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中文摘要 

研究檢驗中心病媒病毒及立克次體實驗室是疾病管制局內負責病媒性傳

染病（Vector-borne infectious disease）監測與檢驗之權責單位。由於國際

間交通往來日益頻繁，全球氣候也因溫室效應影響，使得病媒性傳染病在

全世界散佈情形正急速增加，發生頻率也愈趨頻繁與嚴重。同樣地，台灣

地區的立克次體傳染病亦有逐年增加的趨勢。目前，立克次體的實驗室診

斷主要是靠血清學的抗體陽轉或成對血清抗體 4倍上升為依據

（8,9,13,26,38,42），因為傳統的 PCR檢驗方法有易污染及需要較長檢驗

時間的缺點，並不可靠。本計畫的主要目標在建立一套完整的立克次體傳

染病螢光定量分子診斷系統，能在病人急性期全血或血清中準確的檢驗出

病原核酸分子，使治療工作更具成效。本實驗室利用近年來新開發的螢光

定量 PCR方法，已成功建立出一套以 SYBR Green I螢光染劑為基礎的即

時螢光定量 PCR檢驗系統，能快速偵測恙蟲病、流行性及地方性斑疹傷

寒及斑點熱等立克次體傳染病之核酸分子。在恙蟲病方面，我們利用

Orientia tsutsugamushi 56kDa type-specific antigen gene及 groEL gene之核

酸序列設計出可偵測病人血液中恙蟲病立克次體菌之引子，再配合螢光定

量 PCR產物核酸定序，則可以區分不同血清型別(serotype)的菌體，目前

已用於疾病管制局之例行性檢驗。在斑疹傷寒及斑點熱方面，以 groEL 

gene及 17kDa之核酸序列設計出之共通引子，不但可同時偵測流行性及
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地方性斑疹傷寒菌種，更可以偵測斑點熱菌種。篩檢出之陽性檢體再配合

螢光定量 PCR產物的核酸定序，則可以區分流行性或地方性斑疹傷寒菌

種或斑點熱菌種。應用螢光定量 PCR方法及核酸定序，已成功自一位到

南非旅遊的病人血液中偵測出南非斑點熱之病原體。在 Q熱方面，本實

驗室根據 Zhang等人發表之 Nested PCR方法改良成螢光定量 PCR，偵測

出 Q熱菌種（63）。本實驗室自 95年起，利用本計畫所發展之螢光定量

PCR方法檢測全國送驗之法定傳染病(恙蟲病、斑疹傷寒及 Q熱)之疑似

病例全血檢體進行例行性之分子檢驗，並可得知此系統在未來，可望取代

傳統 Nested PCR方法，成為分子診斷的新標準，這對於病患的早期治療

將有極大的改善。 

 

中文關鍵詞 

螢光定量 PCR方法，立克次體，恙蟲病，斑疹傷寒，斑點熱 
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ABSTRACT 
 
The laboratory of Vector-borne viral and Rickettsial diseases in the Center of 

Research and Diagnostics is responsible for the laboratory diagnostics of various 

reportable Rickettsial diseases in CDC Taiwan. Due to increased international 

traffic exchanges and global warmer climate, the spread of vector-borne diseases 

have expanded rapidly in whole world with increased intensity and severity. 

Similarly, the tendency of these infectious diseases has increased in Taiwan in 

recent years. Although molecular diagnosis based on polymerase chain reaction 

(PCR) method had been developed for years, laboratory diagnosis of Rickettsial 

infections was largely relied on serological assay detecting antibody serum 

conversion between acute and convalescent phase serum samples. The main 

obstacle in adopting PCR for routine laboratory diagnosis is that traditional PCR 

method is less reliable due to sample contamination in the running process. In 

addition, although assay sensitivity could be improved by using nested PCR 

method, much longer time (usually more than 12 hours) was needed. In this study, 

we reported the development of a real time SYBR Green I-based quantitative 

PCR system that can be used to rapidly detect Rickettsial infections in 

acute-phase blood samples. For scrub fever, two sets of O. tsutsugamushi-specific 

primer pairs against conserved sequences in the 56kDa, type-specific antigen 

gene and groEL gene were successfully designed and used for routine diagnosis 

of scrub typhus in CDC. The amplification product from real time SYBR Green 

I-based quantitative PCR were further sequenced to differentiate various 

serotypes of O. tsutsugamushi. For typhus fever and spotted fever, primer pairs 

against conserved sequences in the groEL gene and 17 kDa gene, were designed 

and were used to detect epidemic typhus, endemic typhus and spotted fever 

infections. We have successfully detected a patient infected with Rickettsia africa 

by using real-time PCR and nucleotide sequencing. In the future, real time 

quantitative PCR will replace traditional nested PCR method gradually and 
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become the new standard of molecular diagnostic method. This improvement will 

have great impact on the clinical treatment of patients with Rickettsial infections.  

