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台中某醫院呼吸照護病房疑似結核病院內感染事件 

之實驗室分析報告 

摘要 
近年來台灣地區老年人口比例上升，呼吸照護病房（Respiratory Care 

Ward, RCW）及呼吸照護中心（Respiratory Care Center, RCC）的病患亦

逐年增加。本文以台灣中部某醫院呼吸照護病房疑似結核病院內感染群聚事

件為例。疾病管制局分枝桿菌實驗室，利用傳統檢驗、分子快速鑑定與菌株

分型方法，鑑別所培養出陽性菌株之關聯性，以釐清該事件。該事件經證實

並非為結核病群聚感染，而是非結核分枝桿菌增生(colonization)事件，由病

患分離之分枝桿菌主要是膿腫分枝桿菌(Mycobacterium abscessus)。實驗室

建立疑似結核病院內感染事件完整偵測系統，並成功的運用於防疫工作上。 
 

前言 
台中某醫院於九十三年 4 及 5 月間連續通報數名結核病患及痰塗片陽性

個案，疑似有群聚感染情形。疾病管制局第三分局隨即會同衛生局與中區結

核病診療諮詢小組專家，展開訪查及協助相關病例診斷及院內感染控制處

理。其中，決議採集個案痰檢體送疾病管制局分枝桿菌實驗室進行檢驗與鑑

定，以釐清是否為結核菌院內感染事件。 
結核菌(Mycobacterium tuberculosis, MTB)會經由空氣傳播，造成人傳

人的感染進而致病。而非結核分枝桿菌（Non-tuberculous Mycobacterium, 
NTM）存在於環境中，一般認為不具人傳人之感染性。目前，已被確認超過

至少 70 種以上的非結核分枝桿菌。近年來，有多種非結核分枝桿菌在臨床

上造成疾病病徵，如：鳥型結核桿菌(M. avium complex, MAC)、堪薩斯結

核分枝桿菌(M. kansasii)、膿腫分枝桿菌(M. abscessus)及海龜結核分枝桿菌

(M. chelonae），會造成胸部感染或皮膚發炎等症狀。甚至在愛滋病患族群之

研究中，發現鳥型結核桿菌廣泛感染病人的事實，使非結核分枝桿菌在臨床
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的重要性逐漸增加【1】。 
由於在顯微鏡下無法與結核桿菌區別，而若以傳統生化方式鑑定非結核

分枝桿菌，必須花費至少四周以上的時間，須待培養出菌株後，再做進一步

的菌種鑑定。目前，商品化非結核分枝桿菌檢測套組，仍以核酸探針為主，

但僅能檢測 M. avium complex；M. kansasii；胞內分枝桿菌（M. 
intracellulare）及 M. gordonae 等四種非結核分枝桿菌。因此，核酸定序分

析法及聚合酶連鎖反應限制酵素片段多型性（Polymerase Chain Reaction- 
Restriction Fragment Length Polymorphism, PCR-RFLP）法被廣泛應用

【2、3、4】。此外，由於新種的非結核分枝桿菌陸續被發現，傳統生化反應

鑑定已造成菌種鑑定上的困難，因此，合併傳統生化鑑定及現代分子鑑定法

將是未來非結核分枝桿菌的確認策略。目前鑑定非結核分枝桿菌已經可以應

用分子診斷方法，如以標的基因：hsp 65(heat shock protein 65 ) 【5、6】、

16S rDNA、16S-23S rRNA spacer、rpoB、dnaJ、gyrB 等【7】，先進行複

製放大標的基因，再以限制酵素切割片段分型、特定核酸探針雜交或直接定

序等三種方式進行鑑定。但由於核酸探針應用範圍有限及直接定序成本過高

等因素，PCR-RFLP 已經成為快速鑑定非結核分枝桿菌之工具，其原理為放

大 65kD hsp 之 439 bp 聚合反應產物，並以 BstEII、HaeIII 兩項限制酵素

切割後，進行核酸片段電泳分析，此項實驗流程可於一天內完成；此外，由

於結核桿菌中 H37Rv 及牛型分枝桿菌(Mycobacterium bovis)菌株基因序列

之全解碼【8】，利用多組核酸引子放大特殊核酸片段，進一步以電泳

(electrophoresis) 區別同一菌種型別已逐漸被採納，此方法稱為隨機多型性

核酸複製法(Randomly Amplified Polymorphic DNA-Polymerase Chain 
Reaction, RAPD-PCR)。 

本文以台灣中部某醫院呼吸照護病房疑似結核病院內感染群聚事件為

例。疾病管制局分枝桿菌實驗室，利用傳統檢驗、分子鑑定與分型方法，鑑
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別所培養陽性菌株之關聯性，以釐清該事件。建立疑似結核病院內感染事件

