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摘   要
台灣地處熱帶及亞熱帶地區，氣候屬於高溫多雨海島型氣候型態，本已適合傳染病媒繁殖。加上地理位置居西太平洋海、空運與貿易之樞紐，拜全球化的趨勢與熱絡的國際貿易，有些適應力強的病媒或貯菌主趁交通運輸之便，極有可能由世界各地攜帶病原遷徙至本地。鉤端螺旋體病常在熱帶與亞熱帶地區發生，尤其印度、泰國、印尼、馬來西亞等等國家常在水患過後造成嚴重的疫情。過去一直認為感染多與衛生環境不佳有關，近年尤其是發生在2000年馬來西亞舉行的三鐵越野競賽的選手集體爆發鉤端螺旋體病，以及日本發生進口美國鼯鼠感染動物接觸事件，使得人類水上活動競賽與動物接觸，亦成為重要的風險因子。本次透過實地到訪位於荷蘭的鉤端螺旋體病WHO參考實驗室，研習鉤端螺旋體顯微凝集法（MAT）、鉤端螺旋體分類與鑑定及操作實習、快速篩檢試劑操作、快速替代MAT檢驗ELISA力價檢驗等，研習最新檢驗研究現況，並且與相關研究人員討論汲取研究經驗，對於我國鉤端螺旋體病檢驗技術與未來合作研究管道之建立助益良多。
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壹、目的

台灣地處熱帶及亞熱帶地區，氣候屬於高溫多雨海島型氣候型態，本已適合傳染病媒繁殖。加上地理位置居西太平洋海、空運與貿易之樞紐，拜全球化的趨勢與熱絡的國際貿易，有些適應力強的病媒或貯菌主趁交通運輸之便，極有可能由世界各地攜帶病原遷徙至本地。感染鉤端螺旋體病之患者死亡率雖不高，從輕微的發燒至嚴重的發燒、急性黃疸、腎衰竭，或是有肺出血，但是嚴重患者的致死率約為五至十五％，仍不可輕忽。除了南北兩極以外，全世界都有鉤端螺旋體感染發生。不過，鉤端螺旋體病常發生在熱帶與亞熱帶地區，尤其中國、印度、泰國、印尼、馬來西亞等等國家常在水患過後造成嚴重的疫情。過去一直認為感染多與衛生環境不佳有關，近年尤其是發生在2000年馬來西亞參加三鐵越野競賽後選手集體爆發鉤端螺旋體病，以及日本發生進口美國鼯鼠（Southern flying squirrel）動物接觸人員感染事件。如今，河川水上休閒、競賽活動與寵物接觸等人類活動模式則為新興的重要感染風險因子之一。因此更需要積極地透過實地到訪位於荷蘭的鉤端螺旋體病WHO參考實驗室，研習最新檢驗研究現況，並且與相關研究人員討論汲取研究經驗，將對於我國鉤端螺旋體病檢驗技術與未來合作研究管道之建立助益良多。
貳、過程

1、 行程

94年3月30日於桃園中正機場搭乘華航班機至泰國，在曼谷國際機場短暫過境停留2小時，即搭乘原班機抵達荷蘭阿姆斯特丹史基卜機場，於阿姆斯特丹外郊之皇家熱帶研究所生物醫學部報到。回程於4月9日依相反方向搭乘華航班機，經泰國短暫過境停留於4月10日返抵桃園中正機場。

2、 內容

於荷蘭皇家熱帶研究所生物醫學部（Biomedical Research, Koninklijk Instituut voor de Tropen/Royal Tropical Institute (KIT)）研習，其課程名稱為「International Course on Laboratory Methods for the Diagnosis of Leptospirosis」。此課程為為期一週短期訓練課程，課程內容為有關鉤端螺旋體實驗室診斷、臨床免疫學表徵、流行病學檢測調查等項目，然重點放在實驗室診斷。

鉤端螺旋體病實驗室診斷

1、 顯微凝集法（MAT）

MAT除了可以提供血清抗體檢驗資訊之外，另可藉由cross agglutination、cross absorption、factor analysis與monoclonal antibodies提供菌株血清行分型之資訊，作為菌種鑑定、檢驗用菌株血清型別確認等品管管控之用。需要使用暗視野顯微鏡以20X接物鏡觀察凝集為凝集之菌數比例，依50%細菌不被凝集或是被凝集作為陽性與陰性判讀結果之依據。

