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計畫中文摘要： 

鉤端螺旋體病為人畜共通的疾病，在熱帶地區因鼠患而常見，由

於鉤端螺旋體菌生長緩慢，細菌鑑定無法以傳統生化方式進行，一般

需依賴 16S 核酸定序或分子生物學偵測。 

鉤端螺旋體有數個種別，本(108)年度以購置於 WHO 參考實驗

室之鉤端螺旋體 Leptospira interrogans 種別進行鉤端螺旋體 MALDI-

TOF 質譜資料庫建置，進行微調，找尋最精準之資料庫。以歷年來

野外鼠類培養出之鉤端螺旋體，進行準確性測試，並以不同之螺旋體

細菌，伯氏疏螺旋體，進行特異性測試，以確保資料庫正確。 

本計畫利用細菌鑑定質譜系統(MALDI-TOF)在細菌鑑定上的

快速與專一性，建置完成鉤端螺旋體 Leptospira interrogans 種別質譜

圖資料庫，本(108)年期能提供更快速且有效的檢驗結果，並進一步

提供及時的疫情分析及監測，以達到疾病防治的成果。 

 

 

 

關鍵詞：鉤端螺旋體、MALDI-TOF 
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計畫英文摘要：  

Leptospirosis is a common mammalian zoonosis occurring 

worldwide. The causative agents, Leptospira spp. can affect humans as 

well as a wide range of different mammals. The characterization of 

Leptospira spp. is still challenging and time-consuming. Because it takes 

months for Leptospira spp to grow, therefore, it is not able to be identified 

by traditional biochemistry methods. Several molecular methods have 

been established to detect leptospiral DNA such as PCR, 16S etc. In the 

past years it has been shown that Matrix assisted laser desorption 

ionization-time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) is a 

reliable tool and use a fast, easily applied method for bacterial 

identification at the species level.  

There are several Lepospira species. This year, Leptospira 

interrogans isolates purchased from WHO references were used to 

establish the MALDI-TOF database for Leptospira spp. The databasewas 

fine-tuned by choosing different reference strains. The Leptospira spp. 

isolated from rodents were used to test the accuracy of the database and 

Borrelia spp. isolates were used to test the specificity. 

In this project, we have established MALDI-TOF database for 

identification of Leptospira interrogans. This database will benefit for 

clinical laboratory use and further for outbreak investigation. 

keywords：Leptospira, MALTI-TOF 
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本文 

一、 前言：  

鉤端螺旋體病病源體為鉤端螺旋體菌屬 (Leptospires)，

致病性鉤端螺旋菌屬於 Leptospira interrogans 菌種，現今已被鑑

識出之血清型約有 277 種。此病易發生於野外經常接觸可能受

感染動物排泄物污染之水源或屠體組織之工作者（農夫、衛生下

水道工程人員或維修人員、礦工），於人群中爆發流行原因，為

接觸到受感染動物污染之水源（例：河流、湖水等），洪水氾濫

後常見爆發性流行。臺灣於 2006、2007 及 2008 年確定病例分

別為 41、42 及 47 例（共 130 例）。2009 年因莫拉克颱風襲台，

造成屏東縣萬丹鄉大淹水，造成鉤端螺旋體病群聚，該年確定病

例為 203 例 1-2。臨床症狀表現呈多樣性，從輕微到嚴重都有可

能，診斷不易，常與其他各種感染症混淆，例如登革熱、恙蟲病、

或是流行性感冒等，輕微者最初的症狀多半與感冒類似，包括發

燒、頭痛、腸胃道不適、畏寒、紅眼、肌肉酸痛等症狀，有的還

會以腦膜炎症狀表現，嚴重者會出現腎衰竭，黃疸與出血現象 3-

4。 

鉤端螺旋體病的的分離培養困難而且耗時 5-6，現今完整

的鉤端螺旋體鑑定方式，必須搭配血清型別鑑定與核酸鑑定
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後之綜合結果而判定。其中血清型別鑑定方法十分耗時費工，