 

 

Key words:  Rickettsia, , Real-Time SYBR Green I-based PCR, scrub typhus, 

endemic typhus, Q fever 
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前言 

立克次體為革蘭氏陰性，絕對細胞內寄生的細菌，台灣地區的立克次

體傳染病主要有恙蟲病及地方性斑疹傷寒（1-6）。恙蟲病（又稱叢林性斑

疹傷寒），為患者遭帶有病原 Orientia tsutsugamushi 之恙蟲幼蟲叮咬，所

引起之急性傳染性疾病（1,9,50,53）。臨床症狀包括發熱、焦痂(eschar)、

紅疹與淋巴腺病等症狀。在缺乏治療的情形下，可能造成患者的無尿、肺

水腫與心衰竭，致死率可由 1 到 30%。恙蟲病之地理分佈，北由日本北

部與俄羅斯東部，南至澳洲北部與西太平洋群島，西至阿富汗均有病例發

生（9,26,28,33-38,43,46-48,50,59）。雖然恙蟲病可藉由抗生素治療而痊癒，

但由於錯誤的診斷與抗生素的選用不當，世界上每年仍有零星致死的案例

發生。而台灣在 1955年即將此病列為通報傳染病，現歸類為第三類傳染

病。台灣地區的恙蟲病近年來每年約有 250-400 個確定病例，在民國 90

年至 94年的確定病例數為 371、284、258、401及 323例，且在各縣市均

有病例報告，但主要是在金門縣、台東縣、花蓮縣、高雄縣市及南投縣，

發生月份以每年 5月至 10月較多，感染的年齡層多為 20∼29歲。台灣地

區的傳播媒介主要為地里恙蟎(Leptotrombidium deliensis)（36）。恙蟲的動

物宿主主要為囓齒類(rodent)，哺乳類(羊、豬、狗、貓)，鳥類(鳥、雞)等，

其中又以囓齒類為最主要的宿主（26,38,43,50）。 

恙蟲病之潛伏期約 9 至 12 天，特徵為在螯口處形成特有的無痛性
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洞穿式潰瘍性焦痂 (eschar) 。併發高燒(39℃以上甚至 40.5℃)，若未治療

