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摘要

國際鉤端螺旋體協會(International Leptospirosis Society, ILS) 在鉤端螺旋體臨床檢驗、流病調查、動物疫苗發展以及基礎研究等方面都聚集相當多知名學者的參與。本局腸道及新感染症細菌實驗室積極參與其每年舉辦之MAT平行能力測試。此行本人將近年來在台灣人類及鼠類鉤端螺旋體流行趨勢之探討與與會學者分享。另外，針對鉤端檢驗試劑的開發、MAT平行能力測試以及檢驗品管之進行，和學者們交換心得，並從與會報告中，吸收新知，開拓視野。
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1、 目的

此行參加國際鉤端螺旋體協會(International Leptospirosis Society, ILS) 兩年一次的會議。本局第一次正式參予此會，會議中本人以口頭發表近年來台灣鉤端螺旋體血清流行之趨勢，比較人類與野鼠血清型別流行之異同，並以莫拉克風災後之鈎端群聚疫情之迅速偵測與即時防治，顯示本局在防疫作為上的能力。會中並與WHO/FAO/OIE參考實驗室進行交流，針對鉤端檢驗，能力測試等議題進行討論。
貳、行程
九月十七日至十八日                      行程 (台北~墨西哥美里達)
九月十九日至二十二日






研習

九月二十三日至二十五日

     

返程 (墨西哥美里達~台北)
參、過程
第一天主題是epidemiology of Leptospirosis，4 個keynote speakers都來自美洲，演講的主軸大都在講述中南美洲鉤端螺旋體的歷史、進展以及現今面對的問題。目前各國最大的挑戰都是鉤端的診斷不易且耗時，加上颶風與環境的不佳使得中南美洲鉤端情形日益惡化，造成防治上的挑戰。因此，新的快速診斷技術的開發，臨床evaluation infrastructure的增進，以及如何找出cost effectiveness的方法將對鉤端的防治有所助益。而最後一個keynote speaker 更提出” one health”概念，亦即宿主與環境健康，人類就健康，不能只依賴治療，要從源頭著手，主動出擊。

接下來8個演講都在探討動物的鉤端螺旋體流行情形，包括拉丁美洲及加勒比海共10個國家的調查，由於有些國家缺乏通報機制，無從得知，因此建議在鉤端流行的國家需有對動物檢驗之通報機制。而阿根廷則是對其一系列野生動物(包括deer, armadillo, coypo以及許多美洲特有生物)進行鈎端監測，發現不同種生物其鉤端的感染具多樣性，也許可因此找出人類感染鉤端的源頭。而墨西哥group則針對農場牛隻進行危險因子調查，找出主要之危險因子在主要繁殖的牛隻。另一墨西哥的group野生鹿群進行血清型別分析。哥倫比亞group則針對動物宿主及環境中培養之鈎端菌株進行分析，希望將其運用在監測計畫中。美國 group在加州附近anta Rosa島發現島上野放之狐狸有鈎端的outbreak，而且持續感染中，因此他們將對島上其他野生動物像臭鼬、老鼠及鹿群等亦將開始監測。紐西蘭因飼養大量牲畜，因此牛隻及羊隻身上鉤端做監測，約有44~62%的seroprevalence。而我的報告則是把台灣人類confirmed case與捕捉之鼠類做血清學分析，兩者有相似之血清流行趨勢，會中將莫拉克風災造成台灣鉤端的疫情加入，同時分析主要造成疫情之血清型別。在疫苗議題中，動物施打鉤端疫苗，有結果指出43%打過疫苗之牛隻，仍有88% 血清呈現陽性。而紐西蘭group則認為，疫苗仍是有效，只是該如何打才能符合cost-effectiveness，又能造就herd immunity,才是問題所在。最後美國group應用PMA染劑可區分活及死細胞DNA的特性，發展一個16 qPCR，此方法適用於環境檢體，特別是鉤端不易分離的水檢體。

第二天議程中有6個講者未出席，因此每個出席的講者有較多的時間闡述他們的成果。第二天議程前半段仍延續昨天的流病議題，其中3個為keynote speech。第一個keynote speech將生態環境與鈎端型別流行趨勢作一系列分析，探討環境，動態與鉤端生存的交互影響。這些數據將來可用於在不同地理環境訂定不同防治措施之依據。另外兩個keynote speech仍以動物的鉤端感染為主，一個是針對加州海岸野生海豹之鉤端outbreak進行分析，另一個是犬隻鉤端感染引起的公衛問題。海豹的鉤端感染若造成海豹急性腎衰竭，死亡率高達60%。每4~5年這些野生海豹會有一次鉤端大流行，約有50~80%野生海豹血清呈現陽性，希望藉此研究了解鉤端在宿主身上如何 circulate，並希望以herd immuity控制鉤端的感染。而由於犬隻與人類的關係密切，感染鉤端的犬隻及有可能傳給飼主，加上中南美洲流浪狗多，將會有傳染給家犬再傳染給人的循環。因此在中南美洲，犬隻鉤端感染的控制對公衛是一大課題。最後兩個澳洲與紐西蘭group不約而同對豬隻鉤端感染進行分析。澳洲group是研究薩摩亞群島豬隻感染鉤端對人的影響，相對於豬隻來說，颱風與淹水才是感染鉤端較嚴重的危險因子之一，擁有豬隻並不會增加感染鉤端的風險。因此行為、環境是決定是否會感染疾病的重要因子之一。而紐西蘭group對處理肉品的人進行問卷與監測，期望找出肉品接觸者感染鉤端的危險因子。有趣的是，戴手套反而是危險因子，不知是否因手套並不常換，亦或不戴手套會有罰則而造成問卷時無法誠實作答，這點仍須釐清，這些危險因子調查未來可以提供肉品雇主對政策的考量。

