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前　言

侵襲性黴菌感染好發於免疫低

下或接受侵入性醫療的病人。近年來

發生數起與醫療照顧相關的黴菌感染

群突發事件，另 2011 年美國龍捲風
過境後出現皮膚軟組織毛黴菌症群突

發，顯示醫療環境和自然環境中都存

在威脅人類健康的伺機性黴菌病原

[1,2]。為了釐清群突發病原的來源及
傳播，除了人、時、地三要素關聯性

分析外，病原分子分型 (genotyping) 
是疫情調查中不可或缺的第四要素

[3]。傳統的黴菌親緣分析方法，如
多位點序列分型或變異性重複序列分

析等，雖然容易操作，但卻有鑑別

度 (discriminatory power) 不足的缺點
[1]。此外，目前也僅部分臨床常見
的致病菌種具有已建立的基因分型方

法可應用[1]。

由於次世代定序技術的成熟與普

及，病原基因分型也進入了全基因序

列 (whole genome sequence, WGS) 分
析的時代，全基因比對已成為細菌病

原親緣分析的標準方法[3]。黴菌全
基因體約為細菌的 10 多倍大，序列
組裝及分析均較細菌複雜，但仍相繼

有研究成功將全基因比對應用於黴菌

親緣分析，成為疫情調查的得力工

具，藉此得以清晰描繪群突發菌株的

傳播與演化[1,4]。為了增進對此技術
之了解，本文將透過文獻回顧，介紹

全基因親緣分析於黴菌感染群突發調

查的應用及展望。

傳統黴菌基因分型方法

傳統上常使用的黴菌基因分型

方法包括：隨機引物聚合酶鏈鎖反應 
(Arbitrarily Primed Polymerase Chain 
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Reaction, AP-PCR)、脈衝場凝膠電
泳 (Pulsed Field Gel Electrophoresis, 
PFGE)、多位點序列分型 (Multilocus 
Sequence Typing, MLST)、及變異性
重複序列 (Variable-Number Tandem 
Repeat, VNTR) 分析等方法[5-8]。其
中，AP-PCR 操作簡易，常應用於菌
株分型篩選；PFGE 處理步驟繁瑣、
費時，需要熟練的技術，才能有再現

性結果。兩方法均須把欲比較的菌株

同時放在一起進行 DNA 片段電泳圖
譜的比對，適合短期的流行病學研

究。缺點是不同實驗室之電泳分析結

果往往無法互相比較，而且結果不

易精確記錄保存，因此較不適合長

期的流病研究。MLST 和 VNTR 分
別是念珠菌及麴菌親緣分析最常使

用的方法。以熱帶念珠菌 (Candida 
tropicalis) 而言，MLST 法以 PCR 擴
增具多形性的 6 對基因後，進行擴增
產物測序，所得序列再與熱帶念珠

菌 MLST 數據庫進行比對，從而獲
得雙倍體序列樣式 (diploid sequence 
type, DST)，後續再以分析軟體建構
菌株親緣關係樹形圖[7]。以煙麴黴 
(Aspergillus fumigatus) 而言，VNTR 
法以 PCR 擴增菌株中含重複序列的 9 
段基因後，依據擴增產物長度計算個

別基因重複序列的重複次數，再以重

複次數為分析基礎建構菌株親緣關係

樹形圖[8]。MLST 及 VNTR 的結果
可以基因資料庫的形式儲存，不同實

驗室間或不同時期的結果也可以相互

比對，因此適合長期的追蹤研究。

上述傳統分型方法，多數的研

究實驗室都可以進行，且所需花費合

理，因此為目前黴菌親緣分析的主要

方法，然而卻有鑑別度不夠的缺點。

若菌株間僅有少部分的鹼基有差異，

又此差異不存在於上述方法所檢測的

目標基因上，就無法被偵測出來。再

者，MLST 及 VNTR 分析法具菌種特
異性，各菌種的分型系統，彼此間無

法套用。有別於念珠菌或麴菌等臨床

常見的黴菌病原，醫療照顧相關群突

發病原通常為來自環境中的伺機性病

原，罕有人類感染報告，因此對這些

病原的認識並不多，也少有相關序列

資料。所以若有群突發發生，並無已

知的基因分型系統可立即套用於菌株

親緣分析[1]。

全基因親緣分析

以全基因序列為基礎的全基因

序列基因分型 (WGS typing, WGST) 
或全基因親緣分析 (whole genome 
phylogenetic analysis, WGPA) 方法，
可克服上述傳統分型方法的侷限。此

