost two-thirds of the
HIV-I positivG were reported ftom South Africa with l33l
cases (1796.7,&illion); the iemaining B5B HIV- l NAT posi-
tives were derived from the rest of the reporting countries
with a composite raie of 26.zmillion.

First-time donations from South Africa had a 22-fold
higher HIV-I NAI positivity rate (11 03?.9,hiUion) than
repeat donations (5O3.Zniuion), whercas fint-time dona-
tions (88 g./millionl from the rst ofthe reporting countries
had only a sidold higher Ete than repeat donations
(15.4,/million). It is auticipated that most of the HW-l NAT-
positive repeat donoE were acutely infected or itrcident
infections, dependent on the interdonation intervals,
whcreas positivc fiEt-time donon reflect predominantly
long-standing or pHalent itrfections. Thc nte (pHalence)
of Hlv-l-positivc fiEt-time donations in South Afrie
scecded that ftom the rest ofthe reporting countries by a
factor of 125, wheres the rate (incidence) oflflV-l-positive
repeat donatios in SouthAftica exceeded that from the rcst
of the reporting countriG by a factor of 3j. There are sfl-
eral coutrtdes inAsia and southem,/eastem Euopewith rel-
atively high HIV- I ppalence and incidence rates, reflecte d
by overall NAT yield rates in fiEt-time and repeat dono6,
respectively, compaled with the majority of the remaining
counuies, but at far tower rates than for South Africa.

HM-l NAT-oaly positites. Compiled data from 20og
were r€ported for 37'4 million scrcenrd donations, ofwhich
72 (1.9,/million) were HIV-I NAT-only positive (Tables I
and S4a). Thirty-five of the 72 HIV-I NAT-only positives

reported in.2OO8 were from South Africa, with eight HW-t
NAT-only positives identified in Spain and Thailand, five in
the USA and four in Gemany. All other countries rcported
no more than two HIV-t NAT-only yield donations in 2009.

Data sofied by first-time and repeat donation status were
prcvided for 35.3 million dotratioro, with 4.9 million first-
time and 30.4 million rcpeat dotrations. A total of 56 Hw-l
NAI-only positives were detected in these countries fover-
all nte of l'6,&illion) with 19 HIV-I NAT-onty positive
fiFt-time donations (3.9,/million) atrd 37 HJV-l NAT-only
po3itive repeat donations {1.2,&illion}. Of these 35 were
reported from South Africa, with an HIV-I NAT-otrly posi-
tive rate of t3l.g,fuillion for fist-time donatioE and
35 Vmillion for repeat donations.

EM-| NAT posittues amotg stologicdlly onfimed
positild. A total of 49 | 7 HW- I serologically confirmcd
positive donatios were Rported out of 39.0 million dom-
tions tested (r26.1/niUion) (Table S5al. Of these. 2174
sero-positive donatiotrs dedved from 3t.5 million screened
(64.9,&illion) donations had conesponding HW-l NAT
data assessable (Taiwan and Thailand reported serological
data onlyj (Tabls 2 and S6a). 2t3O ot 2t74 {g7.g}.hl serc-
posltive donatios also tested HW-l NAT positive (Table Z).
There was no niajor difference in the ploportions of Fro-
positive donatioN with confimed viraemia by NAT
between first-time (97 84%) atrd repeat (98.24%) donations.
Taking out the USA data that had lower rat6 of
concordance of NAT with seropositivity (only 86.59010 and
938lort of HIV-l serc-positive firrt-time and repeat
donatioN tested NAT positive, respectively), the percentage
of HIV-I NAT positives among serologically confimed
positives incrcased to 99.29% and 98.91%, respectively, for
the rest of thc reporting couniries. Very high rates of
serologically positive donations w€re r€ported from Taiwan
and Thailand without reporting NAT data.

Thi difference in the rats of HW-t serclogically con-
fiymed positive and HIV-I NAT-only positives per nillion
was a factor of65.3. Taking out SouthAftica, a total of3Gl3
HIV-I serologically confrmed positive donations were
reported out of38.2 million donatiohs tested (94.5,/million);
restricting the analysis to these countris increased the ratio
of scrologically confirmed positiv€ donations to HtV-l
NAT-only positives (l.ol,/million) to 93,6.

HCV
In total, 37'2 million donations were tsted by HCV NAT
(Table S2). Complete data were recrived for 26.6 million
donatiom fno HCVNAT data were reported from Spain, and
onlycombined data for fust-time and repeat donations were
rcported from Japan) (Table S3b). Of these, 4586
(172.4/million) were HCV NAT positive, including RNA-
positive donatioN with or without antibbdies. The Iate for
first-time donatios (995'2lmillion) was 35-fold that for

lntroduction of NAT testing
AUSUA

HCV ga.nadi
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TaЫc 2 NAT posltlvtsamn9 serdo,tal,pOSlt Vts●20t18
T.blc I Ml-only positiws in 2008

Tota:6●卜●mC ana rcpCat dona‐
tlon,

Firrt-timc donations Rcpcatdonation5

Total (firrt-timc and r.pcet

donationt)
First-tim€ donationt Repcat donationt

Numbcr Raw Number

oft€sted NAI-only I o00 000 oft6t d

donations positivc donations donations

Rat / Nusbrl

NAT-only I 0oo 000 oftsted
poritiw donationr donatlons

dona■ons   post vcs

NAT poritivts

Numbcr among

oftcstcd scrclogically

donationr potitiver

NAT positives

Numbrr among

oftesiad serologically

donations poritivei

NAT‐only l o00 0oo

Rcgion

Aflca     HlV-1

1urope     HⅣ Ll●

(an cOunt■ts) HCV・

No NAl

3902950     8

Asia/Pad'C      H昨 1

HCV

Northern EuЮpe   H降 1

MttdlυνVttern E●ropc H:■ 1

H3V

5/5‐1∞%

86/86‐100Ъ

237/265‐ 3943%

1 6 7 3 4 7 8   1 6 1 / 1 6 3 ■9 8 フア%

1065791    40/42‐ 95 24qb

301839    47/4フ …1∞%

283276      73/73‐ 100あ

649 864 304/306 - 99'359b 74O 423

649 864 16/29 - SS{loh 74O 823

649 864 68168 = lmoft 740923

I 195 982 138,/138 = l00o,b 9 558 575

3 404 U9 7l/148 - 47'97rh 4 138 353

308 246 39/76 - 77 53c\b 418 598

ll 698 433 i8l.48S - 97 840,t 13 371 9ll

lO 390 293 125,/l8O - 69 44qh 12 0M 752

4 259 07S 172,/293 = 58'mth 4 656 907

255 425 t,4 - l00oh 277 997

255 425 2,/3 - 66'67h 277 997

255 425 2/2 - t@h 271 997

8 {7 951 62./66 = 93'94h I 513 742

8 447 951 32/71 - 450'w I sl3 742

3 224 325 r8l20 - 90.00S 3 490 478

| 49t 574 39,/39 - 100qb 1 793 413

I 496 750 88/103 - 85'44Qh I 799 570

58S 161 lS1,/270 - 55€3c6 6G1 403

I 503 483 79179 - l00ob I 786 759

190 t67 3,/3 = r00q6 473 44:l

190 167 l/l - l00Qb 227 O29

8 120 466 93199 = 93 94et S 773 462

7 602 930 357609 - 59.44Cb 9 230 780

5 643 8s3 16,/76 = 21 05{o 6 894 133

20 680 9/10 - 90000b 51 700

20 680 20/24 - 83'33rb 51 700

2A 6A5 425 725/738 - 98 24% 33 496 471

22 067 816 s94l990 - 6000h 26 226 418

l0 861 041 31V513 - 61 4gl,  12 710 461

1  0 9

0 1 ●

MT. nuclcic acid amplification technology.
'Cumulativc data only(fi6t-time + repeat donationt wcr. r.Gived iom Thaihnd and Spain.
bcumulative data only (fiEt-timc + r€pcatdonations) wcrc Gciwd from Kuwait. lhailand and Spain.
'Cumulative data only (fi6t-.timc + rcpcatdonationsl werc.eceivcd from JaFan and Spaic

rpeat donations (28.3/miuion). Estonia and Greece
rcported the highst prevalence in fiFt-time donations with
7336 z/million a\d 4249.6/millior\ respectiwly, followed
by Poland with 2886'3/million and Malaysia with
2858.3,fui11ion. Estonia and Greece also share th€ highest
infection ntes in Rpeat donatioN with Malaysia, 165'2,
134'2 and 193'3 per million, respectively; the HCV infection
nte of donations from Polish repeat donors was about six-
fold lower, with 21.9 HCV-RNA-posiiive donations,hillion.
Taking out the data from Estonia, Greece, Malaysia and
Poland resulted in a rate of 778.8/million HCV NAT-posi-
tive fiGt-time donations and a rate of 25 2.hillion HCV
NAT-positive repeat donations for the rest ofthe reporting
countries, The difference betlvtrn fiFt-time and repeat
donations decreased to a factor of 30 9 with the remaining
countries, whereas for the indicated high-prevalence coun-
tries alone, the factorincfeases to a factor of44 2-

ECV NAT-only posrtlci. Compiled data were repofted
for 37.1 million donations in 2008, of which 69 (l'glmil-

lion) werc HCV NAT-only positive (Tables I and S4b). Data
sorted by firt-time and repeat donation stats were
rcported for a total of 29'9 million donations, includitrg

4.4 million first-time and 25.6 million repeat doirations. A
total of 50 donatiorc werc HCV NAT-only positive
(2 o/miuion). These HCV NAT yield donations softed into
2? HCV NAT-only-positive fiEt-time donations [6'2,/mil-
lion) and 33 HCV NAT-only-positive repeat donatio$
(1.3/million). Due to low numben of HCV NAT-otrly posi-
tives (see Tables 1 and S4bl, further calslations wrre not
made as they would not provide significant insights into
the underlying epidemiology.

ECV NAT positivcs among serologically cotftncd posi-

t/6. A total of 13 903 HCV serologically confrmed posi-
tive donations wcre reported out of 38'6 million donations
tsted, for a mte of f50'3,/million Oable S5b). out ofthese,
67oE of 26.2 million (249.z,&illion) donations werc assess-
able for comparison with NAT data.and analysis of ntes of
nucleic acid detection among serologically confimed
positive doilations by donation B'pe (Taiwan and Thailand
reported high numbe$/ntes ofserologtcally positive dona-
tions without reporting HCV NAT data, and Japan reported
only combined data for firct-time and repeat donatioN). 0f
6705 serclogically confirmed positive donatioE, 4723
(70 4qb) were also HCv NAI positive lTables 2 and S6b).

NAI, nuchic rcid anplifi @tion technology.
'HCVAsia/Pacific:dab from lsmrl andJapan cxcludcd (see Table SGb).

There was a great difference betweetr rates of HCV RNA
detection by. l.lAT mong sso-positive fiEt-time (71'630,b)

and rcpeat (57'96%) donations. The ratio of serologically

confirm€d to NAT-only HCV positive donations vas 193 7,

which is approximately two times the Rspective factor for

HW-1.

HBV
In total, 2o'9 million donations in 2008 werc rcported to

have been tested by IiBV NAT Oable S2). Complete HBV

NAT data were recelied for 902 nillion donatioro (no HBV

NAT data weie reported ftom Spain, and only combined

@ 20 I I The Auftodsl

HBV NAT data from first-time and repeat donations were
reported from Japatr) [Table S3c]. 0f these, 3Ogl
(341.70,hillion) were HBV NAT positive, including both

serologically Eactive atrd non-rcactiYc donatios. The rate

for first-time donations (2|5l'4lmillion) was 42'6 times

that for repeat donations (50's,hiuion). HBV NAT-positive
donations from Gleece and Malaysia accounted for I 51 7 of
the 3081 cases, with a combined HBV DNA detectiotr nte
of 2169.8/million; uhen data from these countries were
rcmoved, there were 1564 HBV NAT positives among the

remaid4g reportitrg countries, with a combined rate of
18S 0./million.

North Am€ica

South Amrris

Total (all suntriesl

HBV        36 862

HBV   No NAFtesting
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Fi6t-time donations from Malaysia and Greece had
27 4-fold highcr rates of HBV DNA detection
(lO 172.9,/million) than repeat donatioro (378.Z,hillion),
whereas ftEt-time donations {l 235.2./million} from the
rcst of the reporting countries had a 50-8-fold higher rate
than repeat donatiotrs (24.3,/million). The infeclion rates of
Malaysian and Greek HBv-positive fi$t-time donations
exceed that from the rcst of the reporting countries by a
factor of8.4 and the infection ntes ofHBv-positiye repeat
donatio.ns from these countdes exceed that from the Rst of
the reportingcountdes by a factor of 15.6.

EBV NAT-only positiaes. Compiled data were reported
for 19 9 million donations, ofwhich lG9 (9.5./million) were
HBV NAT-ody positive (Tables I and S4c). Split data for
fi$t-time and repeat donatios were rcported for a total of
l3'5 million dotrations including 1.9 million fint-time and
I l 6 milliotr repeat donatioro, A total of g5 donations were
HBV NAT-only positive (HBV DNA-positive with negative
HBsAg and anti-HBc, if perfomed), for a mte gf G.3./mil-
Iion. These soted into 25 HBV NAT-only-positive fist-time
donations (13.2/millioll and 60 IIBV NAT-only-positive
repeat donations (5.2,/million).

Thirty-two HBV NATyield donations were reported from
South Africa, with a HBV NAT-only-positive rate of
120 g,hillion for frst-time donatio$ and 32.3,&illion for
repeat donations, while lO HBV NAT-only positives were
identified in Hong Kong (47.o/million) and 9 (68.7,/million)
in Malaysia [Table S4c). It is important to recognize that
these three countries, as well as many othes, did not per-
fom routine anti-HBc testing, and coroequently, their yield
trumbe6/rates include occult HBV infections (HB$g nega.
tive, HBV NAT and anti-HBc positive), in addition to win-
dow period cases.

The above numbers do not include 79 HBV NAT yield
dotratios (out of 5 077 238 combined first-time and repeat
donatioru for a mte of ls.5,hiuiotr) rcported from Japan
where anti-HBc screening is perfomed.

EBV NAT positiues cmong EBsAg-cofrfined positi?cs.
A total of 20 515 HBsAg-cotrfimed positive donations
were reported out of3 1.7 million donations tested for a nte
of 647.3,hillion (no serological data were reported from
Japan) (Table S5c). Out of these, 3737 HBsAg-positive
donatiom detected following screening of 12.7 million
donations (294.0/million) were assessable for conparison
with HBV NAT data (Tables 2 and SGc). 0f the 3Z3Z
HBsAg-positive donations, 2943 (78.75%l were HBV NAT
positive- Vvhen sorted by donation status, A62g of 3224
(8 t'51%) HBsAg-confirmed positive firt-time donatiom
and 315 df5l3 (51.40%) HBsAg-confirmed positive repeat
donatioro were HBV NAT positive {Tables 2 and SEc). Tak-
ing out the data ftom Soutb Africa, Greece and Malaysia
that had high HBV infection rates, HBV DNA was detected
in 743 out of 899 (82.65%l HBsAg-confimed positive

fust-time donations and 41 out of 106 (34.68%) HBsAg-
confirmed positive repeat donatiotrs for the rcst of the
reporting countlies.

The ratio of HBsAg-confirmcd positives to HBV NAT-
only positives was 121.4, similar to the NAT-only/sslosr
yield E{o for HIV-I and lower than tlle ntio for HCV.
Taking out South Africa, Malaysia atrd Grcece, a total of
16 021 HBsAg-confirmed positives were repoftcd out of
28.7 million donations tested (557.7,hitlion). This
decreases the ratio of HBsAg-conf,med positives to HBV
NAT-only-positive donations (6.o.hillion) to a factor of
92.95-

Anti-HBc screening was perfomed in 2oo8 by l2 of the
37 rcsponding countries and panially by one Eore country
{Table S7}. However, data sets werc often incomplete pre-
cluding dgorcus waluation. Foc$ing on the data otr HBj
NAT-only positives and HBV NAT atrd anti-HBc posidves
frcm those counties that reported data, either ftom anti-
HBc screening or from anti-HBc confirmatory testing, there
were a total of 75 HBV NAT-only-positive $,indow pedod
donations and 250 l{BV NAT and anti-HBc-positive occult
HBV itrfections detected {reported as HBsAg negativc} out
of 10 987 305 donations; this yields ntes of 6.9./million
for window period and 22.8/million for ocolt HBV infec-
tions, rcspectively. Although the yield numbeF and ratios
for individual countries were quite variable (Table S7), the
data indicate that HBV NATyield ntes for occultHBV cases
(HBV NAT and antlHBc losiiive) generally qceeded the
rates for acute window period infectiore (HBV NAT-only
positives) by a factor 0f3.35.

Yield oJ NAT testing since introduction
NAT yield data since introduction of NAT screenitrg ale
summarized in Tables 3 and Sgc. A total of 272 SZO 696
donations were screened by HIV-l NAT, 303 196 074 were
scrcened by HCV NAT, and I l4 296 2t4 were screened by
IlBr/ NAT. 0f these, 244 (0 g,/million) were NAT-only posi-
tive for HIV-I, 680 {2.2/million) were NAI-only positive
for HCV, and 1884 (16.5/niUion) were NAT-only positive
for HBV DNA.

The number of screened donatioro and NAT yield data
per country are also compiled in Table Sga. Compar€d with
the NAT yield cases per number ofdonations tested in 2000
[Tables I ard 54 a-c), there are no major differences in the
total NAT yield ntes since intrcduction of NAT tGting for
HIV-!, HCV and HBV, both regarding individual countds
and geographic reBions.

Adlitionalfindings
The swey Rquested that countlis report the distribution
of genotypes for HIV, HCV and HBV, both among the NAT
yield donations and for the countries bsed on otherepide-
miological suryeillance data. Although incomplete data

T.bl. 3 NAT-only positivB 5incc introdudion of NAT tsting the 10-year pciOd extending From 1998 to 2008 To our

knowlcdge,this is the largcst data set ever compiled and

most exPanstVe study cvcr published on blood donOr infec―

tlous disease screening

The andings ihOicatC remarkable progress in the impk―

mentation ofmolecular amplincatiOn techniqucs,with con―
sequcnt intcFdiCtion oF approximately 3000 viracniC

donations that would have bcen missed by serotogical

screenlng methOds The analyζls dcmonstrated thc success―
釉l exPansiOn of NAT screening wcr the 10-year pedOd,

bo伍 in、「rms Of numbers oF c6unties screening and in
terms of advances in technology and automaton As docu―

mented by the more detailcc analysis of practices in 2008,
the vast ma」oity oF NAT scrcening is now conductcd with
multplexed HrV/Hcv/HBV assay perfon led On higllly

automated instrument platforms that ensurc icliablc results
Wth αCeucnt sensitMty and spccinciけ
We bdieve that intenlatonal bodies and regulatO“

should more strongly encOurage and preFeFably requlre

NAT tcsting tO improve blood saFety(current tccOmmen―
da10nS and regulatiOns io“thc WoJd Health Organiza´
ton, Council oF Europe, Pan Ameican Health
organレat10n,etc,are not yet deFlnilve in thcir rccom―

mendations for NAT tcsting〕Although as our analysis
conarms that the"eld Of NAT‐only units is modcst rela―
tvc to thc yleld oF serological screening,the infcct市ity of
宙raemic dOnations dctcctcd by NAT{with or wiu10ut

detectable serological markcrs〕iS Very high Hcncc,thc rel―
at市e impact of NAT screening ls arguably grcatcr than
that oF serological screcning,although thc cxistcncc of

sero‐posit市e but NAT―ncgat市e donations indicatcs that
serological screening must be maintaincd cvcn with the

most senStve NAT testtng perfOnned on indivldual dona―

●ons Conscquenty,the incremental cost―eFfect市eness of
NAT is marginal sincc the saFcty benCnts uscd in these cal―

culati9ns are restncted to the,rcvCntiOn of transmission

of NAT―onlyブeldS and the cost oF NAT testing remains
relatlvely expendve.
Thc ISBT WP TrIIl believes that collecion and analysヽ

of NAT and Serological infectiOus dlsease donOr screening

data should be performcd on a morc rcgular basis in the
mmre,g市en the expanded number oF countncs pcrfonn_
ing NA■ changing epidemlology Of infectious discascs
and donor selcction practlces and thc llkely ev。ludon of
I A T  t e s d u g  t O  t a t t e t  a d d i t o n d  a g e a c  A l t h c u g h  t h i s ●s k
is an appropnate one For the ISBT l■D woお ng group,
OngOing hnding宙 1l be required to cxccute electronlc
surveys and●gOrously analyse compiled data On a regu‐
lar bas●(every 3-5 years)The authors of this lntema―
tonal Forum arc gratcmi to the companies whO have

supported the worMng paty to date and encOurage their

Ongoing suppot as Well as Funding from other sources

WHO, EU, Nl■ or CDC). Finally, we thank all oF the

Rcgion/

suntry

Sqcancd

donations

slncc

implemcntatioh NAT-only

of l'lAT poritiwr

NAr only

North        HⅣ ■1

South       Hv l

(31 COuntlesl  HCV

ll,AT, nucl€ic acid emplifietion technology.

were repofied for a proportion of countdes, the findings
suppofied the concluion that the g€notypes present in
blood donon are consistent with those reported frcm other
studies in each country and region (Table S9).

In addition, the survey rcquested information on the
HIV, HCV atrd HBV serological assays employed in donor
screening, so the yield ofNAT-only donatiom and the pro-
potion of NAT positivG amotrg sero.positive donations
could be evaluated in the context of the generation and
manufacturer of respective serological scrcening tests
{Table Sl0).

The swey asked participants to llst the tJDe and source
of run controls sed to validate and track perfomance of
NAT a$ays (Table Sll). Most countries perfoming NAT
include such cotrhols, genenlly manufactured by commer-
cial vendon and supplied by the NATvendon.

Finally, the survey requested infomation on the status
of testing for other infectios agenb, including IITLV-141,
and NAT scree ning for Hepatitis A Viru, Parvo B lg Virus,
Wst Nile Virus, Hepatitis E Virus and dengue virus [table
S12), s well s HBV vaccination progmmmc (Table S l3).