鑑定之前必須把將未知的鉤端螺旋體免疫兔子，此免疫產生

未知菌株之抗血清的期程至少需要 2 個月。實驗室另一方面

需要準備有數量足夠、具代表性之標準型抗血清之外，與還要

有能力維持一批批新鮮、具代表性之標準菌株，才能再以血清

型確認試驗（cross agglutination absorption test，CAAT）將未

知菌株與未知菌株抗血清各自細分成不同血清型，相似而具

部份交叉反應的血清型再集合成血清群(serogroup)。目前已知

鉤端螺旋體血清型超過 300 種，分別隸屬於約 29 個血清群。

因此完整的血清型別鑑定，只有 WHO/FAO/OIE 鉤端螺旋體

參考實驗室有能力進行。 

由於鉤端螺旋體生長速度緩慢，需要長時間培養，而且

無法在一般培養基上形成菌落，傳統上僅能以液態培養液來

增殖，且其鑑定之 DNA 雜交(DNA hybridization)法、16S rRNA

基因序列與 G+C content7，這些傳統核酸定序或分子生物學偵

測方式，以及需搭配血清型別鑑定，這些在一般的醫學實驗室

有執行上的困難度，以上這些原因，都是導致鉤端螺旋體鑑定

上困難的原因。 

細菌鑑定質譜系統(MALDI-TOF)為一能快速鑑定病原
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菌的系統，經由各不同病原菌所含蛋白質的不同，能精確且專

一的鑑定出不同的病原體甚至加以分型 8，鉤端螺旋體無法以

傳統生化方式進行鑑定，若以聚合酶鏈鎖反應繼以核酸定序

與比對分析，像這樣的分子鑑定檢驗亦需要 2 至 3 天。利用

MALDI-TOF 以各自的特殊蛋白，進而區分出菌種的特性 9，

可以輔助鑑定上的需求，同樣可大幅縮短檢驗時間。有鑑於台

灣各個地區醫院與教學醫院的檢驗室逐漸以 MALDI-TOF 細

菌菌種鑑定方式，取代傳統生化鑑定細菌系統，但因細菌鑑定

質譜系統(MALDI-TOF)並無鑑定鉤端螺旋體之資料庫，因此

本計畫藉鉤端螺旋體質譜圖資料庫的建立，可回饋應用於台

灣各醫院檢驗室，強化各醫院鑑定量能。藉由細菌鑑定質譜系

統準確及快速的特性能加快檢驗的時效，提供防疫單位正確

且快速的資訊，提供早期疾病流行預測與流行病學的調查。 
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二、 材料與方法 

 

研究材料及菌株取得要項 

資料庫建置 

利用 MALDI-TOF 所產出之質譜圖透過軟體 FlexAnalysis 及

MALDI Biotyper 3 先行繪出親緣性樹狀分析圖，再透過樹狀分析圖

挑選數株具代表性之菌株質譜圖譜，最後利用軟體建立可供分析之

資料庫。 

 

進行步驟 

 

(1) 測試購買自 WHO 參考實驗室各種鉤端螺旋體菌株的培養

環境與純化萃取條件，以利後續 MALDI-TOF 質譜圖建

置。 

(2) 歷年本署經通報及研究計畫中野外鼠類檢體培養之鉤端螺

旋體菌株進行 MALDI-TOF 質譜圖分析，驗證質譜資料庫

之準確性。 

(3) 選取更多不同型別之鉤端螺旋體菌株以及萊姆疏螺旋體菌

株與資料庫比對，確定建立圖譜資料庫之專一性。  
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三、 結果 

細菌質譜鑑定系統(MALDI-TOF)為近年來發展之快速鑑定病原菌

的系統，經由各病原菌所含之蛋白質，精確且專一的鑑定出不同的

病原體。由於MALDI-TOF並無內建之鉤端螺旋體菌株資料庫，因

此，本年(108年)以建置鉤端螺旋體Leptospira interrogans種別之質

譜資料庫(MALDI-TOF)之，完成鉤端螺旋體Leptospira interrogans

之建置。 

1. 購置 Leptospira 屬菌株進行質譜資料庫之建置： 

購自WHO參考實驗室之鉤端螺旋體菌株共25株，包括6種鉤端

螺旋體種別：Leptospira interrogans 12株 (I-1~I-12)，Leptospira 

borgpetersenii 5株 (B-1~B-5)，Leptospira kirschneri 3株 (K-1~K-3)，

Leptospira santarosai (S-1~S-2) 及 Leptospira weilii (W-1~W-2) 各

2株，以及Leptospira noguchii 1株 (N-1) (表一)。 

2. 初步進行 25 株鉤端螺旋體菌株 cluster 之分析: 