法可以應用在任何沒有背景基因資料

或分型系統的病原，特別是罕見或新

興病原，並達到小至僅數個鹼基差異

的高鑑別度[1]。
次世代定序所得的全基因序列

組裝方法有兩種：一是引導式組裝 
(reference-guided assembly)，在有參
考基因體 (reference genome) 的情況
下，以其作為引導骨架，並使用序列
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片段本身的資訊進行比對 (mapping) 
組裝；二是 de-novo 組裝 (de-novo 
assembly)，在沒有參考序列的情況
下，僅使用序列片段所提供的資訊組

裝成全基因體[1,4,9]。使用引導式組
裝法時，若欲分析的基因體與所選定

的參考基因體差異太大，重要的或新

興的基因片段有可能在組裝過程中

遺失。此外，若沒有參考基因體序

列，也無法使用引導式組裝，需改

用 de-novo 組裝方法。因此，為了避
免因不正確組裝而導致後續菌株序列

比對錯誤，de-novo 組裝是目前進行 
WGST 或 WGPA 較被建議的方式。
近來新推出的第三代的定序技術，如 
PacBio 公司的單分子即時定序 (single 
molecule real time [SMRT] sequencing) 
技術和 Oxford Nanopore Technologies
的奈米孔單分子定序技術，都可以

進行長片段定序[9,10]。前者測序讀
長 (read) 大於 20,000 鹼基對 (base 
pair, bp)，平均約為 3,000 bp，後者平
均讀長則約 10,000 bp；兩者讀長是 
Applied Biosystems (ABI) 或 Illumina 
定序平台讀長的 30 至 200 倍[9]。長
讀長序列的優點是大幅降低了全基因

體組裝的困難度，使得黴菌 de novo 
組裝變得可行。附帶一提，於人體及

環境生存時，有些黴菌主要以單套 
(haploid) 染色體存在，如煙麴菌或光
滑念珠菌 (Candida glabrata)，有些黴
菌則以雙套 (diploid) 染色體存在，如
熱帶念珠菌。雙套體全基因序列組裝

較單倍體困難，需要採用更多的組裝

步驟[4]。
全基因序列組裝後，W G PA 

依據菌株序列間的單核苷酸多態

性 (single nucleotide polymorphisms, 
S N P s )  差異決定親緣距離：菌株
間的 SNPs 差異越少，親緣距離越
近；SNPs 差異越多，親緣距離越遠
[1,9,11]。一般而言，若 WGST 顯示
群突發菌株為單一型菌株或有主要基

因型菌株存在，表示菌株來自相同源

頭；若群突發菌株和分離自疑似感染

源的菌株間的 SNPs 差異非常少，則
可進一步確認感染源。相反的，若群

突發菌株分屬多種基因型，表示群突

發的發生是來自存在多種基因型菌株

的單一汙染源，或與環境暴露有關 
(亦即環境中原本即存在多種不同基
因型菌株，個別病患接觸到環境中不

同型別的菌株而感染) [11]。此外，
有多種分析軟體可以建構出全基因

親緣演化樹狀圖，如 BioN、MEGA 
(Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis) 和 PAUP 等[12-14]。以下簡
介 5 起將 WGPA 應用於疫情調查的
黴菌感染群突發事件。

文獻報告

Candia auris
C. auris 首見於 2009 年日本文

獻，菌株分離自病人外耳道[15]。
迄今，除了南極洲，全世界各大洲

許多國家已分離出  C. auris，此菌
也在部分醫院造成群突發[16]。C. 
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auris 因其不易以傳統方法鑑定、帶
有 fluconazole 抗藥性及多重抗藥性、
高感染死亡率及容易長期存活在醫療

環境或器械表面等特點，帶給臨床診

療及感染控制許多挑戰[16]。科學家
回溯過去的文獻及菌株庫，除了兩

株分別分離於 1996 年 (韓國) 及 2008 
年 (巴基斯坦) 的 C. auris 臨床菌株，
1996~2009 年間再無其它 C. auris 分
離菌株的報告[17,18]。何以 C. auris 
在 2008 年後快速在各大洲興起，是
學界亟欲釐清的問題。

