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細菌基因分型技術在食媒疾病分子流行病學上的應用 

 

邱乾順、劉儼毅、廖盈淑＊ 

 

摘要 

細菌基因分型是現今公衛實驗室進行疾病監測與疾病爆發事件調查經常使用

之方法。脈衝電泳(pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)與多點可變異重覆序列

分析法(multilocus variable number tandem repeat analysis, MLVA)因對大多數細菌

種類具有高分型解析力，是最常使用的細菌基因分型技術。細菌基因分型結果與

疾病爆發事件的解讀有三種主要模式：H1，一個疾病群聚感染事件是由同一基因

型菌株所引發；H2，一個疾病群聚感染事件是由多種基因型菌株或多個不同病原

菌種所引發；H3，多個疾病群聚感染事件是由同一基因型菌株所引發。隨著次

世代定序技術的進展，全基因體定序(whole genome sequencing, WGS)將成為公衛

實驗室常規分析菌株的方法。菌株全基因體序列提供豐富的訊息，可用於擷取

菌株血清型、致病因子、抗藥基因與可展示菌株經歷長短時距演化之基因圖譜

資料。全基因體定序將在數年內取代脈衝電泳與多點可變異重覆序列分析法，

成為公衛實驗室進行細菌菌株基因分型的最終方法。疾病管制署需儘速建立實驗

室全基因體定序之量能與序列資料分析能力，充分準備以面對次世代定序技術的

來臨。 

 

關鍵字：基因分型、分子流行病學、脈衝電泳法、次世代定序技術、全基因體定序 

 

前言 

細菌分型(typing)可供建構菌株間之遺傳關聯性(genetic relatedness)，提供流行

病學研究調查之用。細菌分型可分表現型分型(phenotyping)與基因分型(genotyping) 

，分型方法的選擇視目的而定，例如為了疫苗研發與疫苗接種政策所需，進行  
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Streptococcus pneumoniae 的多醣莢膜血清型流行趨勢調查；為了探討病原經歷長

時距(timescale)的流行傳播，使用演化速率較慢的多點基因定序方法(multilocus 

sequence typing, MLST)分析菌株；為了疾病監測(disease surveillance)與疾病爆發事

件調查(disease outbreak investigation)，使用高分型解析力(discriminatory power)的

脈衝電泳 (pulsed-field gel electrophoresis, PFGE)與多點可變異重覆序列分析

(multilocus variable number tandem repeat analysis, MLVA)偵測菌株經歷短時距的變

異。本文介紹現行食媒細菌病原主要的基因分型方法，舉例說明分型方法在細菌

性食媒疾病監測與疾病爆發事件流病調查之應用，提出分型結果與疾病爆發事件

的解讀模式與未來細菌分型技術的發展趨勢，供公衛實驗室與傳染病流行病學調

查人員參考。 

 

食媒細菌病原基因分型方法與應用 

細菌基因分型方法眾多，其中 MLST、PFGE 與 MLVA 是目前公衛實驗室最常

使用的分型方法，預估數年內全基因體定序(whole genome sequencing, WGS)會成

為細菌最終基因分型技術。 

一、 多點基因定序方法(MLST) 

英國 Welcome Trust Center 的 Maiden 等人[1]於 1998 年提出分析 6 個

Neisseria meningitidis 的持家基因(house-keeping genes)（後來增為 7 個基因），

約 470 bp 片段序列，以鹼基序列差異建立菌株之親緣關係。由於研究者可透

過網路進入 MLST 資料庫取得菌株基因序列，容易與各地之菌株比對親緣關

係，因此 MLST 曾廣為學界使用，也成功分析數個菌種的族群結構(population 

structure)[2]。由於 DNA 鹼基的變異速度較慢[3]，MLST 適合用於探討菌株數

年至數十年或更長時間的演化關係，監控特定病原菌 strains 或 clones 在國際

間的傳播流行與消長。MLST 也曾被應用於人類學的研究；Moodley 等人曾分

析各地原住民族胃部分離之幽門桿菌(Helicobacter pyori)基因序列，依據菌株

MLST 序列資料描繪兩波史前人類在太平洋遷移的歷程：第一波在 3 萬多年前

遷移到達新幾內亞與澳洲，第二波遷移在 5,000 年前以臺灣為起點，向大平洋

的美拉尼西亞(Melanesia)和波利尼西亞(Polynesia)區域遷徒[4]。 

二、 脈衝電泳(PFGE) 