實驗室偵測系統，並成功應用於防疫調查上。 
 
材料與方法 
一、檢體收集 

檢體來源為民國九十三年台灣地區中部某醫院通報疑似結核病群聚事

件。該院於五月通報 29 位痰塗片陽性個案，經過中區結核病診療諮詢小組

委員檢視個案後，除原先通報個案外，另增加通報 3 名痰塗片陰性但其 X 光

片亦有結核病病灶之個案，於是該院共計通報個案數為 32 例；痰液檢體送

疾病管制局分枝桿菌實驗室檢驗時，又新增加 1 位疑似個案，總計送驗痰檢

體共 33 例。 
二、檢驗 

痰液檢體經去污染處理後，依疾病管制局發行之「結核菌檢驗手冊」，分

別接種於液態及固體培養基，並製作痰塗片進行鏡檢【9】。另以巢式(nested) 
IS 6110- PCR【10、11】、即時定量(real-time)PCR 及 Gen-Probe 核醣核酸

檢測法【12】，進行各項快速分子檢測。 
三、鑑定與分型 

相關痰檢體於培養出陽性菌株後，同時比對該院最初由署立台中醫院實

驗室檢驗，經培養陽性後，送疾病管制局分枝桿菌實驗室之菌株進行平行比

對，以了解兩套檢體培養菌株之異同。 
（一）聚合酶連鎖反應限制酵素片段多型性（PCR-RFLP）鑑定法【2】 
    將待鑑定菌株置於乾浴槽以95℃不活化處理後，取上清液進行PCR實

驗。微量反應管內依序加入Tb11、Tb12引子（Tb11 引子 5’-ACC AAC GAT 
GGT GTG TCC AT-3’、Tb12 引子 5’-CTT GTC GAA CCG CAT ACC 
CT-3’），dNTP，MgCl2，10XBuffer，Taq及水。於96℃作用10分鐘後；以96℃1
分鐘、58℃1分鐘、72℃2分鐘，進行30次反應；最後在72℃作用6分鐘。 
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增幅反應後取產物進行電泳，並以100 bp核酸標準品標記，電泳結束後

以溴化乙菲錠（ethidium bromide）染色並於影像分析儀進行分析。確認增

幅反應成功之產物，分二組分別加入  BstEII（10U/μL）、HaeIII（10U/μL），

置於60℃（BstEII）及37℃（HaeIII）進行酵素切割反應，完畢後以4﹪NuSeieve 
3：1 瓊膠（agarose）進行電泳。電泳結果與標準品比較，並與分枝桿菌影

像資料庫比對，鑑定待判菌株種類。 
 

（二）隨機多型性核酸複製（RAPD-PCR）鑑定與分型法【13】 
將 100ng待分型菌株核酸加入微量反應管內，以單一引子個別進行

聚合反應（四組引子分別為INS-2 5’-GCG TAG GCG TCG GTG ACA 
AA-3’、IS986 5’-ACG CTC AAC GCC AGA GAC CA-3’、OPA2 5’-TGC 
CGA GCT G-3’、OPA18 5’-AGG TGA CCG T-3’），依序加入dNTP，

MgCl2，10XBuffer，Taq及水。於 96℃作用 10 分鐘後；以 96℃1 分鐘、

36℃1 分鐘、72℃2 分鐘，進行 40 次反應；最後在 72℃作用 6 分鐘。 
電泳分析增幅產物，並以 100 bp核酸標準品標記，電泳結束後以溴

化乙菲錠染色並於影像分析儀進行分析。將核酸片段完全相同者歸類為

一群，並給予相同的英文字母代號。 
 

結果 
 本疑似結核病群聚事件之檢驗分析結果列於表一：33 名個案痰檢體中，

除 4 名個案痰塗片為陰性外，其餘 29 名個案(84.8%)皆為一價（1＋）陽性。

巢式 PCR 及即時定量 PCR 結果，均為結核菌陰性。Gen-Probe 檢測結果，

除 1 名個案為中間值無法判定外，其餘皆為陰性。該事件實驗室初步報告為：

依據此套痰檢體檢驗結果，初步排除為結核病群聚感染事件。 
後續培養結果顯示，有 28 名個案(28/29, 96.6%)為痰塗片及培養陽性，

而 5 名個案為最終培養陰性。續利用 PCR-RFLP 鑑定培養菌株，結果除 1
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名個案為結核菌（該病患為通報開放性肺結核個案）及 2 名個案無法判定外，