Conclusions

This ruruey included 37 cowtdes that Eported results ftom
NAT screening of apprcximatel]t 300 million donations for
HIV and HCV and over 100 million donatioro for HBV over
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研 究 報 告 の 概 要

○
サ
イ
ト
メ
ガ
ロ
ウ
イ
ル
ス
(
C
M
▼
】抗
体
検
査
未
実
施
の
白
血
球
除
去
血
液
製
剤
に
よ
る
C
M
V
感
染
:
同
種
造
血
幹
細
胞
移
植
を
受
け
て
い
る
ハ
イ

リ
ス
ク
患
者
を
対
象
と
し
た
単
一
施
設
で
の
前
方
視
的
研
究

背
景
:
造
血
幹
細
胞
移
植
(
H
S
C
T
)
後
の
輸
血
関
連
C
M
V
感
染
(
T
T
―C
M
V
)
を
防
ぐ
た
め
、
輸
血
用
血
液
製
剤
に
抗
C
M
V
抗
体
陰
性
血
液
や
白

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
ロ

そ
の
他
参
考
事
項
等

血
球
除
去
血
液
を
選
択
す
る
方
法
が
あ
る
。
C
M
V
抗
体
陰
性
H
S
C
T
を
栗
施
さ
れ
た
C
M
V
孤
俸
陰
性
ア
ン
ビ
エ
ン
ト
ぞ
刃
家
に
、
例
じ
M
V
机
悸
硬

査
未
実
施
の
自
血
球
除
去
血
液
製
剤
の
投
与
に
よ
る
T
T
―
C
M
V
に
つ
い
て
評
価
し
た
。

研
究
方
法
:
1
9
9
9
～
2
0
0
9
年
の
前
方
視
的
研
究
に
お
い
て
、
全
て
の
H
S
C
T
患
者
に
抗
C
M
l
l
抗
体
検
査
未
実
施
の
自
血
球
除
去
血
液
製
剤
を
輸

血
し
た
:
患
者
の
C
M
V
抗
体
を
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
し
た
。
C
M
V
抗
体
陰
性
H
S
C
T
を
受
け
た
C
耐
筑
体
陰
性
レ
シ
ピ
エ
ン
ト
の
臨
床
的
な
T
T
―
C
M
V
を

監
視
し
、
C
M
V
 
N
A
T
に
よ
つ
て
検
査
し
た
。

結
果
:
同
種
H
S
C
T
を
受
け
た
1
4
2
患
者
に
お
い
て
、
2
3
組
の
c
M
V
抗
体
陰
性
造
血
幹
細
胞
ド
ナ
ー
ー
レ
シ
ピ
エ
ン
ト
を
確
認
し
た
。

2
3
患
者
は
3
,
1
8
0
供
血
者
由
来
の
1
,
8
4
7
の 血
液
製
剤
を
輸
血
さ
れ
た
。
T
T
―
C
M
V
検
査
の
結
果
、
全
て
の
患
者
は
C
M
V
 
D
N
A
が
陰
性
で
、
C
M
V

関
連
の
臨
床
的
な
合
併
症
は
発
生
し
な
か
つ
た
た
め
、
供
血
者
1
人
当
た
り
の
T
T
―
C
M
V
リ
ス
ク
は
0
%
と
い
う
結
果
に
な
る
(
9
5
%
信
頼
区
間
、
0
.
0
%

-
0
.
1
2
%
)
。
し
か
し
な
が
ら
2
3
患
者
の
う
ち
1
7
患
者
に
抗
C
M
V
 
I
g
G
抗
体
の
陽
転
化
が
起
こ
つ
た
。
抗
C
M
V
 
I
g
M
抗
体
の
陽
転
化
が
起
こ
つ
た
者

は
い
な
か
つ
た
。
抗
C
M
V
 
l
g
G
抗
体
が
陽
転
し
た
者
は
、
陽
転
し
な
か
っ
た
者
に
比
べ
て
1
週
間
当
た
り
の
輸
血
量
が
顕
著
に
多
か
っ
た
。

結
論
:
抗
C
M
V
抗
体
検
査
未
実
施
の
自
血
球
除
去
血
液
製
剤
を
輸
血
さ
れ
た
C
M
V
抗
体
陰
性
H
S
C
T
患
者
に
お
い
て
、
T
T
―
C
M
V
の
リ
ス
ク
は
低

い
。
抗
C
M
V
 
I
g
G
抗
体
陽
転
化
の
原
因
は
、
血
液
製
剤
中
の
移
行
抗
体
で
あ
る
可
能
性
が
最
も
高
い
。

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
5

赤
十
字
ア
'
レ ブ
ミ
ン
5
%
静
注

12
5g
/2
50
mL

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0
%
静
注

4
g
/
2
0
m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0
%
静
注

1
0
g
/
5
0
m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
5
%
静
注

12
.5
g/
20
mL

血
液
を
原
料
と
す
る
こ
と
に
由
来
す

る
感
染
症
伝
播
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

抗
サ
イ
ト
メ
ガ
ロ
ウ
イ
ル
ス
(
C
M
V
)
抗
体
検
査
未
実
施
の
自
血
球
除
云
血

液
製
斉
」 を
輸
血
さ
れ
た
C
M
V
抗
体
陰
性
造
血
幹
細
胞
移
植
レ
シ
ピ
■
ン

ト
に
お
い
て
輸
血
関
連
C
M
V
感
染
の
リ
ス
ク
を
調
査
し
た
と
こ
ろ
、
そ
の
リ

ス
ク
は
低
い
こ
と
が
示
さ
れ
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E@ Transmission of cytomegalovirus (CMV) infection by
leukoreduced blood products not tested for CMV antibodies: a

single-center prospective study in high-risk patients undergoing
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation

rhomas rhiele, wiuiam -, rr;: 
#:I,; ri#:#Xn:Jt 

lttermann, Anti e wes set, Iuo steinmetu,

BACKGROUND: Measures io prevent transfusion-
transmitted cylomegalovirus (TT-CMVI infection after
hemaiopoiellc slem cell transplantation (HSCT) include
transfusion of CMV antibody-negative blood units
and/or transfusion of leukoreduced cellular blood Drod-
ucts. We assessed the incidence of TT-CMV in CMV-
seronegative patients receiving CMv-seronegative HSC
transplants, who were transfused wilh leukoreduced
cellular blood Droducts not tested for anti-CMV.
STUDY DESIGN AND METHODS: ln a prospective
obseruational study between 1999 and 2009, all HSCT
patients received leukoreduced cellular blood products
not tested for anti-CMV. Patienis were screened tor
CMV serostatus and CMv-negative recipients of CMV-
negative transplants were systematically monitored for
TT-CMV clinically and by CMV nucleic acid testing.
Ant|-CMV antibodies (immunoglobulin [tg]c and lgM)
were assessed after three time interyals (lnteryal 1,
study inclusion to Day +30 after HSCT; lnterval 2, Day
+30-Day +100; Interual 3, alter Day +100).
RESULTS: Among 142 patients treated with allogeneic
HSCT, 23 CMv-negativ€ donor-palient pairs were iden-
tified. These 23 patienis received 1847 blood products
from 3180 donors. All patienls remained negative for
CMV DNA and none develoDed CMv-associaled clinical
complications. This results in a risk tor TT.CMV per
donor €xposure ot 0% (95% @nfidence interual, 0.0%-
0.12'l.). However, 17 ot 23 patients seroconverted for
anti.CMV lgc, but none for anti-CMV lgM. CMV lgc
seroconverters received sighificantly more transfusions
per week than nonconverters.
CONCLUSION: The risk ot TT.CMV is low in high{isk
CMV'"@ HSCT patients transfused wilh leukoreduced
blood products not tested for anti-CMV The cause ol
anti-CMV lgG seroconveFion is most likely passive
antibody transmission'by blood products.
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ytomegalovirus (CMV) infection is a severe
complication in patients undergoing ajloge-
neic hematopoietic stem cell trmsplantation
(HSCt),\'z and prevention of transfusion-

transmitted CMV (TT-CMV) infection is a major issue in
transfusion medicine. The best approach how to prevent
TT-CMVis still controversial.3 -

Two main stmtegies are used to reduce the risk of
TT-CMVby cellular blood components. One is to use only
blood from donors seronegative for anti-CI{V md the
other is in-line leukoreduction during prepilation of cel-
lular blood comp onents b ecaus e CMV is highly asso ciated
with white blood ceUs (WBCS). While both strategies are
applied since the pivotal study of Bowden md colleagues

ABBREVIATIONS: HSCT = hematopoietic stem cell

tlansplantatlon; PC(s) = platelet conciltrate(s); TT-CMV=

tmfu sion:tlasmitted cytomeg8lwirus,
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in 1995,r severa.l authors still favor the usq ofblood from
ilti-CMv-negative donors over trmsfusion of leukore-
duced nontested blood based on obsewational studies.5'6
As a consequence, current practice in mmaging patients
at high riskforTT-CMVdifers largely betreen tEnsfusion
services.3

W€ implemented in-line leukoreduction in ou blood
center and omitted CMV antibody testing. Our rationale
was the high seroprevalence of ilti-CMV in blood donors
ofour population (50%-80% seropositivity ntex8) and the
rather long window ph6e between CMV infi:ction md
seroonversione (which could negate the value of screen-
ing for mti-CMV). We hypothesired that exclusive trms,
fusion of blood components from mti-CMVIgc-negative
blood donors puadodcally could increme the risk for
trdnsfusing a blood product obtained duing the diagnos-
tic window period. Within the diagnostic window CMV
viremia occurs and the viru cm be tmsmitted even by
leuloreduced blood products thereby conferring a high
dsk for TT-CMVe

Concomitiltly, we stilted a quatity assuance
program monitoring all patients undergoing allogeneic
HSCT for new CMV infection by CMV DNA nucleic acid
testing (CMV NAT) md anti-CMV testing. The analysis of
CMv-seronegative recipients receiving stem cells from
CMV-seronegative stem cell donors allowed risk 6sess-
ment of Tr-CMV

Here, we report our expedence over one decade with
the use ofin-line leukoreduced blood products not tested
for mtiCMV in this high-risk patient population at a
single institution. We found no cme of TT-CMV and
provide data that the occurence of antlCMV IgG after
allogeneic HSCT is a maker for multiple transfusions, but
not for uue CMV seroconversion in matched CM\Fq/nlc
HSCT recipignts.

MATERIALS AND METHODS
Patlents and study design
This prospective, observational study at the University
Hospital Greifswald. (Greifswald, Germmy) e?s per-
fomed between January 1999 md December 2009. All
consecutive patients designated for allogeneic stem cell
transpliltation ild their stem cell donors were dsessed
for anti-CMV IgG md IgM as initial semstatus. CMV-
seronegative (mti-CMV IgG- md IgM-negative) patients
were assigned for the selection of stem cell allogafts from
CMV-seronegative donors and only those who received a
seronegative tmsplant betlveen 1999 md 20Og were
included in this analysis.

From Day+l after allogeneic HSCI, CMVDNA moni-
todng was perfomed twice a week and in addition, if
clinical symptoms suspicious for CMV infection were
observed during daily physical $mination. After
discharge, CMV DNA tests were cmied out at each
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outpatient visit at lest weekly until Day +I00 after trans-
plmtation. The interval was extended based on the risk
state, for enmple, in the cue of graft-versus-host diseme.
Anti-CMV IgG and IgM were assesed at the end of three
consecutive time interuals: Interva.l l, from study inclu-
sion until Day +30 after HSCT; Interyal 2, from Day +30
until Day+I00; md Inteval3, a.fter Day+100 at outpatient
follow-ups or at readmission.

Tlpe md number of blood products and transfusion
dates were obtained retrospectively from the blood bmk
information system. Tlmshsiondatawere ssigned to the
three investigated time intenals. Weekly tmnsfusion rates
were calculated for plasma-poor red blood cells (RBCS;
containing approl 30 mL of pl4ma) and for plasma-rich
fteh-frozen plmma (FFP) md platelet concentrates (pcs;
bothcontain appror 250 mLof plasma) to allowcompari-
som between trmsfusion rates and mtlCMV levels after
the time intervals.

A subgroup analysis was perfohed for mti-CMV Igc
kinetis in patients meeting the following criteria: l) sero-
conversion for anti-CMV IgG at the end of Intenal l; 2)
available follow-up data throughout all three interyals; 3)
low trmsfusion rate dudng Interual 3 (<0.4 RBC units per
week md <0.2 PCs mdFFPs perweek);4) absence of intm-
venore immunoglobulin (MG) adhinisuation.

Furthemdre, the mti-CMV IgG levels in our study
dohort were compued with those of women who tested
positive for mti-CMV IgG during pregnancy screening.
These women did not receive trmsfusions, md anti-CMV
IgG mtibodies were most likelythe result of previous CMV
intections.

Recruitment of stem cell donors

Stem cell donors were chosen according to the German
consensus:ro prefuence wm given to Hl"\"identicaj sib-
lings upon availability. In case of HlA-identical slbling
tramplantation, any constellauon of CMV serology
m accepted. Matched mrelated donors with identical
CMV serostatus md up to one HLA mismatch were
accepted. The trmsplmtation of stem cells from a CIVIV-
seronegative donor to a CMv.seropositive patient was
avoided, whenever possible.

Production and provision of blood componenls
Blood producs were produced at the Department for
Tlmtusion Medicine by stmdard blood buk proce-
dures using top md bottom blood bags Macophama,
Toucoing, Frmce). RBCs were buft coat reduied,
inline leukoreduced, md,stored in additive solution.
The maiority of PCs were produced by the buq, coat
pool method.rr Until 2001, five to six single pCs prepared
&om the bufry coat of one whole blood donation each
rere pooled md leukoreduced inline during pooling to
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produce one therapeutic mit.l2 Aftet 200f, fou bufly

coats md one plasma mit were pooled before a second

spin for producing one in-line leukoreduced thuapeutic

unit.rr Alloimmmized patients or patients requiring PCs

of blood group AB received Hl-A-compatible and/or AB

apheresis PCs (AS-I04 cell separator, C4F md S4F aph'

eresis sets, Fresenius, Bad Hombug, Germmy), all other

patients were treated with pooled bufr coatderived

PCs. In case of shortage of buffy coat-derived PCs,
patients also rcceived apheresis PCs. Whenever possible,

PCs were trmsfused ABO identical. Leukoreduction wm

perfomed using filters (BioR-plus BBS for RBCs and

BioP-plu BBS PF filters for pool PCs, Fresenius) between

1999 md 2001, After 2001, RBCS and pooled PCs wre

leukoreduced by flters (for RBCS, Leukoflex ICR'S,

Macopharma; and for pooled PCs, Sepacell PIX-S filters,

ASAI Medical, iokyo, Japu). Apheresis PCs were leuko-

reduced with in-line filters integrated in the apheresis

sets. All applied leukoreduction filters reached a residual

WBC count of less thm 5x 106 WBCS per mit.r3{6 The

internal quality conuol cutoff for residual WBCS was

I x l06rArBCs per mit for RBCs md PCs. All quality con-

trols performed throughout the study period were below

this cutoff. FFP wm prepred by processing whole blood

according to stmdard methods. A.ll cellular blood prod-

ucts were gmma irradiated with 30 Gy before trmsfu-

sion. wIG m administered in cme of bacteiial

infections in patients with severe h)?ogammaglobuline-
mia. AntlCMV testing of blood donors was omitted

throughout the entire study pedod.

CMV NAT

CMV NAT was performed using ethylenediminetetn-
acetate blood or serum samples (Vacutainen BD, Ply-

mouth, Ufo. CMV DNA ms extracted by a DNA blood kit
(QIAamp, Qiagen, Hilden, Germmy) according to the

mmufactuler'sinstructions. From 1999 to 2001. CMVNAT

was curied out by stmdild polymerase chain reaction
(PCR).r? Since 200r, CMV NAT wm tested by real-time

PCRri using a real-time PCR detection system (icycler,

Bio-Rad, Munich, Germmy; or MX3000B Agilent Tech-

nologies, Waldbronn, Germany).

CMV antibody testing

For mti-CMv IgG and IgM measuements, plasma

smples were coUected, sepmted within 24 hours, and

stored below-30'C until testingby enzyme immunoassay
(Enzygnost, ilti-cMv IgG or IgM, BEP III; Siemens

Healthcare Diagnostics, Eschborn, Germany). And-CMV

IgG levels were expressed in (U/L) md interpreted as posi-

tive, if a gray zone (230-550 UIL) or higher level was

detected. Cutoff for negative values was 230 U/L.
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Statlstical analyses

Compilisons were perforined for transfusion rat6s

between mti-CMV l8G-positive and -negative Patients
after each interyal and for mti-CMV IgG levels betreen

the study cohort and the reference cohort using the

Wilcoxon-Mann-Whitney test (SAs,Version 9.I, SAS Insti-
tuted, Cary, NC). AIt values are given as medim and rm8e

unless indicated otherwise. Confidence intemls (CIs) for

the risk ofTT-CMVwere calculated as described.re

RESULTS

Patient characteristlcs and clinical course
In total, 150 allogeneic HSCTs were performed in 142

patients between 1999 and 2009 with 36 rclated HSCT

donors (24.0%) md ll4 unrelated stem cell donations
(76.0%). tndiations. for allogeneic HSCI invohed amte

leukemia (acute l)'mphoblmtic leukemi4 acute myelog-

enoirs leukenia), chronic leukemia (chronic myelogenous

leulemia, chronic lymphocytic leukemia), lymphomm
(Hodgkjn's lymphom4 non-Hodgkin's lymphoma), and

myelodysplastic/myeloproliferative disorders (myelodys^

plstic syndrome).
Atotal of 104 patients (?3.2%) presented initiallywittt

a positive CMV serostatus (mti-CMV IgG positive, anti-

CMv IgM negative) with 7l patients (50.0%) receiving

alloBrafts from CMV-seropositive and 31 (2I.8%) ftom

CMv-seronegative stem cell dono$, respectively.
From 38 patients (26.8%) initialty presenting with

CMV-negative serostatus, 23 individuals (16'2%) received

a ClvIv-sercnegative allograft md werc thus included in

the study. None of these 23 patients developed CMV

disease or CMv-associated complications after Hsgt'

Characteristiqs of transfused blood units

In total, 1847 blood units rcre transfirsed in 23 patients

withinthestudy periodwith amedim of 55 (rege,3-313)

units per patient The blood products were obtained ftom

3l8o donors, resulting in a medim dono! exPosue of 125
(rmge,3-318) donors per patient. Patients were most

often transfused with RBCS (36 units; range, 2-136 units),

followed by PCs (25 units; range, 0-84 units) and FFPS (0

units; rmge, 0-182 units)i 64.1% of transfused PCs were

pooled PCs md 35.9% were apheresis PCs.

The three time intervals investigated for mtibody

staius (see section 'Incidence, kinetics, md levels of and-

CMV") ue chaacterized by difierent tmsfwion rats.

Interval I (<Day +30) comprised 50.0% ofall transfusions,

whereas 29.8% of the administered blood products were

transfused dudng Intepal 2 (Day +30-Day +100) ud

20.2% during Interval 3 (>Day +100), rspectively. lntewal

3 differed in length between patients, due to different

obsetrational periods, with a median of275 days (25 and

75% qutrtils,234 and 456 days, resPectively).

CMV NAT and risk of TT-CMV

None of the serial CMV NATs performed in 23 patients
thoughout the obsenation pedod becme positive.
Together with the lack of clinical symptoms of CMv infec-
tion, this stongly indicates that drere was no case of
TT-CMVin our cohort, resulting in a risk of TT-CMV of 0%
(95% Ci, 0.0%-0.12%) per donor exposure md 0% (95% CI,
0.0%-14.31%) per patient.

Incidence, kinetics, and levels ot anti-cMV

Anti-CMV status re assessable in 22 patients md all
antibody mallses were concomitildy performed for
anti-CMV IgM md IgC. In accordance with the clinical
presentation and the negative CMV-NAr, no patient sero-
convened for anti-Clvfv IgM. In contrast, a high incidence
of mti-CMV IgG was obseryed: u patients (77.3%) devel-
oped positive anti-CMV IgG serum levels. Five patients

t22.7%J rcmained CMVseronegative throughout the study
(Table I).

We fomd different trmsfusion rates for anti-CMV
IgG-negative and mti-CMVlgG-positive patients (Fig. l):
lnterval l, FFPS plus PCs 0.2 (range, 0-2.5) veFus 2.0
(rmge, t.0-6.3) units per week (p = 0.0009) ild RBCS 1.0
(rmge, 0-3.2) versus 2.0 (range, 0.7-6.4) units per week
(p=0.0392); Intetral 2, FFPS plus PCs 0.0 (rmge, 0-0.1)
veBus 0.3 (mge, 0-26.5) units per week (p = 0.0033) md
RBCS 0.2 (rmge, 0-0.7) verss 1.6 (rilge, 0-9.7) units per
week (p = 0.0079); andlnterval 3, FFPS plus PCs 0.0 (rmge,

0-0.3) versus 1.1 (rmge, 0.3-10.5) units per week
(p = 0.0011) md RBCS 0.0 (range, 0-0.5) versus 1.7 (mnge,

0.8-3.4) uits per week (p=0.002I). All patients who

received MG tested positive for anti-CMV IgG after the
respective interval and showed the highst anti-CMV IgG
lwels (Table l).

Furthermore, in a subgroup of four patients testing
positive for anti-CMV IgG after the first intenaL who had
a low uansfusion mte duing Interval 3 (<0.4 RBC units
md <0.2 PC md FFP mits/per reek) and in whom
follow-up data throughout all three intervals were avail-
able, the mti-ClvlV IgG levels decremed over time leading
to a negative CMVserostatus (!ig. 2A). Finally, the levels of
anti-CMV IgG in ouI mhort (1200 U/L; wgq 270-
4700 U/L) were significmdy lower compared to a cohort
of actively immunized individuals (11,000U/L; range,
690-37,000 U/L; p < 0.0001; Fig. 2B).

DISCUSSION

This prospective study provides further evidence of a
minor risk of CMV trmsmission by leukoreduced non-
CMV mtibody-tested blood products in a high-risk
group for TI-CMV infection, that is, CMV seronegative
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recipients of CMv-seronegative HSCT-allografts. We sys-
tematically applied highly sensitive CMV NAI to assess
early viral replication in these patients throughout allo-
geneic HSCT until at least Day +100. we did not observe
either my positive CMV NAT or a positive test for anti-
CMV IgM. This matched with the patients' clinical
courses where no manifestations of CMV infection were
obsetred.

In contnst, we obseroed a high incidence of anti-
CMV IgG in the study cohort, which, however, showed
much lower levels compared to actively immunized
individua.ls (Fig.2B). This suggests that anti-CMV IgG
were passively transfered by the blood products in
these mu.ltiple transfused padents. Accordingly, the
weekly tansfusion rates of patients testing positive for
anti-CMV IgG were signiicandy higher compared to
anti-CMV lgG-negative patients at all thrce intervals
(Table I, Fig. l). Thes€ nndings are especially remark-
able, given that in Intewals 2 and 3, some carryover of
passively transfused mti-CMV IgG should have weak-
ened the chance of finding an association, because not
all mti-CMV IgGs passively transfused in Interval I had
been cleared.

Our hypothesis of passivelytransfened anti-CMvlgc
is further corroborated by the decrease of their levels
during intewals in which only few blood products were
transfused (Fig. 2A). In active immunization, stable or
even increasing levels of anti-CMV IgG would have been
expected. Talen together, these findings strongly support
our hypothesis of passively transfened mti-CMv IgG by
blood products m the cause for anti-CMVIgG seroconver-
sion in our study

Ou findings are in line with ealier rcports,2q2r
which also concluded that passive IgG transfer by tans-
fused blood products might be a likely cause for CMV
seroconversion, but these studies did not systematically
address this hypothesis by CMV NAI screening for
eilly CMV replication. CMV NAf, has superior specificity
md sensitivity in detecting CMV replication in HSCT
patientsz compaed to culture-based utigen tests. We
fomd no-case of positive CMV NAT, which implicates
that no case of CMV replication after trmsfusion was
wident in our study.

This study has the limitation of a relatively small
number oi patients. Broed on the 1847 transfsed blood
products (obtained from 3180 donors) and no obseroed
cme of fi-CMV the 95% CIs for the risk of TT-CMV in
our cohort was ovo to l4ah per patient nd 0% to o-21vo
pei donor exposure. This is in the range of the estimated
risk for Tr-CMV of 95% CIs of l% to l8% per patient
and 0.06% to 0.62% per donor exposure previously
reporteda for universal leukoreduction of cellular blood
products.