高燒可持續約 14天。局部淋巴腺發炎腫大。自發病日起 4-5天開始，軀

幹先出現紅疹繼而擴至四肢及臉，約第 9-10病日後會消退。常伴有頭痛、

出汗、結膜充血、昏迷、末期心跳衰竭、休克等症狀。本病的死亡率依地

區、立克次體株、感染史與治療與否有關，有 1-30%之差異，但若經正確

診斷適當用藥則死亡率可低於 1%。 

為得到快速準確的診斷及正確的治療以降低死亡率，有必要建立檢

驗新技術。目前恙蟲病的實驗室診斷主要是靠血清學的抗體陽轉為依據，

因為傳統的 PCR 檢驗方法有易污染及需要較長檢驗時間的缺點，並不可

靠。本計畫的主要目標即在建立一套完整的立克次體傳染病即時螢光定量

分子診斷系統，能在病人急性期全血或血清中準確的檢驗出病原核酸分

子，使治療工作更具成效。 

地方性(鼠蚤型)斑疹傷寒為 Rickettsia typhi引起的疾病，其病程和人

蝨型（流行性）斑疹傷寒類似，有頭痛、惡寒、疲勞、發燒、全身性疼痛

和出疹等現象，但病情較流行性斑疹傷寒溫和（26,38）。在各年齡層的致

死率依年齡增加而遞增，但均小於１％。在缺乏蝨子的侵襲、季節性的分

布和疾病的散發性等因素，均有助於和人蝨型斑疹傷寒區別。實驗室診斷

通常用 IFA 法，病人血清先和不同的立克次體抗原吸附，以作為鑑別性

診斷。或用細胞培養方法分離病原體，再以 IFA鑑定。 

 8



流行通常發生在有大量老鼠存在，且人與鼠居住在同一棟建築物的地

區，季節性的尖峰在夏末和秋天。台灣地區有散發性病例，日據時期又稱

為兩週熱。傳染窩為鼠類和一些小哺乳類動物，在自然界以鼠－蚤－鼠的

循環方式維持傳播，此時鼠為傳染窩(通常為屋頂鼠 Rattus rattus 和溝鼠 

R. norvegicus ) 。立克次體在老鼠為不顯性感染，傳染方式為具有傳染性

的鼠蚤(通常為 Xenopsylla cheopis )在吸血時排出立克次體而污染了叮咬

部位或其他新鮮的皮膚傷口，進而造成感染，偶爾也有因吸入了乾的蚤糞

而感染的病例。小袋鼠、貓和其他野生或家中動物均可受感染，通常具有

自限性，但這些動物可傳播具有傳染性的蚤類給人類。貓蚤

( Ctenocephalides felis )也是一種可能的媒介，一旦感染，在蚤體中終生維

持(可長至一年)。人感染後潛伏期約 1－2 週，通常為 12 天，並不會直

接由人傳染給人。如因災難而導致人口聚集、衛生條件不良，且人、鼠和

蚤密集共存時，有可能發生流行，且在這種狀況下，一般會併有其他疾病

同時流行。 

Q熱（Q fever）為 Coxiella bunetii引起的疾病，是一種發生在大部分

國家的人畜共通傳染病（30），在台灣地區雖然並未列入法定傳染病，但

每年約有六百餘報告病例，其中約有 30-40例為確定病例。人感染 Q熱

時，會呈現急性型（肺炎、肝炎、感冒、頭痛）或是嚴重慢性型（心內膜

炎）症狀。急性型可以在服用抗生素（Tetracycline or chloramphenicol）後

 9



立刻得到改善，但嚴重型則需要更長時間的抗生素治療（1-2年）。傳播

途徑可能和扁蝨（Tick）有關，但直接吸入污染 Q熱病原體的灰塵是主

要的原因。實驗室診斷主要利用間接免疫螢光法（indirect 

immunoflorescence assay；IFA ）來檢驗病患血清抗體，以核酸增幅法

（PCR）方法來偵測病原體或抗原。 

在立克次體分子診斷方面，傳統的 Nested PCR檢驗方法有易污染及

需要較長檢驗時間的缺點，並不可靠。近年來，螢光定量 PCR方法已被

廣泛的使用於許多傳染病的常規檢驗，是目前分子診斷發展中最有效的檢

驗方法，因為具有更靈敏（可測得 10 copy DNA）、更快速（5小時內完

成）、及低污染率的優點，將逐漸取代傳統 Nested PCR方法，成為分子診

斷的新標準。開發出一套完整的螢光定量 PCR方法，能在病人急性期全

血或血清中準確的早期診斷出病原核酸分子，對立克次體傳染病之治療及

防治工作非常重要。 
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材料與方法 

本計畫的主要方法在利用螢光定量 PCR 偵測儀及螢光定量 PCR 方

法，開發立克次體傳染病實驗室診斷的檢驗試劑。由於傳統的 PCR 方法

只能做定性檢測，而且 PCR 產物需經過瓊脂糖凝膠電泳及紫外線檢試，

不僅需要多種儀器設備，而且實驗步驟冗長費時，並不適合大量檢體篩檢

之用。競爭性 PCR 雖然可做定量分析，但是有再現性低及偵測範圍小的

缺點，而且也有傳統 PCR產物繁複的後處理過程的缺點。 

所謂螢光定量 PCR即是能夠在 PCR的每個循環(Cycle)中，都能同步

(即時)偵測(Real-Time Detection)到 PCR 產物的增生，因此可以獲得反應

到達飽和前的資料，並利用此功能來定量樣品中 DNA 與 RNA 的原始模

版量。如果是用Mx 3000P, Stratagene儀器進行檢測，反應結束後，可透

過電腦分析，直接計算出定量結果。自 PCR 反應開始後，全部的過程不

需再打開管蓋，既簡化了操作步驟，又可避免後處理過程的污染導致的偽

陽性。本計畫實施策略係配合 Mx 3000P定量 PCR序列偵測儀，有系統

地找出最具潛力的核酸序列及螢光探針組合，而利用 SYBR-Green I螢光

劑及 TaqMan的特性，則能快速篩選出最適合的引子及探針組合。 

檢體之輸送： 

全部檢體（含 Heparin或 EDTA之全血 5~10c.c.及血清 3c.c.）皆由各地區

衛生所或醫院之醫護人員使用無菌空針採取血樣，並分別注入符合標準之
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特製無菌真空採血管內，以保持低溫之國內快捷郵件寄送或由專人親送方

式送達實驗室。而實驗室於收到檢體後立即置於 4℃冰箱內靜置保存，隨

後進行後續之檢驗分析事項。 

本計畫之實驗方法概述如下： 

 

（一） 血液檢體及細菌株： 

血液檢體來源為通報自疾病管制局之各種立克次體傳染病之疑似病例血

液，細菌株為疾病管制局歷年來所分離出之立克次體菌株。原型株

(prototype)為購自 ATCC。 

 

（二） 立克次體分離法： 

1. 取自病患急性期（1~7病日）含 heparin(10U/mL)之全血，分離出

buffy coat 或 peripheral blood mononuclear cell (PBMC)。 

2. 接種入 L929或 HEL細胞株 (Shell-vial細胞培養瓶)，每隔 3~ 4天

更換培養基，並觀察是否有細胞病變發生，並以間接免疫螢光法

偵測是否有立克次體生長◦ 

3. 2週後若無立克次體生長，則將細胞凍解 3次後再行細胞株接種

1-2次◦  

  

注意事項: 
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1. 所有過程應於 P3實驗室無菌無塵操作台內操作, 慎防感染自己及

