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一、摘 要

人類的立克次體疾病主要是藉由節肢動物媒介立克次體至脊椎動物宿主而引起的疾病。透過病媒蜱、蝨、蚤或蟎類等叮咬後，細菌伴隨唾液或污染的糞便進入傷口而感染，但也有透過空氣或輸血而感染的可能。Rickettsia屬分成兩群：(i) 斑點熱 (Spotted fever group; SFG)，目前已知全球有17種立克次體；(ii) 斑疹傷寒 (Typhus group TG)，主要有R. powazekii和R. typhi，前者是流行性斑疹傷寒的致病原，後者是鼠蚤型斑疹傷寒的致病原。Orientia屬僅有O. tsutsugamushi一種，但包含許多品系 (strains) 及分離株 (isolates)。目前台灣疾病管制局負責的立克次體傳染病檢驗包括恙蟲病、地方性斑疹傷寒和Q熱等，通報疾病尚未涵蓋斑點熱之主要病原。由於全球溫室效應的影響，各類病媒媒介的傳染病正急遽增加，其中，恙蟲病立克次體確定病例從1991年至2005年，已經從23例增至454例，2004年疑似病例更高達2173例，儼然已經成為重要的新興及再浮現的傳染病。爲了有效掌握台灣立克次體疾病之發生，以求快速反應與防疫，本計畫將於法國馬賽立克次體中心研習病原體分離及檢驗技術，並於台灣疾病管制局建立該標準流程。此次研習以病原體分離及培養技術為首要重點，並包括分子診斷系統、血清學診斷、分子流行病學分析及病媒蜱鑑定技術等。

二、目 的

由於全球溫室效應的影響，各類病媒媒介的傳染病正急遽增加，其中，恙蟲病立克次體確定病例從1991年至2005年，已經從23例增至454例，2005年疑似病例更高達2173例，儼然已經成為重要的新興及再浮現的傳染病。本計畫將於法國馬賽立克次體中心研習病原體分離及相關檢驗技術，希望可以有效掌握台灣立克次體疾病之發生，以求快速反應與防疫。本次研習之目的有三，第一，研習病原體分離技術並於台灣疾病管制局建立該標準流程；第二，研習相關實驗室檢驗技術；第三，藉由血清學診斷，以了解台灣是否有斑點熱等疾病之案例。

三、過 程
此次研習地點是在法國馬賽的立克次體研究中心 (Unite of Rickettsiaes, Marseille, France)，該研究中心創立人及主持人為Didier Raoult博士，他目前是地中海大學醫學院教授，Raoult博士曾於2002年榮獲ESCMID (European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases) 傑出研究獎，在立克次體之研究具卓越貢獻。

馬賽醫學院的立克次體研究中心 (Unite des Rickettsies, UMR 6020, Facultes de Medicine, Université de la Méditerranée) 之研究及檢驗人員分別隸屬於下列四個子單位，包括世界衛生組織合約參考實驗室(WHO collaborative Center for Rickettsial Reference and Research)、衛生局馬賽醫院合約參考實驗室(Assistance Publique Marseille Confinance par la Region)、法國國家科學研究中心 (Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale; INSERM) 和國家衛生暨醫學研究院 (Centre National de Référence, Centre collaborateur OMS, CNRS: EPJ0054) 等。

此次研習為立克次體相關檢驗技術之研習，其中以病原體分離及培養技術為首要重點。其次，尚包括分子診斷系統、血清學診斷、分子流行病學分析及病媒蜱鑑定技術等。簡要如下：

(一) 立克次體病原體分離及培養

    利用Shell-vial的技術，從病人血液或組織中分離特定病原體，並於P3實驗室中繼代培養，保存且建立立克次體病原種源庫 (rickettsial pathogen bank)，詳細請參閱該實驗室近期發表期刊 (Gouriet et al. 2005)。與本實驗室現行之病原體分離標準步驟相比較，影響分離成功應涵蓋微生物培養溫度、細胞株類別和菌種別檢測方法等重要因素。以R. prowazekii為例，簡述如下。