Based on our greatet than lo-yeil experience omit-
ting Clvfv antibody scrcening, we recommend against
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∽ ０ 営ヽ ０ す ら ｏ Ｈ ● 〓 ０ 一 黒 Ｈ ら ● ヤ 弓 〓 ， ‘ ０ ● ０ い す ０ ● ´ ２ ８ ） ● ０ ｏ̈ Ｌ ｏ ● 資 】 口 ０ ０
」 ，
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ヽ ” ∞̈ い ０ ・

【 ド 　 ‘ Ｆ お お ＾ 】ヽ を ど 口 ９ ＾ ・ り ， ン ピ Ｆ ● ■ ● ， 口 ９ ， ， ａ ” ０ ● お ● Ｒ Ｐ

” ６ ● ０ 「 お Ｅ ６ ０ ■ ９ 一 ０ ● 【 ヽ 営 ２ ● ” ｏ ｏ ● ｏ ｏ ● ■ ， ” ● ｏ 絆 ０ 日 σ 菫 ョ 「

” ω

０ ０ ， ″ ） σ “ ， ● Ｑ Ｅ ■ 一 ａ ） ｏ ｏ 「 ´ “ ” ０ 壼 卜 一 】 ０ ヴ ｐ ● ” 】 “ ” ” ０ 〇 一 ス Ｘ ）̈ Ｎ ∞ ，

ω Ｏ ・

で ● ● 一 ｏ ” 〓 ｏ Ｑ ” ・ ● お お あ Ｎ ” ” ｏ ｏ
Ｏ ョ 汗 ， こ Ｆ ■ ８ ８ ０ 」 ｏ ｏ Ｏ Ｌ Ｒ ●

● ” ｏ ｏ ● ｏ ｏ ● 〓 Ｒ Ｏ ● 口̈ ， ， 日 Ｌ で ６ ● ● 」 ■ ， ） 口 〓 Ｅ ¨ ， ヽ ど ， ● ０ ● ０ 「

日 常 あ 営 ユ ∽ ６ ” ” ” ● Ｒ 薔 ， 日 ８ ， Ｆ Ｘ ， ５ ” Ｎ Ｏ 一 】 ｏ̈ 】 】̈ ０ ヽ Ｎ

Ｎ β ● 【 メ パ お 客 百 １ ヽ Ｆ Ｌ 日 ｏ Ｆ 丼 ■ ■ ０ ” ｏ̈ ３ ● Ｒ

， ８ 日 σ ８ ■ ８ 序 お̈ 争 ¨ ８ ● ８ ● 口 ， お ｏ 〓 ュ ， ， ｏ 諄 ８ ｏ ュ 房 ゝ ψ

３ ● ８ Ｆ ３ ■ ３ ８ ” ω ｏ ■ ニ ユ ″ ざ 日 ， Ｑ ギ ３̈ 争 ● ● い ｏ 日 ０ ●

５ 場 一 ド 〓̈ ９ Ｐ

（ 】 ● げ 』̈ お ¨ ＞ ・ ＞ ●
０ だ ● ０ ■ Ｏ Ｈ Ｈ ， ” コ 中 オ う ヽ ” ０ ● 』 澪 ヽ ｏ ｏ ● ● ｏ 】

ｏ ヽ お 口 ● ｏ お ０ ● ｏ ｏ Ｏ ● Ｏ Ｌ Ｌ 筐 『 げ 】 ０ ０ ● ｏ Ｏ 日 ● ０ 口 ０ 口 け 口 ， ” ８ 日 ０ ９ ♂ Ｏ ｘ
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″ （３ ８ 【 コ く ２ ， ９ ０ Ｌ ｄ さ は Ｃ Ｌ Ｓ ， い 曰 差 計 ３ 〓 Ｈ Ｐ
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゛ ０ ， ∞ ・

” 選 ヽ 〓 ｝ Ｆ ａ ， Ｈ ” ” ｏ ” ０ ， ｏ ｏ Ｏ ● ● ０ 喘 Ｑ ざ 日 ｏ “ と ２ 叶 〓
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Ｎ ０ ０ ● 　 ■ ” ＞ Ｚ Ｏ 「 Ｃ ∽ 一 〇 ２ 　 ´ヽ ９ Ｃ ヨ ０ い ■ 口 ｏ ｏ ｏ ３ ｏ ｏ 『 い ０ ユ “

別
紙
様
式
第
2-
1

、
 医
薬
品
 研
究
報
告
 調
査
報
告
書

識
別
番
号
・
報
告
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告
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報
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1
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日
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薬
品
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。
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理
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称
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紙
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究
報
告
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公
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信
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信
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名
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別
紙
の
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日
本
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腸
管
出
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性
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腸
菌
0
1
5
7
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臓
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て
検
出
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生
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省
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牛
の
肝
臓
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腸
管
出
血
性
大
腸
菌
0
1
5
7
が
初
め
て
確
認
さ
れ
た
こ
と
が
分
か
つ
た
。
全
国
1
6
自
治
体
の
食

肉
衛
生
検
査
所
な
ど
で
調
査
し
た
結
果
、
約
1
5
0
頭
の
牛
の
う
ち
2
頭
の
月干
臓
の
内
部
か
ら
生
き
て
い
る
状
態
の
0
1
5
7
が
見
つ
か
つ
た
。
厚
労
省
は

生
レ
バ
ー
の
提
供
を
禁
止
す
る
か
ど
う
か
検
討
し
て
お
り
、
2
0
日
の
審
議
会
に
調
査
結
果
を
報
告
す
る
。
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の
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。
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つ
て

い
き
た
い
。
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犀〕バー内部における腸管ぶ 性
大腸菌等の汚染実態調査(概要)

偲
V｀
岩手大学 特

信葬漏

・名誉教授

⑬

汚染実態調査
Oサ ンプリング方法
・糞便:肛門もしくは直腸より採取
・肝臓:内臓摘出時に減薗トレイて衛生的に保取した検体、通常の内臓検査前
後、もしくは内臓業者から購入したものを使用
・肝臓表面は拭き取り、肝臓内部は左葉を中心に採取くアルコール綿で表面の
清拭、火炎殺曲等実施し、交差汚染のないよう採取)
。胆汁は注射器により採取

○ 供試検体量

糞便 (lg)、胆汁(5ml)、肝臓内部 (25g)又 は肝臓表面(100cm2
以上)を増菌培養後、分離培養又は遺伝子検出を実施

使用培地
・増菌用培地:ノボビオシン加mEC培地
・0157分離培養:0157(CT‐SMAC、クロモアガー)等
遺伝子検出
・0■57、VT‐1、VT‐2の混合プライマー

(0157&ベロ毒索遺伝子同時検出キット、0157VT1/2 0ne Shot PCR Typhg K“Ver2

(いずれもタカラバイオ社製)等)

○内容

牛レバーの腸管出血性大腸菌の汚染実態状況につ
いて、全国16か所の食肉衛生検査所における調査及
び文献調査を行つた。
・調査項目:

1.同一牛の賞便、3■襄阻汁、肝臓表面(拭き取り)及び肝臓内部に
ついて、腸管出血性大腸菌の分離培養及び遺伝子検査(一部の
機関で大腸首、大腸菌群の検壺も実施)
2.胆汁中及び肝臓表面の大腸宙群の汚彙実態調査(追加試験)
3.牛胆汁における腸管出血性大腸薗の増殖性試験

。調査期間:8～ 11月

O調 査協力機関
秋田県、山形県、埼玉県、さいたま市、東京都、神奈川県、静岡県、
岐阜県、大阪市、兵庫県、岡山県、鳥取県、徳島県、愛颯県、大分県
及び宮崎県の食肉衛生検査所

汚染実態調査
0牛 肝臓の検体採取部位



牛胆汁における腸管出血性大腸菌の増殖性①
O調 査概要
供試検体:牛胆汁
調査期間:平成23年9月下旬

O調 査概要
採取した10頭分の牛胆嚢胆汁のうち菌未発育の6頭分の胆汁を用
いて、以下の①、②の腸管出血性大腸菌の増殖試験を実施。

① プール胆汁における腸管出血性大腸菌の増殖態度
6頭分の胆汁全てを混合したプール胆汁に3種類の菌液(A、B、
C)を接種し、37℃で一晩培養。

② 胆汁の違いによる腸管出血性大腸菌の増殖態度
各胆汁(6頭分)に菌液Aを機種し、37℃で一晩培養。

く増殖試験に用いた菌液>

汚染実態調査

O結 果(大腸菌)(速 報値)

0追 加試験結果(胆汁及び肝臓表面の大腸菌群数)(速報値)

胆汁 肝臓表面

検体数 159

検出件数

菌数

<10%価 り  :7検 体
103γ1041/ml :3検体
105<1/mり  :6検 体

5X102-3.4X10●

1/cm2}

実施機関 検体数
陽性数

糞便 胆汁 肝臓表面 肝臓内部

11

汚染実態調査

○ 結果(腸管出血性大腸菌EHEC)(速 報値)

糞便 胆汁 肝麟表面 肝臓内部

分
離
培
養

検体数 173 193

EHEC 20 3

)t OtSt

遺
伝
子

検体数

検出数 64 1

っちV「1 5 1 0

うちVr2 4

っちvrl or 2 1

うらVTl&2 1

輛 ベロ毒素



牛胆汁における腸管出血性大腸菌の増殖性②
O結 果

① プール胆汁における騰管出血性大腸菌の増殖態度

スタ■卜時菌量lmD 培 養後菌量“D

①プール胆汁10ml+菌継 0.lml

②プール胆汁10ml+菌液B O.lml

③プール胆汁10ml+菌液C O.1皿
0プールRB汁10ml+牛理合歯来0 1ml

1.9x10'

2.?xtoz

1 .5x  102
0

>1ぴ

>100

>106
0

② 胆汁の違いによる腸管出血性大腸菌の増殖態度
スター ト時函量trmll 増 委 後函量t/mD

⑥胆汁No.2 10ml+菌潔 0.lml

⑥胆汁N●.4 10ml+菌漱 0.llnl

⑦胆汁No.5 10ml十歯腋■0.lml

③胆汁No 7 10ml+菌継 0.lml

◎胆汁No.8 10ml+菌継 0.lml

⑩胆汁N●.9 10ml+繭海 0.lml

loml+菌 継 0.lml

1.9x10'

l.9xlo3

1.9xl08

1.9xlog

1.9xloz

l.9x1ot

>1げ

>1。
6

>1。
6

>1。
6

>1。
G

>10°

50

文献調査:国内文献②

FE(■食用,  24   o  ll   ―    ‐ -  1998年3月-12月

肝魔(■,用) 10   0  "   ―    ‐ ‐  19984魔

60                                    菌 株分離数、薇遺
肝臓(生食用)fF3日 発 O  m   ―    ‐    `    - 1909■ 月-2400年1月 伝子検出数ltrn・ 7

歯合BI)                                    の 7~3  _

肝臓(生費用) 10   0  11   -   "   ‐    ‐  10,9戦              ・ 8

Ftt z. z BA or57 12 - - rytJry1t 贅型讐電控颯1・9
辟臓      11   1  o■    ―    ―    ‐    - 2117摯 月-11月

肝魔     15   0  11   -   ‐    ‐    ‐  2113和 月2000年1月

Fn 36 o o.o
鑓 曇子を検出し,

3   109 2010年 7月‐11月   た 5検体φうち1●

市販流通品の腸管出血性大腸菌汚染実態

Fn(Ctn) r0 1 to.s olzrd{- -

文献調査:国内文献①

食肉処理場での腸管出血性大腸菌汚染実態

胆=胆汁    548   0  00 2  04 200:輌 月‐200613月

EEIE汁    :10   0  0■    ―   ‐ :  18 ilI箔こ1嘉蕗

澪晏驚ξ
部 搬 4":朧 嬌 5

0UTH21  2

318 I 03 091ruI l, - : 200|S0E-2007S18

“器躙
抑6朝

OUTHl1  2
0157H21  1,

頸
師 ' ″

鮮 I
OStHtlT 12
0UTHUT L2

口汁及び肝臓の

‐ 郷 糊 ■け 朝
鋏

“

文献調査:海外文献①

肉牛の糞便、胆嚢からの腸管出血性大腸菌0157

検体数   陽 性検体数 (%)

直腸便       933

胆嚢粘膜スワブ   933

胆壼粘膜組織      933

6 6 (ア . 1 )

1 ( 0 . 1 )

4 (0.4)

USA:2か所の食肉処理場での調査126o"門～7月)
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研 究 報 告 の 概 要

褥
毒
が
4
年
間
で
米
国
に
お
い
て
3
6
%
増
カ
ロ
:

2
0
0
6
年
～
2
0
1
0
年
ま
で
、
米
国
で
の
報
告
さ
れ
た
梅
毒
症
例
数
は
3
6
%
増
カ
ロ
し
た
。
疾
病
管
理
予
防
セ
ン
タ
ー
(
C
D
C
)
1
こ
よ
っ
て
出
版
さ
れ
た
報
告
に
よ

る
と
、
若
い
、
ア
フ
リ
カ
系
ア
メ
リ
カ
人
男
性
の
間
で
、
率
が
1
3
5
%
増
加
し
た
。
著
者
は
、
性
感
染
症
(
S
T
D
)
は
米
国
に
お
け
る
巨
大
な
健
康
と
経
済
の

結
果
に
ば
れ
た
伝
染
病
で
あ
る
と
説
明
し
た
。
感
染
し
た
人
々
の
相
当
数
が
公
然
と
進
み
出
る
こ
と
が
な
く
、
そ
の
上
こ
の
種
の
疾
患
の
社
会
的
及
び
生
物

学
的
特
徴
の
た
め
、
S
T
D
は
隠
れ
た
伝
染
病
と
呼
ば
れ
て
い
る
:

著
者
は
書
い
た
:
「
全
て
の
コ
ミ
ュ
ニ
テ
ィ
ー
が
S
T
D
に
影
響
を
受
け
る
の
で
、
全
て
の
ア
メ
リ
カ
人
が
性
感
染
症
予
防
に
関
心
が
あ
る
、
そ
し
て
全
て
の

個
人
は
直
接
、
或
い
は
間
接
的
に
こ
れ
ら
の
疾
患
の
コ
ス
ト
を
払
う
。
J

C
D
C
は
、
男
性
パ
ー
ト
ナ
ー
と
性
的
に
行
動
的
な
男
性
は
、
1
年
に
1
回
よ
り
は
む
し
ろ
3
箇
月
に
1
回
、
S
T
D
の
た
め
に
ス
ク
リ
ー
ニ
ン
グ
さ
れ
な
け
れ
ば

な
ら
な
い
と
考
え
て
い
る
。

淋
病
―

淋
病
の
報
告
さ
れ
た
症
例
は
、
4
年
の
期
間
の
間
で
、
こ
れ
ま
で
で
最
も
低
い
レ
ベ
ル
ま
で
、
1
6
%
低
下
し
た
。
し
か
し
な
が
ら
、
最
後
の
年
に
、
淋
病
は
僅

か
に
増
加
し
た
。
2
0
1
0
年
に
3
0
0
,
0
0
0
以
上
の
報
告
さ
れ
た
症
例
が
あ
つ
た
。
幾
つ
か
の
C
D
C
の
調
査
シ
ス
テ
ム
に
よ
れ
ば
、
淋
病
は
こ
の
疾
患
の
た
め
に

利
用
で
き
る
唯
―
の
薬
物
に
対
し
て
耐
性
を
示
す
よ
う
に
な
っ
て
い
る
。

ク
ラ
ミ
ジ
ア
ー

検
査
の
増
カ
ロ
に
よ
り
、
報
告
さ
れ
た
症
例
の
数
は
2
4
%
増
カ
ロ
し
た
。
2
0
1
0
年
に
約
1
3
0
万
症
例
の
報
告
が
あ
つ
た
。
ク
ラ
ミ
ジ
ア
を
も
つ
ア
メ
リ
カ
の
大
多
数

の
人
々
は
診
断
未
確
定
で
あ
る
一
彼
ら
は
ク
ラ
ミ
ジ
ア
で
あ
る
と
い
う
こ
と
を
知
ら
な
い
。
C
D
C
は
全
て
の
性
的
に
行
動
的
な
若
い
女
性
は
毎
年
検
査
す
る

こ
と
を
勧
め
る
。

梅
毒
―

増
加
し
た
率
の
長
い
期
間
の
後
、
梅
毒
の
発
生
率
は
2
0
0
9
年
以
降
1
6
低
下
し
た
。
若
い
、
ア
フ
リ
カ
系
ア
メ
リ
カ
人
男
性
の
間
の
率
は
、
2
0
0
6
年
か
ら
2
0
1
0

年
ま
で
1
3
4
%
増
カ
ロ
し
た
。
ア
フ
リ
カ
系
ア
メ
リ
カ
人
の
M
S
M
(
男
性
間
性
的
接
触
者
)
の
間
の
率
は
か
な
り
増
加
し
た
、
そ
し
て
報
告
さ
れ
た
も
の
が
加
わ

ら
た
。
S
T
D
の
1
9
0
0
万
例
の
新
し
い
症
例
が
、
米
国
に
お
い
て
毎
年
診
断
さ
れ
る
。
S
T
D
は
健
康
管
理
シ
ス
テ
ム
に
1
年
に
つ
き
1
7
0
億
ド
ル
を
要
し
た
。
ハ
イ

i
n
f
群

の
そ
れ
ら
の
内
、
半
分
漕
ナ
が
検

「

を
受
け
て
い
る
と
、
著
者
は
割
たヽ
。
彼
ら
,
症

l
が

な
い
た
め
、
感
染
し
た
個
々
の
多
く
は
気
づ
い

7

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況

そ
の
他
参
考
事
項
等

代
表
と
し

0
 
5
g
/
1
0
m
L
`

2
 
重
要
な
場

1
)
本
剤
の
月

抗
原
、
グ

抗
H
T
L
V

リ
ー
ニ
ン

験
血
漿
依

核
酸
増
"

剤
の
製
モ

以
下
の
リ

す
る
。
´

と
し
て
、

ら
ポ
リ
コ

ァ
デ
ッ
`

縮
・
精
,

を
目
的
と

液
状
加
キ

シ
ヨ
ン
)

キ
ュ
ベ
ー

て
献
血
ヴ
ェ
ノ
グ
ロ
プ
リ
ン
I
H
5
%
静
注

)
記
載
を
示
す
。

:
本
的
注
意

:
材
料
と
な
る
献
血
者
の
血
液
に
つ
い
て
は
、
H
B
s

i
 
H
C
V
抗 体
、
抗
H
I
V
-
1
抗
体
、
抗
H
I
V
 
2
抗
体
、

I
抗
体
陰
性
で
、
か
つ
A
L
T
(
C
P
T
)
値
で
ス
ク

′ グ
を
実
施
し
て
い
る
。
更
に
、
プ
ー
ル
し
た
試

:
つ
い
て
は
、
H
I
V
 
l
、
H
B
V
及
び
H
C
V
に
つ
い
て

:
検
査
(
N
A
T
)
を
実
施
し
、
適
合
し
た
血
漿
を
本

:
に
使
用
し
て
い
る
が
、
当
該
N
A
T
の
検
出
限
界

′ イ
ル
ス
が
混
入
し
て
い
る
可
能
性
が
常
に
存
在

:
剤
は
、
以
上
の
検
査
に
適
合
し
た
血
漿
を
原
料

C
o
h
n
の
低
温
エ
タ
ノ
ー
ル
分
画
で
得
た
画
分
か

:
チ
レ
ン
グ
リ
コ
ー
ル
4
0
0
0
処
理
、
D
E
A
E
セ
フ

ア
ス
処
理
等
に
よ
り
人
免
疫
グ
ロ
プ
リ
ン
を
濃

!
し
た
製
剤
で
あ
り
、
ウ
イ
ル
ス
不
活
化
・
除
去

し
て
、
製
造
工
程
に
お
い
て
6
0
℃
、
1
0
時
間
の

処ヽ
理
及
び
ろ
過
膜
処
理
(
ナ
ノ
フ
ィ
ル
ト
レ
ー

及
び
p
H
3
9
～
4
4
の
条
件
下
で
の
液
状
イ
ン

‐ シ
ョ
ン
処
理
を
施
し
て
い
る
が
、
投
与
に
際
し

F
グ
ロ
プ
リ
ン
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S
T
D
未
治
療
の
ま
ま
の
結
果

性
的
に
行
動
的
な
ア
メ
リ
カ
人
の
4
分
の
1
は
若
者
で
あ
る
。
し
か
し
な
が
ら
、
若
者
は
全
て
の
新
し
く
報
告
さ
れ
た
S
T
D
の
ほ
ぼ
半
分
を
代
表
す
る
。
未

治
療
の
ま
ま
の
場
合
、
性
感
染
症
は
長
期
的
な
転
帰
を
も
た
ら
す
可
能
性
が
あ
る
:

・
淋
病
と
ク
ラ
ミ
ジ
ア
ー

未
治
療
の
ま
ま
の
場
合
、
こ
れ
ら
の
2
つ
の
S
T
D
に
よ
つ
て
女
性
で
永
続
的
な
不
妊
性
が
起
き
る
こ
と
が
あ
り
え
る
。
2
4
,
0
0
0
人
の
米
国
女
性
は
、
S
T
D

の
た
め
毎
年
生
殖
力
が
な
く
な
る
。

・
梅
毒
―

未
治
療
の
ま
ま
の
場
合
、
合
併
症
は
脳
、
心
血
管
及
び
器
官
損
傷
に
帰
着
す
る
こ
と
が
あ
り
え
る
。
感
染
し
て
い
る
妊
婦
は
、
先
天
梅
毒
で
新
生
児
を
出

産
す
る
。
先
天
梅
毒
は
、
死
産
、
周
産
期
死
亡
、
生
存
す
る
人
々
に
お
け
る
神
経
性
合
併
症
と
身
体
的
な
奇
形
に
帰
着
す
る
こ
と
が
あ
り
え
る
。
母
が
未

治
療
の
梅
毒
を
有
す
る
新
生
児
の
4
0
%
は
死
亡
す
る
。
未
治
療
の
梅
毒
は
深
刻
な
皮
膚
の
問
題
に
つ
な
が
る
こ
と
が
あ
る
。

・
H
I
V
リ
ス
ク
ー

最
近
の
研
究
に
よ
れ
ば
、
ク
ラ
ミ
ジ
ア
、
梅
毒
、
或
い
は
淋
病
を
有
す
る
人
々
は
、
H
I
V
に
感
染
す
る
大
き
な
リ
ス
ク
が
あ
る
。

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

梅
毒
ト
レ
ポ
ネ
ー
マ
(
T
r
e
p
o
n
e
m
a
 
p
a
l
l
l
d
u
m
)
は
ス
ピ
ロ
ヘ
ー
タ
科
ト
レ
ポ
ネ
ー
マ
属
の
一
種
で
、
大
き
さ
は
0
.
1
0
～ 0
1
8
×
6

～
2
0
μ  
m
(
平
均
0
1
3
～
0
1
5
×
1
0
～
1
3
μ  
m
)
の
ラ
セ
ン
状
の
細
菌
で
、
低
温
保
管
や
凍
結
乾
燥
、
カ
ロ 熱
処
理
に
よ
り
苑
滅
す
る
と

さ
れ
て
い
る
。
そ
の
た
め
、
万
一
原
料
血
漿
に
梅
毒
ト
レ
ポ
ネ
ー
マ
が
混
入
し
た
と
し
て
も
、
製
造
工
程
に
お
い
て
不
活
化
・ 除
去

さ
れ
る
と
考
え
て
い
る
。

本
報
告
は
本
剤
の
安
全
性

に
影
響
を
与
え
な
い
と
考

え
る
の
で
、
特
段
の
措
置

は
と
ら
な
い
。

グ
ロ
プ
リ
ン
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The

Gonorrhea and Chlamydia - if left untrealed, lhese two STDs can cause permanent
infertility in a woman. 24,000 US women become infertile each year because of STDs.

Syphilis - if left untreated, complications can resull in brain, cardiovascular and organ
damage A pregnant woman who is infected can give birth to a nairbom with congenital
syphilis. Congenital syphilis can result in slillbirth, perinatal death, neurological
complications in those who survive, and physical deformity. 40% of newborns whose
molhers have untreated syphilis die

Untreated syphilis can lead to serious skln problems, as seen below:

HIV risk - individuals with Chlamydia, syphilis or gonorrhea have a higher risk of
becoming infected with HlV, accordlng to recent sludies.

authors wrote;

"STDs are public health probl€ms lhat lack easy solutions because they are rooted in
human behavior and fundamental societal problems. Indeed, there are many
obslacles to effective prevention efforts. The firsl hurdle will be to confront the
reluclance of American society to openly confront issues sunounding sexuality and
STDs. Despite the barriers, there are existing individual- and community-based
interventions that are effective and can be implemented immediately. That is why a
multifaceted approach is necessary to both the individual and community levels.

To successfully prevent STDs, many stakeholders need to redeline their mission,
refocus their efforts, modiry how they dellver services, and accept new
responsibilities. In this process, strong leadership, innovative lhinking, parlnerships,
and adequate resources will be required. The addilional investment required to
effectively prevent STDS may be conslderable, but it is negligible when compared
with the likely return on the investment.

The process of preventing STDS must be a collaborative one. No one agency,

〇
〇

organization, or sector can effectively do it alone; all members of the community must
do their part. A successful national initiative to confront and prevent STDS requires
widespread public awareness and participation and bold nalional leadership from the
highest levels."