他人◦ 

2. 培養基中不可添加四環黴素及氯黴素等抗生素◦ 

 

（三） 由血液標本及細胞培養製備立克次體DNA：以 QIAamp DNA 

Blood Mini Kit (QIAGEN) 抽取及純化細菌核酸。主要原理為利用裝有矽

土-膠膜的離心圓柱，可以選擇性的與 DNA結合，再經過數次清洗步驟，

進而達到純化的目的。詳細的步驟如下：首先將病人血液檢體或經由細胞

培養之立克次體加入溶解液，分解蛋白質等雜質，同時將核醣核酸脢去活

性，再將處理後的液體加到離心圓柱中，使 DNA與矽土膜結合，再經過

離心及加入清洗液之重覆步驟清洗離心圓柱，最後以純水將 DNA洗脫下

來。血液(200 µl)中的 DNA依據本法萃取，最後將 DNA溶於 75 µl 純水

(Water , containing 0.02% sodium azide)。 

 

（四） 引子(Primer)與螢光探針(Fluorogenic Hybridization Probe)的設計

與合成： 引子的設計可依不同的需要而定，其功能是在有效地擴增模版

DNA 序列。螢光探針則可與引子擴增出的 DNA 序列進行雜交作用，釋

出螢光。引子與螢光探針的選擇可依據 Primer Express software (PE 

Applied Biosystems Inc., Foster City, CA)。理論上螢光定量 PCR的靈敏度

可以到達 1~10 copies/reaction，可藉由核酸引子之設計及純化、檢體核酸
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的萃取及純化、反應試劑之選擇、反應條件之修正等，改善系統之靈敏度

及專一性。目前立克次體已有多種基因序列可供參考及比對，其中以

Citrate synthase、OmpA 、OmpB及 groEL等基因序列，是最常被作為區

分斑疹傷寒、斑點熱等菌種之用（7,15,20,23,54,62）。O. tsutsugamushi則

可利用 56-kDa type-specific antigen (tsa)、47-kDa蛋白質及 groEL等基因

序 列 作 為 偵 測 病 原 體 及 區 分 菌 種 血 清 型 別 之 用

（6,14,17,18,24,25,34,-39,44）。 

 

（五） SYBR Green 即時螢光定量聚合酶連鎖反應 (SYBR Green 

Real-time PCR Reaction)：使用 QuantiTect SYBR Green PCR Kit 

(QIAGEN)為反應試劑。依序加入以下試劑：25 µl 的 2x QuantiTect 

SYBR Green PCR Master Mix，RNase-free Water，核酸引子，最後加

入 5 µl 檢體 DNA，反應最終體積為 50 µl。再進行 SYBR Green PCR

反應： 95℃ 15分鐘，45次循環之 94℃ 15秒、55℃ 30秒、72℃ 38

秒 (讀取螢光值)。熔點曲線分析(Melting curve analysis)：PCR反應完

成後，再進行熔點曲線分析：95oC, 1分鐘、65oC, 30秒，再進行 45

次循環，每次循環比前次溫度+0.5℃/30秒/循環。 
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結果 
 
（1） 利用 SYBR Green 螢光定量 PCR 方法偵測恙蟲病立克次體核酸分

子：恙蟲病病原體 O. tsutsugamushi專一性引子之核酸序列如表一所

示。引子組 RST-14F-6R 是依據 tsa-56kDa 基因序列所設計，

RST-25F-26R則是依據 groEL heat shock protein 基因序列所設計出。

表二顯示 RST-14F-6R及 RST-25F-26R兩對引子組，利用 SYBR Green

螢光定量 PCR方法可偵測到所有O. tsutsugamushi六種不同的血清型

(prototype)，且對 O. tsutsugamushi具有專一性，亦可偵測到所有恙蟲

病病原體本土菌株（Data not shown）。目前已利用本研究所研發之引

子組，作為疾管局例行性分子檢驗，圖一所示為疾管局立克次體傳染

病例行性分子檢驗流程，恙蟲病、斑疹傷寒、斑點熱及 Q 熱所使用

之引子組名稱，此外，所有的 PCR 檢測均採用相同的實驗步驟，所

以同一儀器可同時偵測圖上所列的病原體核酸分子。 

（2） 以 SYBR Green 螢光定量 PCR方法偵測恙蟲病疑似病例 PBMC檢

體中之病原體核酸分子：由 94 年研究得知，周邊血液單核細胞 

(PBMC) 檢體所得的 PCR 陽性率最高，最適合用於菌株分離。表三

所示為 95年實驗室例行性 PCR檢驗，593支發病日 1-13日之 PBMC

檢體，有 70支檢體為 PCR陽性，陽性率為 11.8% (70/593)，發病日

1-7日之急性期檢體所得之陽性率為 12.8%，略高於發病日 8-13日之
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早恢復期檢體（陽性率為 9.3%）。若綜合血清學結果，則恙蟲病確定

病例發病日 1-13日，80支 PBMC檢體中，有 57支檢體為 PCR陽性，

陽性率可達 71%，恙蟲病確定病例 1-7日之急性期檢體所得之陽性率

更可高達 75%，可見螢光定量 PCR方法具有高靈敏度。圖二所示為

恙蟲病立克次體 groEL引子組之靈敏度測試，Ct = 38時，Detection 

limit為 2.11copies/reaction.  