(1) 病人全血

病人血液靜置 ( 取500 ul中層leukocyte cell ( 加入預先培養好的三個HEL cell or L929細胞Shell-vial (3.7 ml; Sterilin, Feltham, England) 中，離心 (22℃, 700 xg;  4000 rpm) 一小時 ( 去掉上清液 ( 加入新鮮培養液 ( 分別於培養第7和第14天做免疫螢光分析 (Immunofluorescence Assay; IFA) 或Gimenez staining Gram and Gimenez staining regimens (negative) ( 若為陽性則將第三個Shell-vial加至25 c.c.的Flask中培養。

* 血液靜置分三層 ( plasma--leucocyte--hemilate

* 如何判斷立克次體感染情況

(1) L929細胞長的很滿、很健康，代表沒有感染。

(2) L929細胞長的稀疏有破碎狀，代表感染嚴重。

* 當細胞生長條件不甚理想時，可去掉培養液，再加入新鮮的培養液培養一週時間。

(2) 病媒或病人生物檢體

如蜱、蟎、蝨、蚤或焦痂 (cutaneous biopsy)，可以先用ALCOOL+IODE加以漂洗5分鐘 ( PBS wash 3次 ( 研磨 (eschar biopsy was homogenized in 1 ml of sterile brain heart infusion broth) ( 取500ul研磨液至預先培養好的三個HEL cell Shell-vial (3.7 ml; Sterilin, Feltham, England) 中，離心 (22℃, 700 xg) 一小時 ( 去掉上清液 ( 加入新的培養液 ( 分別於培養第7和第14天做免疫螢光分析或Gimenez staining Gram and Gimenez staining regimens (negative) ( 若為陽性則將第三個Shell-vial加至25 ml的Flask中培養。

* 易污染樣本可加BACTRIM或萬古黴素 (VAN COMYCINE) 等抗生素培養 (trimethoprim-sulfamethoxazole or vancomycin)
(3) 細菌染色測試 (控制組實驗)

a. 細菌培養

    利用羊血培養基 (sheep blood agar; 紅色) 來確定是否有細菌污染，操作時畫分成八等分，利用畫菌的小環刮取表面的細胞，直接塗在plate上，培養在37℃培養箱中，隔夜觀察是否有細菌長出。

* Sheep blood Plate (COS, biomerieux, Ref: 43041, CDT 798118901)

b. 細菌染色 (Coloration of Gimenez)

(a) 同時，再取第二次細胞，將之點在18 well玻片上。

(b) 染色條件

新鮮配置1 c.c. FB (Fuschine-Basiane) stain reagent + 2.5 c.c. Buffer (Tampon Giemensa) ( 用折疊濾紙過濾 ( 每個well滴一滴 ( 室溫下反應3分鐘 ( 二次水沖洗 ( 滴加 Malachite green (室溫下反應9秒鐘 (二次水沖洗 ( 滴加Malachite green (室溫下反應9秒鐘 (二次水沖洗 ( 甩乾並置於抽氣櫃內抽乾水分 ( 滴加礦物油以100X油鏡觀察

* acridine orange, Gimenez, and Giemsa stainings of the shell vial supernatant or by immunofluorescence staining

* Buffer: Na2HPO4 and/or NaH2PO4 H2O

* 紅色點狀顆粒為立克次體

* 藍色點狀顆粒則為其他細菌

* Chlore (法語Eau de Javel)，主要為殺菌之用。

(4) 菌種繼代和培養

    每次繼代15個大Flask (添加medium容量為35 ml)，選取三個未污染且感染條件較佳的Flask ( 各倒入10 ml玻璃珠 ( 均勻搖動將細胞滾下並擠破 ( 分別將7 c.c.含立克次體之菌液感染至新培養的、八分滿的L929細胞Flask (先去掉原來的培養液) 15個( 感染一小時後 ( 每瓶再加入30 c.c 新鮮培養液 ( 培養於32℃乾式培養箱中 (立克次體將在此環境中感染繁殖)。剩下的12個Flask可利用細胞刮勺將之刮下 ( 集中於50c.c.之離心管 ( 以7500 rpm, 10 min, 4℃加以離心 ( 去上清液 (僅留一管供後續resuspend之用) ( 利用僅存一管之Medium將Pellet再次懸浮 ( 凍菌 (未加抗凍劑)