25 株鉤端螺旋體菌，以 PCA (Principal component analysis)方

式進行 clustering 分析，25 株菌株區分成 4 個 cluster (以顏色區分) 

(圖一)，10 株 Leptospira interrogans 與 Leptospira kirschneri 在同一

cluster (紅色)，2 株 Leptospira interrogans (藍色)自成 1 個 cluster。 
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Leptospira borgpetersenii、Leptospira santarosai 及 Leptospira weilii 

集中於同一 cluster (綠色)。 

3. 建置 Leptospira interrogans MALDI-TOF 圖譜資料庫: 

25株參考菌株之 cluster分析，顯示10株Leptospira interrogans

形成 1 個 cluster，但此 cluster 亦包含 Leptospira kirschneri。因

Leptospira interrogans 為數較多，較易建立準確 MALDI-TOF 圖譜

資料庫，因此本年度先建立 Leptospira interrogans MALDI-TOF 圖

譜資料庫。 

資料庫分析以 identification score value≧2.3 為確認菌種，

identification score value 介於 2.0-2.299 為屬名正確，種名可能正

確；identification score value 介於 1.7-1.999 為屬名可能正確，

identification score value ≦1.699 則為無法鑑定。 

首先將 12 株 Leptospira interrogans 菌株之 MALDI-TOF 圖

譜，全部放在一起作成資料庫，並將 25 株 Leptospira 菌株以此資

料庫分析。結果顯示 12 株 Leptospira interrogans 之 identification 

score value 均≧2.3，可確認為 Leptospira interrogans。Leptospira 

borgpetersenii、Leptospira santarosai、 Leptospira weilii及Leptospira 

noguchii 之 identification score value 均 < 2，皆為可接受範圍，而
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3 株 Leptospira kirschneri 之 identification score value 均≧ 2，甚

至出現  ≧  2.3。可能因為 Leptospira kirschneri 與 Leptospira 

interrogans 畫分在同一 cluster，以全部 12 株 Leptospira interrogans

建立資料庫時，資料比對時造成干擾。必須選擇適合之 Leptospira 

interrogans 菌株做代表，避開與 Leptospira kirschneri 相近之菌株，

因此 MALDI-TOF 圖譜資料庫需進行微調，以符合鑑定準確度標

準。 

4. 微調優化 Leptospira interrogans MALDI-TOF 圖譜資料庫: 

將 12 株參考菌株分別取 8 株及 3 株作成兩個圖譜資料庫，

其中 3 株之選擇避開與 Leptospira kirschneri 相近之菌株 I-7 與 I-

8(圖)。將 25 株 Leptospira 菌株分別以 8 株及 3 株組成之圖譜資料

庫鑑定，結果顯示 8 株組成之圖譜資料庫與 12 株的圖譜資料庫結

果相似，無法區分 Leptospira interrogans 與 Leptospira kirschneri 

(圖)。以 3 株組成之圖譜資料庫鑑定，除 Leptospira interrogans 以

外，其他 Leptospira 菌株鑑定之 identification score value 均 < 2，

皆為可接受範圍，因此經微調優化後以 3 株組成之圖譜資料庫較 8

株組成之圖譜資料庫作為鑑定 Leptospira interrogans 之資料庫為

佳。 
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5. Leptospira interrogans 資料庫準確性分析 