（3） 螢光定量 PCR 陽性產物核酸序列分析：以引子組 RST-14F-6R 所得

的陽性 PCR產物之大小約為 212-260 bp，以核酸定序方法可比較各

陽性檢體長度約為 160-208 bp (共計有 7種長度: 160bp, 166bp, 169bp, 

175bp, 184bp, 205bp, 208bp ) 的核酸序列。此核酸序列位於 tsa 56-kDa 

gene variable domain I (VDI)的位置，在不同 O. tsutsugamushi serotype 

間的差異很大，可以用來區分不同 serotype之用。圖三所示為 95 年

1至 11月所收集 111支 PBMC ，PCR陽性產物定序結果之分析；可

將序列歸納為 16個 clusters，其中 cluster 1 與 Tt-1及 Tt-3的序列相

同，與原型株 Karp 相似，共有 46 支檢體，佔了總數的 41.4% 

（46/111），是 95年偵測到數量最多的菌種，分佈於金門、高雄、台

北、桃園等地區，也是分佈最廣的菌株。其次是 cluster 6，與 HL-2、

Tt-5、HL-9 的序列相同，與原型株 Gilliam及 Kuroki 相似，共有 25

支檢體，佔了總數的 22.5% （25/111），主要分佈於金門、高雄、南
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投、台北、嘉義等地。cluster 16，與 HL-4的序列相同，與原型株 Kato

相似，共有 17支檢體，佔了總數的 15.3% （17/111），主要分佈於高

雄、金門、台北、台中等地。此外，一些較特殊的菌種如 cluster 3、

cluster 12及 cluster 13只出現在屏東，cluster 15只出現在金門。 

（4） 利用 SYBR Green螢光定量 PCR方法偵測斑疹傷寒立克次體：斑疹傷

寒立克次體專一性引子之核酸序列如表一所示。引子組 RR-F1-R2 及

RR-F8-R12分別是依據 groEL heat shock protein 及 17kDa之核酸序列

設計出之共通引子。表二顯示 RR-F1-R2 及 RR-F8-R12 兩對引子組，

利用 SYBR Green螢光定量 PCR方法可偵測到斑疹傷寒及斑點熱立克

次體，且具有專一性。表四顯示 94及 95年共偵測到 5支地方性斑疹

傷寒 PCR陽性檢體，分佈於台北、高雄及屏東。 

（5） 利用 SYBR Green 螢光定量 PCR 方法偵測斑點熱立克次體：

RR-F1-R2及 RR-F8-R12兩對引子組，如前所述，亦可用於偵測斑點

熱立克次體。表五所示為偵測出由南非旅遊回國非洲斑點熱病人檢體

的螢光定量 PCR結果；因螢光定量 PCR產物無法與 R. conorii區分，

故將另外兩段 PCR產物（ompA及 ompB）定序，確認其為 R. africae

菌株。圖四所示為 GroEL、17 kD、ompA、ompB基因片段之定序結

果。  
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討論 

目前立克次體之實驗室診斷，主要是以血清學 IFA 方法為主

（8,9,13,26,38,42）。在急性期血清中，因抗體尚未大量產生，主要必需靠

菌種分離及 PCR 檢驗，因此我們建立了快速、靈敏度及專一性高的螢光

定量 PCR方法，取代目前大部分實驗室所使用的 Nested PCR方法檢測立

克次體特異性核酸序列。本計畫利用螢光定量 PCR 方法，結合特殊的引

子偵測恙蟲病、斑疹傷寒及斑點熱立克次體。在恙蟲病方面，引子組

RST-14F-6R 是依據 tsa-56kDa 基因序列所設計，RST-25F-26R 則是依據

groEL heat shock protein 基因序列所設計，均可同時偵測所有不同血清型

的 O. tsutsugamushi菌體，因此可作為篩檢恙蟲病病人陽性檢體之用。此

外，亦設計出對血清型別具有專一性之特殊引子，可區分不同血清型別的

O. tsutsugamushi菌體。但由於 O. tsutsugamushi血清型種類繁多，本研究

採用核酸定序方法，藉著直接定序 PCR 陽性產物來確定血清型別。由核

酸序列分析發現，引子組 RST-14F-6R 所得之 PCR 陽性產物定序結果可

區分不同血清型別的 O. tsutsugamushi菌體。 

在斑疹傷寒方面，引子組RR-F1-R2及RR-F8-R12分別依據groEL heat 

shock protein 及 17kDa 之核酸序列設計出之共通引子。這兩對引子組，

利用 SYBR Green螢光定量 PCR方法可偵測到所有斑疹傷寒(Typhus fever 
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group)及斑點熱(Spotted fever group)之病原體，可作為篩檢斑疹傷寒及斑