其餘 25 名個案均為 M. abscessus：其中 5 名個案為 M. abscessus type 1，

20 名個案為 M. abscessus type 2。 
該醫院所送驗兩個實驗室之兩套檢體均為培養陽性者，共計有 22 名個

案。44 株菌株分別於不同時間進行 PCR-RFLP 鑑定並平行比較，結果除 P22
一株菌株無法鑑定(P22C 鑑定為 M. fortuitum )；P14S 為 M. abscessus type 
2，P14C 為不同亞型 M. abscessus type 1。其餘 20 名個案，第一次送驗痰

檢體所培養之菌株與第二次送複驗菌株，經 PCR-RFLP 鑑定結果，均屬同

一亞型 M. abscessus 分枝桿菌。於 22 名個案中，前後兩套檢體菌株分離鑑

定一致性達 90.9%。20 株非結核分枝桿菌中，除 3 株屬於 M. abscessus type 
1，其餘 17 株皆屬於 M. abscessus type 2。 

排除 P22C 為 M. fortuitum 不列入關聯性分析外，進一步自 21 名確定培

養出 M. abscessus 菌株個案中，以 RAPD-PCR 方法進行複驗菌株分型分

析，其結果如表二。21 株菌株共有 3 種群組（cluster）及 3 種個別型。依引

子（INS-2、IS986、OPA-2、OPA-18）順序 3 群組分別為（AAAA）9 株、

（BBAA）7 株及（CCBB）2 株。 
 
討論 

由非結核分枝桿菌所造成之院內感染及假性群聚感染事件已發生近三十

年，最早有記載之院內感染事件可追溯至民國六十四年；絕大多數非結核分

枝桿菌院內感染以快速生長菌為主，如 M. fortuitum 及 M. abscessus 等。文

獻指出 M. abscessus 不僅能生長在純水中，亦會對氯、低濃度戊二醛及甲

醛，有機汞及標準滅菌劑具拮抗性【14】。其可能造成之群聚感染事件如：

足部侵入式手術時使用之滅菌器【15、16】，注射後化膿傷口【17】，多劑型

培養基污染【18】，手術後傷口感染【19】，實驗室純水污染【20】，未經許

可之注射用藥【21】，皮膚及軟骨組織感染【22、23】，抗生素注射器未經適
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當消毒之程序準備【24】，手術用皮膚消毒劑污染【25】。 
PCR-RFLP 可輕易鑑定分枝桿菌種類，但卻缺乏進一步證據佐證是否為

同一基因型別。雖然利用脈衝式電泳（Pulsed-Field Gel Electrophoresis，

PFGE）進行分枝桿菌分型已有前例可循【26】，然而 Wallance 等人指出 M. 
chelonae 及 M. abscessus 無法以 PFGE 方式獲得理想的結果，主要因為有

將近 10﹪M. chelonae 及 50﹪M. abscessus 分離菌株進行實驗時，核酸會

因萃取困難及斷裂而無法進行型別判定【27】。因此，利用核酸複製方式進

行特定分枝桿菌型別區分逐漸被採納。目前，已有 M. tuberculosis【28】、

M. abscessus【13】及 M. malmoense【29】之 RAPD-PCR 分型法。Zhang
等人更進一步評估利用純化核酸或熱處理菌液所得核酸進行 RAPD-PCR 之

比較，發現經純化之核酸相對穩定，產生較明顯清晰的產物片段，於比對菌

株型別上有較佳結果。而利用 INS-2、IS986、OPA-2、OPA-18 引子分析型

別，與利用 PFGE 法所獲得之結果可獲得一致的關聯性。雖然各引子單獨分

析時，有較多菌株歸屬於同一型別，必須綜合四組引子分析結果以區別其異

同。 
由於非結核分枝桿菌可存在於環境中【30】，包含土壤、水源、甚至醫院

消毒器皿內，雖然檢體分離出非結核分枝桿菌於臨床上不似結核菌嚴重，但

由於非結核分枝桿菌常對一般抗結核藥物具抗藥性，因此若未經詳細檢驗確

認鑑定，而以結核病個案通報用藥，不僅影響病患就醫治療，亦會造成防疫

訊息的錯誤。 
此次通報疑似結核病群聚事件之醫院呼吸照護病房為 39 床之大型空

間，護理站設置於病房中央，護理人員活動空間與病患使用空間並無區隔。

由於所收治病人有開放性肺結核通報紀錄，且於短期內陸續通報數名結核病

個案，及轉院病患被收治醫院診斷為結核病等，因此造成該院疑似發生結核

病群聚事件。痰塗片陽性個案通報亦引起相關防疫單位的重視，雖然最終檢

體培養鑑定結果顯示不是結核菌聚集事件，但經兩個異地實驗室於不同時間
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培養之兩套痰檢體，鑑定結果均屬 M. abscessus 菌株，推斷 M. abscessus
應是造成此一群聚事件的病原。進一步進行 RAPD-PCR 型別區分，得知至