Written by Chrisiian Nordqvist
Copyright: Medical News Today
Not to be reproduced without permission of Medlcal News Today

Article URL: http:/fu/ww.medicalnewstoday.com/articleV237886.php

Any medical information published on this websile is not intended as a substitute for
informed medical advice and you should nol take any acllon before consulting with a health
care professional. For more information, please read our terms and conditions.
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研 究 報 告 の 概 要

○
プ
リ
オ
ン
疾
患
最
新
情
報

・ 英
国
:
国
立
C
」
D
サ
ー
ベ
イ
ラ
ン
ス
ユ
ニ
ッ
ト
月
次
統
計
、
2
0
1
2
年
1
月
4
日
現
在

英
国
の
C
」
D
サ
ー
ベ
イ
ラ
ン
ス
ユ
ニ
ッ
ト
か
ら
公
表
さ
れ
た
プ
リ
オ
ン
病
の
患
者
数
に
関
す
る
最
新
情
報
で
あ
る
。

使
用
上
の
注
意
記
載
状
況
・

そ
の
他
参
考
事
項
等

20
12
年
1月
4目
現
在
、
VC
JD
確
え
〔ま
た
は
疑
い
狂
タ
リ ヌ
ほ
l 
rb
l年
で
ぁ
る
t生
イ爾
U名
/タ
ヒ
[石
lr
b名
り
。
央
国
″

少
し
て
い
る
と
い
う
見
解
は
変
わ
つ
て
い
な
い
。

全
て
の
C
」
D
に
つ
い
て
は
、
2
0
1
1
年
の
1
年
間
で
照
会
さ
れ
た
症
例
数
は
全
部
で
1
4
8
件
あ
り
、
死
亡
者
数
は
、
弧
発
性
C
J
D
:
7
4
件
、
G
S
S
:
2
件
、
家

族
性
C
J
D
:
9
件
、
v
C
J
D
:
5
件
、
医
原
性
C
」D
:
3
件
で
あ
つ
た
。

1
9
9
0
年
に
記
録
を
開
始
し
て
以
来
で
は
2
,
8
8
1
件の
照
会
が
あ
り
、
死
亡
者
数
は
、
弧
発
性
C
J
D
:
1
,
2
8
9
件 、
v
C
J
D
:
1
7
6
件
、
家
族
性
C
J
D
:
9
2
件
、

医
原
性
C
J
D
:
6
8
件
、
G
S
S
:
4
5
件
と
な
つ
て
い
る
。

・ 韓
国
で
第
1
、
2
症
例
目
の
医
原
性
C
J
D

韓
国
疾
病
管
理
予
防
セ
ン
タ
ー
に
よ
る
と
、
2
0
1
1
年
1
1
月
、
韓
国
で
初
め
て
の
医
原
性
C
」D
に
よ
る
死
亡
者
が
確
認
さ
れ
た
。
翌
月
(
1
2
月
)
に
は
2

例
目
の
死
亡
者
が
確
認
さ
れ
た
。
こ
れ
ら
の
患
者
は
そ
れ
ぞ
れ
1
9
8
7
年
と
1
9
8
8
年
に
脳
外
科
手
術
を
受
け
、
そ
の
際
、
ド
イ
ツ
で
生
産
さ
れ
た
人
工

硬
膜
で
あ
る
L
y
o
d
u
r
a
が 使
用
さ
れ
て
い
た
。

節
円
に
以
赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
5

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
5
%
静
注

12
.5
g/
25
0m
L

赤
十
字
ア
ル
プ
ミ
ン
2
0
%
静
注

4g
/2
0m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
0
%
静
注

1
0
g
/
5
0
m
L

赤
十
字
ア
ル
ブ
ミ
ン
2
5
%
静
注

12
.5
g/
20
mL

血
液
を
原
料
と
す
る
こ
と
に
由
来
す

る
感
染
症
伝
播
等

報
告
企
業
の
意
見

今
後
の
対
応

英
国
C
」
D
サ
ー
ベ
イ
ラ
ン
ス
ユ
ニ
ッ
ト
の
統
計
に
よ
る
と
、
2
0
1
2
年
1
月
4
日

現
在
、
v
C
J
D
確
定
例
ま
た
は
疑
い
例
の
総
数
は
1
7
6
名
で
あ
り
、
2
0
1
1
年

の
死
亡
者
数
は
5
名
で
あ
つ
た
と
の
報
告
で
あ
る
。

プ
リ
オ
ン
病
の
原
因
と
さ
れ
る
異
常
プ
リ
オ
ン
が
コ
ー
ン
分
画
工
程
で
効

果
的
に
除
去
さ
れ
る
と
の
成
績
と
併
せ
て
、
こ
れ
ま
で
の
疫
学
研
究
で
は

い
か
な
る
プ
リ
オ
ン
病
も
、
ア
ル
ブ
ミ
ン
を
介
し
て
伝
播
し
た
と
の
証
拠
は

無
い
。
ま
た
本
製
剤
の
使
用
は
一
時
的
か
つ
限
定
的
で
あ
る
こ
と
か
ら
伝

播
の
リ
ス
ク
は
非
常
に
低
い
も
の
と
考
え
る
。

輸
血
あ
る
い
は
第
Ⅷ
因
子
製
剤
に
よ
り
v
C
」
D
に
感
染
す
る
可
能
性
が
示
唆
さ
れ

て
い
る
こ
と
か
ら
、
今
後
も
引
き
続
き
情
報
の
収
集
に
努
め
る
。
な
お
、
日
本
赤
十

字
社
は
、
C
J
D
、
v
C
J
D
の
血
液
を
介
す
る
感
染
防
止
の
目
的
か
ら
、
献
血
時
に

過
去
の
海
外
滞
在
歴
(
旅
行
及
び
居
住
)
、
C
」
D
の
既
往
歴
(
本
人
、
血
縁
者
)
、

h
G
H
製
剤
投
与
の
有
無
を
確
認
し
、
該
当
す
る
ド
ナ
ー
を
無
期
限
に
献
血
延
期

と
し
て
い
る
。
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Abstract

Transmissible spongiform encephalopathies are fatal neurodegenerative diseases tha! include varlant Creutzfeldt-Jakob
disease in humans, scrapie in small ruminants, and bovine spongiform encephalopathy (BSE) in cattle. Scrapie is not
consldered a public health risk, but BSE has been linked to variant Creutzfeldt-lakob disease. Small ruminants are
susceptible to BSE, and in 2005 BSE was identif ied in a farmed goat in France. We conflrm another BSE case in a goat in
which scrapie was originally diagnosed and retrospectively identif ied as suspected BSE. The prton strain in this cas! was
further characterlzed by mouse bioassay after extraction from formaldehyde-fixed brain tissue embedded in paramn
blocks. our data show that BSE can infect small ruminants under natural conditions and could be misdiagnosed as scrapie.
Surveil lance should continue so that another outbreak of this zoonotic transmissible spongiform encephalopathy can be
prevented and public health safeguarded.

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) are fatal dlseases characterized by neurodegenerative changes in the
central nervous system that include vacuolation, gliosis, and accumulation of an abnormal isoform (PrpSc) of a naturally
occurring host-encoded protein (PrPC) (1). According to the prlon hypothesis, PrPSc is the major or the sole infectious
agent (1). Although this hypothesis has not received universal acceptance, PrPscis ubiquitous in all known naturally
occurring TSES, and its detection is widely used for thelr diagnosis.

Jovine spongiform encephalopathy (BSE), a TSE of cattte, was first detected in 1986 (2) and has slnce been llnked wlth
emerging TSES in other species (3,4) including humans (5,6). Because of its abll ity to cross species barriers and
particularly its zoonotic potential, BSE is considered a public health risk, and extensive measures have been established to
detect and eliminate the disease,

scrapie, a naturally occurring TSE affecting small rumlnants, has been known for centurles (7) and is not considered to
pose a public health risk (8). Under experimental conditlons, however, small rumlnants are susceptible to BSE, with
pathogenesis and cllnlcal signs that are not readlly distingulshable from scrapie (9-12). Additionally, the fact that smatl
ruminants were exposed to BsE-contamlnated food before the exclusion of meat and bone meal from ruminant feedstuffs
led to the possibil i ty that sheep and goats on commercial farms could be affected by BsE that could be misdiagnosed ad
scrapie (13,14), The response to this potential rlsk was the implementatlon of extensive statutory active surveil lance,
elimination, and breeding for resistance programs in the European Union (EU).

In 2005, as part of a review of hlstorical TsE-positive cases of sheep and goats in France, a specimen from a goat
slaughtered for human consumption in 2002 was reported to be "indistinguishable from a BSE isolate on the blsis ofall
identif ication criteria available." (15). In response to this report, Z retrospective studies were init iated in the United
Kingdom to analyze archived samples from goat cases that were init ialty diagnosed as scrapie (16,17). Because only fixed
material was available, both studies had to use differential immunohistochemical analysts (D-IHC), a technique that can
discriminate scrapie from experimentally induced BSE in sheep (18). These studies identif ied a single case, originally
diagnosed in 1990 as scrapie. that had a D-IHC signature indistinguishable from BSE (16).

'; iven the wide phenotypic Variance of scrapie in sheep and our l imited knowledge of this variance ln goats, the D-IHC
,esult on its own was insufficient for an unequivocal diagnosis. In accordance with EU regulation 36/2005 (19), the case
was reterred to the EU Reference Laboratory Strain Typlng Expert Group, which recommended further investtgation by
b loassay .

Bloassay is conventionally undertaken by using unfixed tissues to prepare Inocula. Much historlcal t lssue is available only
as formalin fixed or formalin fixed and paraffin wax embedded. TSE infectivity perslsts in such materlal but with a lower
infectious titer than with unfixed frozen tissue (20). However, the potential effects on blological activity, and therefore
straln characterization. of f ixation and processing are unknown. Thus, further investigatlon of this case required an
extensive panel of controls. We report the results of the bioassay analysis and confirm the diagnosis of BSE in a goat in the
Uni ted  K ingdom. .

-- Communicated by: Terry S Slngeltary Sr

flnterested readere should access the original text via the source URL above to view the full text an the references cited.
The following has been extracted from the Discussion.

"The 2 cases of naturally occurrlng BSE in small ruminants. the one reported here and the one identif led in France (15),
occurred in different countries, during dlfferent t ime perlods, and before strict BSE control measures were fully
implemented. Therefore, the most l ikely origin ofthese 2 cases would be exposure to BsE-contamtnated food
slpPlerhents. Although in France goats constitute 14.3 percent ofthe small ruminant population, in the United Ktngdom
they account for only 0.3 percent of small ruminants, it is intriguing, therefore, that the only naturally occurring BSE cases
in small rumlnants in France and particularly in the United Kingdom were detected in goats and not in sheep, although
they have also been exposed to contaminated food supplements. A possible explanatlon could be that goats are generally
managed more intensively than sheep and thus might have been exposed to higher doses ofthe infectious agent because
of the more frequent use of concentrates In intensive dalry farmlng, Slmilar obseruations have been reported in cattle, in
which the lncidence of BSE was significantly higher in dairy herds and in which management is much more intensive than
in beef herds (34). In the United Kingdom, most of the commercial goat hetds afe kept for mllk productton In a typlcally

htp://www.promedmail.org/direct.php?id=20 I 201 0 4.0027
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intensive production system, similar to dairy cattle.

The BsE case we have confirmed was 1 of 26 historic aoat samples examined in the United Kingdom collected during 1984-2002 (f6,77), Since 1993, scrapie in goats has been a notif iable disease in the Un,ted Kingdom, and since 2oos. samples
from all suspected cases ofTsE In.small ruminants are requlred to be tested for BSE-llke features by using Western
blotting (WB) (19). No BsE cases have been identined, although an intermediate case in a goatwas reporied and is under
investigation by bioassay for f inal resolution (35,36). This screening of brain samples from il l  small ruminant cases offers
reassurance that BSE ls not present In the contemporary small ruminant populaflon. However, application of WB to sheep
experimentally co-lnfected with BSE and scrapie detected only the scrapie agent (37). Also, in contrast to BSE. where
infectivity is mainly confined to the nervous system, in small ruminants tne ase igent is widely distributed in perlpheral
tissues and can be transmitted horizontally (11,38). Therefore, feed ban measureialone would be inadequate to control a
BSE outbreak ln small ruminants, Also. it would be impossible to prevent BsE from entering the human food chain through
consumption of food products derived from small ruminants. .

Because TsEs in goats are sti l l  a problem, particulaily in l4editerranean countrles, our data suggest that extenslve
surveil lance and breeding schemes must remain in place to prevent a BSE outbreak in small ruminants and to safeguard
public health. This report also highlights several issues regarding the use oF mouse bioassay to identifyTSE stralns]As
governing bodles seek confirmation of equivocal cases that are identif ied worldwlde. they must be awire ofthe l lmitations,
cost, and timescale demands of confirming such cases.,, - Mod.Cpl

[See http://healthmap.oro/r/1lNY for the Interactive HealthMap/proMED map of the United Kingdom. - Mod.Mpp]
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1st case tcJD Date: Wed 30 Nov 2011 source: The Chosun Itbo ledited]
http://enolish.chosun.com/site/data/html dirl2011/11/30/2011113001421.htm1

A woman has dled of iatrogenic creutzfeldt-Jakob disease (icJD), becoming the 1st confirmed victim of tbe termtnal
disorder In Kbrea, she ls believed to have been infected durlng a subdural transplant surgery in the mld-1ggos. The
disease is notto be confused with the simitarly named varian.Creutzfeldt-Jakobdtsease,lh6 human form of mad cow
disease. though both lead to dlslntegration of the brain.

iClD €ccurs when the prion-infected tlssue of one person infects another, It has nothing to do with variant CJD, which
infects humans who have eaten beef from infected cattle, health authorittes said, Accoiding to the Korea centers for
Disease control and Preventlon [KcDc] on Tuesday, [29 Dec 2011j the s4-year-old woman suffered from meningioma, a
dlsease that causes water to fi l l  a certain area of the brain. in 1987 surgery was performed to remove tumors and the
dura mater that surrounded them. she had a subdural transplant over the surfacb of her braln with Lyodura, a GermJn-
manufactured piece of artif icial dura mater that was produced in the 1980s, lsee comment below] to tover the affected
area.

she had since tlved without any special symptoms. But since 20lO she suffered from sensory disorders in the face and
feet, rnovement disorder, and brain disease symptoms like seizures. 5he rapidly deterloratel and died in November last
year [2010], 5 months after the |CJD symptoms began, the KCDC added. CJo normaliy has an Incubauon perioU of zO to
30 years.

-- Communicated by: PToMED-mall from HealthMap alerts <promed@promedmail.org>

[See http://healthmap.oro/r/1BIE for the interactive HealthMap/Prof*lED map ofsouth Korea. - Mod.Mpp]
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South Korea: 2nd case |CJD Date: Fri I Dec 2011 Source: yonhap News Agency [edited]
http://enqlish,yonhapnews,co,kr/bUsiness/20 1 1/12l08/5 1/O5OZOOOOOOAEN2Oi 1 12OBO027OO32OF.HTML

south Korea's health authorit les on Thursday [7 oec 2011] confirmed the country's 2nd case of Creutzfeldt-Jakob disease
(CJD), a degenerative neurological disorder. A 48-year-old man was diagnosed with iatrogenlc CJD (|CJD) on Wednesday
[6 Dec 2011], according to the Center ior Disease Control [KCDC].

The report ofthe country's 2nd-ever iClD case comes after a s4-year-old woman was found last month [November ZO11]
to have died from the same disease that ls often transmitted by the use of defective prion proteins founj in surglcal Hssui
graft products. The woman had receiv€d brain surgery using Lyodura, a tissue graft drodudt, some 23 years ago. The
KcDc said the man in the latest case had also received Lyodura during brain sulgery in 1988.

Thls form of CJD [iatrogenlc cJD] has an incubation perlod of more than 2o years but once symptoms occur, death usual,y
takes place within a year. cJD is the most common of the so-called human prion diseases wiih one person in every 1
mlll lon diagnosed each year worldwide. It is.an invariably fatal i l lness with cieath occurrlng after the onset of Oemdntiu,
hallucinations, coordination dysfunction, and selzures.

The animal form ofthe disease is called bovine spongiform encephalopathy (BSE) which ls commohty cailed mad cow
disease, BSE also leaves ho,es in the brain that resemble a sponge.

-- Communicated by: PToMED-mait <promed@promedmail.org>

lThese 2 deaths have been attrlbuted to the use of Lyodura, a medical product derived from cadavers and used in

http://www.promedmail.org/direct.php?id=20 I 20 l04.OOZ1
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neurosurgery. Lyodura was introduced in 1959 as a product of B Braun Melsungen AG, a leading hospital supply company
based in Germany, The product was used as a quick and effective patch material for surgery on the brain. It was a secuon
of freeze-dried tissue which could be stored for extended periods on hospital shelves and couid be made ready for use
simply by soaking it in water for a few minutes.

The raw materlal for Lyodura was the dura mater of a human cadaver. The tissue would usually be harvested dsring an
autopsy and then sold to the manufacturer. After neurological diseases were linked to use of Lyodura, an investigation
determined that the manufacturer had obtained the donor tlssue by black market methods. Autopst staff would remove
the tissue from cadavers, regardless of whether the deceased's family had agreed to an autopsy or not, and sell it in
quantity to representatives ofthe manufacturer, Due to thts illegal method ofcollection, no record ofpatienthistory
accompanied the tissue to production.

PToMED-mail I
In spring 2011, 2 new cases of BSE were discovered in Swltzerland lsee PToMED-mail posting prion disease update zo11(10) 20111107.33171. Both cases were detected using the Prionics(R)-check BSE testi. A rjport has now been published
showing that these cases represent a novel type of BSE. what are the consequences of thesJ new giE ciseii

After a period of 4 years without BSE positive cows, in spring this year [2011] Switzerland was shaken by the discovery of2 new BsE cases detected only bne month apart from each other. The cises ippeared in differeRt areas of switzerland andinvolved animals aged I and 15 years. which weie tested with the Prionics(R)-check BSE tesis as part of the active
disease surv€illance program. Bettina Bernhard, Head of the Prlonics diagnosiic laboratory reportect that: ,'It wag the 1st
time in 4.5 years that we had found a BSE positive sample in our laboratory. Based on thl reiults from the prionics(R)-
check WESTERN. we lmmediately saw that the flngerprint of the prion protein was not that of the classical BSE cases we
have detected before' We then informed the swiss National Reference Laboratory and veterinary authoritiei anJihepositive result was confirmed with the prionics(R)-Check prioSTRIP.,,

Novel type of BSE?

BsE cases that differ from the classical BSE strain have been detected before, however, with low incidence.. These atypical
stralns, designated BASVL-BsE and H-BSE, were flrst reported in 2004 in Italy and France. Both strains were detectld aspart of routine surveil lance using the Prionics(R)-Check WESTERN and ELISA tests. The recent fublication by Torsten
Seuberlich of the Swiss Natlonal and OIE [World Organisation for Animal Health] Reference Laboratories for BSE and
scraple and his colleagues, is showing thatthese 2 swiss cases not only differdom classical BsE, but ui.o fro- tn"
atypical BSE cases found in other countries. It appears that the 2 BsE cases detected In Switzerland seem to represent a
novel type of atyplcal BsE. Dr seuberlich explains: "We are now undertaking further investigations into these 2 cases and
until there ls more clarity. surveil lance should continue to be cairled out at t high level and-disease awareness should be
Increased. Furthermore, we have to ensure that diagnostic techniques are appli-ed that identiFy such cases..

:-:t'lT_:1 l:::i"-t-:"_t::d"d
Whereas consumption of meat from lowi gffected by classical BsE has been associated with vCJD, the publlc health
hazard from atypicl BSE is unclear. Litt le is known about its origin and whether it can be transmitted to other animals.'These cases show, however. that BSE has not been completely eradicated and that the disease can continue to occur even
with current preventive measures (such as the meat-and-bone meal ban) in place. The upp"uran.e of new strains of theprlon protein could also Indicate that BsE is stl l l  evolving. continuous monitoring wil l be needed to keep these new strains
under surueil lance.

-- Communicated by: Terry S Singeltary.Sr

Large quantities of the harvested tissue would be mass sterilized in a heated vat. The tissue would then be freeze dried
and packaged for iturchase, The manufacturer believed that its sterilization procedure was sufnciently powerful to render
any tissue harmless and was therefore unconcemed about cro6s-contamination from CID-containing tissue to other flssue
in the same sterilization vat. It is now believed that ahostall Lyodura product was tainted with Creurzfeldt-Jakob disease
[prion] throuqh this process. More than 70 OD-retated deaths in Japan occurred as a consequence of use of the Lyodura
product, (From

An account of Lyodura use and the risk of iatrogenic Creutzfeldt-Jakob disease In Australla. by FJ Brooke, 5 Boyd, GM
Klug, CL Masters, and SJ Coll lns has been published in the Medical Journal of Australia; 1SO( ), I77-8f, ZOO4,rl ia
following information has been extracted from the Introduction to thls publication:

"Although infectiousness is a feature of Creufzfeldt-Jakob disease (CJD), onty a small proportion of cases are l lnked to
transmission through healthcare provision. As of lanuary 2003, over 120 cases of CID assoclated wlth use of human
cadaveric dura mater had been recognised worldwide; almost all were associated with the commercial product Lyodura.
lost cases (97) have occurred in Japan. giving an overall r isk estimate of around i per 2268 patients treated with Lyodura

\0.04 percent) in that country. In Australia, 5 cases of CJD have so far been linked to Lyodura. but, given the protracted
tails of previous epidemics of transmissible spongiform encephalopathies, further cases are possible, Results of surveys of
Lyodura use in Australia are incomplete. but lnformatlon from the manufacturer suggests that 2208-2478 sheets of
Lyodura may have been used here. This use translates to a relatively hlgh Incidence of Lyodura-assoclated CJD, with
current overall rates appearing around 5 times higher than those reported in Japan; reasons for this difference are unclear.

Creufzfeldt-Jakob disease (CJD) ls a fatal, transmissible, neurodegenerative disorder belonging to the group known as the
transmissible spongiform encephalopathies (TSFs). CJD can occur without explanation (sporadlc), secoRdary to mutations
in the prion proteln gene (PRNP), or as a complication of medical treatment uSing contamlnated therapeutic agents or
equipment (iatrogenic). Although corneal grafts and neurosurgical equipment have been associated with disease
transmission, the most common causes of iatrogenlc CJD have been treatments involving human-derived cadaveric
pituitary hormones or dura mater.

The 1st identined case of CID in a dura mater recipient was reported in the United States in early 1987. In response, the
US Food and Drug Authority issued a safety alert In April 1987, seeking immedlate discontlnuation of use of the identified
dura mater batch (Lyodura batch no. 2105). A 2nd patient with CJD linked to Lyodura was detected in New Zealand in
1988. but the specific batch could not be identif ied. This has remained a frequent diff iculty when tracing contamination
sources.

As ofJanuary 2003, over 120 CJD cases related to dura mater use had been detected globally, with 97 in Japan. These
cases were predominantly associated with Lyodura, a commercial product produced since 1969 by B Braun Melsungen AG
Only a few reports suggest the possibility of CID after use of dura mater from other commercial 6r non-commerciai
iources.

Lyodura consists of lyophll ised, irradiated human dura mater sourced post mortem. Additional processing with immersion
in a solution of 1M sodium hydroxide was instituted tn 1987, with a noticeable reduction in Lyodura-related cases
thereafter. Lyodura has been used in a number of countries, including Australia, Japan, Canada, the United States, and the
United Kingdom. mainly in neurosurgery, but also in orthopaedic, otological, dental, urologlcal, qynaecological, and cardiac
procecures,

Most cases of CJD associated with dura mater have occurred in Japan. In 1996, in response to the growing Incldence, a
survey was undertaken of Lyodura use in almost 3000 Japanese healthcare institutions. This estimated that up to 1OO OOO
people received Lyodura grafts between 1983 and 1987, and up to 220 000 between L979 and 1991 (out of a total of 260
000 who received dura mater grafts). Use of these grafts greatly declined after 1991 but may have continued unti l 1997.
Assuming that all cases of CJD associated with dura mater were a consequence of Lyodura use, the overall r isk of Lyodura-
associated CID in lapan is approximately O.04 percent. ' (For further information, 90 to
http://www.mla.com.au/oublic/issues/180 04 160204/bro10566 fm.html).

The extreme resistance of the CJD infectious agent to inactivation by irradiation and severe chemlcal treatments in the
Lyodura process confirms the singular nature of prions. - Mod.CPl

lSee For the interactive HealthMap/ProMED map of South Korea. - Mod.Mppl

tsl
Switzerland: BSE Date: Fri 16 Dec 2011 Source: Prionics AG, e-scope newsletter ledited]
http ://escope,orionics,com/issue/20 1 1-december-4/

http ://www.promedmail. orgldirect.php?id:20 I 20 l0 4.0027

[ [see for the interactive HealthMap/ProMED map of Switzerland. - Mod.Mppl
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induction of AP deposition observed in these studies
only represents an acceleration of few months of
the spontaneous process that was set to ocmr by
introduction of the mutant gene. This is drastically
different from the bona fde infectious process
prodrced by prions in animals, which, without
inoculation with the misfoided protein, would not
spontaneously develop the diseaie. The goal of this
study is to demonstrate that similar to prion diseases,
an AD-like pathology can be induced in animal
models that naturally do not develop amyloid
aggregates during their lifespan.