點熱病人陽性檢體之用。若再直接定序 PCR 陽性產物，則可以區分立克

次體菌種。利用本方法，今年成功的偵測出由南非旅遊回國非洲斑點熱感

染之病人。 

本研究設計出恙蟲病、斑疹傷寒及斑點熱立克次體之引子，配合 SYBR 

Green I 螢光定量 PCR方法，不但靈敏度高，而且步驟簡單、易操作，是

非常適合立克次體的分子診斷方法。 
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結論與建議 

由於全球溫室效應影響，病媒性傳染病在世界各地散佈情形正急速增

加，建立一套完整的病媒性傳染病診斷系統（血清學及分子診斷），監測

台灣地區已知存在的立克次體傳染病是十分重要的。建立 Real-time PCR

立克次體傳染病快速鑑別診斷系統，除了對病患的早期治療有很大的幫助

外，對防治的工作也極為重要。 
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表一、立克次體 SYBR Green 螢光定量 PCR所使用之引子  

Primer Nucleotide sequence Gene  Specificity 
RST-14F CCA TTT GGT GGT 

ACA TTA GCT GCA 
GGT 

Tsa 56 O. tsutsugamushi 

RST-6R TCA CGA TCA GCT 
ATA CTT ATA GGC A 

Tsa 56 O. tsutsugamushi 

RST-25F CTT TGC AAC GAA 
TCG TGA AAA GAT 
GAT TAC 

GroEL O. tsutsugamushi 

RST-26R GTA AGA GCT TCT 
CCG TCT ACA TCA 
TCA GCA 

GroEL 
 

O. tsutsugamushi 

RR-F1 AAA ATG GTT GCT 
GAG CTT GAA AAT 
CCT TT 

GroEL Rickettsia group 
(TG, SFG) 

RR-R2 ACT TTC AAA CCA 
CCA CGT AAT CTA 
TTG AC 

GroEL Rickettsia group 
(TG, SFG) 

RR-F8 GGC GGY GCA TTA 
CTT GGT TCT CAA 
TTC GG 

17-kD Rickettsia group 
(TG, SFG) 

RR-R12 GTT TTC CSC CTA 
TTA CAA CTG TTT 
GAG T 

17-kD Rickettsia group 
(TG, SFG) 

OMP3 
(QF-3) 

GAA GCG CAA CAA 
GAA GAA CAC 

com-1 C. burnetii 
(Zhang, et. al) 

OMP4 
(QF-4) 

TTG GAA GTT ATC 
ACG CAG TTG 

com-1 C. burnetii 
(Zhang, et. al) 

HF1 (QF-7) TCC TAA ACA AGT 
GAT GGT CTC C 

conserved 
region of C. 
burnetii plasmids 

C. burnetii 
(Zhang, et. al) 

HF2 (QF-8) TTC GCA GAA AGT 
CAG CTA TCG 

conserved 
region of C. 
burnetii plasmids

C. burnetii 
(Zhang, et. al) 
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表二、利用立克次體專一性引子偵測恙蟲病、斑疹傷寒、斑點熱及 

Q熱病原體核酸 

RST-spe. TG/SFG-spe. QF-spe. 

56kD, tsa groEL groEL 17kD com-1 plasmid 

 Prototype 

RST- 
14F-6R 

RST- 
25F-26R 

RR- 
F1-R2 

RR- 
F8-R12 

OMP3- 
OMP-4 

HF1- 
HF2 

Gilliam 22 (78.95) 24 (78.45)     -     -     -     - 

Karp 20 (78.85) 22 (80.05)     -     -     -     - 

Kato 19 (80.45) 20 (79.95)     -     -     -     - 

Kawasaki 30 (79.45) 27 (78.45)     -     -     -     - 

Shimokoshi 32 (79.45) 31 (77.45)     -     -     -     - 

RST 

Kuroki 35 (79.95) 38 (78.35)     -     -     -     - 

Prowazekii     -     - 29 (78.95) 27 (81.45)     -     - TG 

Typhi     -     - 22 (78.45) 21 (80.95)     -     - 

Conorii - - 21 (78.45) 20 (80.95)     -     - 

Japonica - - 22 (78.95) 20 (81.45)     -     - 

SFG 

Sibirica - - 20 (78.45) 18 (81.45)     -     - 

Phase I - -     -     - 17 (82.05) 17 (80.95)QF 

Phase II - -     -     - 20 (81.95) 17 (80.95)

L929  - -     -     -     -     - 

NTC  - -     -     -     -     - 
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表三、95年恙蟲病報告病例病人急性期血液檢體之病原體核酸分子檢測 