少三群以上之菌株型別，顯示即便是同一天收集之病人檢體，經培養鑑定為

M. abscessus，於 RAPD-PCR 仍有不同型別產生，此結果可排除實驗室處

理過程中交互污染的可能。 
進一步分析病患床位相關位置與 RAPD-PCR 型別，發現並無明顯關聯

性。初步懷疑該加護病房環境、用水、消毒器皿、亦或呼吸加護設施，可能

有不同型別 M. abscessus 存在。但因此一事件發生時，並無相關環境檢體

採檢進行後續培養鑑定。為精確研判呼吸照護病房疑似結核菌群聚感染並即

早進行防疫工作，針對非結核分枝桿菌之分子流行病學進行研究實為當務之

急。 
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表一：疑似結核菌群聚感染事件 33 名個案痰檢體檢驗及鑑定結果 （PN 表

示個案，N＝1~33；S 表示痰檢體） 
個案及檢體類別 塗片 Culture Nested PCR Real time PCR Gen-probe PCR-RFLP 

P1S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P2S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P3S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P4S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P5S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P6S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P7S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P8S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type1 

P9S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P10S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P11S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P12S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type1 

P13S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P14S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P15S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P16S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P17S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P18S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type1 

P19S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P20S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P21S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P22S + 陽性 陰性 陰性 陰性 無法鑑定 

P23S - 陰性 陰性 陰性 陰性 培養陰性 

P24S + 陽性 陰性 陰性 陰性 無法鑑定 

P25S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type1 

P26S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P27S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M.tuberculosis 

P28S + 陽性 陰性 陰性 無法判定 M. abscessus type1 

P29S - 陰性 陰性 陰性 陰性 培養陰性 

P30S + 陽性 陰性 陰性 陰性 M. abscessus type2 

P31S + 陰性 陰性 陰性 陰性 培養陰性 

P32S - 陰性 陰性 陰性 陰性 培養陰性 

P33S - 陰性 陰性 陰性 陰性 培養陰性 
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表二、疑似群聚感染事件 PCR-RFLP 鑑定及 RAPD-PCR 型別分析（PN 表

示個案，N＝1~22；S 表示痰檢體、C 表示菌株檢體） 
 

個案及檢體類別 PCR-RFLP INS2 IS986 OPA2 OPA18 

P1S M. abscessus type2         
P1C M. abscessus type2 A A A A 
P2S M. abscessus type2         
P2C M. abscessus type2 A A A A 
P6S M. abscessus type2         
P6C M. abscessus type2 A A A A 
P7S M. abscessus type2         
P7C M. abscessus type2 A A A A 
P10S M. abscessus type2         
P10C M. abscessus type2 A A A A 
P11S M. abscessus type2         
P11C M. abscessus type2 A A A A 
P16S M. abscessus type2         
P16C M. abscessus type2 A A A A 
P17S M. abscessus type2         
P17C M. abscessus type2 A A A A 
P21S M. abscessus type2         
P21C M. abscessus type2 A A A A 
P3S M. abscessus type2         
P3C M. abscessus type2 B B A A 
P4S M. abscessus type2         
P4C M. abscessus type2 B B A A 
P5S M. abscessus type2         
P5C M. abscessus type2 B B A A 
P9S M. abscessus type2         
P9C M. abscessus type2 B B A A 
P15S M. abscessus type2         
P15C M. abscessus type2 B B A A 
P19S M. abscessus type2         
P19C M. abscessus type2 B B A A 
P20S M. abscessus type2         
P20C M. abscessus type2 B B A A 
P8S M. abscessus type1         
P8C M. abscessus type1 C C B B 
P12S M. abscessus type1         
P12C M. abscessus type1 C C B B 
P13S M. abscessus type2         
P13C M. abscessus type2 C B A A 
P14S M. abscessus type2         

P14C M. abscessus type1 C B B B 
P18S M. abscessus type1         
P18C M. abscessus type1 D C B C 
P22S 無法鑑定         

P22C M. fortuitum type1         

 