* HEL: Human Embryonic Lung fibroblasts
* 先將珠珠倒在50 c.c.離心管中備用

* Medium不添加抗生素，包刮主要的EMEM (GIBCO) 和L-Glutamine (CAMBREX)
* Eagle’s minimal essential medium with 4% fetal bovine serum and 2 mM L-glutamine.
(二) 分子診斷系統

    該部分主要利用聚合酶鏈鎖反應分析 (PCR) 和基因定序 (gene sequencing) 技術完成遺傳分子檢定，所分析之基因包括16S rDNA、citrate synthase gene (gltA)、outer membrane protein (ompA)、outer membrane protein (ompB)、Gene D (sca4) 和17-kDa protein-encoding gene (Fournier et al. 2003)。

(三) 血清學診斷

    將實驗室分離經大量培養後的病原體，經過分子層次定性分析後，成為後續血清檢驗用之的抗原。該實驗室自1991年至2005年以成功培養立克次體59株，其餘他種病原菌菌株則不勝枚舉。血清學診斷主要以微玻片免疫螢光技術 (micro-slide IFA)為主要判斷依據。此外，該立克次體中心亦發展各類立克次體專一性的單株抗體供檢測之用。

(四) 分子流病等

    利用所得的菌株基因序列和各種流病資料，進一步分析其地緣關係。

(五) 病媒蜱鑑定技術

    蜱是斑點熱立克次體的主要病媒。該中心蟲源除了來自法國境內各地外，其蟲源主要均來自法國南部的非洲。由Dr. Parola主持的病媒蜱分類計畫，希冀以分子技術來輔助現有傳統的型態分類，以期更精準、快速分析樣本。

四、心得

法國堪稱是歐洲醫學研究及生物科技發展最先進的國家之一，其在熱帶醫學之發展有其得天獨厚之處，來自非洲北岸及內陸赤道的法語系國家的商人，一旦感染不明疾病，通常會選擇由法國南岸的馬賽港進出就醫，多樣的病人檢體和病媒標本，讓熱帶醫學及傳染病研究在此蓬勃發展。台灣位處亞熱帶地區，適合各類病媒蟲鼠孳生，鄰近東南亞、越南、印尼和菲律賓等國家，也有類似傳染病之憂慮。隨著國人出國旅遊頻繁，崇尚自然休閒遊憩的需求與日俱增，其與立克次體之病媒 (蜱、蝨、蚤和蟎等) 之接觸機率倍增，除了國人應提高警覺之外，站在第一線的臨床醫師更應充實相關熱帶醫學疾病之知識。筆者曾在1997至蘭嶼執行國科會研究計畫，結果不幸感染了恙蟲病立克次體。期間高燒、發冷和發熱之痛處不談，奔波於各醫院診所仍無法取得良藥才是椎心之痛。

如果疾病管制局每年接到的通報疑似病例，最後有近八成判定為陰性，那麼我們不禁要問：這是正常的現象嗎？到底醫生的判斷精準嗎？檢體的採檢適當嗎？檢體運送方式合宜嗎？甚或是檢測方法適切嗎？一個病人帶著痛苦到醫院求診，無非只想獲得醫生開立的解藥良方。若醫生再讓病人挨針抽二管血，則希望能藉由更專業的疾病管制局提供精準的疾病判定，以利於後續的療程。因此，只要在疾管局工作的一天，我們不禁要問自己：在送驗的立克次體疾病中，我們能正確檢驗的病原種類有幾種？難道不能再更多嗎？現在使用的方法夠靈敏、夠專一嗎？是不是有廣用性的篩選策略，可以提高研判的標準，在有限的檢驗方法和流程中減少漏網之魚？這樣的疑問，我們的確在這次的法國研習過程中得到初步的啟示。