A. MAT血清抗體檢驗

檢驗方法與本局十分雷同，茲將與檢驗方法整理如下。

1. 96孔U型盤每孔加入50μl PBS。

2. 第二行每孔額外再加入40μl PBS。

3. 第二行加入待測血清10μl，之後取50μl 混合均勻之液體，往後連續稀釋至最後一格，並捨棄最後孔格多餘之50μl 之液體。

4. 每孔加入菌液50μl，使第二行檢體稀釋濃度為1:20，第三行稀釋濃度為1:40…依此類推。

5. 30℃反應120分鐘，或是室溫反應至隔夜。

表一、KIT建議MAT檢驗用菌株

	Serogroup 
	Serovar 
	Strain

	Australis 
	australis 
	Ballico

	
	bratislava
	Jez Bratislava

	Autumnalis 
	autumnalis 
	Akiyami A

	
	rachmati
	Rachmati

	Ballum 
	ballum
	Mus 127

	Bataviae 
	bataviae 
	Swart

	Canicola 
	canicola 
	Hond Utrecht IV

	Celledoni
	celledoni
	Celledoni

	Cynopteri 
	cynopteri 
	3522 C

	Grippotyphosa 
	grippotyphosa
	Moskva V

	Hebdomadis 
	hebdomadis 
	Hebdomadis

	Icterohaemorrhagiae 
	icterohaemorrhagiae 
	RGA

	
	copenhageni 
	M20

	Javanica 
	javanica 
	Veldrat batavia 46

	
	poi
	Poi

	Panama
	panama 
	CZ 214

	Pomona 
	pomona 
	Pomona

	Pyrogenes 
	pyrogenes 
	Salinem

	Sejroe 
	hardjo
	Hardjoprajitno

	
	sejroe
	M 84

	
	wolffi 
	3705

	Semaranga
	patoc
	Patoc 1

	Shermani
	shermani
	LT 821

	Tarassovi 
	tarassovi 
	Perepeletsin


B. 菌株血清型確認試驗（cross-agglutination absorption，CAAT）

未知菌種其血清型別鑑定流程較為繁複，必須先製備未知血清型別之菌株X其抗血清一批，利用實驗室的參考菌株與參考菌株抗血清以MAT血清抗體檢驗類似之方法反覆測得。由於過程過於繁複，現在多改以monoclonal antibodies直接偵測未知菌種之血清型別確認。

1. 96孔U型盤每孔加入50μl PBS。

2. 第二行每孔額外再加入40μl PBS。

3. 第二行加入參考血清或是未知菌株抗血清10μl，之後取50μl 稀釋之液體，往後連續稀釋至最後一格，並捨棄最後孔格多餘之50μl 之液體。

4. 每孔加入參考菌株或未知菌液50μl，使第二行檢體稀釋濃度為1:20，第三行稀釋濃度為1:40…依此類推。

5. 30℃
反應2小時，或是室溫反應至隔夜。

6. 反應結果計算方式（已知參考菌株Y菌株血清型型別，而X菌株血清型別不明之待測菌種）：

Y菌株抗血清血清與未知菌株X反應力價
CAAT（Y菌株抗血清血清）=------------------------------------------------*100%

Y菌株抗血清血清與Y菌株反應力價

X菌株抗血清血清與未知菌株Y反應力價
CAAT（X菌株抗血清血清）=------------------------------------------------*100%

X菌株抗血清血清與X菌株反應力價

7. 結果研判之解釋：根據CAAT（Y菌株抗血清血清）與CAAT（X菌株抗血清血清）之比值研判。若同源性與異源性抗體反應差距未超過10％，其結果研判為同屬同一種血清型菌種；反之超過10％以上，則分屬於不同之血清型菌種。
表二、KI5angkinang表察管管空questionaire




































































































T參考菌株及其血清型別確認檢驗表（CAAT）

	No.
	Serogroup 
	Serovar 
	Strain
	Titer

	1
	Australis
	australis 
	Ballico
	

	2
	Australis
	bratislava
	Jez Bratislava
	

	3
	Autumnalis 
	bangkinang
	Bangkinang I
	

	4
	Autumnalis
	butembo
	B
	

	5
	Autumnalis
	carlos
	3 C
	

	6
	Autumnalis
	rachmati
	Rachmati
	

	7
	Ballum 
	ballum
	Mus 127
	

	8
	Ballum
	kenya
	Njenga
	

	9
	Bataviae 
	bataviae 
	Swart
	

	10
	Canicola 
	canicola 
	Hond Utrecht IV*
	

	11
	Canicola
	schueffneri
	VI. 90 C
	

	12
	Celledoni
	celledoni
	Celledoni
	

	
	
	
	
	