為瞭解 Leptospira interrogans 資料庫之準確性，選取 52 株從野

外捕捉鼠類腎臟培養之鉤端螺旋菌進行 Leptospira interrogans 資

料庫準確性分析。以16S確認52株鉤端螺旋菌中有15株Leptospira 

interrogans 及 37 株 Leptospira borgpetersenii，分別以 12 株及 3 株

Leptospira interrogans 組成之資料庫進行鑑定時，均能得到可接受

之準確性。 

6. Leptospira interrogans 資料庫特異性分析 

為進行 Leptospira interrogans 資料庫特異性分析，選取與鉤端

螺旋體分類上同目不同科之伯氏疏螺旋體，Borrelia spp.進行特異

性測試。4 株伯氏疏螺旋體分別為 1 株 Borrelia burgdorferi、2 株

Borrelia garinii 以及 1 株 Borrelia afzelii。原始 MALDI-TOF 圖譜

資料庫內建菌種已包含 Borrelia burgdorferi 及 Borrelia garinii，因

此以內建資料庫鑑定菌種時，Borrelia burgdorferi 及 Borrelia garinii

之 identification score value 均> 2，鑑定無誤。而內建資料庫並無

Borrelia garinii 資料，因此以內建資料庫鑑定，其 identification score 

value < 1.7，無可信賴之鑑定產生。當使用 12 株及 3 株 Leptospira 

interrogans 組成之資料庫進行鑑定時，由於此兩種資料庫並無
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Borrelia spp.資料，因此 identification score value 均 < 1.7，無法鑑

定。此結果顯示 Leptospira interrogans 資料庫之特異性測試正確。 
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四、 討論 

1、 本計畫 108-109 年目的在建立鉤端螺旋體之 MALDI-TOF

質譜鑑定資料庫，未來可提供快速準確之鉤端螺旋體鑑定。

本(108)年以菌株數較多之 Leptospira interrogans 進行鉤端

螺旋體 MALDI-TOF 質譜鑑定資料庫之建立。 

2、 本計畫經微調優化，以不同 Leptospira interrogans 菌株建立

3 個質譜鑑定資料庫，其中 12 株以及 8 株之質譜鑑定資料

庫組成無法準確區分 Leptospira kirschneri，在準確度上不及

3 株組成之質譜鑑定資料庫，因此選取以 3 株組成之質譜鑑

定資料庫為 Leptospira interrogans 代表。 

3、 以野外鼠類培養之鉤端螺旋體菌以及同目不同科之伯氏疏

螺旋體測試 3 株 Leptospira interrogans 組成之質譜資料庫，

顯示準確度與特異性都能精準確認菌種。  
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五、 結論與建議 

1. 質譜儀鑑定細菌之方式因其快速，正確率高，目前已成為

臨床微生物鑑定之趨勢。但囿於鉤端螺旋體菌種並無資料

庫賴以分析，因此建置鉤端螺旋體資料庫以協助快速正確

之判斷 

2. 本年計畫利用購買之參考菌株建置鉤端螺旋體資料庫，經

微調優化後建置以3株Leptospira interrogans組成之質譜資

料庫，其準確度與特異性已測試完成，未來將提供有此儀

器之醫療機構使用，以增加鑑定正確率。 
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七、圖、表 

 

       

 

圖一、購置之 Leptospira spp.菌株資訊 
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圖二、選殖代表菌株 
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圖三、細菌質譜儀鑑定結果參考表 

 

  

分數顏色一覽表：

2.3-3.000 high probable species identification

2.0-2.299 secure genus identification, probable species identification

1.7-1.999 probable genus identification

0.0-1.699 Not reliable identification
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圖四、測試以 12 株 Leptospira interrogans 參考菌株初步建置

Leptospira interrogans 之圖譜資料庫。 

  