從台灣運送至法國立克次體中心分析的15個恙蟲病疑似病例成對血清中，我們根據血清學的證據確定而釐清了幾個問題 (結果請參考表二、表三)。第一點，疾病管制局研究檢驗中心和法國馬賽立克次體中心在二類通報疾病的檢驗結果是一致的，包括恙蟲病立克次體 (Orientia tsutsugamushi) 和Q熱 (Coxiella burnetii)。第二點，台灣病人血清中檢測中可能有3種斑點熱 (spotted fever) 立克次體之抗體存在。第三點，地方性 (Endemic typhus fever) 和流行性 (Epidemic typhus fever) 斑疹傷寒可能也有一個檢體存在。第四點，台灣病人血清中，有9個檢體呈現萊姆病 (Lyme disease) 抗體陽性反應。在回台灣的後續追蹤研究中，由研檢中心呂琇瑩助理研究員提供的10ul 病人PBMC DNA溶液，我們利用Cloning的方法成功訂出5株Rickettsia typhi之groEL基因序列，該證據顯示台灣病人檢體中確實有斑點熱案例，是為台灣Rickettsia typhi感染人類之首例。

由法國研習之血清檢驗初步成果中，我們開始思考三個問題：(一) 姑且不論IgM是否呈現4倍上升，台灣病人的血清中存在斑點熱之IgG抗體。因此，這些病人在過去可能有斑點熱病原菌的接觸史；(二) 送檢醫生依病人症狀通報恙蟲病、Q熱或地方性斑疹傷寒，但有可能是斑點熱或其他類似病徵之疾病，例如萊姆病 (目前疾病管制局的萊姆病報告中尚未有陽性報告，是否檢體都通報成恙蟲病疑似病例？)。(三) 是否能有系統地將這些血清加以整理，並做進一步之釐清和確認？這些血清檢體可謂疾管局的陣局之寶，諸多有趣問題亟待釐清。

台灣立克次體之研究與檢驗已發展多年，綜觀Dr. Raoult所帶領的法國馬賽醫學院立克次體中心之成果 (http://ifr48.free.fr/recherche/labo/rickettsies/rickettsies.html)、Prof. Lee所帶領的韓國立克次體實驗室研究團隊及Dr. David Walker所主持的德州大學醫學分部之發展 (http://www.utmb.edu/scvd/staff.asp?ID=43)，疾病管制局在未來的幾年極可能有突破性的進展，這個進展不只是學術上的成就，更有機會發展成為亞太地區立克次體參考實驗室，甚至爭取成為世界衛生組織 (WHO) 合約實驗室。

五、建議
一、立克次體實驗室診斷部份

(一) 強化專職檢驗人員，聚焦發展重要疾病研究

疾病管制局為國家中央層級的權責單位，應培養或招聘正式專職的醫檢人員，甚至考慮與相關的醫檢單位或學校做策略性合作。聚焦重要疾病之發展，並將部份檢驗工作轉至醫學院合約實驗室或醫院檢驗單位。以法國馬賽立克次體中心為例，其檢驗工作乃以衛生局馬賽醫院的專職醫事人員 (38人) 為主體，博士或博士後研究人員 (36人) 及馬賽醫學院、法國國家科學研究院 (CNRS) 和國家衛生研究中心 (INSERM) 研究人員 (21人) 則專門從事新興立克次體疾病之研究。