C. auris 全基因序列首次於 2015 
年發表，基因組大小約 12.3 Mb，
後續科學家以 WGPA 分析來自各大
洲、不同國家及醫院的環境和臨床 C. 
auris 菌株[1,18-20]。研究發現，來自
南亞、南美及南非的菌株分屬 3 演化
支 (clades)，同一洲的菌株間僅有少
數 SNPs 差異 (小於 16~70 個 SNPs)；
相反的，來自不同洲的菌株間則有

數千以上的 SNPs 差異[18]。再者，
美國疾病管制局發現來自馬里蘭、紐

澤西及紐約的菌株全基因序列極相

近，差異不到 70 個 SNPs；來自同一
醫院不同病人的菌株差異不到 10 個 
SNPs，分離自病人和鄰近醫療環境
的菌株差異不到 5 個 SNPs [20]。綜
合這些結果推測，近年來 C. auris 在
各地的盛行，並非由一主要基因型菌

株散播到世界各地，而是不同基因型

的菌株分別於各地域獨立興起再造成

局部傳播[20]。

Apophysomyces trapeziformis
2011 年 5 月強大的龍捲風襲擊

美國密蘇里州，造成嚴重傷亡。美

國疾病管制局自 6 月起陸續接獲通
報災民罹患嚴重壞死性皮膚感染，

13 位病例經檢驗確認致病原為  A. 
trapeziformis，為白黴菌 (Mucorales) 
菌種之一。多數病人並無免疫不全

潛在疾病，其中 5 名病例死亡。A. 
trapeziformis 全基因體約 32 Mb，
WGPA 分析結果顯示此次 11 株群突
發臨床菌株分屬 4 演化支，因此推測
龍捲風過境地區存在不同基因型的 A. 
trapeziformis 菌株，這些菌株的孢子
因龍捲風攪動而隨著泥水碎屑流動傳

播、再經由災民的皮膚傷口進入深層

組織造成壞死性皮膚感染，亦即此次

群突發為與環境暴露相關，並非來自

單一感染源[2]。

Exserohilum rostratum
美國在 2012~2013 年間發生了

大規模的因注射被 E. rostratum 污染
的 methylprednisolone 藥劑而引起的
腦膜炎等感染症群突發，通報病例

數高達 753 例，遍佈美國 20 州，其
中 64 例死亡[21]。E . rostratum 全基
因體約 33.8 Mb，WGST 分析結果
顯示 28 株群突發菌株 (包含 22 株臨
床菌株和 6 株 methylprednisolone 藥
瓶分離菌株) 的全基因序列幾乎完全
相同，僅存在 8 個 SNPs，而且兩兩
菌株間的差異不到 2 個 SNPs；相反
的，群突發菌株與不相關菌株間基
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因序列差異極大，高達 136,000 個 
SNPs。WGPA 分析結果確認了被 E. 
rostratum 污染的 methylprednisolone 
注射液為此次群突發的單一感染源

[22]。

Sarocladium kiliense 
2013  至  2014  年間，哥倫比

亞和智利多家醫院在短時間內出

現大於 50 例的 S. kiliense (舊名為  
Acremonium kiliense) 血流感染群突發
事件，疫情調查推測可能和病人注射

的止吐藥 (ondansetron) 有關，之後也
確實在未開封的 ondansetron 藥瓶分
離出 S. kiliense。S. kiliense 全基因體
約 36 Mb，WGPA 分析顯示 25 株群
突發菌株 (包含 18 株臨床菌株和 5 株
藥瓶分離菌株) 間的差異極小，不到 
5 SNPs；相反的，群突發菌株和與此
次群突發不相關的 11 株菌株間的差
異則高達 21,000 SNPs 以上，因此確
認了 ondansetron 藥瓶為此次群突發
的源頭[11]。1996 年文獻曾報導存在
於潮濕瓶的 S. kiliense 可能為 4 名 S. 
kiliense 眼內炎群突發的感染源，然
而那時因無適當的基因分型方法，無