Materials and nethods

Prcpomtion of humon brcin homogenates
The AD brain sample used in this study was obtained
from the cerebral cortex of a go-vear-old woman with
clinical diagnosis of AD, which was confimed by a
post-mortem histopathologiel analysis. Control sam-
ple was obtained from a 163-day-old male, who did
not have any detectable amyloid deposits ln the
brain (data not shom). Because of the existence of
misfolded Ap aggregat€s in the brain of elderly
people, a young control wc chosen. Samples were
taken within 2h post-mortem and ftozen at -70'C.
Brain samples (cort€x) were homogenized at 1096 in
phosphate-buffered saline plus a protease inhibitor
cocktail (Roche, Mannheim, Gemany), vortoxed for
2 min and sonicated for 3 s at 60 uits of amDlitud€ in
a Sonics-Vibra Cell manual sonicator (Newiown, Cf,
USA). Resulting homogenates were vortexed again,
and centrifuged et 300Og for 5 min to reriove tissue
debris. Supematant was aliquoted and stored at
-70 "C until use.

Intracerebrol inoculotions into mice
For our studies, we used mice that express the human
wild-type /PP gen o (HuAPPwt).12 HeGrozygous trans-
genic nice wero used in these experiments. Groups
ofsix mice were iniscted when 165 days old, with 2 pl
of 10% brain homogenates. Injections were perfomed
stereotuically in the hippocanpus (both hemi-
spheres), using the following coordinates: anteriopos-
terior (AP) = -t.gmm; mediolateml [ML) = 1 1.6 *. '
dorsoventml (DV)=-1.8mm. Animals were kil led at
30, 90, 285, 4so or 585 days-post iniection (dpi).

Immunohistochemistry
Paraffinized tissues were deparaffinized with three
s-min changes of xylene. Samples were later rehy-
drated and heated for 10 min at 95'C in citrate buffer.
Cold samples were covered with 316 HrO, for 5 min.
Tisne sections were covered with M.O.M. blocking
reagent working solution (Vector Labs, Burlingame,
CA, USA) and 20oFl of +GB antibody (1:1000) wqe
used to cover each slide overnight at 4"C Slides
were treated with biotinylated anti-mouse secon-
dary antibody (1:200) and incubated for 30min at
room temperature, Later, samples were rinsed and
incubated with Vectastsin ABC Reagent (Vector Labs)

for 30 min Tissue sections were covered with
diaminobenzidine at room temperature, and after
gentle washing with water, they were covered with
Mayer's Hematoxylin. Finally, samples were dehy-
drated with ethanol and xylene and mounted with
Super Mount (lnnogenex, San Ramon, CA, USA) and
cover slips. Reactive astrocytes were measured by a
similar procedure, but using anti-glial fibrilluy acidic
protein (GFAP) antibody. Samplas were analyzed
using a Leice DMI60OO B micrcscope (Wetzlu,
Gemany) and subiected to image malysis using the
ImagePrc software (Silver Spring, MD, USA).

Thioflavin 3 staining
Dewued and hydmted tissue slides were placed
in O.1% aqueous Thioflavin S (ThioS) solution.
Smples were later dehydrated with gS% ethanol,
followed sby two chmges of 10096 sthanol, and clea-
red with xylene. Tlssue slides were linally covered
with resinous mounting medium. Final specimens
were stored in a dak place at 4'G until visualized.
Smples wae analyzed dsing a Leica DMI6OOO B
mrcoscoP6.

Western blot
Proteins were ftactionated by electrophoresis using
4-127o sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gels
(SDS-PAGE; Invibogen, Carlsbad, CA, USA), electro-
blotted into Hybond-ECL nitrocellulose membrane
(Amersham Biosciences, Little Chalfont, UKI and
probed with the 4cB antibody (1:3000) (Covance,
Princeton, NL USA). Tbe immunoreactive bands were
visualized by ECL Plus Westem blotting detection
system (cE Healthere, Little Ghalfont, UK), using a
UVP Bioimaging system EC3 appaatus (UVB Upland,
CA, USA).

Stotisticol anolysis
Results of GFAP burden were analyzed by one-way
analysis of variance followed by the T\rkey's multiple
compilison post-test using the Graph Pad Prism S.O
softwaro (La Jolla, CA, USA,).

Results

To test whether AD can be transmissible bv a prion-
like mechanism, we used a trcnsgenic ioici that
expresses human APP without any mutation (here
termed HuAPPwt).l'? These animals produce Ap
bearing the human sequence of the protein, but do
not develop Ap deposits during their whole lifespan
(Figue 1a). This is significantly different from other
AD lransgenic mice models such as the widely-used
tg2576, which expresses the humm APP harboring
the Swedish mutation; as a result, these mice show
detectable Ap aggregates lstarting at approximate]y 9
months), which become very prominent by 15 months
of age (Figure lb). '3

We iniected intracerebrally the brain extracts ftom a
clinimlly and patholoBically confirmed AD patient
(Figure 2) into the hippocampus (bilaterally) of the

鼈 鼈 魃 晰
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iniection site._(cortex) suggests that the seeding
activity can diftuse in the brain. The extent oT
astrogliosis me.asuled- by the area stained by GFAP
antibody was also higher in the animals iniecied with
AD brain homogenate (Figure 5d).

Discussion
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regading the etiology of diseases associated with
accumuletion of misfolded protein agqreqates. It
remains to be studied whethei at least ipr6portion
of AD cases could be initiated through a tra'nsriissible
prion-like mechanism under natuial conditions in
numans.

Supplementary Infomation acompanies the paper on the Molerular Psychiatry website (http://w.natue.com,/mp)
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資料 3-1

供血者からの遡及調査の進
(目次)

捗1犬況について

事 務 連 絡

平成 24年 4月 6日

日本赤十字社血液事業本部 御 中

薬事 ・食品衛生審議会血液事業部会事務局

厚 生 労働省 医薬 食 品局 血 液 対策 課

供血者からの遡及調査の進捗状況について

標記につきましては、平成 24年 2月 7日付け血安第 41号 にて貴社血液事

業本部長より資料の提出があり、これを平成 23年 度第4回 血液事業部会運営

委員会に提出したところです。今般、平成 24年 5月 28日 (月)に 平成 24

年度第 1回血液事業部会運営委員会が開催されることとなりましたので、下記

の事項について改めて資料を作成いただき、平成 24年 4月 20日 (金)ま で

に当事務局あて御提出いただきますようお願いいたします。

記

1.「供血者の供血歴の確認等の徹底について」(平成 15年 6月 12日 付け医

薬血発第 0612001号)に 基づく遡及調査に係る以下の事項

(1)遡 及調査実施内容

① 調 査の対象とした献血件数

② 上 記①のうち、調査の対象とした輸血用血液製剤の本数

③ 上 記②のうち、医療機関に情報提供を行つた本数

(2)個 別 NAT関 連情報

①  (1)① のうち(個別NATの結果が陽性となった献血件数

② 上記①のうち、医療機関へ供給された製剤に関する報告件数

③ 上記②のうち、受血者情報が判明した件数

④ 上記③のうち、医薬品副作用感染症報告を行つた件数

2.資 料の作成に当たつての留意事項

① 本 数又は件数については、病原体別及びその合計を明らかにすること。

また、上記 (1)の ③及び (2)の ①～③については、対象期間ごとに本

数又は件数を記載すること。

② 本 数又は件数については、平成 24年 2月 7日付け血安第 41号 の提出

時において判明したものに、その後の遡及調査の進展状況を反映させて記

載すること。

○

○

○

供血者からの遡及調査の進捗状況について

(平成24年4月6日付け血液対策課事務連絡)

供血者からの遡及調査の進捗状況について (回答)

(平成24年4月20日付け日本赤十字社提出資料)

薬事法第77条の4の3に基づく回収報告状況

(平成23年2月 ～ 平成24年4月分)



別紙

血 安 第 1 7 6号

平成24年 4月 20日

厚生労働省医薬食品局血液対策課長 様

日本赤十字社

血液事業本部長

供血者からの遡及調査の進捗状況について (回答)

平成 24年 4月 6日 付事務連絡によりご連絡のありました標記の件について、別紙に

より報告いたします。

*6例中2例|すHBs抗体のみの陽転であり、輸血血液からの移行抗体等と医療機関において判断された事例である。

※血液製剤等に係る遡及調査ガイドライン(平成20年12月26日一部改正)に基づく週及調査対応基準を適用。
HBV :HBs抗 原CLEIA法 確認試験 (中和試験)又 は個別NAT陽 性の場合は遡及調査を行 う。
:HBctttCI.EIA法 陽転の場合は遡及調査を行 う。

HCV:HcvAttCLEIA法 腸転の血液及び前回の血液について個別NATを 実施 し、いずれかが陽性の場合は遡及調査を行 う。
HⅣ  :HrvAttcLEIA法 で陽転し、確認試験 (WB法 )又 は個別lNAT陽 性の場合は遡及調査を行う。
共通 :ス クリーニングNAT陽 転の場合は遡及調査を行う。

供血者から始まる遡及調査実施状況

対象期間

平成21年 4月 1日 ～

平成22年 3月31日
平成22年 4月 1日 ～

平成23年 3月31日
平成23年4月1日 ～

平成24年2月29日

HBV HCV HIV HBV HCV HIV HBV HCV HIV

1)遡及調査実施内容

① 調査の対象とした献血件数(個別NAT実施件数)

1)総数 1.806 1,852 2,378

2)個別件数 1.688 1730 2.299

② 上記①のうち、調査の対象とした輸血用血液製剤の本数
1)総数 2.014 2,072 2,626

2)個別本数 1,877 1934 2:541

③ 上記②のうち、医療機関に情報提供をrfTらた本数
1)総数 2.014 2,268

2)個別本数 2.194

2)個別NAT関 連情報

① 遡及調査実施対象〔(1)①〕のうち、個別NATの結果が陽性となった献血件数
1)総数 144

2)個別件数 0 108 0

② 上記①のうち、医療機関へ供給された製剤に関する報告件数
1)使用された本数 140 0 0

2)医療機関調査中 0 0 0

3)院内で廃棄 6 0 5 0 0

4)不明 6 3 0 0 0

計 0 0 0

③ 上記②のうち、受血者情報が判明した件数

1)陽転事例 1 5 0 0

2)非陽転事例 0 0

3)死 亡 0 0

4)退院・未検査 0 0

5)陽性だが輸血前不明 0 0 3

計 0 0

④ 上記③のうち、医薬品副作用感染症報告を行つた件数

報告件数 : 0 5 4



薬事法第7フ 条の4の 3に 基づく回収報告状況

く参考〉

供血者から始まる遡及調査実施状況

4年 2月 ～平成 24年 4月

対象期間

平成11年4月1日～

平成18年3月31日
平成18年4月1日～

平成19年3月31日
平成19年4月 1日～

平成20年3月31日
平成20年4月1日～

平成21年3月31日

HBV HCV HⅣ HBV HCV HⅣ HBV HCV HⅣ HBV HCV HⅣ

① 調査の対象とした献血件数

)遡及調査の対象件数 23.104 2.193 2,694 5,219

② 上記①のうち、個別NAT検 査を実施した本数(検体数)

1)本数(検体数) 23,104 2193 2.694 5,219

2)実施率 100% 100% 100% 100%

③ 上記②のうち陽性が判明した本数

本数 1 1 0

④ 上記①のうち医療機関に情報提供を行つた件数

1)血液製剤数(総数) 33.114 4.034

日別本数 / / / 2062 2,444 345 3.552

2)情報提供数 33.114 2.408 3,469

目別件数 / /1 / 2.062 2,319 3,150 254

*平 成11年4月1日～平成17年3月31日までの情報提供数には、医療機関の廃院等による追跡不能数930件を含む

⑤ 上記③のうち医療機関へ供給された製剤に関する報告件数

1)使用された本数 3 1 0

2)医療機関調査中 0 0 0 0 0 0 0

3)院内で廃棄 0 0 2 0 5 0

年)不明 7 1 0 0 0 0

計 349 4 l 2 0

⑥ 上記⑤のうち、受血者情報が判明した件数

1)陽転事例 1 1 4 1 0 3 0

)非陽転事例 0 0 0 0 9 0 0

3 )死亡 2 0 1 0 0 0

)退院・未検査 0 0 0 0 0 0 0 0

5)陽性だが輸血前不明 0 l 0 0 0 0 0 0

計 3 ! 2 0 0 0 0

ホ個別NAT陰性(NATウインドウピリオド)の遡及調査対象血液の輸血により、受血者が陽転した例を含む

⑦ 上記⑥のうち、医薬品副作用感染症報告を行つた件数

報 告件 数 :6* 1 1 1 1 1 5 1 l 1 0 1 4 1 ■ _1_p_lJ_¨ 。_ L…」鴨…1.…Ⅲ9
ウイリレス男‖合計 HBV:28     HCV:2      HIV:1

穿輝誓篠 協 顔 鶴
類 命 ″て琢 瀞
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血液製剤に関する医療機関からの感染症報告事例等について

○ 輸血用血液製剤で感染が疑われる事例(劇症肝炎・HIV感染等)

新規報告:1件(HCV感 染疑い事例)           2

○ 感染症報告事例のまとめについて

○ 試行的 HEV 20プール NAT実 施状況について

○ 血液製剤に関する報告事項について
(平成 24年 4月 6日付け血液対策課事務連絡)15

0血 液製剤に関する報告事項について
(平成 24年 4月 20日付け日本赤十字社提出資料)16

〈参 考 〉
・安全対策業務の流れ

輸血用血液製剤でΠCV(C型 肝炎ウイルス)感染が疑われた事例

(平成 24年 2月 8日 報告)について

1 経 緯

平成 24年 2月 8日 、日本赤十字社から輸血 (照射赤血球濃厚液‐LR、 新鮮凍結血漿
‐LR)に よるHCV感 染疑い事例で、患者が死亡した症例の報告があった。

2 事 例                       ,
。患者は 79歳 代の女性:原 疾患は晴脱癌、糖尿病及び閉塞性動脈硬化症。
・平成 23年 10月 28日 、膀脱全摘出術、子宮卵巣拡大切除術及び尿管皮膚痩造設術の

施行時の出血に伴い輸血 (赤血球濃厚液 14単位、新鮮凍結血漿 6単 位)を 受ける。
・平成 23年 H月 4日 に AST 51、 ALT 45。 H月 7日 に AST 10J、 ALT l」9。 H月 28

甲
に A,T245、 ALT 156。 12刀 20日 に肝機能障害にて転院し、AST 515、 ALT 337、

HCV抗 体陽性。
・平成 24年 1月 27日 に消化管出血、出血性ショックにて死亡。
・輸血前 (平成23年 9月 8日)の HCV抗 体検査は陰性であったが、輸血後のHCV
抗体検査は陽性 (平成23年 12月 20日)、 Hёv核 酸増幅検査は陽性 (平成23年
12月21日)で あった。

3 状 況       ・

(1)輸 血された血液製剤について
。当該患者には、H人 の供血者から採血された8本の赤血球濃厚液及び3本の新鮮
凍結血漿を輸血。
。当該製剤と同一供血者から7本 の原料卑漿、1本 の新鮮凍結血漿及か 3本 の赤血

球濃厚液を製造。原料血漿と新鮮凍結血漿は全て確保済み。3本 の赤血球濃厚液
は全て医療機関供給済み。

(2)検 体検査等の状況
・日本赤十字社において保管検体の個別 NATを 実施 し、H本 全て陰性。
。11人 の供血者のうち 7人 が献血又は事後検査に来訪し、Hcv関 連検査は全て陰
性。

(3)担 当医の見解
。 「C型 急性肝炎の程度は重篤であり、本剤との関連性は可能性が大きい」
血と死亡との関連性あり」とのコメント。

今後の対応
。再来していない供血者 4例 のフォローアップを引き続き行う予定。

12

17

「輸



輸血用血液製剤で感染が疑われる事例について
(平成 24年 4月 20日 時点。過去 5年 間分)

【HBV感 染が疑われた事例】

報告日 輸血された

血液製剤

供血

者数

供血者検査結果等 同一血液由来の他製剤等について 新規報告

H21 11 20 新鮮凍結血漿

血小板製剤

赤血球製剤

4 5 人 保管検体個別NAT全て陰性

感染が疑われる輸血時の製剤の

供血者 23人中 21人来訪

H8V関連検査陰性 :21人

原料血漿 :20本中2本確保。18本使用済み。

新鮮凍結血漿 :3本全て供給済み。

赤血球製剤 :22本全て供給済み。

平成23年 6月 27日以降、残る2人の

来訪なし。

【HCV感 染が疑われた事例】

報告日 輸血された

血液製剤

供血

者数

供血者検査結果等 同一血液由来の他製剤等について 新規報告

H24 2 8 新鮮凍結血漿

赤血球製剤

1 1 人 保管検体個別NAT全て陰性

供血者 11人中 7人来訪

HCV関連検査陰性 :7人

原料血漿 :7本全て確保。

新鮮凍結血漿 :1本全て確保。

赤血球製剤 :3本全て供給済み。

残る4人 の来訪なし。
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平成24年 5月 28日開催

薬事 。食 品衛生審議会

運営委 員 会 提 出資 料 別紙

日本赤十字社

試行的 HEV20プ ール NAT実 施状況について

(輸血後 HEV感 染の予防対策)

北海道赤十字血液センター管内

調査期間:平成 17年 1月 1日～平成 24年 3月 31日

献血者数  HIⅣ ―RNA陽 性   陽 性率

H17.1-H18.2*1 341,174 45 1//7,582

H18.  3 -H24.  3*2  1 ,  660,  606 195 1///8, 516

2,001,780 1//8,341

*1北 海道センターにてNAT実 施(ALT高値、検査不合格検体も含む)

*2血 漿分画センターにてNAT実 施(ALT高値、検査不合格検体は除く)
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HEV NA丁 陽性献血者の月別発生数

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

７

６

５

４

３

２

１

０

Ｈ
Ｅ
Ｖ
陽
性
者
数

HttV NATスクリーニング

2005年 1月～2011年 12月,北 海道BC管 内,n=231

■調査期間
■検査総数
■陽性者数
■陽性率
■年齢
■男 :女
■ Genotype(G3:G4)

■ Ant卜 HEV抗 体

lgM{―ソlgG{1)
lgM(+ソlgG(―)
lgM(+)/1gG{+)
lgM(―)/lgG(+)

2011。1-2011.12(lyr)

279′841

35
・
0.017% (1/7′995)

39.1+/-10。9{20-60)

25:10    (71%:29%)

30:4 (88%:12%)

2005。1-2011.12{7yr)
1′931′847

231

0.012%(1/8′363)
41.1+/-11.9(17-68)
172:59   (74%:26%)

212:17   (93%:7%)

188    (81%)

3   (1%)

31   (13%)

9    (4%)

30    (86%)

0    (0%)

5    (14%)

0    (0%)



事 務 連 絡
'              平

成 24年 4月 6日

日本赤十字社血液事業本部 御 中

薬事 。食品衛生審議会血液事業部会事務局

厚生労働省医薬食 品局血液対策課

・   血 液製剤に関する報告事項について

血液事業の推進に御努力いただき、厚く御礼申し上げます。
さて、標記につきましては、平成24年 2月 7日付け血安第42号 にて貴社
から報告を頂いたところですが、平成24年 5月 28日 (月)に 平成24年 度
第 1回血嫁事業部会運営委員会が開催されますので、下記の事項について資料
を作成いただき、平成24年 4月 20日 (金)ま でに当事務局あて御提出いた
だきますようお願いします。記の3にういては、平成23年 度第4回血液事業
部会運営委員会提出資料を更新のうえ、再度御提出ください。
なお、資料の作成に当たっては、供血者、患者及び医療機関の名称並びにこ

れらの所在地又はこれらの事項が特定できる情報を記載しないよう、個人情報

及び法人情報の保護に特段の御配慮をお願いします。

記

1.平 成 21年 11月 20日 付けで報告された輸血用血液製剤でHBV(B型

肝炎ウイルス)感 染が疑われる事例について、残る2人 の供血者のその後の

検査結果。来訪がなければ、その旨」

2.試 行的HEV20プ ールNATに ついて、その後の調査実施状況。

血 安 第 17 7号

平成 2 4年 4月 2 0日

厚生労働省医薬食品局血液対策課長 様

日本赤十字社

血液事業本部長

血液製剤に関する報告事項について (回答)

平成 24年 4月 6日 付事務連絡によりご依頼のありました標記の件について、

下記のとおり資料を作成しましたので報告いたします。

記

1.平 成 21年 11月 20日付けで報告された輸血用血液製剤でHBV(B型 肝

炎ウイルス)感 染が疑われる事例について、残る2人 のその後の来訪なし。

(23名中21名が来所、検査は全て陰性)

2.諄 行的HEV20プ ールNATに ついて、その後の調査実施状況について

は別紙のとおり。
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件
施実
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査検

献
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嚇嘲

陽
＜
Ｅ 件

り
万
た
１０
当

1 9 8 7 年

1 9 8 8 年

1 9 8 9 年

1 9 p O 年

1 9 9 1 年

1 9 9 2 年

1 9 9 3 年

1 9 9 4 年

1 9 9 5 年

1 9 9 6 年

1 9 9 7 年

1 9 9 8 年

1 9 9 9 年

(昭和 62年 )

(昭和 63年 )

(平成 元年)

(平成 2年 )

(平成 3年 )

(平成 4年 〉

(平成 5年 )

(平成 6年 )

(平成 7年 )

(平成 8年 )

(平成 9年 )

(平成 10年)

(平成 H年 )

件

8 , 2 1 7 , 3 4 0

7 , 9 7 4 , 1 4 7

7 , 8 7 6 , 6 8 2

7 , 7 4 3 , 4 7 5

8 , 0 7 1 , 9 3 7

7 , 7 1 0 , 6 9 3

7 , 2 0 5 , 5 1 4

6 , 6 1 0 , 4 8 4

6 , 2 9 8 , 7 0 6

6 , 0 3 9 , 3 9 4

5 , 9 9 8 , 7 6 0

6 , 1 3 7 , 3 7 8

6 . 1 3 9 . 2 0 5

件

1 1 ( 1 )

9 ( 1 )

1 3 ( 1 )

2 6 ( 6 )

2 9 ( 4 〉

3 4 ( 7 )

3 5 ( 5 )

3 6 ( 5 )

4 6 ( 9 )

4 6 ( 5 )

5 4 ( 5 )

5 6 ( 4 )

6 4 ( 6 )

件

0134

0113

0165

0336

0359

0441

0486

0545

0730

0762

0900

0 9 1 2

1042

2 0 0 0 年

2 0 0 1 年

2 0 0 2 年

2 0 0 3 年

2 0 0 4 年

2 0 0 5 年

2 0 0 6 年

2 0 0 7 年

2 0 0 8 年

2 0 0 9 年

2 0 1 0 年

2 0 1 1 年

2 0 1 2 年

( 1～ 3月 )

(平成 1 2年)

(平成 1 3年)

(平成 1 4年)

(平成 1 5年)

(平成 1 6年)

(平成 1 7年)

(平成 1 8年)

(平成 1 9年)

(平成 2 0年 )

(平成 2 1年 )

(平成 2 2年 )

(平成 2 3年)

(平成 2 4年 )

5 , 8 7 7 , 9 7 1

5 , 7 7 4 , 2 6 9

5 , 7 8 4 , 1 0 1

5 , 6 2 1 , 0 9 6

5 , 4 7 3 , 1 4 0

5 , 3 2 0 , 6 0 2

4 , 9 8 7 , 8 5 7

4 , 9 3 9 , 5 5 0

5 , 0 7 7 , 2 3 8

5 , 2 8 7 , 1 0 1

5 , 3 1 8 , 5 8 6

5 , 2 5 2 , 1 8 2

1 , 3 2 5 , 7 9 3

( 速 報 値 )

6 7 ( 4 )

[ 3 ]

7 9 ( 1 )

[ 1 ]

8 2 ( 5 )

[ 2 ]

8 7 ( 8 )

[ 2 ]

9 2 ( 4 )

[ 2 ]

7 8 ( 3 )

[ 2 ]

8 7 ( 5 )

[ 1 ]
1 0 2 ( 3 )

[ 6 ]
1 0 7 ( 3 )
[ 0 ]

1 0 2 ( 6 )

[ 2 ]
8 6 ( 3 )

[ 1 ]
8 9 ( 8 )

[ 3 ]
1 4 ( 1 )

[ 1 ]