接下來是臨床檢驗的主題，大家對改進檢驗方法提供不少寶貴意見。先是血清學部份，有2個主題在探討ELISA方法，他們分別用合成的胜肽(synthetic peptide)，以及自製之鉤端菌coating在96孔盤上進行測試。另外有以modified 之ITC方法，一側加入血清，另一側再加入IgM最後進行反應。每個實驗都號稱可媲美gold standard—MAT，也都宣稱效果比MAT好，可取代MAT做早期偵測。至於成果如何，待paper publish，成品上市時，自有公斷。最後有兩篇以qPCR方式期望提早偵測鉤端的DNA。第一篇以動物實驗來作為偵測的時間點，以不同濃度鉤端菌打入hamster體內，同時以qPCR與MAT偵測，q PCR比MAT較早偵測。此時，ethic issue被提出討論，紐西蘭的Peter Wilson請大家想想，依訂要用動物的死亡作為終點的偵測嗎？是否要以人道的方式，想想是否還有其他marker可作為終點的偵測？此話一出，該作者之指導教授出面澄清這是學校動物中心同意之實驗，並無不法。其實，我想Peter的重點不在是否合法，而是希望喚醒大家尋求更人道的方式進行實驗而已。最後一篇，以qPCR進行偵測，結果顯示以血清萃取DNA效果比全血好，這點挑戰幾個大師像荷蘭KIT WHO reference lab的 Rudy，以及Yale的 Alber Ko的實驗結果，作者也無法解釋。

第三天部分重點仍在臨床診斷應用，另一部分是免疫學的探討。第一個Keynote speech講者是UCLA的David Haake，他的研究主要在於找出鉤端外膜上與宿主作用的蛋白，進而探討免疫保護機制。David找到幾個重要的鉤端外膜蛋白像LipL32, LipL31, LipL41, OmpL1, LigB等，這些蛋白可與宿主結合，扮演進入宿主體內的重要角色，進行感染。一方面又使宿主啟動免疫反應，產生抗體。現在很多研究都應用此特性，發展鉤端檢驗試劑，期望取代MAT，作為檢測鉤端的快速診斷試劑。第二個Keynote 講者找出鉤端形成兩端鉤狀的基因FlaA2，當將此基因移除，鉤端活動力下降，趨化特性亦消失，而失去毒性。接下來是與鈎端螺旋體臨床檢驗之能力測試 (proficiency test，PT)相關的題目。澳洲WHO參考實驗室每年均會舉辦鈎端螺旋體臨床檢驗之能力測試，血清型別吻合為主要考量，而在血清型別的效價高低亦是主辦單位想要測試的結果之一。PT主辦單位將各參與實驗室的效價平均，發現個別實驗室會有結果一致過高或過低的趨勢，若今年均過高，下年度也大致會過高，這些不至於影響結果之正確性，只是一個通盤的趨勢，大多因個別實驗培養的情況或其他系統性因素所致。接續兩個是關於鉤端分型的報告。細菌分型不外乎是PFGE，MLST及MLVA三種，大多只能區分基因型別，無法做血清型別之區分。第一個以不同MLST基因做分型，發現inter-species scheme之分型效果比intra-species scheme好。而第二個報告則是結合MLST與MLVA，號稱可以將血清學做分析，效果如何，要等有更多數據才會有更清楚的結果。若基因分型就可以區分血清型別，在鉤端分類上就不需以費時的抗體分析做標的了。

第三天之後接續的議程就是免疫學。前兩篇報導都以全面性的方法找出鉤端感染後可能引起的cytokine profile或基因表現。兩篇各自找出一些在毒性強的鉤端感染後表現較強的cytokine，例如IL-1、IL-4、IL-10、TNF及IFN等。這些大量表現的cytokine，對感受性的動物宿主(susceptible animal host)造成cytokine storm而死亡。因此，cytokine的調控，對宿主的感染與否以及感染後症狀輕重的程度，扮演相當重要的角色。另外兩篇報告與疫苗應用有關。一篇是以Salmonella Flagellin蛋白作為鉤端疫苗的佐劑，成效不錯，可以增加小分子蛋白疫苗的效價。另一篇是在紐西蘭一種鹿(Hinds)進行市售疫苗保護力測試，針對小鹿的疫苗施打制定的時程以保護鹿隻鉤端的感染。另外一篇找到一個新的鉤端表面蛋白DnaK可引起宿主免疫反應，這類研究，未來大都可應用在臨床ELISA或其他快速診斷上。最後一個是將鉤端LPS(lipopolisaccharide)單株抗體，以三明治ELISA原理(capture ELISA)發展展段試劑，其結果應用在羊隻血清監測上，效果與MAT相當。