法確定之間的關聯性[23]。此次群突
發有賴 WGPA 提出強而有力的證據
而得以確認感染源。

Saprochaete clavata 
法國在  2011 至  2012 年間發

生了 Saprochaete clavate (舊名為 
Geotrichum clavatum) 感染群突發事

件，約有  30 例病患，病例分佈於 
10 間醫院，26 例為菌血症，22 例死
亡。S. clavate 全基因體約 17.5 Mb，
WGPA 顯示群突發菌株多屬同一演化
支，彼此間的差異不到 5 個 SNPs，
與其它偶發感染菌株序列有相當大的

差異，因此推測此次群突發菌株來自

共同感染源。不過針對醫療器材、藥

品、食物及環境積極採樣下，都無法

培養出 S. clavata，無法確定此次的群
突發感染源頭[24]。

除了上述所提，近年來亦有其它

多起黴菌群突發報告，如 2002 年因
注射受 Exophiala dermatitidis 汙染的
類固醇引發腦膜炎、2008~2009 年因
接觸 Rhizopus delemar 污染的貼布或
被服導致皮膚軟組織毛黴菌症、2009 
年食入被 Rhizopus microsporus 污染
的 allopurinol 藥丸引起壞死性毛黴
菌腸炎及 2012 年因注射被 Fusarium 
incarnatum-equiseti species complex 
污染的眼內用染劑  (Brilliant Blue 
G) 和 Curvularia hawaiiensis 污染的 
triamcinolone 藥瓶導致眼內炎等，在
在顯示醫材受到黴菌汙染進而導致群

突發，是不容忽視的議題[25-27]。這
些群突發病原通常是環境中的黴菌，

罕有臨床病例報告及基因分型系統，

WGPA 正可應用在這些黴菌感染群突
發的調查上，提供清晰有力的證據，

了解病原的來源及傳播，有助感控策

略的擬定及執行。

上述 WGS 研究也首次呈現這些
罕見或新興黴菌病原的全基因序列。
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了解全基因序列有助開發生物標誌及

新診斷方法，幫助臨床快速檢驗菌株

是否屬於群突發基因型。全基因序列

也有助探討病原的生物特性、致病機

轉、毒力及傳播因子等，亦為開發新

的治療方法的研究基礎。再者，全基

因比對有助後續追蹤菌株的演化，亦

能與國外菌株序列比較，了解此類菌

株在各地演化的情形，是否有優勢菌

株或菌株散播的情形等現象。

總　結

隨著次世代定序技術的進展與成

本的下降，可預見繼細菌病原後，未

來 WGPA 亦將成為黴菌感染群突發
菌株親緣分析的標準方法。不過目前

的瓶頸在於巨量的 WGS 資料並不是
多數實驗室可以分析的，需要有熟悉 
WGS 分析的生物資訊團隊梳理序列
資訊。若能發展自動化 WGPA 分析
流程及使用者友善分析軟體，相信此

強大分析技術將更廣為應用於群突發

調查。

參考文獻

  1. Bougnoux ME, Brun S, Zahar JR: Healthcare-
associated fungal outbreaks: new and uncommon 
species, new molecular tools for investigation 
and prevention. Antimicrob Resist Infect Control 
2018;7:45.

  2. Neblett Fanfair R, Benedict K, Bos J, et al: 
Necrotizing cutaneous mucormycosis after a 
tornado in Joplin, Missouri, in 2011. N Engl J Med 
2012;367:2214-25.

  3. Nutman A, Marchaim D: 'How to do it'-molecular 

investigation of a hospital outbreak. Clin 
Microbiol Infect 2018.

  4. Cuomo CA: Harnessing whole genome sequencing 
in medical mycology. Curr Fungal Infect Rep 
2017;11:52-9.

  5. Kirby JE, Branch-Elliman W, LaSalvia MT, et al: 
Investigation of a Candida guilliermondii pseudo-
outbreak reveals a novel source of laboratory 
contamination. J Clin Microbiol 2017;55:1080-9.

  6. Bergman A, Lignell A, Melhus A: The first 
documented case of Aspergillus cardiac surgical 
site infection in Sweden: an epidemiology 
study using arbitrarily primed PCR. Apmis 
2009;117:568-74.

  7. Tavanti A, Davidson AD, Johnson EM, et al: 
Multilocus sequence typing for differentiation of 
strains of Candida tropicalis. J Clin Microbiol 
2005;43:5593-600.

  8. de Valk HA, Meis JF, Curfs IM, et al: Use of a 
novel panel of nine short tandem repeats for exact 
and high-resolution fingerprinting of Aspergillus 
fumigatus isolates. J Clin Microbiol 2005;43:4112-
20.