12(+)/20
(60%)

8~13 days

16(+)/172 
(9.3%)

8~13 days

45(+)/60
(75%)

1~7 days

54(+)/421         
(12.8%)

1~7 days

恙蟲病

2006年
qPCR  

(至8/12)

Total :  593 PBMC

12(+)/20
(60%)

8~13 days

16(+)/172 
(9.3%)

8~13 days

45(+)/60
(75%)

1~7 days

54(+)/421         
(12.8%)

1~7 days

恙蟲病

2006年
qPCR  

(至8/12)

Total :  593 PBMC

1~13 days

1~13 days

57(+)/80  
(71 %)

Sensitivity

陽性率 70(+)/593
(11.8 %)

1~13 days

1~13 days

57(+)/80  
(71 %)

Sensitivity

陽性率 70(+)/593
(11.8 %)
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表四、利用斑疹傷寒立克次體專一性引子可偵測斑疹傷寒病人血液檢體之病

原體核酸分子 

PBMC編號 發病日 居住地 Q-PCR (17 kD) Sequence 

L940315 12 
屏東縣 38 R. typhi 

 
L940394 8 

台北縣 41 R. typhi 

L950281 8 
台北縣 41 R. typhi 

L950939 8 
高雄市 40 R. typhi 

L951269 10 
高雄縣 37 R. typhi 
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表五、利用斑點熱立克次體專一性引子偵測非洲斑點熱病人血液檢體之病原

體核酸分子 

 

341bpgltA
(877F1258R)

;
R. conorii 270/273 (98%) ; R. rickettsii 268/273 (98%) ; 
R. japonica 266/273 (97%) 

273bp

Name

491bp

247bp

133bp

Length

R. conorii 477/494 (96%) ; R. rickettsii 474/491 (96%) ; 
R. japonica 461/491 (93%)

ompA
(70F602R)

GeneBank GeneBank 無無 R.R. africae africae 序列序列
R. conorii & R. rickettsii 242/243 (99%) ; 
R. japonica 239/243 (98%) 

17kD
(F8R12)

GeneBank GeneBank 無無 R.R. africae africae 序列序列
R. conorii 133/133 (100%) ; R. rickettsii 131/133 (98%) ; 
R. japonica 132/133 (99%)

groEL
(F1R2)

NCBI Blast ResultsGene

341bpgltA
(877F1258R)

;
R. conorii 270/273 (98%) ; R. rickettsii 268/273 (98%) ; 
R. japonica 266/273 (97%) 

273bp

Name

491bp

247bp

133bp

Length

R. conorii 477/494 (96%) ; R. rickettsii 474/491 (96%) ; 
R. japonica 461/491 (93%)

ompA
(70F602R)

GeneBank GeneBank 無無 R.R. africae africae 序列序列
R. conorii & R. rickettsii 242/243 (99%) ; 
R. japonica 239/243 (98%) 

17kD
(F8R12)

GeneBank GeneBank 無無 R.R. africae africae 序列序列
R. conorii 133/133 (100%) ; R. rickettsii 131/133 (98%) ; 
R. japonica 132/133 (99%)

groEL
(F1R2)

NCBI Blast ResultsGene

(發病日95/04/22 ; 採檢日95/05/05 ; 14病日)

PC : R. japonica
NC : NTC

R. africae 273/273 (100%)Sw950514’ (Swab)ompB
(F22R25)

Sw950514 (Swab)

E950514 (Eschar) 
Sw950514 (Swab) 

E950514 (Eschar)

R. africae 491/491 (100%) ; 

R. africae 273/273 (100%)Sw950514’ (Swab)ompB
(F22R25)

Sw950514 (Swab)

E950514 (Eschar) 
Sw950514 (Swab) 

E950514 (Eschar)

R. africae 491/491 (100%) ; 

傷口拭子、焦痂檢體：
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圖一、立克次體實驗室分子檢測流程圖： 

 

Real-time PCR

BloodBlood

PBMCPBMC

Real-time PCRReal-time PCR

primer set 1 
(STG - specific)

• tsa56 (~233bp)
• groEL (171bp)

primer set 1 
(STG - specific)

• tsa56 (~233bp)
• groEL (171bp)

primer set 2 
(TG, SFG - specific) 

• 17kD  (304bp)
• groEL   (191bp)
• ompB    (330bp)
• gltA       (382bp)
• ompA    (533bp)

primer set 2 
(TG, SFG - specific) 

• 17kD  (304bp)
• groEL   (191bp)
• ompB    (330bp)
• gltA       (382bp)
• ompA    (533bp)

primer set 3
(Q Fever-specific)

• plasmid         (183bp)
• com-1, 27kD (438bp)

primer set 3
(Q Fever-specific)

• plasmid         (183bp)
• com-1, 27kD (438bp)

TissueTissue EscharEschar
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圖二、恙蟲病立克次體螢光定量 PCR檢測及靈敏度測試： 