最後一天是基因表現的探討。首先兩篇與DNA damage與DNA repair有關，由於鉤端在水環境中可生存很長時間，因此受到外界紫外線，輻射或其他化學因素的傷害機會很大，因此第一篇報導以bioinforamtics方式探討鉤端與其他細菌在DNA Damage上之差異，結果顯示，鉤端受到DNA damage的刺激時，其 repair pathway的基因啟動情形相差不多，而另一篇報導則持相反理論，他們以一個在鬆脆桿菌中一個與DNA damage 有關的因子Bat 蛋白為主題，Bat在鬆脆桿菌中會降低其他DNA Damage蛋白的活性，但是在鉤端身上，有無此蛋白，對DNA Damage蛋白並無影響，顯示鉤端與其他細菌在DNA Damage與DNA repair pathway，仍有不同。接續兩篇探討不同毒素基因對鉤端毒力的影響，這兩篇共分析三個毒性蛋白-LipL32、LigA及Lig B，這些蛋白只出現在具致病性的鉤端身上，分析發現，在鉤端不同生長時期，其表現量有差異，並進一步證實其毒性與宿主關係。接下來由康乃爾大學張永富教授報告毒力因子LigA及Lig B與宿主fibronectin結合，並進一步以結構分析，找到結合之處，以及其結合是需要calcium的輔助，這個實驗將鉤端毒素的進行方式，向前推進了一步。之後兩篇以定量qPCR及microarray，分別希望找出更多的毒素因子與immunodominat antigen，這種大量的information，都需要時間去一一驗證其所找到蛋白之特性。最後是由愛爾蘭的Nally報導從感染鉤端的老鼠尿液中找到具專一性的抗體，這個研究倒是在凌床檢驗或動物感染實驗提供一個新的的boimarker。
Poster section最吸引我的是日本九州大學藉不同抗生素的組合，發展出有效的鉤端培養基，大多應用在水及環境易被快速生長菌汙染的檢體中，此法倒可試運用在我們人體檢體的培養。其他還有幾個group，致力發展PCR或qPCR，以及運用不同蛋白製做的ELISA或其他快速診斷試劑，目的都是希望在費時、不易標準化的MAT之外，尋找更快，更精確的方式做臨床診斷。另外以proteomics方法找出其他的抗原，以改進鉤端疫苗，亦是很多poster的主題，但都還是在篩選階段需要時間去消化大量的information。
肆、心得與建議
此行目的除了將台灣鉤端螺旋體病的流病檢測資料與各國分享外，亦讓各國了解我們對鉤端螺旋體病的重視以及鉤端outbreak防治的能力。
腸道及新感染症細菌實驗室已連續兩年參加國際鉤端螺旋體學會舉辦之能力平行測試，從能力測試中，不斷在品管與檢驗技術中加強。此次在會議中，不

但得以了解參與實驗室之資訊，也針對一些品管問題向WHO/FAO/IOE 參考實驗室請益，實驗室負責人Dr. Rudy Halll給於許多寶貴的建議，由於鉤端螺旋體血清型別眾多，需有完整的抗血清群才能針對個別菌株做鑑定，也須有與菌株相對應的抗血清作為MAT的陽性品管組，MAT的結果才能確保無疑。而建立自己完整的抗血清群需投入大量人力與動物實驗，非一朝一夕能完成。由於Rudy實驗室有完整的抗血清群，將先向其購買目前所需的菌株與抗血清，解決目前實驗室品管燃眉之急。要經營長期的品管，有兩種方式，一是長期向WHO/FAO/IOE 參考實驗室購買，所費不貲，須考慮研檢中心經費之運用，但可不必考慮人力問題。另一種方式是昆陽實驗室自己建立，Rudy及一泰國實驗室均願意敎授抗血清之動物實驗，此法則須將強實驗室人手，亦是另一個問題。

 此次會議中有另一個與臨床檢驗相關的主題—診斷試劑的開發。在此會議中，康乃爾大學張永富教授願意提供其研究成果給我們，讓我們在快速試劑的開發中有合作的機會。此快速診斷試劑之建立，可增加篩檢的正確性，減少耗時費力的MAT操作，對鉤端的檢驗將有所助益。

 不管是抗血清的製作，亦或快速診斷試劑的開發，都需挹注人手與經費。尤其昆陽實驗室鉤端的檢驗只有一個人力，一年有2,3千件檢體須檢驗，因此要在檢驗工作外以同一人手完成上述各種不同實驗，勢必非常困難，再加上經費拮据，執行上更是困難重重。希望未來，能有機會完成這些國際合作之實驗，對台灣鉤端螺旋體的比對與研究都會有很大的助益。
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