(二) 掌握世界發展趨勢，強化國際成果交流，具體落實在地研究成果

成為國際級立克次體研究團隊不容易，然其主持人或研究人員的胸襟氣度和研究精神是值得學習的。從各國立克次體研究團隊所發表之研究論文，即可一窺立克次體之研究與發展趨勢，國際性的合作發表不在少數。法國立克次體中心已經累積近15年的立克次體菌種資料庫，若能藉由合作的過程，快速提供有效檢驗的材料和試劑 (抗原或抗體)，有效提供防疫經驗，這些都是百姓人民之福。當然，台灣CDC也需要建立本土的、東南亞的檢驗材料，系統執行效率之評估更是不能懈怠。該次之受訓即使只有一個月，然而透過電子郵件來交換文獻及研究心得，仍然是一個檔不住的知識浪潮。法國立克次體中心Raoult博士及其他研究人員也表示非常歡迎曾在該單位獲得博士或從事博士後研究的人員，每年都能安排時間再回去進修。相同的道理，疾管局若能邀請國內或國外資深防疫專家或研究人員來台灣CDC進行短期經驗傳承與分享，自然彌足珍貴。

此外，應用歷年研究計畫之成果以提供較佳的檢驗方法檢驗業務單位，並與業務執行部門充分溝通而落實對策，研究的成果與未來發展之趨勢應視國內所需而有所取捨。以馬賽立克次體中心為例，每月第二週由各實驗室主持人整理報告SCI期刊之最新研究概況，以充分掌握世界科研之脈動，凡是新穎的、有創造力和具應用性的，都是研究人員積極學習的對象；每個月第四週的中心會議，主持人Raoult博士聽取各單位的業務狀況、研發進度及經費使用概況，並要求確實的研究數據及書面報告，充分展現大實驗室的溝通和協調運作。該項與現行之研究會報、疫情會報及研檢中心的讀書會相仿，不輸國際級實驗室之運作現況，值得鼓勵和推展。

(三) 建立互動式通報系統，落實良性反饋機制

醫師為第一線防疫人員，對於各項疾病別之研判尤為重要。醫師通報病例之症狀描述若能更為詳實明確，則有利於後續病例追蹤或研判；醫師與受檢單位良性互動並保持聯繫，有利於病症之研判與改進。針對送件頻繁且陰性率偏高之醫師或單位，應予以良性之反饋意見。台灣醫師對於熱帶醫學疾病 (蟲媒疾病) 之看診經驗和訓練可謂不足，一方面醫學院缺乏該領域教師，即使寄生蟲學亦不受重視，另一方面是台灣沒有這麼多的熱帶醫學病歷可以看。由於馬賽立克次體研究中心的研究人員多有醫學背景，包括臨床醫師和內科醫師等，從非州來的病人和檢體多，醫檢師對於陽性或陰性檢體檢驗結果的判斷經驗夠，並且能與臨床醫師、內科醫師、醫檢師和研究人員就檢驗結果做充分討論，同時負責任的整理成期刊文獻供後進參酌。

(四) 提昇公共安全檢查標準，確保研究人員與業務執行之安全

不論是立克次體實驗室或者是疾管局其他實驗室，病原體檢驗與分離具程度上風險，應警醒關檢驗人員或助理，勿以一種 ”沒那麼毒” “沒那麼危險”的心態來處置，亦即實驗室之安全規範是非常專業甚或繁瑣，但絕不可輕忽。國家層級的疾病管制局，硬體的規劃與病原性物質的安全管理尤應加強。馬賽立克次體中心的研究人員均配有個人的識別證，而每個識別證的權限不同。每間檢驗室或檢體分析場所也是嚴格管制的，原因是要避免推銷員突然進入實驗室干擾正在進行的實驗，同時也避免外人直接接觸實驗室使用的的分析試劑和培養基，更要避免外人知道病原體的凍存位置等等，尤其，病原菌管理的重要性應與檢驗品質並重。未來新院區之建置可以優先考量相關門禁設施之施作。
(五) 積極評估檢體送檢規範，考量最佳檢驗技術與策略