 

Plasmid with groEL Gene-Karp

Sensitivity: Ct=38,  2.11 copies/Rxn 
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圖三、O. tsutsugamushi立克次體原型菌株與病人檢體中之菌株，利用引

子組 RST-14F-6R擴增出之 PCR產物核酸定序及演化分析結果 

56 kDa tsa gene

(14F-6R frag. 160-208 bp)

Phylogenetic tree based on Tsa56 gene sequences of Orientia tsutsugamushi strains tested

(111 PBMC in 16 Clusters)

 Tt-2
 HL-7

 Cluster 8
 Kuroki

 Gilliam
 Cluster 7
 HL-2
 Tt-5
 HL-9
 Cluster 6

 Cluster 4
 Cluster 3
 Karp

 Cluster 2
 Tt-1
 Cluster 1
 Tt-3

 HL-20
 Cluster 9

 Tt-4
 Cluster 5

 Cluster 12
 HL-1
 Cluster 11

 Kawasaki
 Cluster 10

 Cluster 13
 HL-3
 Cluster 15

 Kato
 HL-4
 Cluster 16

 HL-5
 HL-6
 Cluster 14

 Shimokoshi

100

99

100

85

75
99

47

81

100

79

99

99

79

96

50

93

61

55

89

19

37

17

83

80

76

44

84

69

98

0.02

 

 

KM TP TPC KH KHC TC TCC HC HCC TY TN PH PT LC NT CY CH HL Total
Cluster 1 26 1 2 2 6 1 1 1 3 1 1 1 46
Cluster 2 1 1
Cluster 3 1 1
Cluster 4 1 1
Cluster 5 1 2 3
Cluster 6 9 3 1 5 1 1 3 2 25
Cluster 7 1 1
Cluster 8 1 2 1 4
Cluster 9 1 1 2

Cluster 10 1 1 2
Cluster 11 1 1
Cluster 12 2 2
Cluster 13 1 1
Cluster 14 1 1
Cluster 15 3 3
Cluster 16 5 1 3 7 1 17

Total 45 7 4 9 19 3 1 1 1 3 1 1 5 1 5 2 2 1 111

 37



 38

 

 38

 

圖四、非洲斑點熱病原體核酸定序結果： 

 

 

GroEL (133bp)
CATCTTACTATTTGAGAAAAAATTATCAAATTTACAACCGATGTTACCTATACTTGAGGCTGTAGTACAATCACAACGCCC
TCTATTAATTATTGCTGAGGATGTTGAGGGCGAAGCTCTTGCAACGCTTGTA

17kD (247bp)
TAAGGGCAAAGGACAGCTTGTTGGAGTAGGTGTAGGTGCATTACTTGGAGCAGTTCTTGGTGGACAAATCGGTGCAGGT
ATGGATGAACAGGATAGAAGACTTGCAGAGCTTACCTCACAGAAAGCTTTAGAAACAGCTCCTAGTGGTAGTAACGTAGA
ATGGCGTAATCCGGATAACGGCAATTACGGTTACGTAACACCTAATAAAACTTATAGAAATAGCACTGGTCAATATTGCC
GTGAATAC

ompA (491bp)
TTATTTCAAAAAGCAATACAACAAGGTCTTAAAGCCGCTTTATTCACCACCTCAACCGCAGCGATAATGCTGAGTAGTAG

CGGGGCACTCGGTGTTGCTGCAGGTGTTATTGCTACTAATAATAATGCAGCATTTAGTGATAATGTTGGCAATAATAATT

GGAATGAGATAACGGCTGCAGGGGTAGCTAATGGTAATCCTGCTGGCAGTCCTCAAAACAATTGGGCATTTACTTACGGT

GGTGATTATACTATCACTGCAGATGCAGCCGATCGTATTATTACGGCTATAAATGTTGCAGGTACTACTCCCGTAGGTCT

AAATATTGCTCAAAATACCGTTGTTGGTTCGATTATAACGGGAGGTAACTTGTTGCCTGTTACTATTACTGCCGGCAAAA

GCTTAACTTTAAACGGTAATAATGCTGTtGCTGCAAATCATGGTTTTGATGCTCCTGCCGATAATTATACAGGTTTAGGA

AATATAGCTTT

ompB (273bp)
CTGATACACATCAAAGTAAGAAAGGTGGTTTAGCTGGTTATAAAGCTAAAACCACCGGTGTCGTAATCGGTTTAGATACG

CTAGCTAACGATAACTTAATGATAGGTGCTGCTATTGGTATCACTAAAACTGATATAAAACACCAAGATTATAAGAAAGG

TGATAAAACCGACGTTAACGGTTTCTCATTCTCTCTATATGGTGCCCAGCAGCTTGTTAAGAACTTCTTTGCTCAAGGTA

GTGCAATATTTAGCTTAAACCAAGTGAAGAACA
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