	13
	Cynopteri 
	cynopteri 
	3522 C
	

	14
	Djasiman
	djasiman
	Djasiman
	

	15
	Grippotyphosa
	grippotyphosa
	Moskva V
	

	16
	Grippotyphosa
	huanuco
	M 4
	

	17
	Hebdomadis
	hebdomadis
	Hebdomadis
	

	18
	Hebdomadis
	worsfoldi
	Worsfold
	

	19
	Icterohaemorrhagiae
	copenhageni 
	M20
	

	20
	Icterohaemorrhagiae 
	icterohaemorrhagiae 
	RGA
	

	21
	Javanica
	poi
	Poi
	

	22
	Louisiana
	louisiana
	LSU 1945
	

	23
	Manhao
	manhao
	L60
	

	24
	Mini
	mini
	Sari
	

	
	
	
	
	

	25
	Panama
	panama 
	CZ 214
	

	26
	Pomona 
	pomona 
	Pomona
	

	27
	Pyrogenes 
	pyrogenes 
	Salinem
	

	28
	Sarmin
	rio
	Rr 5
	

	29
	Sarmin
	weaveri
	CZ 390
	

	30
	Sejroe 
	hardjo
	Hardjoprajitno
	

	31
	Sejroe
	sejroe
	M 84
	

	32
	Shermani
	shermani
	1342 K
	

	33
	Tarassovi
	bakeri
	LT 79
	

	34
	Tarassovi
	mogden
	Comptom
	

	35
	Tarassovi
	rama
	316
	

	36
	Tarassovi 
	tarassovi 
	Perepeletsin
	

	
	
	
	
	

	37
	Hurstbridge
	hurstbridge
	Hurstbridge
	

	38
	Leptonema
	illini
	3055
	

	39
	Ranarum
	ranarum
	ICF
	

	40
	Semaranga
	patoc
	Patoc 1*
	

	41
	Genomospecies 1
	sichuan
	79601
	


2、 LEPTOTEK DRI-DOT商業快速免疫抗體檢測試劑

由KIT研究開發的快速檢驗方法，開發完成後交由廠商生產。利用藍色乳膠吸附具廣泛反應之鉤端螺旋體專一抗原，與患者鉤端螺旋體專一性抗體反應。檢體適用於發病後10至30天這段期間檢驗敏感性最高，儘管如此檢驗結果仍無法確切提供判讀感染解釋是否處於最近的感染的急性期，或是等同於IgM抗體反應。此試劑的優點為不需要特別的儀器、設備與專業人員即可操作判讀，且檢驗快速、方便、容易判讀，KIT鼓勵公共衛生單位及醫療診所做第一線篩檢檢驗。缺點是檢驗結果仍然需要以MAT做確認檢驗，以及測試反應時間不可超過30秒，以避免為陽性反應增加。

3、 Leptocheck-WB商業快速免疫抗體檢測試劑

利用免疫色層分析法原理，患者檢體於測試區發生與鉤端螺旋體特異性抗原產生專一性的抗原抗體免疫複合物性時，便可被anit-human IgM免疫膠體金辨識IgM抗體。此試劑的優點為不需要特別的儀器、設備與專業人員即可操作判讀，且檢驗快速、方便、容易判讀，KIT鼓勵公共衛生單位及醫療診所做第一線篩檢檢驗。缺點是無法提供流行病學資料，檢驗結果仍然需要以MAT做確認檢驗，需特別注意高力價的RF與嗜酸性抗體會干擾檢驗結果，影響結果研判。

4、 自製免疫酵素抗體力價測定法（ELISA）

用來替代MAT之簡易抗體力價測定檢驗，雖然可以測得接近MAT法測得之抗體力價，但是使用此方法生產之抗原，已失去血清型別專一性抗原，無論使用何種血清型別之菌株生產抗原，檢測結果無法提供任何感染之流行病學資訊。若需要追查可能的感染來源，需要近一步以MAT檢驗做追查確認。此方法可偵測IgM抗體反應，但仍須以MAT做最後確認。儘管如此，而且提供一個快速、節省實驗室人力方法。