在立克次體疾病之檢驗，檢體除了現有之病人全血及血清外，若要全面描繪疾病的特性，病原體分離勢必不能忽略。而從病人血液中分離出病原體困難度高，除了建立相關分離技術外，檢體之配送時效及處理方式尤為重要且關鍵。此外，若能增加病人之焦痂 (eschar) 檢體，以及病人身上或寵物之病媒 (蜱、蝨、蚤和蟎等)，將更有利於病原體分離之目的。此外，病人檢體的證據、病媒的證據與病原菌之相關證據，各組室應積極彙整以呈現真實的流行病學面貌，忽略病媒而僅從病原的基因變異來推測該疾病之流行病學，結果可能是見樹不見林。此外，關於立克次體之主要為病媒蜱，國內甚或疾管局內缺此方面人才，尤須培訓和網羅。

二、立克次體病原體分離技術

(一) 建立亞太地區立克次體參考實驗室

為提昇立克次體研究及檢驗之品質與能力，希冀成為亞太地區立克次體參考實驗室，疾病管制局研究檢驗中心應積極建立立克次體病原基因庫 (gene bank)，並在一個P3級規格的實驗室中分離培養病原菌，建立台灣本土及東南亞的立克次體菌種庫 (rickettsial pathogen bank)，並嘗試以不同細胞株來建立、改盡病原菌之分離技術。以上三項不僅可以精進檢驗的方法和策略，更可節省龐大的病原檢測耗材經費。由此不斷蓄積的研究能量，將來必可匯集成龐大的防疫力量。此外，疾病管制局研究檢驗中心尚擁有最珍貴的的研究資產 — 病人檢體，若能計畫性、系統性的加以整理，相信有助於描繪台灣公共衛生及流行病學的全貌。

五、附錄
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Table 1  Serological data of 15 patients (pair serum) with indeterminate rickettsiosis.  表一  15位病人配對血清之立克次體檢驗

	
	
	
	Immunofluorescence serologic testing IgG/IgM
	Tools for specific diagnosis

	Patient Nº
	Age
	Sex
	Rtyp
	Rpro
	Cbur*
	Rjap
	Rhei
	Rhon
	Rhel
	RAT1
	

	1A
	54
	M
	512/0
	512/0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	1B
	54
	M
	512/0
	512/0
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	2A
	27
	F
	0/64
	512/128
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	2B
	27
	F
	0/32
	64/32
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	3A
	29
	F
	-
	-
	128/0/0 / 512/0/0
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	3B
	29
	F
	-
	-
	0/0/0 / 512/0/0
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	4A
	50
	M
	-
	-
	-
	512/0
	128/0
	512/0
	512/32
	128/16
	None

	4B
	50
	M
	-
	-
	-
	512/64
	256/0
	512/16
	512/32
	256/0
	None

	5A
	22
	M
	-
	-
	-
	512/0
	128/16
	128/0
	512/64
	64/16
	None

	5B
	22
	M
	-
	-
	-
	512/32
	128/32
	128/16
	512/64
	128/32
	None

	6A
	34
	M
	-
	-
	0/0/0 / 512/0/0
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	6B
	34
	M
	-
	-
	0/512/0 / 512/512/0
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	7A
	30
	M
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	7B
	30
	M
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	8A
	45
	M
	-
	-
	-
	256/16
	32/64
	32/0
	256/32
	32/0
	None

	8B
	45
	M
	-
	-
	-
	256/128
	256/512
	64/256
	256/512
	256/128
	None

	9A
	43
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	9B
	43
	F
	-
	-
	0/0/0 / 32/32/0
	-
	-
	-
	-
	-
	None

	10A
	23
	M
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	10B
	23
	M
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	11A
	48
	F
	-
	-
	-
	0/32
	64/16
	0/16
	0/32
	64/16
	None

	11B
	48
	F
	-
	-
	-
	0/16
	256/32
	0/64
	16/64
	256/32
	None

	12A
	67
	M
	0/64
	64/32
	0/512/0 / 512/512/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	0/0
	None

	12B
	67
	M
	128/128
	256/64
	0/512/0 / 512/512/0
	32/0
	0/0
	16/0
	32/0
	16/16
	None