  9. Gilchrist CA, Turner SD, Riley MF, et al: Whole-
genome sequencing in outbreak analysis. Clin 
Microbiol Rev 2015;28:541-63.

10. Lu H, Giordano F, Ning Z: Oxford Nanopore 
MinION sequencing and genome assembly. 
Genom Proteom Bioinf 2016;14:265-79.

11. Etienne KA, Roe CC, Smith RM, et al: Whole-
genome sequencing to determine origin of 
multinational outbreak of Sarocladium kiliense 
bloodstream infections.  Emerg Infect Dis 
2016;22:476-81.

12. Tamura K, Stecher G, Peterson D, et al: MEGA6: 
Molecular evolutionary genetics analysis version 
6.0. Mol Biol Evol 2013;30:2725-9.

13. Wi lgenbusch  JC,  Swofford  D:  In fe r r ing 
evolutionary trees with PAUP. Current Protocols 
in Bioinformatics 2003; Chapter 6:Unit 6 4.

14. Gascuel O: BIONJ: an improved version of the NJ 
algorithm based on a simple model of sequence 
data. Mol Biol Evol 1997;14:685-95.

15. Satoh K, Makimura K, Hasumi Y, et al: Candida 
auris sp nov, a novel ascomycetous yeast isolated 
from the external ear canal of an inpatient 
in a Japanese hospital. Microbiol Immunol 
2009;53:41-4.

138

感染控制雜誌



16. Chowdhary A, Sharma C, Meis JF: Candida auris: 
A rapidly emerging cause of hospital-acquired 
multidrug-resistant fungal infections globally. Plos 
Pathog 2017;13:e1006290.

17. Lee WG, Shin JH, Uh Y, et al: First three reported 
cases of nosocomial fungemia caused by Candida 
auris. J Clin Microbiol 2011;49:3139-42.

18. Lockhart SR, Etienne KA, Vallabhaneni S, et al: 
Simultaneous emergence of multidrug-resistant 
Candida auris on 3 continents confirmed by 
whole-genome sequencing and epidemiological 
analyses. Clin Infect Dis 2017;64:134-40.

19. Sharma C, Kumar N, Meis JF, et al: Draft genome 
sequence of a fluconazole-resistant Candida auris 
strain from a candidemia patient in India. Genome 
Announc 2015;3:e00722-15.

20. Val labhaneni  S ,  Kal len A,  Tsay S,  e t  a l : 
Investigation of the first seven reported cases of 
Candida auris, a globally emerging invasive, 
multidrug-resistant fungus - United States, May 
2013-August 2016. MMWR 2016;65:1234-7.

21. Centers for Disease Control and Prevention (2015, 
October 30). Multistate Outbreak of Fungal 
Meningitis and Other Infections-Case Count. 
Available https://www.cdc.gov/hai/outbreaks/
meningitis-map-large.html.

22. Litvintseva AP, Hurst S, Gade L, et al: Whole-
genome analysis of Exserohilum rostratum 
from an outbreak of fungal meningitis and other 
infections. J Clin Microbiol 2014;52:3216-22.

23. Fridkin SK, Kremer FB, Bland LA, et al: 
Acremonium kiliense  endophthalmitis that 
occurred after cataract extraction in an ambulatory 
surgical center and was traced to an environmental 
reservoir. Clin Infect Dis 1996;22:222-7.

24. Vaux S, Criscuolo A, Desnos-Ollivier M, et al: 
Multicenter outbreak of infections by Saprochaete 
clavata, an unrecognized opportunistic fungal 
pathogen. MBio 2014;5:e02309-14.

25. Centers for Disease Control and Prevention: 
Exophiala infection from contaminated injectable 
steroids prepared by a compounding pharmacy-
-United States, July-November 2002. MMWR 
2002;51:1109-12.

26. Cheng VCC, Chan JFW, Ngan AHY, et al: 
Outbreak of intestinal infection due to Rhizopus 
microsporus. J Clin Microbiol 2009;47:2834-43.

27. Mikosz CA, Smith RM, Kim M, et al: Fungal 
endophthalmitis associated with compounded 
products. Emerg Infect Dis 2014;20:248-56.

139

中華民國 108 年 7 月第二十九卷三期