A. 抗原生產

1. 以血清型Cooenhageni, strain Wijnberg培養於5 ml EMJH培養液，30℃。

2. 7天後繼續培養於50 ml EMJH培養液，30℃。

3. 7天後繼續培養於500 ml EMJH培養液，30℃。

4. 兩週後檢查生長情形與tween80是否完全耗用完畢。

5. 以formalin終濃度0.05%反應1小時殺死細菌。

6. 以沸水隔水加熱30分鐘。

7. 10,000rpm高速離心30分鐘，取上清液。

8. ELISA微孔盤每孔加入100μl上清液，室溫乾燥一星期。

9. 乾燥後的微孔盤避光貯存。低溫貯存可存放10年。

A. 檢驗方法

1. 微孔盤注入清洗液（PBS pH 7.2/0.05% Tween 20）放置5分鐘，以清洗液清洗3次。

2. 微孔盤注入100μl檢體稀釋液（PBS pH 7.2/0.5% BSA/0.05% Tween 20）。

3. 微孔盤A2、B2、C2至H2孔格在額外加入8稀釋液。

4. 加入20μl檢體至A2、B2、C2至H2孔格。

5. 從第2行開始連續兩倍稀釋至第12行，混合均勻後捨棄多餘的100μl液體。

6. 30℃反應1小時。

7. 清洗液清洗4次。

8. 微孔盤注入100μl Anti-human IgM（BioRad, art. nr. 75061;以 檢體稀釋液稀釋倍數1:6000）。

9. 30℃反應1小時。

10. 清洗液清洗4次。

11. 微孔盤注入100μl受質/ H2O2（5-AS，受質使用前需加入1.2 ml H2O2/ 10 ml）。

12. 室溫反應2小時後方可以肉眼判讀，反應時間不得超過24小時。也可以使用ELISA reader判讀，使用波長492 nm判讀。

5、 鉤端螺旋體PCR檢測

A. 核酸引子

G1 5’-CTG AAT CGC TGT ATA AAA GT-3’
G2 5’-GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG-3’
B. 反應試劑

10X Reaction buffer





2.5μl

25mM MgCl2               
      1.25μl

25mM dNTPs 
        
 
      0.25μl

100μM G1 primer      
 
      0.25μl

100μM G2 primer      
 
      0.25μl

H2O(HPLC analyzed)         
      8.65μl

DNA polymerase(5U/μl)    
 
       0.1μl

DNA Template                       10μl

Total Volume                       
 25μl

C. 反應條件       

   95℃ 10 min

   95℃ 1 min


╮

60℃ 1 min    
    ︴34 cycles

   72℃ 2 min


╯
     
72℃ 10 min 
以非病原性鉤端螺旋體作為internal control，若非病原性鉤端螺旋體出現反應，此次檢驗失效需再次做檢驗。

6、 鉤端螺旋體方離培養檢驗

A. 培養基管控

培養基的品質影響臨床檢體分離鉤端螺旋體分離率與MAT抗原表現甚鉅，因此具有品質管控嚴格的培養基才有穩定的實驗室檢驗。鉤端螺旋體體型細長，確實是可以通過0.22 μm過濾膜，約莫十年前曾發現在市售培養基配方污染了鉤端螺旋體後，包括KIT等重要的鉤端螺旋體病實驗室，對培養基的配製品質的空管更加嚴格。配製好的培養基需要在30℃存放一週，經37℃存放一週，經室溫存放兩週後，確定無鉤端螺旋體或其他細菌污染。完成無菌試驗後，繼帶鉤端螺旋體以30℃培養一週，以進行培養基有效性試驗，確認培養基有效後方能使用。

B. 檢體需求與培養基種類

1. 血液或腦脊髓液檢體：發病一週內。取2-3滴血液或腦脊髓液接種於五種培養基，以30℃培養4至6個月，每週以暗視野顯微鏡觀察一次。培養基分別為：EMJH、EMJH＋5-FU、Fletcher、EMJH＋1% rabbitserum+1% FCS、EMJH＋1% rabbitserum +1%FCS＋5-FU
2. 尿液檢體：發病兩週到四週間，需以PBS稀釋為1:10、1:100、1:1000三種不同濃度檢體，於兩小時內分別接種培養於EMJH＋5-FU（3管）與EMJH＋1% rabbitserum+1% FCS＋5-FU兩種培養基。以30℃培養4至6個月，每週以暗視野顯微鏡觀察一次。
3. 組織檢體：盡可能馬上進行培養，否則需以5℃保存運輸。取0.5立方公分的組織加以研碎，以PBS稀釋為1:10、1:100、1:1000三種不同濃度，接種培養於EMJH＋5-FU（3管）與EMJH＋1% rabbitserum+1% FCS＋5-FU兩種培養基。以30℃培養4至6個月，每週以暗視野顯微鏡觀察一次。

附件、荷蘭KIT安排之研習日程表

	PROGRAMME FOR THE INTERNATIONAL COURSE IN LABORATORY TECHNIQUES FOR THE DIAGNOSIS OF LEPTOSPIROSIS


	The teachers of this course are:

Dr. R..A. Hartskeerl (Rudy)

Mrs. M.G.A. Goris MSc (Marga)

Mrs. M. Engelberts (Mirjam) 