1140

1368

1418

1548

1681

1466

1744

2065

2107

1929

1 6 1 7

1695

1056

献血件数及び HI V抗 体 核酸増幅検査陽性

繊
汽９４０件、　̈̈

３，‐４６，　蜘醐
。

時囃叡』牛

稲ちヽ齢醜鹿

昭う抗核平

(注 1)。

(注 2 )・

(注 3 )・



H I V抗 体 ・核 酸 増 幅 検 査 陽 性 献 血 者 数 内 訳

1性 別・年齢区分・国別

2 都 道府県別 (献血地別)

男  性 女  性 合  計

日本人 外国人 計 日本人 外国人 計 日本人 外国人 計

16～ 19歳

人

36

人

1

人 人| 人

0

人 人 人

1

ス

20～ 29歳 548 4 597 631

30～ 39歳 2 568

40～ 49歳 1 1 203

50～ 69歳 8

合  計 1384 1429 106 7 113 1490 1542

※ 昭和61年～平成24年3月 (昭和61年については年途中から集計)

［
　
　
　
Ｌ

田
　

　

に

研
　
　
　
〔



プロック別 H I V抗 体・核酸 増幅検査 陽性 献血者

年齢月lHⅣ 抗体:核酸増幅検査陽性献血者
平成20年 平成a年 Vd22年 平成23年 平成2年

(1月～3月)(速報儘)

nIL者  鵬 性
0万人
当たり

献lL者 iblL 私
炒
Ю
当 献血者  口 僣 私

詢
献血者“H

0万人
鮨たり 餞血者 "H

0万人
したり

J晦 道
東北

人 件

５

件 人 件

９

件 人 件

7

件 件

５

件 人

1684関

件

0 0 0 0

関 東

件 件 件

2237 1,649.186 3 6

件

421067

件

1ヒ睦・

甲信越

件 件

340.203

ft

0 0000 349.241
件

86,75

件

1 153

東 海 562,o10 1

件

584495

件 件 : 4 f

7t t.t93 145,461

件

0 0 0 0

近 畿

件 件

876,750

件 件

21953

件

1 3 6 6

中 国

件 件 件

3 :

件

00,351

件

0 0 0 0

四 国

件

5

件

176,9231

件

176,84

件

42,641

件

刷
・沖縄

件
　
瑯 5t2,61

件 件

2

件

161.514

件

合 l l 5 , Q 7 7 . 2 3 1 1 0 7 :

件

5.287,1011

i k

l02i I 929 5 , 3 1 8 . 5 8 6 :
件

5,252,r82i

件

, 3 2 5 , 7 9 3 1

:  件

1 4 1    1 0 6 6

平成19年 平成20年 平成21年 平成22年 平成23年

献血者 1陽性 110万
メ

1当たり
献血者 1陽性 iroE)

i 5 t , 献血者 励
加
１０

当性陽 献血者 I離
10万人
当たり

献血者 :陽性
10万人

当たり

16才 ～

19才

人

324,414

件

1.541

人

308,019

件
　
２ 0.649

人

295,811

件
　
３

人

292,853

件
　
５ 1707

人

286,534

件
　
２ 0698

20才～

29才

人

1,135,102 ３８

②

3.348

人

1,141,746 3591

人

,139,991 ３７
①

3246

人

1,080,385 21

( 1 )

1.944

人

1,037,257 41

(0

３。才”財

人

1,369,241 ３
０
2.556

人

1,391,141 50

( 1 )

3.594

人

,414,747 ４２

③

2969

人

1,376.596 ４
０

3124

人

.317.138 ３‐
②
2354

4 0才～

49才

人

1,088,410 1.562

人

1.171.449 11

( 1 )

人

,272,397 17

( 2 )

1336

人

1,350,490 0.740

人

,379,078 ８

Ｄ

50才～

59才

人

770,663 5 0.649

人

785,280 0382

人

841,168 0357

人

872,113 0688

人

878,562 ６
Ｄ

60才 ～

人

251,720 2 0795

人

279,603 0 0.000

人

322,987 0.CXlll

人

346,149 ] 0289

人

353,613 1 0283

合 計

人

4,939,550 ‐０２

０

2.065

人

5,077,238‐０７
０
2.107

人

5,287,101‐０２
０
1.929

人

5,318,586 ８６

③

1617

人

5,252,182 ８９
③

1695



―●―  :0万 人当たりの

陽 性 者 数 ( 人)

¨●・・  :0万 人当たりの

男性隔性者数 (人)

…Ⅲ…  10万 人当たりの

(人) ■年嘗

T̈r讐‖リ

027● ♂j~了 3ヽ

献血者における男女別HIV抗体・核酸増幅検査陽性者数の年次推移

(対10万人)

HBV感 染既往献血者への対応スケジュール予定

10万人当たりの

陽性者数(人)

（
１
月
～

１

２
月
）

２

０

０

９
年
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０

０

８
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０

０
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０

０
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０

０

３

年

２

０

０
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年
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０

０
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０

０

０
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９

９
年

１

９

９

８
年

１

９

９

７

年

１

９

９

６

年

１

９

９

５
年

１

９

９

４
年

■

９

９

３
年

１

９

９

２
年

１

９

９

１
年

１

９

９

０
年

催
会
開
員錮酵

成２４年５月２
一

平
血

１

９

８

８
年

日本赤十字社 血液事業本部

年

月 l 1 2 i 3 1 4 i 5 1 6 i 7 : 8 1 9 1 1 0 1 1 1 : 1 2

週 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4 1 1 1 2 1 3 1 4

事前通知の試行的実施
問合せ対応

O対 象となる献血者の抽出

○試行的通知の開始(一部の血液センターで試行)

薇蒻○試行的通知の問題点等にかかる検討

職員教育訓練
O問 合せ担当者、献血推進担当者及び採血担当者への教育訓練の実施

事前通知
問合せ対応 0対 象となるHBV感染既往者のうち、複数回献血者及び登録者を

優先的に順次通知

判定基準の変更
(HBc抗体検査C OJの変更)

O新 判定基準により検査された血液の供給

基準変更

保管中のFFPへの対応 ○対象製剤の抽出
′
 ○ 対象製剤の抽出

:○
対象製剤の抽出



HBc抗 体陽性、HBs抗 原陰性とは ?

1.献血時に血液検査 (ウイルス検査)を 行うのはなぜ ?

→献血した血液にウイルスが入つていないか

を調べ、輸血用血液にウイルスが混入する

のを防ぐためです.

ウイルスに感染している人の血液を輸血する

と患者さんに感染が起こることがあります。

そのため、献血されたすべての血液に対し、

さまざまなウイルス検査を行い、輸血用血液
へのウイメレスの混入を防いでいます。

「お知らせとお願い」の連絡を受けた皆様ヘ

4.すぐにしないといけないことは?

→特にありません。普段の生活に問題はありません。

5.医療機関に受診する必要は ?

→今回の検査結果をもつて医療機関 (病院)を 受診する必要はありません。

ただし、今後 入院治療するような大きな病気 (癌や移植など)に 罹つた場合は、念のため

担当医師に今回の内容をお伝えください。

また、今回のお知らせに限らず、すべての方長が年に 1回程度、健診などで肝機能検査を

受けられることをお勧めします。

6.今後の献血は ?

→非常に低い頻度ではありますが、治つた後でも血液中に微量のB型 肝炎ウイルスが見つかる
ことが明らかとなつてまいりました。(上記3.を 参照<だ さい。)

そこで患者さんへの万が一の感染を防ぐために、

これからの献血は控えていただきた<お願い申し上げます。

より安全な輸血のため、どうかご理解をお願いいたします。

*血液センターでの検査は、安全な輛血のため少しでも疑わしいものも含めて 「陽性」と判定してい

ます。そのため、本来は陰性であるにもかかわらず、あたかも陽性と反応してしまうこともあります。

その場合、医療機関で同様の検査を受けた結果、陰性となることもあります。

日本赤十宇社
」apan030 Red C,os,So●iew

3.HBc抗 体陽性、HBs抗 原陰性の検査結果は何を意味しているの ?

JHBc抗 体が陽性、H[玉抗原が陰性ということは、「過去にB型 肝炎ウイルスに慮染したこと

があるが、現在は治つている状贈」であると考えられます。

B型 肝炎ウイルス感染者の70～ 80%は 肝炎症状が起こらず自然に治つてしまいます。
したがいまして、これまで献血いただいた血液は輸血に使用されてまいりました。しかし近年、

非常に低い頻度ではありますが、治つた後でも血液中に微量のB型肝炎ウイルスが見つかる
ことが明らかとなつてまいりました。

2.B型 肝炎ウイルスに感染しているかどうかは何を調べているの ?

→B型肝炎ウイルスがつくる蛋自 (HBs抗原)
やウイルス感染に対する免疫反応によって
つくられる抗体 (HBc抗 体)を 調べてい

ます。

B型 肝炎ウイルスは球形のウイルスで、外
側を被う殻 (HBs抗 原と呼ばれる蛋白が埋め

込まれている)と 、中心にあるコア (HBc抗
原と呼ばれる蛋白)、 とDN∧ (遺伝子)か ら

構成されています (右図)。

下表に B型 肝炎ウイルス関連検査の種類
とその検査が陽性の場合の状態を記載してい

ます。

HBs抗 原
(外側の殻)

期
乃
Ｂ。
０

Ｈ

HBV‐DNA
(遺伝子)

B型肝炎ウイルス

※B型 肝炎ウイルス関連検査

HBs抗 原
ウイルスの外側を被う蛋自

陽性 :現在感染している。

HBc抗 体
HBc抗 原に対する抗体

陽性 :現在感染しているか、過去に思染したことがある。

HBs抗 体
HBs抗 原に対する抗体 (HB∨ の感染を防御する働き)

陽性 :過去に感染したことがある。

HB∨ ―DNA
B型 肝炎ウイルスの遺伝子

陽性 :現在感染している (検査の精度が高い)
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出張者

三宅 智 (厚生労働省血液対策課課長)、

日野 学 (日本赤十字社血液事業本部)、

運営委員会委員 岡 田 義 昭

伯野 春 彦 (同課長補佐)

岡田 義 昭 (国立感染症研究所)

(FFP)

2010年 1月からリボフラビン法による不活化を導入した。当該施設が製造するFFPの60%

が不活化処理されている。これまでに約6万単位のFFPを製造したが、有害事象の報告は

ない。      .

(血小板)

2009年7月からリボフラビン法による不活化処理を開始し、20H年 12月までに15,700

検体を不活化処理した。血小板の有効期間は5日間、導入前後で変えていない。有害事

象の報告はない。

(リボフラビン法を導入 した理由)

各種の不活化法を検討した結果、FFPやクリオにも使用できること、処理時間が10分

(アモ トサレン法は不活化処理時間にカロえて、アモ トサレンの除去に少なくとも4時間

かかる)で あること、処理しても凝固活性やフィブリノゲンの減少は認められなかつた

こと、等から選択した。

4.  French Agency for the Safety of Health Products(Afssaps:7ラ こ/ス )

Etablissement Francais du Sang(EFS)が採血 供給事業を行い、Afssapsが監視 評価

を行つている。

(FFP)

2008年 から導入され、S/D処 理、MB処 理、アモ トサレン法の 3つ の方法が地域によつ

てそれぞれ選択されている。もつとも多く鵬 が使用されていたが、アレルギ
ーの頻度

が高く、1名 が死亡(MB処 理が原因とは確定していない)したため供給を停止している。

安全性の確保のために quarantine(2ヶ 月後に再来した時に感染症マ
ーカーが陰性で

あつた場合に出庫)で 対応しているが、将来的にはS/Dプ ラズマとアモ トサレン法の併

用、又はS/Dプ ラズマになる予定である。

(血小板)

フランス本上では、アルザス地方の血液センタ
ーでのみアモ トサレン法による不活化

を実施している。3つの海外県ではチクングニアウイルス対策等で導入しているが、今

_のところ全土に拡大する計画はない。なお、血小板の有効期間は5日間。

1.Sanquin研究所 (オランダ)

オランダでは多数の血液バンクが存在したが、12年前にSanquin研究所が血液供給の唯

一の事業体となった。

(FFP)

現在、不活化法は導入されていないがquarantineによって対応している。プリオン除去

フィルターが開発され、vC」Dリスクが軽減したためS/Dプラズマに変更する予定。

(血小板)

90%が 全血由来で有効期間は7日間、全例に無菌検査が実施されている。不活化は 臨床

治験は実施しているが導入されていない。理由として、有効期間が5日に短縮され、コ

ス トが高くなるため。

2. Federal Agency for Medicines and Health Products(′ ミル」F‐―)

赤十字が全体の94%を 採血している。他に病院と軍の血液バンクがある。

(FFP)

vC」Dのリスクから個別のバックで処理できるメチレンブル (MB)法が2004年から導入

され、現在95%以 上がMB処理されている。特に副作用は多くない。S/Dプラズマは医薬

品として登録されているが、使用量は少ない。

(血小板)

2010年 までに全ての血小板に不活化法を導入することが決定されたが、南半分でアモ

トサレン法が導入しているのみ。北部ではリボフラビン法を予定しているが現在のとこ

ろ導入されていない。血小板の有効期間は 7日間であるが、不活化処理された血小板は

5日 間である。また、不活化処理されていない血小板は全例、無菌検査を実施している

が、偽陰性のため感染例があつた。

3 ワ ルシャワ血液センター (ポーランド)

ポーランド全体で21の地域にそれぞれ血液バンクがあり、他に警察と軍の血液バンク

が存在する。訪問したバンクは、最も大きなバンクである。
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抗HBs人免疫グロブリン製剤の国内自給に係る原料血漿収集のための
B型肝炎ワクチン接種プログラムに関するガイドライン案

1 .目的

平成 15年 7月 に施行された「安全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律」

(以下、血液法)では、国内で使用される血液製剤が原則として国内の献血により得ら

れた血液を原料として製造される体制の構築を目指すとされている。これに基づいて出

された「血液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保を図るための基本的な方針」

(平成 20年 厚生労働省告示第 326号 )では、「アルブミン製剤及び免疫グロブリン製剤

については、平成 25年 を目途に国内自給の達成を目指す。」こととして特に、特殊免疫

グロブリン製剤については、「特殊免疫グロブリン製剤等多くを輸入に依存している製剤

については、国内自給の方策を具体的に検討していく必要がある。」並びに「国内での

原料血漿確保の実現可能性を考慮しながら、国内製造の方策を引き続き検討してい

く。」ことが示されている。

現在、特殊免疫グロブリン製剤の
一つである抗 HBs人 免疫グロブリン製剤 (以下、

HBIG)の ごく下部は国内献血血漿を原料に製造されているが、これらの血漿は日本赤

十字社が全献血者を対象に高力価の抗体を有する血漿を選別したものである。この受

動的収集方法では限界があり、HBIGの 自給に必要な原料血漿量を国内献血により確

保するのは困難で、より積極的かつ能動的な収集法を考慮する必要がある。その一つ

として、諸外国の例に倣いB型 肝炎ワクチン(以下(HBワ クチン)接種により抗体産生を

促した献血者から血漿を集めることが考えられる。

|れ まで、厚生労働科学研究結果 (医薬品。医療機器レギ三ラトリ
ーサイエンス総合研

究事業「抗HBs人 免疫グロブリンの国内製造用原料血漿収集におけるB型肝炎ワクチ

ン接種の有効性に係わる基礎的検討」(人橋班)、平成 22～23年度実施)から、HBワ ク

チン接種により現在 HBs抗 体を保有している者 (以下、ワクチン接種既往者)を対象に

HBワ クチンを追加接種した場合、効率よく高力価抗 HBs抗 体産生者を見出し得ること

が明らかにされている。

本ガイドライン案は、HBIGの 原料血漿収集の目的と意義を理解し、無償かつ自発的

に血漿提供者となることに同意したワクチン接種既往者へ HBワ クチンを追加接種し、

抗体価の高い血漿を提供 (以下、本プログラム)いただくための、倫理的かつ医療技術

的に適切なストラテジニ及び手1贋概要を定めたものである。

2.本 プログラムの基本ストラテジー

① 本プログラムは、「血液製剤は、国内自給が確保されることを基本とする」血液法あ
基本理念にのっとり、「基本的かつ総合的な施策を策定し、実施しなければならな
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い。」責務を負う国の国庫補助事業として、日本赤十字社が実施主体となり行う。

日本赤十字社は国と共に、予め、医療機関等の関係機関(以下、医療関係施設)
へ本プログラム事業の啓発と献血への協力の依頼を行う。(下記項目3参照)

日本赤十宇社血液センタ
ーは、献血時のスクリーニング検査結果を活用し、HBs抗

体保有献血者【HBs抗体 100mIU/mL以 上でかつ HBc抗 体陰性】を抽出し、40歳

以下の者をHBワ クチン追加接種候補者とする。(下記項目4参照)

日本赤十字社および協力医療関係施設は、上記③の HBワ クチン追加接種候補

者への具体的な説明により協力依頼を行い、本プログラムを実施する。(下記項目

5、6参照)

本プログラムによる高力価抗体保有該当者に対して、年2回以上の血漿成分献血

の協力を依頼する。(下記項目7参照)

現在の HBIGの 自給率は 3%以 下であることから、暫次委託する施設数を増やし、

段階的に自給率の向上を図ることとする。

平成27年度を目途に「母子感染による新年児のB型肝炎予防、およびHBs抗原陽

性血液の汚染事故後のB型肝炎発症予防」に使われる筋注用製剤を、平成 30年

度を目途に「HBs抗 原陽性のレシピエント、あるいはHЁc抗体陽性ドナーからの肝

移植後のレシピエントにおけるB型肝炎発症抑制」に使われる静注用製剤の国内

自給達成を目指す。

3.医療関係施設等への啓発及び協力依頼

医療関係施設の従事者または学生の多くは、就労または臨床実習開始時に HBワ ク

チンを接種している。これらの人はHBIGの 必要性についても理解が深い。日本赤十字

社は国と共に、医療関係施設に、HBIGの 国内自給の現状とHBIG用 原料血漿収集の

必要性について、文書等により説明し本プログラムヘの理解と協力を求める。

本プログラムヘの協力に賛同していただいた施設の長もしくはその権能を委譲された

者は、自らが管轄する医療関係施設従事者等で、既に B型 肝炎ウイルスの針刺し事故

等による感染予防のために B型 肝炎ワクチンを接種している40歳以下の者 (接種回数

は間わず)に対して 血ヽ液法の趣旨、HBIG国 内自給の現状とHBIG原 料血漿収集の必

要性を説明し(参考 :別紙 3、別紙 5)、成分献血 (血漿・血小板の何れか)を促す暢り紙

1)。

4.HBワ クチン追加接種者の要件と必要人数

これまでの厚生労働科学研究(八橋班)の結果から、抗 HBs抗 体価が 100mlu/mL

以上で、且つHBc抗 体陰性の者にHBワ クチンを追加接種するとHBIG原 料血漿基準

を満たす高力価の HBs抗体が効率的に産生されることが分かっている。とりわけ 40歳
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以下では免疫応答性が優れている。したがつてt HBフクチン追加接種候補者は、次の

条件を全て満たす者とする。

①40歳以下、②抗 HBs抗 体 100mIU/mL以上、③HBc抗体陰性

なお、2010年度の献血データでは、HBs抗体 200mIU/mL以 上かつ HBc抗体陰性

(C.o.Iく1)の献血者は約 7.5万人で、その多くは HBワ クチン接種既往のある医療従

事者であると予想される。

また、平成 22年度のHBIG使 用実績を基にHBIG国 内自給のための原料血漿量を

確保するために必要な HBワ クチン接種を受ける対象者数は、数万人と試算される。但

し、将来需要が変化する、あるいは新たな HBIGが 開発された場合には血漿提供者数

を適宜変更することもありうる。

5.献血者の中からのワクチン追加接種候補者の選別等

① 日本赤十字社血液センター(以下、血液センター)は献血者の中から HBワ クチン

追加接種候補者【(40歳以下、かつ、HBs抗体 100mIU/mL以 上、かつ、HBc抗体

陰性(C.0.I<1)】を抽出し、文書にて HBIGの 国内自給の状況、原料血漿収集の

ためのHBワ クチン追カロ接種の目的と意義を説明し、血液センターヘの連絡を依頼

する鰯り紙 2)。

② 連絡のあつた献血者に血液センター等への来所を依頼し、医師が HBIGの 国内自

給の状況、原料血漿収集のための HBワ クチン再接種の必要性と意義、プログラム

の具体的な内容を説明し(インフォームドコンセント、偶り紙 3))、本プログラムヘの

参加協力を求める。

③ 協力する意向の献血者について書面にて同意を確認し、同意が得られた献血者を

ワクチン追加接種対象者とする。なお、同意書には下記の項目が記されており(別

紙4)、3通綴りにして、本人、献血する血液センターが各1通保管し、残る1通はHB

ワクチン接種施設への提出用とする。

1)HBIGの 国内自給に必要な原料血漿収集のためのB型肝炎ワクチン接種に関

して十分な説明を受け、その意義目的を理解したこと

2)HBワ クチンの追加接種を承諾すること(B型肝炎ワクチン接種による副作用が

生じうることを含む)

3)追 カロ接種後は4週間から2カ月以内に日本赤十字社血液センターにて血漿

成分献血をすること

4)十 分な抗HBs抗 体の上昇が確認された場合には血液センタ
ーにHBIGドナー

として登録し、献血に協力すること

5)HBs抗 体価が下がつた際には前回接種より1年以降に再度 HBワ クチン接種

を受け、継続的に抗 HBs人 免疫グロブリン製剤の国内自給へ協力するこ
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と

6)HBワ クチン接種にかかる経費(当該ワクチン、注射・診療諸費用)は全て無料で

あること

7)HBワ クチン接種および採血に起因する健康被害が発生した場合には、補償

が受けられること

8)献 血は自発的、無償で行われ、謝礼はないこと

④ 同意が得られた献血者について、健康保持の観点から、前回 HBワ クチン接種から

1年以上経ち、HBs抗 体価がHBIG原 料血漿基準(10,000mlu/mL)未 満であること

を確認し、下記項目6に従い追カロ接種の手続きを進める:

6.HBワ クチンの追加接種

HBワ クチンの追加接種は、血液センターもしくは血液センターの依頼の下で協力

する契約医療関係施設にて行う。              ―

① 血液センターでHBフクチン追加接種を行う場合は、前記項目5④のHBフクチン追

加接種対象者と調整し、指定場所(献血ルーム等)および指定日時を設定する。

② 契約医療関係施設で HBワ クチン追カロ接種を行う場合は、血液センタ
ーは前記項

目5④の対象者と施設と調整し、追加接種する施設および日時を設定する。(要施

設宛送付;連絡書、費用請求様式等)

③ 追加接種に用いるHBワクチンは、日本国において認可されている製品のうち、接種

後の抗体価の上昇が高い製品を使用する。接種は添付文書の記載に従つて行う。

なお、HBフ クチン追加接種に起因すると考えられる健康被害等が発生した場合に

は:日本赤十字社が整備した民間保険による救済制度を適用する。また、同接種に

起因すると考えられる副反応報告は、日本赤十字社にて情報を集積し、分析を行

う。

④ 契約医療関係施設は、追加接種実施後、HBワクチン代金を含めた経費を血液セン

ターあてに請求する。なお、HBワ クチン追加接種にかかる費用として1人 5,000～

5,500円(ワクチン代金含む)相当が算定されるため、血液センターは国庫補助事業

費から契約医療関係施設に必要な経費を支払う。

⑤ 血嫁センタ
ーは、7クチン追加接種対象者が追加接種した事を確認し、接種後4週

間から2カ月以内に血漿成分献血の予約を行う。

7.HBワ クチン追加接種者の血漿成分献血とドナ∵登録

① 血液センターは、前記項目6の対象者がワクチン追加接種後4週間から2カ月以内

であることを確認し、日本赤十字社が定める採血手順にしたがつて血漿成分採血を

行う:なお、献血時の健康被害については、献血者健康被害救済制度が適応され
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る。