	13A
	55
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	13B
	55
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	14A
	29
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	14B
	29
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	15A
	29
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	

	15B
	29
	F
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	-
	


Rtyp: R. typhi; :Rpro: R. prowazekii; Cbur: C. burnetii; Rjap: R. japonica; Rhei: R. heilongjangi; Rhon: R. honei; Rhel: R. helvetica
* PhaseI G/M/A / PhaseII G/M/A
Table Serological data of 15 patients (pair serum) with indeterminate rickettsiosis.   表二  15位病人配對血清之立克次體檢驗

	
	
	
	Immunofluorescence serologic testing  (Total)*

	Patient Nº
	Age
	Sex
	Rfel
	Rcon
	Rtyp
	Rjap
	Rhel
	Rhei
	RAT1
	Rhon
	HGE
	Cbur
	Ftul
	Bhen
	Bbur
	Bdut
	Otkaw
	Otgil
	Otkur
	Otkat

	1A
	54
	M
	
	
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	

	1B
	54
	M
	
	
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	

	2A
	27
	F
	#
	
	25
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	

	2B
	27
	F
	#
	
	25
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	50
	
	
	
	

	3A
	29
	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	
	
	100
	100
	
	
	
	50

	3B
	29
	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	
	
	100
	
	
	
	
	100

	4A
	50
	M
	
	
	
	100
	100
	50
	50
	50
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	100

	4B
	50
	M
	
	
	
	100
	100
	50
	50
	50
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	100

	5A
	22
	M
	
	
	
	100
	100
	100
	50
	100
	
	
	
	
	50
	50
	
	
	
	

	5B
	22
	M
	
	
	
	100
	100
	100
	100
	100
	
	
	
	
	100
	50
	
	
	
	

	6A
	34
	M
	
	
	
	
	
	50
	
	
	
	100
	
	
	
	
	
	
	
	

	6B
	34
	M
	
	
	
	
	
	100
	
	
	
	100
	
	
	50
	
	
	
	
	

	7A
	30
	M
	
	
	
	100
	100
	25
	25
	25
	
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	

	7B
	30
	M
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	

	8A
	45
	M
	
	
	
	100
	100
	50
	25
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	8B
	45
	M
	
	
	
	100
	100
	100
	100
	50
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9A
	43
	F
	
	
	
	25
	25
	
	
	
	
	
	
	
	50
	25
	
	
	
	

	9B
	43
	F
	
	
	
	100
	100
	50
	50
	50
	
	50
	
	
	
	
	
	
	
	

	10A
	23
	M
	
	
	
	100
	100
	50
	50
	50
	
	
	
	
	100
	
	
	
	
	100

	10B
	23
	M
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	25
	100
	100
	
	100

	11A
	48
	F
	
	
	
	
	
	25
	50
	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	11B
	48
	F
	
	
	
	
	
	25
	100
	25
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	12A
	67
	M
	
	
	100
	100
	100
	
	
	
	
	100
	
	
	100
	
	
	
	
	

	12B
	67
	M
	
	
	100
	100
	100
	
	
	
	
	100
	
	
	100
	
	
	
	
	

	13A
	55
	F
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	100
	100
	
	100

	13B
	55
	F
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	14A
	29
	F
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	14B
	29
	F
	
	
	
	100
	100
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	15A
	29
	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	15B
	29
	F
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Rfel: R. felis; Rcon: R. conorii; Rtyp: R. typhi; Rjap: R. japonica; Rhel: R. helvetica; Rhei: R. heilongjangi; Rhon: R. honei; Cbur: C. burnetii; Ftul: F. tularensis; Bhen: B. henselae; Bbur: B. burgdorferi; Bdut: B. dutonii; Otkaw: O. tsutsugamushi Kawasaki; Otgil: O. tsutsugamushi Gillium; Otkur: O. tsutsugamushi Kuroki; Otkat: O. tsutsugamushi Kato.   * Tools for specific diagnosis: None
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圖一  台灣病人PBMC檢體之R. felis groEL基因片段
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