Mr. A. Ahmed MSc (Ahmed)
	Course facilitators:

Mrs. S. Sondij (Sonja)

Mr. A.van de Ven (Adrian)


	Guest lectures of :

Prof.Dr.P.Speelman 

Dr.D.J. Houwers


	Part
	Subject
	Teacher(s)

	1.1
	Introduction of the course
	All

	1.2
	Introduction to leptospirosis (theory)
	Rudy Hartskeerl

	1.3
	Darkfield microscopy, culturing, preparation of culture media (theory)
	Rudy Hartskeerl

Marga Goris

	1.4
	Darkfield microscopy, culturing, preparation of culture media (theory and practice)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	1.5
	Preparation of antigens (theory and practice)

1.5.1 Microscopic Agglutination Test

1.5.2 ELISA
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	1.6
	Classification of leptospires (theory)
	Rudy Hartskeerl

	2.1
	Microscopic Agglutination test (MAT) - (theory)
	Marga Goris

	2.2
	Epidemiology and Control of Leptospirosis
	Rudy Hartskeerl

	2.3
	MAT with live and killed antigens (practice)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	2.4
	Phenotypic identification of leptospires (theory)

2.4.1 Cross Agglutination Absorption Test (CAAT)

2.4.2 Monoclonal antibodies
	Rudy Hartskeerl

	2.5
	Grouping of leptospires with polyclonal antibodies (practice)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	2.6
	ELISA (theory)
	Marga Goris

	3.1
	Leptospirosis in Animals
	Dr. D.J. Houwers

	3.2
	ELISA (practice)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	3.3
	Typing of leptospires with monoclonal antibodies (practice)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	3.4
	ELISA (cont.)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts

	3.5
	ELISA (Practice + mAbs typing)
	Marga Goris

Mirjam Engelberts 
Ahmed Ahmed

	4.1
	The Genome
	Rudy Hartskeerl

	4.2
	Clinical course and pathology (Theory)
	Prof.Dr. P.Speelman

	4.3
	Laterale Flow + Dri Dot (Theory + Practice)
	Rudy Hartskeerl

	4.4
	Polymerase Chain Reaction (Theory and practice)
	Ahmed Ahmed

Rudy Hartskeerl

	5.1
	PCR and agarose gel electrophoresis (practice)

Repeating techniques
	Mirjam Engelberts
Ahmed Ahmed

	5.2
	Summary and comparison of techniques
	All

	5.3
	Evaluation and questionnaire
	All


參、心得

荷蘭雖然不是一個熱帶國家，於昔日大航海時代是不折不扣的海洋國家，為了穩固掌控位於熱帶地區的殖民地與貿易圈等之利益，對於熱帶地區文化乃至其熱帶傳染病也都有相當深入的研究。雖然現在荷屬殖民地驟減，取而代之的是荷人時興海外渡假，尤以熱帶地區的泰國為勝，使得荷蘭與熱帶地區的關聯反而更加緊密，連帶使該所生物醫學部門任務不減反增。另外，荷蘭的自然環境十分適合貯菌鼠生存，荷蘭全境運河水道縱橫交錯，大運河供運輸，小運河供灌溉或是畜牧用的水柵欄，房舍傍水築，一到夏天則鼠患嚴重。也許是這樣的環境與歷史背景，加上荷蘭人務實的態度，讓僅有33名員工的該所成為全球為二的國際鉤端螺旋體參考實驗室，而實際參與鉤端螺旋體研究的員工只有六人。除此之外更令人印象深刻的是荷蘭人的「務實與效率」生活態度，步出史基卜機場入境出口，地下室便是通往全國各大城市的鐵路網，除交通便利不說，各火車、巴士或輕軌電車，都是以車班入出站準時聞名，能夠充分掌控善用時間。這種凡事以實用方便，以效率為考量的態度十分值得我們學習。

肆、建議

1. 百聞不如一見，許多實驗操作步驟與方法無法全然以文字表達，必須透過實際到訪，並且實際操作才能得知那些足以影響結果的小細節與小秘訣。建議繼續加強派員赴國外進修研習。另因病原體之基因體與蛋白質體基礎研究為一切開發核酸檢驗與抗體檢驗方法之母，建議薦送受訓人員應保留基礎研究人員。

2. 鉤端螺旋體病檢驗相當繁複，長久以來因實驗室人力不足（僅1-2人）且不穩定，使得肩負檢驗工作的實驗室很難有餘力與餘暇進行研究。當務之急莫過減輕檢驗負擔，才有餘力與國內相關研究單位共同合作進行流行病學調查、檢驗開發測試研究、以及與國外相關單位建立合作交流機制。
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