② 献血時スクリーニング検査によって候補者が HBIG原 料血漿基準(10,000mlu/mL

以上)に該当することが確認された場合には、抗 HBIG原 料血漿提供者としてドナ
ー登録(以下、登録者)する。また2週から1カ月以内での再献血を依頼し、承諾が

得られたなら次回献血日を予約する。

③ さらに、血液センターは、献血6カ月以降 1年以内に登録者に連絡して血漿成分献
血を依頼し、献血の予約を確保する。

④ 血液ャンターは、登録者が上記②または③の予約にしたがって献血に訪れた時の
スクリーニング検査で HBs抗 体価が HBIG原 料血漿基準を下回つた際

(10,000mlu/mL未満)には、登録者に連絡し、前回ワクチン接種1年以降に再度ワ

クチン接種を依頼する(接種予定1カ月前に再度連絡)。

8.HBワ クチンの再接種

① 前記項目7の④の該当登録者は、上記項目6の手続きに従いワクチン再接種を受

ける。

② 再接種は1年以上の間隔を空ける。

9.その他

① 血液センターは、HBワクチン接種者の氏名、HBワクチン接種後の抗体価、接種時
の副作用情報について、また、登録者の経年的抗体価、献血時の副作用情報の

情報について、各々データベース化し、さらに、献血者情報と統合して管理する。

② 今後、本プログラムに協力いただける方がより多くなるよう、日本赤十字社はワクチ
ン接種場所や時間の配慮等、利便性の向上に努める必要があ税

以上
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別紙 1

B型 肝炎ワクチン接種によりHBs抗 体を保有されている方ヘ

成分献血を勧めていただく施設長へのお願い

一抗 HBIGの 国内自給にかかる原料血漿収集のための B型 肝炎ワクチン接種プログラ
ムに係る事前のお願い一

ご依頼する趣旨

血液製剤である抗 HBs人 免疫グゴブリン(HBIG)は 、わが国にぉぃては、①B型 肝

炎母子感染予防、②B型 肝炎ウイルス汚染針による針刺し事故後の感染予防、③B型

肝炎患者の移植後の 3型 肝炎ウイルス再活性化予防、などの目的をもつた医療用医

薬品として広く用いられています。
一方、「安全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律」では、国内で使用され

る血液製剤が原則として国内の献血により得られた血液を原料として製造される体制の

構築を目指すとされています。しかし現在の献血者から選別する受動的収集法では、

HBIGの 国内自給率は 3%に も満たず、その多くは外国からの血液に依存しています。

したがって HBIG自 給に必要な量の原料血漿を国内献血により確保するためには、

より積極的、能動的収集法を考慮する必要があると考えています。

その方法の一つとして、一定の抗体価を持つ方で同意が得られた献血者に B型 肝

炎ワクチン(HBワクチン)を接種して HBs抗体価を上昇させた後に献血いただく方法が

考えられます。

今回お願いする内容

貴施設において、B型 肝炎ウイルスの針刺し事故等による感染予防のため、B型 肝

炎ワクチンを接種した40歳以下の方<接 種回数は問わず>)に対して、血液法の趣旨、

HBIG国 内自給の現状とHBIG原 料血漿収集の必要性を説明朝J紙5(参考資料))し、

成分献血(血漿・血小板の何れか)を促していただくようお願いいたします。

本プログラムの具体的内容について

別添えの参考資料偶り紙 3が相当)をご覧ください。

なお、HBワ クチン追カロ接種は、貴施設で同ワクチンを接種後1年以上経過した後に

お願いする日程を予定させていただきます。
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別紙 2

平成 24年  月  日

○○○○赤十字血液センター所長

抗 HBs人 免疫グロブリン製剤製造のための血漿成分献血のお願い

日頃から献血にご理解ご協力を頂き、誠にありがとうござャヽます。頂きました血液は輸

血用血液として有効に使用させて頂いております。

さて、平成  年  月  日 に献血して頂いた血液について検査を行いましたところ、

あなたの血液にはB型 肝炎ウイルスに対する免疫力があり、B型 肝炎ワクチンを接種さ

れた方と思われました。この免疫力は抗体と呼ばれる血液中のタンパク質で、体内に入

つてきたB型 肝炎ウイルスの感染を防ぐことができます。また、あなたの血液からB型 肝

炎の発症予防に有効な医薬品(抗 HBs人 免疫グロブリン製剤)を製造出来る可能性が

あります。この製品を作るには特に強い抗体を持つ方の血液が必要ですが、そのような

方は献血者 1万 人中 1～2人 と非常に少ないのです。

「安全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律」では、国内で使用される血液

製剤は原則として国内の献血により得られた血液を原料として製造されると決められて

いますが、強い抗体を持つ方が少ないため、抗 HBs人 免疫グロブリン製剤の原料となる

血液の殆どは外国から輸入しています。外国ではB型 肝炎ウイルスに対してある程度免

疫力を持っている人に再度 B型 肝炎ワクチンを接種してt免疫力の高い血液を集めて

います。もし既に免疫力を持つあなたにワクチン接種のご協力が頂ければ、あなたの血

液から貴重な抗 HBs人 免疫グロブリン製剤を製造することが出来ますL是 非「ワクチン

接種とその後の血漿成分献血」にご協力頂きたくお願い申し上げます。

このお手紙を受け取られた際には、お手数ですが、下記血液センターまでご連絡

下さい。より詳しくご説明を差し上げたいと存じます。

問い合わせ先

記

○○○○赤十字血液センタ
ー 〇 〇課

TEL:

様

厚生労働科学研究H23年 度 (人橋班)

別紙 3

抗 HBs人 免疫グロブリン製剤 の国内 自給 にかかる原料血漿収集 のための

B型 肝炎ワクチン接種プログラムに参加 いただく方への説 明文書

B型 肝炎ワクチン接種の意義と目的

血液製剤である抗 HBs人 免疫グロブリン(HBIc)は 、わが国においては、①B型 肝

炎母子感染予防、②B型 肝炎ウイルス汚染針による針刺し事故後の感染予防、③B型

肝炎患者の移植後の B型 肝炎ウイルス再活性化予防、などの目的をもつた医療用医

薬品として広く用いられています。
一方、「安全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律」では、国内で使用され

る血液製剤が原則として国内の献血により得られた血液を原料として製造される体制の

構築を目指すとされていますが、現在の献血者から選別する受動的収集法では、HBIG

の国内自給率は 3%に も満たず、その多くは外国からの血液に依存しています。したが

つて HBIG自 給に必要な量の原料血漿を国内献血により確保するためには、より積極

的、能動的収集法を考慮する必要があると考えています。その方法の一つとして同意

が得られた献血者にB型 肝炎ワクチン(HBフクチン)を接種してHBs抗 体価が上昇した

後に献血いただく方法が考えられます。特にHBワ クチン接種により現在 HBs抗 体を保

有している方に再度ワクチンを接種した場合には、非常に効率よく高力価 HBs抗 体保

有者が見つかる事が明らかにされています。HBIGの 国内自給には数万人の方の協力

が必要です。

なお、HBワ クチン投与後の HBs抗 体価は、自然感染例とは異なり時間とともに徐々

に低下し、多くの例において数年以内に HBs抗 体は消失します。しかし、今回、追加ワ

クチン投与をおこなつた場合、HBs抗 体価が上昇することから、追カロワクチンを投与しな

い場合に比較してHBs抗 体の陽性時期が長期に持続することが期待されます。

本プログラム協力者に協力いただくこと

HBs抗 体を保有する事が確認されるも HBs抗 体価が基準に満たない方で、プログラ

ムヘの参加に理解と同意が得られた方に対して、前回接種から1年以上経過しているこ

とを確認した後にHBワ クチンの接種を行ないます。そして、フクチン接種4週間後から2

カ月以内に血液センターにて血漿成分献血に協力していただきます。献血時のスクリ

早ニング検査で十分な抗 HBS抗 体があることが確認された方には、日本赤十字社血液

センターに献血者登録させていただきます。

本プログラムヘのご参加の任意性と同意撤回の自由について



厚生労働科学研究 H 2 3年 度 (八橋班)

本プログラムヘ参カロするかどうかは、あなたの自由意思で決めていだくことになります。

このプログラム参加されなくても、今後の献血に関係することで不利益を受けることは一

切ありません。また一旦同意された後でもその同意をいつでも撤回することができます。

この場合においても、今後の献血に関係することであなたが不利益を受けるは一切あり

ません。

ワクチン接種および採血によって健康被害が発生した場合の対処法

本プログラムで接種される HBワ クチンは、日本で市販され、あなたが過去に接種を

受けたものと同じ、ないし類似のものです。またHBワ クチンは20年以上にわたってわが

国で数百万人に接種され、その安全性は証明されています。

しかし、本プログラムに起因すると考えられる健康被害が発生した場合には、日本赤

十字社が整備した民間保険による救済制度、また成分献血時の健康被害については

献血者健康被害救済制度が適応されます。また、同接種に起因すると考えられる副反

応報告は、日本赤十字社にて情報を集積し、分析を行ないます。

個人情報保護について

本プログラム参加後の献血時の検体を含む個人情報は、日本赤十字社の管轄の下

で、第二者から特定できない状態で厳重に管理いたします。個人情報の漏洩が起こるこ

とがないよう万全の体制で実施しておりますが、万一漏洩が起きた場合、参加された

方々へのご迷惑が最少限となるよう日本赤十字社の責任の下で直ちに原因を特定し、

再発防止を徹底いたします。

検体と記録の保管期間について

本プログラムにご参加された方の検体や記録は、通常の献血に準じて保管いたしま

す。保管期間中は、それらを本プログラムの目的外に使用することはございません。保管

期間終了後は匿名化を確認した後に廃棄いたします。

費用について

本プログラムに参加する際の HBワ クチン接種にかかる経費(当該ワクチン、注射・診

療諸費用)は全て無料です。なお、献血に対する謝礼はございません。

以上の説明文書の中で、何か疑問点や不明な点がありましたら、ご遠慮なく担当医師

にお尋ねください。

厚生労働科学研究 H23年 度 (八橋班)

男1糸氏4

同 意 書

○○○○赤十字血液センター所長 殿

私は、抗 HBs人 免疫グロブリン製剤の国内自給に必要な原料血漿収集のた

めのB型 肝炎ワクチン接種プログラムに関して十分な説明を受け、その意義と目

的を理解いたしました。

私はこの目的の為に下記の協力を行うことに同意します。

① B型 肝炎ワクチンの接種を受けること (ただし、前回接種から 1年 以上

経過後)

②  B型 肝炎ワクチンの接種4週 間後から2カ月以内に、日本赤十字社血液セ

ンターにて血漿成分献血に参加すること

③  ス クリーニング検査で十分な抗 IIB s抗体価が確認された場合には、抗

HBs人 免疫グロプリン製剤用原料血漿として使用されること

④  ス クリーニング検査で十分な抗 IIB s抗体価が確認されなかった場合に

は、一般の分画原料血漿として使用されること

⑤  献 血血漿が抗HBs人 免疫グロブリン製剤用原料血漿に使用された際には、

HBIGド ナーとして日本赤十字社に登録されること

⑥  HBs抗 体価が下がつた際には前回接種より1年以降に再度 HBワ クチン接種

を受け、継続的に抗 HBs人 免疫グロブリン製剤の国内自給へ協力するこ

と

⑦  B型 肝炎ワクチン接種にかかる経費(当該ワクチン、注射・診療諸費用)は全て

無料であること

③  B型 肝炎ワクチン接種および採血に起因する健康被害が発生した場合には、

無償で救済が受けられること

⑨  献 血は自発的、無償で行われること

本人署名欄

担当医師: 所属      職 名     氏 名

平成   年     月     日



厚生労働科学研究 H 2 3年 度 (八橋班)

別紙5(参考資料)

厚労科学研究(八橋班):HBワクチンプロジエクト・ガィドライン案のフロ‐概要

4週以降2か月以内

― お願い ―

HB:G用 原料血漿確保における

B製肝糞ワクチン接種プログラAO必 要性について |

「抗HBs免 疫グロブリン(HBIG)」製剤の用途は、C垂 直
母子感染の予防、②HB∨血液針刺事故の発症予防、③肝移
植時B型肝炎の再発抑制、です。

しかし、残念ながら一般の献血から自然に確保できる率は
ご<僅 かで、現在、その原料となる血液は、97%以 上が輸
入に頼つている状況です。

・H15年 に施行された 「血液法」において、血液製剤が国
内で安定的に供給されるために 「国内自給化の推進」が定
められました。
。また、H20年 に改正された同法の基本方針には 「特殊免
疫グロプリン(HBIGを含みます。)の国内自給化の方策を具体的
に検討して行く必要がある。」旨が明記されました。

。そこで、欧米諸国においては既に実績のある方法があり、
ワクチンを積極的に付与して、その方表から原料となる
血液を確保して行こうというものです。
。この方法では、ワクチン接種によって抗体をお持ちの方
が、より高い効果(抗体を産生する)があることが研究的に
わかつています。
・従いまして、今回、貴施設でB型肝炎ウイルスの針束」し
事故感染予防用のB型肝炎ワクチンを接種した40歳 以下
の方に、成分献血 (血漿 ・血小板)を お願いいたします。
。なお、献血時検査結果で一定以上の高い抗体価をお持ち
の方については、改めて本プログラムのご参加のお願い
させていただくことを予定しています。

追加接種候補者の選別(条件全て満たす者)

①"歳 以下、②HBs抗体価100mlU以上、③HBc

抗体陰性

追加接種候補者への啓発及び協力依頼

献血登録対象者の選別

(スクリーニンク
・
検査 :HBs抗体価

10,000mlU以上)

献血登録者への登録、

献血呼出(2週～1か月以内)

■M鳳

1年以

満

螂
」
未



1資料7

「血液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保
に関する基本的な方針」の改訂スケジュール (案)

作業内容

平成24年
6月

改訂(案)作成7月

8月

9月
第2回運営委員会
●改訂(案)協議

10月

改訂 (案)修正

11月

12月

第3回運営委員会
●改訂(案)協議

第1回血液事業部会
●改訂(案)審議

平成25年
1月 改訂(案)修正

2月
改訂(案)について意見募集
(30日間)

3月

第2回血液事業部会
●改訂(案)審議

薬事分科会
●報告

4月 以降 告示、施行

○血液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保を図るための基本的な方針

(平成二十年厚生労働省告示第二百二十六号)

安全な血液製剤の安定供給の確保等に関する法律 (昭和三十一年法律第百六十号)

第九条第二項の規定に基づき、血液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保を図るため

の基本的な方針 (平成十五年厚生労働省告示第二百七号)の 全部を次のように改正し、

平成二十年七月二十日から適用する。

血液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保を図るための基本的な方針

我が国の血液事業は、昭和三十九年の閣議決定を契機として、関係者による多大の努

力が積み重ねられてきた結果、輸血用血液製剤については昭和四十九年以降、国内自給

が達成されている。しかしながら、血漿分画製剤に関しては、一部の製剤について、国

内自給率は上昇してきたものの、その他の製剤についてはいまだ相当量を輸入に依存じ

ている状況にある。このような現状を踏まえ、血液製剤 (安全な血液製剤の安定供給の

確保等に関する法律 (昭和三十一年法律第百六十号。以下 「法」という。)第 二条第一

項に規定する血液製剤をいう。以下同じ。)の 安定的な供給が確保され、かつ、国内自

給が推進されるよう一層の取組を進めることが必要である。

我が国は、過去において、血液凝固因子製剤によるHIV(ヒ ト免疫不全ウイルス)感

染問題という、深甚な苦難を経験しており、これを教訓として、今後、重大な健康被害

が生じないよう、血液製剤の安全性を向上するための施策を進めることが必要である。

本方針は、これらの経緯等を踏まえ、法の基本理念である血液製剤の安全性の向上、

献血によって得られた血液による国内自給の確保、血液製剤の安定供給、適正使用の推

進及び公正かつ透明な血液事業の実施体制の確保を図るため、法第九条第一項に基づき

策定する基本的な方針であり、今後の血液事業の方向性を示すものである。血液事業は、

本方針、本方針に基づき定める献血推進計画及び需給計画、都道府県が定める都道府県

献車推進計画並びに採血事業者が定める献血受入計画に基づいて一体的に進められる

ことが必要である。                  ｀

本方針は、血液事業を取り巻く状況の変化等に的確に対応する必要があること等から、

法第九条第二項に基づき、少なくとも五年ごとに再検討を加え、必要があると認めると

きは、これを変更するものとする。

― 血 液製剤の安全性の向上及び安定供給の確保に関する基本的な
― 基 本的な考え方    `

血液製剤l」I人体から採取された血液を原料とする有限で貴重なものであるこ

とを、まず十分認識することが必要である。

国並びに地方公共団体 (都道府県及び市町村をいう。以下同じ。)、採血事業者:

製造販売業者等 (製造販売業者、製造業者及び販売業者をいうし以下同じ。)、医

療関係者など血液事業に関わる者は、法に基づき課せられた責務を確実に果たす

とともに、法に掲げられた以下の四つの基本理念の実現に向け、各般の取組を進

めることが必要である。

1



1 安 全性の向上

血液製剤は医療の領域に多くの成果をもたらしてきており、また、科学技術

の進歩により、病原体の発見、その検査法や不活化技術の開発・導入等を通じ、

血液製剤を介して感染症等が発生するリスクは著しく低減してきている。しか

し、人の血液を原料として製造されていることから、当該リスクを完全には否

定できない可能性があること、製造過程における病原体の不活化処理等には限

界がある場合があることなどの特徴を有する。このため、常に最新の科学的知

見に基づき、血液の採取から製造、供給、使用に至るまで、一貫した遡及調査

体制を構築するなど、安全性の確保及びその向上に向けた不断の努力が必要で

ある。

これまで、血液製剤については、薬事法 (昭和三十五年法律第百四十五号)

に基づき、その安全性の確保を図つてきたところであるが、我が国は、過去に

おいて、血液凝固因子製剤によるHIV感 染問題という、深甚な苦難を経験し

ており、より,層 の安全確保対策の充実が求められている。国は、平成十四年

七月に公布された薬事法及び採血及び供血あつせん業取締法の一部を改正す

る法律 (平成十四年法律第九十六号)を 踏まえ、安全性情報の収集 ・評価等の

安全対策が迅速かつ的確に行われ、常にその実効性が検証されるような体制に

よって血液事業を運営していくこととする。

2 国 内自給の原則と安定供給の確保

法第二条第二項において血液製剤の国内自給が確保されることを基本とす

ることが規定されているとおり、倫理性、国際的公平性等の観点に立脚し、国

内で使用される血液製剤が、原則として国内で行われる献血により得られた血

液を原料として製造され、海外の血液に依存しなくても済む体制を構築すべき

である。このため、中期的な需給見通しに基づき、有限で貴重な血液製剤を献

血により確保し、医療需要に応じて過不足なく安定的に供給するとともに、血

液製剤の適正使用を推進する必要がある。

特に、血漿分画製剤については、供給の見通しを踏まえた検討を行つた上で、

毎年度、需給計画を定めることにより、安定的な供給を確保するものとする。

3 適 正使用の推進

医療関係者は、血液製剤が人の血液に由来する有限で貴重なものであること

及び原料に由来する感染のリスク等につぃて特段の注意を払う必要があるこ

とを十分認識し、患者に真に必要な場合に限つて血液製剤を使用するなど、適

切かつ適正な使用を一層推進する必要がある。これは国内自給及び安定供給の

確保の観点からも重要である。

このため、医療機関において、血液製剤の管理体制を整備し、血液製剤の使

用状況を正確に把握するなど、血液製剤の適正な使用を推進する必要がある。

また、国は、血液製剤の適切かつ適正な使用を推進するため、血液製剤の適

正使用や輸血療法の実施等に関する指針を状況の変化に応じて改定し、その普

及を図るとともに、医療機関における血液製剤の使用状況について定期的に評
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価を行うなど、適正使用を更に促進するための方策を講ずることとする。

4 公 正の確保及び透明性の向上

国、地方公共団体、採血事業者、製造販売業者等、医療関係者など血液事業

に関わる者は、献血者の善意にこたえ、国民の理解と協力を得ることができる

よう、献血の推進、適正使用の推進等血液事業に係る施策の策定及び実施に当

たり、血液製剤の安全性や供給の状況等につき、十分な情報を公開する必要が

ある。

また、国、地方公共団体その他の血液事業に関わる者はこ血液事業の公正か

つ透明な運営を確保するものとする。

二 血 液製剤代替医薬品の取扱い

用法、効能及び効果について血液製剤と代替性がある医薬品 (以下 「血液製剤

代替医薬品」という。)に ついても、その安全性の確保及び向上が必要である。

また、血液製剤代替医薬品は、安定供給を確保するため、計画的に製造及び供

給が行われる必要があるとともに、それぞれの患者への必要に応じて、適切かつ
適正に使用されることが求められる。

血液製剤代替医薬品の安全性や供給の状況等についても、血液製剤と同様に十

分な情報を公開する必要がある。

三 国 民の理解と参加

国民一人一人が、献血に由来する血液製剤を用いた医療が提供されることによ

って生命と健康が守られているということを理解し、積極的に献血に協力するこ

と等を通じ、国民が今後の血液事業の健全な展開に参加することが期待される。

こうした国民の血液事業への参加を促すため、血液事業に関わる者は(国 民に

対し、血液事業や血液製剤を用いた医療に関する分かりやすい情報の積極的な提

供に努めることが必要である。

二 血 液製剤についての中期的な需給の見通

血液製剤及び血液製剤代替医薬品の需給動向を勘案しつつ、それらの中期的な需

給の見通しとして、平成二十五年度までの今後五年間の状況について考察する。
一 輸 血用血液製剤

輸血用血液製剤は、昭和四十九年以降、すべて国内献血で賄われている。平成

十九年においては、全血製剤、赤血球製剤、血小板製剤及び血漿製剤について、

血液量に換算して合計八十五万リットルが供給されており、血漿分画製剤の原料

血漿を含め、約四百九十四万人の献血者からの血液によって供給された。

輸血用典液製剤は、引き続き医療需要に応じた供給が確保される必要がある。

また、献血者の確保のための努力が続けられる一方で、血液製剤の適正使用の推

進がさらに図られることにより、医療に必要な輸血用血液製剤は今後とも国内献

血で賄われると見込まれる。

二 血 漿分画製剤

1 原 料血漿



原料血漿については、毎年度、需給計画において翌年度に確保されるべき原料
血漿の量の目標を定めた上で、計画的に原料血漿を確保し、供給している。平成

十八年度の原料血漿確保目標量は九十三万リットル、平成十九年度は九十七万リ

ットルと定め、原料血漿の確保を行ったことにより、これまで需要に見合う供給
が行われてきている。過去の供給状況等を勘案すると、平成二十五年度において

百二十万リットル程度までの量が供給可能と予測され、血液製剤代替医薬品の供

給状況にもよるが、今後とも、需要に見合う供給が可能であると見込まれる。
2 免 疫グロブリン製剤及びアルブミン製剤

血漿分画製剤のうち、免疫グロブリン製剤及びアルブミン製剤の供給量は、製

造に要する原料血漿量に換算して、平成十九年においてそれぞれ九十六万リット

ル及び百五十七万リットルであり、うち国内献血に由来するものの供給量は、そ

れぞれ九十一万リットル及び九十八万リットルである」         ｀

これらの製剤の今後の需要予測は、過去の使用状況等を勘案すると、製造に要

する原料血漿量に換算して、平成二十五年度においてそれぞれ九十四万リットル
～九十八万リットル程度及び百二十五万リットル～百二十八万リットル程度で

あると見込まれ、これらは国内の製造業者の現在の製造能力約百三十万リットル

を超えないものである。

原料血漿の供給量及び血漿分画製剤の国内製造業者の製造能力等を勘案する

と、今後は、遺伝子組換え製剤の開発も重要な課題である。

3 血 液凝固因子製剤等

血液凝固第Ⅷ因子製剤 (遺伝子組換え製剤を除く。)及 び血液凝固第X因 子製

剤 (複合体を除く。)は 、すべて国内献血で賄われている。

これらの製剤については、今後とも国内自給が確保されることが見込まれるが

血漿由来製剤及び遺伝子組換え製剤の特性及び副作用の発現状況並びに危機管

理的な対応を考慮した製造体制及び製造能力の確保が必要であり、国内献血由来

製剤を一定量確保する必要がある。

なお、特殊免疫グロブリン製剤等多くを輸入に依存している製剤については、

国内自給の方策を具体的に検討していく必要がある。

三 血 液製剤代替医薬品

血液凝固第Ⅷ因子製剤については、血液製剤代替医薬品として、血液に由来す

る製剤の外に遺伝子組換え製剤が輸入により供給されている状況にある。なお、

将来的には遺伝子組換え第Ⅷ因子製剤の国内での製造の可能性も検討する必要が

ある。

また、新たに開発された遺伝子組換えアルブミン製剤について承認がなされた
ところであり、今後、徐々に供給されていくと見込まれるが、当該製剤の製造及
び供給状況を確認していくことが必要である。