流水號碼 菌株代號 Species Serovar 鑑定結果

I-1 Kit1 L. interrogans Canicola 2.564

I-2 Kit2 L. interrogans Bratislava 2.388

I-3 Kit6 L. interrogans Pomona 2.596

I-4 Kit8 L. interrogans Bataviae 2.474

I-5 Kit10 L. interrogans  Icterohaemorrhagiae 2.777

I-6 Au1 L. interrogans Pomona 2.477

I-7 Au2 L. interrogans Hardjo 2.641

I-8 Au6 L. interrogans Australis 2.663

I-9 Au7 L. interrogans Pyrogenes 2.629

I-10 Au8 L. interrogans Hebdomadis 2.408

I-11 Au10 L. interrogans Autumnalis 2.635

I-12 Au13 L. interrogans Djasiman 2.647

B-1 Kit4 L. borgpetersenii Poi 1.595

B-2 Kit5 L. borgpetersenii Tarassovi 1.515

B-3 Kit7 L. borgpetersenii Ballum 1.583

B-4 Kit14 L. borgpetersenii Sejroe 1.685

B-5 Au12 L. borgpetersenii Ballumn 1.443

K-1 Kit9 L. kirschneri Grippotyphosa 2.160

K-2 Au3 L. kirschneri Grippotyphosa 2.287

K-3 Au11 L. kirschneri Cynopteri 2.380

S-1 Kit15 L. santarosai Shermani 1.261

S-2 Kit16 L. santarosai Ruparupae 1.209

W-1 Kit12 L. weilii Celledoni 1.328

W-2 Au4 L. weilii Celledoni 0.994

N-1 Kit13 L. noguchii Panama 1.960
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圖五、選殖 8 株 Leptospira interrogans 代表菌株建置圖譜 
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圖六、選殖 3 株 Leptospira interrogans 代表菌株建置圖譜 
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圖七、測試以 8 株及 3 株 Leptospira interrogans 參考菌株組成之

Leptospira interrogans 之圖譜資料庫。 

  

流水號碼 菌株代號 Species Serovar project (8 interrogans) project (3 interrogans)

I-1 Kit1 L. interrogans Canicola 2.536 2.536

I-2 Kit2 L. interrogans Bratislava 2.388 2.163

I-3 Kit6 L. interrogans Pomona 2.596 2.596

I-4 Kit8 L. interrogans Bataviae 2.474 2.264

I-5 Kit10 L. interrogans  Icterohaemorrhagiae 2.777 2.777

I-6 Au1 L. interrogans Pomona 2.447 2.477

I-7 Au2 L. interrogans Hardjo 2.617 2.502

I-8 Au6 L. interrogans Australis 2.663 2.308

I-9 Au7 L. interrogans Pyrogenes 2.629 2.363

I-10 Au8 L. interrogans Hebdomadis 2.092 2.092

I-11 Au10 L. interrogans Autumnalis 2.635 2.272

I-12 Au13 L. interrogans Djasiman 2.524 2.403

B-1 Kit4 L. borgpetersenii Poi 1.322 1.317

B-2 Kit5 L. borgpetersenii Tarassovi 1.447 1.337

B-3 Kit7 L. borgpetersenii Ballum 1.411 1.325

B-4 Kit14 L. borgpetersenii Sejroe 1.685 1.481

B-5 Au12 L. borgpetersenii Ballumn 1.443 1.421

K-1 Kit9 L. kirschneri Grippotyphosa 2.160 1.627

K-2 Au3 L. kirschneri Grippotyphosa 2.287 1.947

K-3 Au11 L. kirschneri Cynopteri 2.380 1.999

S-1 Kit15 L. santarosai Shermani 0.947 0.947

S-2 Kit16 L. santarosai Ruparupae 1.209 1.961

W-1 Kit12 L. weilii Celledoni 1.328 1.328

W-2 Au4 L. weilii Celledoni 0.998 1.941

N-1 Kit13 L. noguchii Panama 1.946 1.782
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圖八、以鼠類培養鉤端螺旋體菌株進行 Leptospira interrogans

圖譜資料庫準確性測試 
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圖九、以伯氏疏螺旋體菌株進行 Leptospira interrogans 圖譜資

料庫特異性測試 

  

菌株代號 Species Strain
MALDI TOF內建

資料庫比對菌種

MALDI TOF內建

資料庫比對分數

project

(12 interrogans)

project

(3 interrogans)

35210 Borrelia burgdorferi ATCC 35210 Borrelia burgdorferi 2.118 0.679 0.470

51383 Borrelia garinii ATCC 51383 Borrelia garinii 2.033 0.668 0.668

51991 Borrelia garinii ATCC 51591 Borrelia garinii 2.101 0.660 0.660

51567 Borrelia afzelii ATCC 51567 - 1.349 0.635 0.559
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計畫名稱：細菌鑑定質譜系統(MALDI-TOF)資料庫建置 

計畫主持人: 慕蓉蓉 

*修正處在報告中加底線標示 

序號 審查意見 主持人回復說明 
修正
處頁
碼 

1 基礎方法之建立有應用性

無創新性。 

謝謝委員建議，未來努力朝

向更創新之研究。 

 

2 資料希望能夠全台灣各機

構整合。 

謝謝委員建議，未來將提供

成果供各醫療單位使用。 

 

3 很優秀的報告。 謝謝委員鼓勵。  

備註:請將此表單附在期末報告後方，如有修正期末報告內容請註明頁

碼，並務必至 GRB 系統完成資料抽換。 

 