三 血 液製剤に関し国内自給が確保されるための方策に関する事項
一 基 本的な考え方

血液製剤は安全性の向上に常に配慮しつつ安定的に供給されなければならず、

かつ、国内の献血に基づく国内自給が確保されることを基本とするものである。

このことから、平成十九年現在、国内自給を達成している輸血用血液製剤、血液

凝固第Ⅷ因子製剤 (遺伝子組換え製剤を除く。)及 び血液凝固第X因 子製剤 (複

合体を除く。)に 加え、アルブミン製剤 (遺伝子組換え製剤を除く。)及 び免疲

グロブリン製剤等の血液製剤についても、平成二十五年を目途に国内自給の達成

を目指すものとする。なお、アルブミン製剤 (遺伝子組換え製剤を除く。)の 国

内自給については、今後の遺伝子組換えアルブミン製剤の供給状況も影響するこ

とに留意する必要がある。

また、アルブミン製剤 (遺伝子組換え製剤を除く。)及 び免疫グロブリン製剤

等の血漿分画製剤については、国内自給を推進するために、国内の需要を満たす

ために必要な献血量の確保、原料血漿の有効利用、献血由来原料血漿を使用した

生産の拡大、医療関係者に対する献血由来製剤の意義の啓発、患者への情報提供、

血液製剤の適正使用の推進等の方策を各関係者が実践して取り組むことが必要で

ある。

なお、特殊免疫グロブリン製剤については、国内での原料血漿確保の実現可能

性を考慮しながら、国内製造の方策を引き続き検討していく。

二 国 内自給が確保されるための具体的な方策

1 献 血量の確保

国、地方公共団体及び採血事業者は、第二に示した血液製剤についての中期的な

需給の見通しを踏まえ、第四に示すとおり、計画的な献血の推進に努め、血液製剤

の国内自給のために必要な献血量を確保することが求められる。

2 国 内における献血由来製剤及び血液製剤代替医薬品の製造と供給

国、採血事業者、製造販売業者及び製造業者は、第五に示すとおり、国内の献血

により得られた血液及び原料血漿がすべて有効に利用され、医療需要に応じて、血

液製剤として国内に過不足なく供給されるよう、血液製剤の国内自給に向けた製造
及び供給のための体制を整備し、血液事業の安定的な運営を通じて、血液製剤の安

定供給を確保する必要がある。

このため、採血事業者、製造販売業者及び製造業者は、採血から製造及び供給に

至るすべての段階において、事業の最大限の効率化及び合理化を図ることが必要で

ある。

また、国は、国内自給を推進するに当たって、採血事業者、製造販売業者等、患

者又はその家族、医療関係者、献血者等血液事業に関わる者の意見を十分踏まえる

とともに、遺伝子組換えアルブミン製剤の開発状況及び承認後の供給状況、国内の

献血に由来する血液製剤及び輸入される血液製剤の供給をめぐる動向等も十分に
考慮するものとする。

3 医 療関係者等に対する啓発等

国、地方公共団体、採血事業者及び製造販売業者等は、医療関係者及び患者に対

し、国内の献血により得られた血液に由来する製剤の意義についての啓発に取り組
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む必要がある。

医療関係者においては、献ユにより確保されている血液製剤は貴重なものである

ことを含め、そのような血液製剤に関して、患者への分かりやすい情報提供に努め

ることが重要である。

4 適 正使用の推進

免疫グロブリン製剤の使用量は近年やや増加傾向にあり、今後とも適切かつ適正

な使用の推進が求められる。アルブミン製剤の使用量は、適正使用の推進の結果と

して、減少傾向にあるものの、引き続き適正使用が図られる必要がある。

医療機関においては、血液製剤の適正使用の一層の推進に努めることが、アルブ

ミン製剤等の国内自給を推進する方策としても重要である。

四 献 血の推進に関する事項
― 基 本的な考え方

国、地方公共団体、採血事業者、献血推進協議会、民間の献血推進組織等は、

本方針及び献血推進計画を踏まえ、協力して、相互扶助及び博愛の精神に基づき、

献血推進運動を展開する必要がある。また、その際には、献血について国民に正

確な情報を伝え、その理解と協力を得る必要がある。

中長期的な課題として、今後の人口動態を考慮すると、献血可能人口が減少す

ると推定されていることから、血液製剤の安定供給には国民一人―人の一層の協

力が不可欠であると考えられる。こうした状況にかんがみ、献血についての理解

を広め、献血者を増やすため、幼少期も含めた若年層を中心に普及啓発を一層推

進する必要がある。

また、四〇〇ミリリットル全血採血及び成分採血は、献血量を確保しやすくな

るとともに、感染症等のリスクを低減させるなどの利点があるため、今後も、一

層の普及が必要である。

なお、献血者の理解を深めるためには、血液製剤の使用状況に関する情報提供

や医療機関における患者等への説明等を通じ、血液製剤の適正使用に関する理解

を得ることも重要である。

また、血液製剤、特に赤血球製剤の安定供給を確保するためには、国、都道府

県及び採血事業者は、在庫水準を常時把握し、在庫が不足する場合には供給に支

障を及ぼす危険性を回避するよう早急な対策を講ずることが必要である。

さらに、国及び地方公共団体は、あらかじめ災害時の対応を検討するとともに、

災害時における献血が確保され、血液が適切に供給されるよう所要の措置を講ず

るものとする。採血事業者は、あらかじめ災害時における献血受入体制を構築し、

各採血所間における需給調整が迅速にできるよう備えることにより、災害時にお

ける献血量の確保に協力する必要がある。

二 献 血推進計画及び都道府県献血推進計画

国は、献血により確保すべき血液の目標量、その目標量確保のための基本的な

施策、献血の推進に関する事項について、毎年度、薬事・食品衛生審議会 (以下
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「審議会」という。)の 意見を聴いて献血推進計画を策定した公表する。また、

献血推進計画に基づき、国民の献血への理解と協力を得るための教育及び啓発、

採血事業者による献血の受入れや献血者の保護に対する協力等を行うも

都道府県は、本方針及び国の定める献血推進計画に基づき、毎年度、血液製剤

の需給の状況、適正使用の推進状況、人口動態等を考慮して、効果的な都道府県

献血推進計画を策定し、公表する。また、住民の献血への理解を深めるための広

報、献血推進組織の育成、献血の受入れの円滑な実施等の措置を講ずることが重

要である。

市町村は、国及び都道府県とともに献血推進のための所要の措置を講ずること

が重要である。

三 献 血受入計画

採血事業者は、本方針及び国の定める献血推進計画に基づき、毎年度、献血受

入計画を作成し、国の認可を受けなければならない。事業の実施に当たっては、

献血受入体制を着実に整備し、献血の受入れに関する目標を達成するための措置

を講ずることが必要である。例えば、採血時の安全性の確保、事故への対応、献

血者の個人情報の保護、採血による献血者等の健康被害の補償等献血者が安心し

て献血できる環境の整備、採血に際しての血液検査による健康管理サービスの充

実及び献血者登録制度による献血者との連携の確保を図ることが重要である。ま

た、希少血液の確保に引き続き取り組むことが求められる。

四 献 血推進施策の進捗状況等に関する確認及び評価

国及び地方公共団体は、献血推進施策の進捗状況について確認及び評価を行う

とともに、採血事業者による献血の受入れの実績についての情報を収集する体制

を構築し、必要に応じ、献血推進施策の見直しを行うことが必要である。

五 血 液製剤の製造及び供給に関する事項
― 基 本的な考え方

血液製剤は安定的に供給されなければならないことから、血液製剤の供給に当

たつては、緊急時の輸入、国内で製造が困難な血液製剤の輸入等やむを得ない場

合を除き、海外の血液に依存しなくても済むよう、原則として国内の献血に基づ

く国内自給を推進することが求められる。また、国内の献血によって得られた血

液が有効に利用され、血液製剤として安定的に供給される必要がある。さらに、
一部の製剤で供給に支障が生じるような緊急事態に対応できるよう、製造販売業

者等は所要の在庫を保有しておくことが重要である。

このため、保健衛生上の観点から、医療に必要な血液製剤を確保して安定的に

供給するために、厚生労働大臣が製造、供給等の需給動向を適時適切に把握する

必要のある血漿分画製剤については、血液製剤代替医薬品を含め、法第二十五条

に基づき、第二に示した中期的な需給の見通しを踏まえ、需給計画を策定し、公

表するものとする。なお、輸血用血液製剤については、災害時等の緊急的な対応

を常に考慮しつつ、その需給が季節的に変動すること等も踏まえ、献血推進計画
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等により、安定的な供給を確保する必要がある。

二 血 液製剤の安定供給の確保のための需給計画

需給計画を策定する際には、当該血漿分画製剤の需給動向のみならず、その製

造に使用する原料血漿の量の動向、当該製剤に代替する医薬品、治療法等を考慮

し、審議会の意見を聴いて策定する。

血漿分画製剤の製造販売業者等は、需給計画に沿つて、計画的に血漿分画製剤

の製造及び供給に取り組む必要があるとともに、その製造実績等を厚生労働大臣

に報告することが必要である。厚生労働大臣は、当該報告を受け、安定供給の確

保の観点から、需給計画を尊重して適正に製造及び供給が行われるよう、必要に

応じ勧告等の措置を講ずるものとする。

また、国内の献血に由来する血液製剤を取り扱う製造販売業者等は、そめ供給

の確保に努めることが重要である。

なお、国内の献血に由来する原料血漿を,旦 海外べ輸出して外国の工場におい

て製剤化して日本へ輸入する血液製剤を取り扱うことが特に必要であるとされた

場合には国内での安定供給及び国内自給の推進と両立する範囲内において実施す

ることについて、課題毎に具体的な検討が必要である。

三 原 料血漿の配分

国は、製造販売業者及び製造業者の製造能力及び製造効率を勘案し、安定供給

に必要な血漿分画製剤の適正な水準の生産が確保されるよう、審議会における公

正かつ透明な審議を踏まえ、需給計画において採血事業者から製造販売業者及び

製造業者への血漿の配分量及び配分する際の標準価格を規定するものとする。

採血事業者、製造販売業者及び製造業者は、需給計画を尊重して原料血漿を配

分することが必要であり、厚生労働大臣は、計画が尊重されているかを把握する

ため、原料血漿の配分結果の報告を求めるものとする。

四 血 液製剤の製造及び供給の在り方

血液製剤の今後の製造及び供給の在り方については、 「血漿分画製剤の製造体

制の在り方に関する検討会」での議論を踏まえ、安定供給の確保の観点から血液

事業が安定的に運営できるよう、各関係者が取り組むことが必要とされる。また、

その際には、輸血用血液製剤及び血漿分画製剤がともに人の血液に由来する有限

で貴重なものであり、安全性の向上、安定供給の確保、適正使用の推進等の点で

他の医薬品とは異なる性格を有するものであることを十分踏まえた取扱いが必要

である。

なお、国は、災害等の場合にあっても、血液製剤の供給に支障を来すことがな

いよう、製造販売業者及び製造業者による安定供給に必要な量の備蓄の状況等に

関し、適宜、確認を行うなど、その安定供給を確保することとする。

一ハ 血液製剤の安全性の向上に関する事
― 安 全性の向上のための取組

薬事法に基づき、生物由来製品について、その感染のリスク等を踏まえ、原材
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料の採取及び製造から市販後に至る各段階において、一般の医薬品等における各

種基準に加え、以下に掲げる基準等が定められた。これらを柱として、血液製剤

の一層の安全性の確保を図ることとする。

1 原 材料採取の方法等について保健衛生上の観点から定める品質等の付加的な

基準

? 構 造設備、製造管理及び品質管理の方法について、その特性に応じた付加的

な基準

3 直 接の容器又は直接の被包等において、感染のリスク等を有することから適

正に使用すべき医薬品等であることを明らかにするため、安全性の確保に関し

必要な付加的な表示を行うこと。

4 病 原体の混入が判明した場合に遡及調査を速やかに講ずることを可能とする

ため、製造販売業者等及び医療関係者は必要な事項について記録を作成し、保

存すること。

製造販売業者及び外国特例承認取得者は、薬事法第六十八条の八に定める感染

症定期報告を行うことが必要であり、製造業者は、特定生物由来製品について、

遡及調査のために必要な量を適切に保存することが必要である。

曝療関係者は、特定生物由来製品を使用する際には、原材料に由来する感染の

リスク等について、特段の注意を払う必要があることを十分認識する必要がある。

また、薬事法第六十ノヽ条の七に基づき、その有効性及び安全性その他当該製品の
適正な使用のために必要な事項について、患者又はその家族に対し、適切かつ十

分な説明を行い、その理解と同意を得るよう努めるものとする。

都道府県及び保健所を設置する市 (特別区を含む。以下「都道府県等」という。)

|よ、必要に応じ、医療関係者が安全対策を適切に実施するよう、指導に努めるこ
とが重要である。

採血事業者は、血液製剤を介して感染症等が発生するリスクをできる限り排除

するために、献血時における間診の充実を図ることが必要である。また、国、地

方公共団体及び採血事業者は、あらかじめ献血者に対し、検査を目的とした献血

を行わないよう周知徹底する必要がある。

医療関係者は、血液製剤の免疫学的副作用の発生にも留意する必要がある3

なお、血液製剤代替医薬品についても、安全性の確保を図ることが重要である。
二 迅 速かつ適切に安全対策を実施するための体制整備

国、採血事業者、製造販売業者等及び医療関係者は、感染症等、血液製剤に係

る安全性に関する情報を把握し、その情報を評価し、安全対策の実施を迅速かつ

適切に行うとともに、遡及調査を速やかに実施できる体制を整えることが必要で

ある。

血液製剤の安全性に関する情報については、審議会において、専門家、患者等

と遅滞なく情報を共有するとともに、国民に対し適時適切かつ迅速に情報を公開

し、提供するものとする。

三 血 液製剤の使用により感染症の発生等が判明した場合の対応



国は、血液製剤の使用により、感染症等の保健衛生上の危害の発生又は拡大を

防止するため必要があると認めるときは、遡及調査を速やかに実施し、ほかの患

者等への健康被害が拡大しないよう、薬事法第六十九条の三に基づく製品の販売

等の二時停止や同法第七十条第一項及び第二項に基づく回収等の措置を講ずるこ

ととする。また、患者又はその家族に対する不利益や偏見、差別に配慮しつつ、

患者又はその家族を始めとする国民や医療機関等へ各種の手法により迅速に情報

を提供するとともに、原因の究明、改善の指示等を行うものとする。

四 安 全性の向上のための技術の開発促進及び早期導入

製造販売業者等は、病原体の不活化 ・除去技術の向上、より高感度かつ高精度

の検査方法の開発等を通じ、より安全性の高い血液製剤の開発等に努めることが

必要である。

また、国は、血液製剤の安全性の向上に係る技術に関する情報を収集し、技術

開発を支援し、採血事業者及び製造業者がそれらの技術を早期導入するように指

導するものとする。

五 自 己血輸血等の取扱い

輸血により、感染症、免疫学的副作用等が発生するリスクは完全には否定でき

ない可能性があることから、自己血輸血は推奨される手法である。自己血輸血を

行う際は、法第二十四条第二項に基づき定める基準及びその実施に関する指針に

沿つて適切に行う必要がある。

また、自已血輸血を除き、院内血輸血は、安全性の問題及び患者又はその家族

に対する負担の問題があることから、原則として行うべきではない。

七 血 液製剤の適正な使用に関する事項
― 血 液製剤の適正使用の推進

医療関係者は、血液製剤の特徴を十分に理解し、その適正な使用を一層推進す

る必要がある。また、医療関係者に対する教育、研修等、様々な機会を通じて働

きかけていくことが重要である。

国は、血液製剤の適正使用、輸血療法の実施等に関する指針を医療機関に示し

てきたところであるが、医療機関における血液製剤の使用状況等について報告を

求め、定期的に評価し、必要に応じて当該指針を見直す等、適正使用の推進のた

めのより効果的な方法を検討するものとする。

二 院 内体制の整備

医療機関においては、血液製剤を用いた医療が適正になされるよう、院内の血

液製剤を管理し、使用するための体制を整備することが重要である。このため、

国及び都道府県等は、そのような医療機関に対し、様々な機会を通じて、院内に

おける輸血療法委員会及び輸血部門の設置並びに責任医師の任命を働きかけるも

のとする。

三 患 者等に対する説明

医療関係者は[そ れぞれの患者に応じて血液製剤の適切な使用に努めることが

重要であり、患者又はその家族に対し、血液製剤に関して適切かつ十分な説明を

行い、その理解と同意を得るよう努めるものとする。

ノヽ 及び血液製剤に関する重
二 血 液製剤代替医薬品に関する事項

遺伝子組換え血液凝固第Vlll因子製剤をはじめとする血液製剤代替医薬品は、血

液製剤の需給動向に重要な影響を与えるため、第五に示したとおり、その計画的

な製造及び供給が行われる必要がある。

また、血液製剤代替医薬品の安全対策については、第六に示した薬事法に基づ

く規制を適用することとする。なお、患者又はその家族への説明及び同意あるい

は記録の保存等についても、必要に応じ、特定生物由来製品と同様に行うことが

求められる。

血液製剤代替医薬品は、血液に由来する製剤と同様に、それぞれの患者に応じ

適切に、また適正に使用することが求められる。

二 採 血基準の見直し

四〇〇ミリリットル全血採血等の対象年齢等を規定している採血基準に関し

ては、献血により得られる血液量の確保とともに、献血者の安全確保を図るため

に:体 重、採血間隔、血中ヘモグロビン値、比重等のデータや新たな感染症の発

生状況等の最新の科学的知見に基づき、諸外国の状況も勘案し、専門家の意見を

聴きながら、採血基準の見直しを行うことが必要である。

三 血 液製剤の表示

血液製剤については、患者又はその家族の選択の機会を確保するため、製造販

売業者等は、直接の容器又は直接の被包に、採血国及び献血又は非献血の区別を

表示することが必要である。

また、血液製剤代替医薬品のうち、特定生物由来製品についても、採血国及び

献血又は非献血の区別を表示することが必要である。

四 血 液製剤等の研究開発の推進

血液製剤の安全性の向上の観点から、国は、血液製剤の安全性の向上に係る技

術開発の支援等を行い、製造販売業者等は、より安全性の高い血液製剤の開発等

に努めることが必要である。

また、血液製剤の安定供給及び国内の献血に基づく国内自給等の観点から、原

料血漿の供給量、血漿分画製剤の国内製造業者の製造能力等を勘案すると、今後

とも、遺伝子組換え製剤等の血液製剤代替医薬品の開発は重要な課題である。

いわゆる人工典液等、新たに開発される血液製剤代替医薬品については、血液

製剤との比較において優れた安全性及び有効性を有するものの製品化が促進され

るよう、研究開発を推進する必要がある。

五 研 究開発等における血液製剤の使用に関する基準の策定

国民の善意の献血によつて得られる血液を主たる原料とする血液製剤は有限

で貴重なものであり、研究開発等の使用に当たつても、倫理的な観点からの慎重
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Press Release
な配慮が必要である。血液製剤の適用外使用により、本来の効能及び効果を目的

として供給される血液製剤が不足したり、医療に支障を生じることがあってはな

らない。     ―

しかしながら、研究開発等に当たり、人の血液を使用せざるを得ない場合もあ

るため、本来の効能及び効果を目的とした血液製剤の供給に支障を生じないよう、

国は、研究開発等における血液製剤の使用に関する基準を策定し、これを様々な

機会を通じて医療関係者等に徹底させるものとする。

報道関係 各 位

平成 2 4年 5月 8日

日 本 赤 十 字 社

田辺三菱製薬株式会社

血漿分画事業に係る統合新法人

「一般社団法人 日本血液製剤機構」の設立について

日本赤十字社 (本社 :東京都港区、社長 :近衛 忠輝)と 田辺三菱製薬株式会社 (本社 :大阪

市中央区、代表取締役社長 :土屋 裕弘)は 、平成 23年 6月 17日の基本合意に基づき、日本赤

十字社の血漿分画事業部門と田辺三菱製薬株式会社の完全子会社で、血漿分画製剤の製造販売

会社である株式会社ベネシスの血漿分画事業を統合するため、鋭意検討を進めてまいりました。

今般、新法人 「一般社団法人 日本血液製剤機構」を設立し、両社が持つ血漿分画事業を各々

が拠出または事業譲渡することにより、平成 24年 10月 1日から事業を開始することに合意し

ましたので、お知らせいたします。

日本血液製剤機構は、献血者の善意に基づき無償で得られた血液を原料とした血漿分画製剤

による国内自給達成という、公益性の高い目標のために取り組みます。また、事業統合で得ら

れるスケール ・メリットを生かし、生産段階および供給段階でのコス トを低減させ、事業の健

全性を確保してまいります。

日本赤十字社および田辺三菱製薬株式会社は、日本血液製剤機構が、安全な血液製剤の安定

供給の確保等に関する法律の基本理念に則り、血液製剤の国内自給の達成に貢献し、将来に亘

つて国民の保健衛生の向上に広く寄与していくものと考えております。

なお、新法人の概要は、次頁に記載のとおりです。

以 上

【本件に関するお問い合わせ先】

日本赤十字社 血 液事業本部 経 営企画課

田辺三菱製薬株式会社 広 報部

TEL:03‐ 3437‐7708

TEL:06‐ 6205・5211



Pr臭 こR6base      中 冒蕊在鑑

●鶯鑽
<新 法人の概要>

法  人  名

本社所在地

工場所在地

研究所所在地

事業 開始 日

代 表 理 事

従 業 員 数

売  上  高

主な製 品名

(参考)新 法人ロゴ

:一般社団法人 日本血液製剤機構 (Japan B100d PrOducts Organizatlon)

:東京都港区浜松町二丁目4番 1号 世界貿易センタービルディング7階

:北海道千歳市泉沢 1007番 31

京都府福知山市長田野町二丁目11番                  ‐

:兵庫県神戸市 (予定)

:平成 24年 10月 1日 (予定)

:理 事 長 上 田 英彦 ※ 現 日本赤十字社血液事業本部血液事業経営会議委員

副理事長 秋 山 裕治 ※ 現 株式会社ベネシス顧間

:約 900名

:約 370億円 ※ 現在の両社血漿分画製剤売上高合算 (薬価ベース)

:①人免疫グロブリン製剤

。日本ポリグロビン。N5%静 注5g/100mL(現 日本赤十字社品)
・献血ヴェノグロプリン●IH5%静 注5g/100mL(現 バネシス社品)

②人血清アルブミン製剤

。赤十字アルブミン25%静注 125g/50mL(現 日本赤十字社品)
。献血アルブミン25%静注 125g/50mL「ベネシス」(現ベネシス社品)
。赤十字アルブミン20%静注 10g/50mL(現 日本赤十字社品)
・献血アルブミン5%静注 125g/250mL「ベネシス」(現ベネシス社品)
・赤十字アルブミン5%静注 125g/250mL(現 日本赤十字社品)

③血液凝固第Ⅷ因子製剤
・クロスエイトⅣp静注用 1000単位 (現 日本赤十字社品)

④抗HBs人 免疫グロプリン製剤

。抗HBも人免疫グ●ブリン筋注200単位/1mL「日赤」(現 日本赤十字社品)
。ヘブスブリン。IH静注1000単位 (現ベネシス社品)

⑤乾燥濃縮人アンチトロシビンⅢ製剤
・ノイアート。静注用 1500単位 (現ベネシス社品)

⑥人ハプトグロビン製剤

・ハプトグロビン静注2000単位 「ベネシス」(現ベネシス社品)

Press Release

報道関係者 各位

平成24年5月25日

医薬食品局血液対策課

(担当・内線)課 長補佐   伯 野(2905)

血液安全係長 松本(2908)

(イt5長電 言舌)03(5253)1111

(磋二通 電]課:)03(3595)2395

フィブリノゲン製剤納入先医療機関の追加調査について

平成16年12月9日に公表したフィブリノゲン製剤納入先医療機関を対象として、平成19年

11月7日付で実施した追加調査の結果につぃて、前回の報告から平成24年5月11日まで

に、医療機関から新たに届いた回答はありませんでしたので、平成24年4月27日に公表した

調査結果からの変更はありません。

(参考)C型 肝炎ウイルス検査受診の呼びかけ(下記の厚生労働省ホームページにリンク)

http://― .mhlw.go jp/houdOu/2008/01/h0117-2/index.html
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