PFGE 對許多菌種具高分型解析力，是目前細菌基因分型的黃金標準。

PFGE 可用於評估菌株經歷短時距演化之親緣關係，適合做為疾病主動監測與

疾病爆發事件進行流病調查時的菌株分型工具。美國疾病防治暨預防中心(US 

Centers for Disease Control and Prevention)使用以 PFGE 為標準的菌株基因分

型工具，建立了一個全國性的食媒疾病主動監測網—PulseNet [5]，該監測系

統後來被擴展為有 80 多個國家參與的全球性食媒疾病分子分型監測

網—PulsNet International [6]。臺灣為 PulseNet Asia Pacific 區域監測網成員，

疾病管制署（以下簡稱疾管署）亦於2006年成立PulseNet Taiwan，採用PulseNet



│原著文章│ 

2017 年 1 月 24 日‧ 第 33 卷‧第 2 期                                             疫情報導  24 
 

標準化的 PFGE 技術，並建立多種細菌病原的 DNA 指紋圖譜資料庫。PFGE

對許多細菌具有高分型解析力，但對一些單形性 (monomorphic)菌種如

Salmonella enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis)、S. sonnei、E. coli O157:H7

等菌種之分型解析力時有侷限[7]，加上 PFGE 相當費時費力且每次只能分析

少數菌株，操作上需訓練有素的技術員，只能在參考實驗室實施，這些缺點

驅動研究人員發展其它分型技術，例如 MLVA 以取代 PFGE。 

三、 多點可變異重覆序列分析(MLVA)  

細菌基因體存在數百到上千個由短 DNA 序列單元頭尾相接的重覆序列

(tandem repeat, TR)位點，其中有非常少數 TR 之重覆單元(repeat unit)的數目會

發生變化，稱為可變異重覆序列(variable number tandem repeat, VNTR)，分析

多個 VNTR 的重覆單元數目，可得到菌株多個 VNTR 之重覆單元數目的排列

組合，即為 MLVA 基因型別。VNTR 位點之重覆單元數目變化速率不同，

少數幾個變異速率快的 VNTR 組合，其分型解析力即可高於 PFGE [8]。

MLVA 適合用於檢測菌株經歷短時距的變化，而使用變異速度低的 VNTR，

則可建立菌株經歷較長時距的演化關係[7]。疾管署曾和數個國家合作，利用

自行研發的 MLVA 方法分析 50 個國家來源的 S. sonnei 菌株，分析結果指出

自 1943 至 2000 年間，全世界流行之 S. sonnei 有 3 個主要的 clonal groups [9]；

該結論一年後再次被 Holt 等人確認[10]，該研究分析 132 株世界各地 S. sonnei

分離株之全基體序列，結果指出 S. sonnei 是 500 年內才出現的新生病原菌，

目前全世界有 3 個主要的係譜(lineages)。這 3 個 lineages 與使用 VNTR 建立

之 3 個 clonal groups 可相互對應[11]。 

MLVA 曾被認為具有取代 PFGE 做為 PulseNet 監測網標準分型工具的

潛力，然而 MLVA 菌種專一性太高[12]，無法成為取代 PFGE 的選擇，而隨著

次世代定序技術(next generation sequencing, NGS)的發展，WGS 將取代 PFGE

成為細菌之標準分型工具。 

四、 全基因體定序(WGS)  

隨著次世代定序技術的進步，WGS 的成本已降低至可供例行性分析細菌

株的實用階段。WGS 比其它分型方法提供更豐富訊息，可依基因演化速度選

擇特定基因組合，用於探討不同演化時距的菌株親緣關係。理論上，在建立

菌株經長時間演化後之親緣關係時，選用演化速率較慢的基因組合，當要呈

現菌株經歷短時間演化後之親緣關係時，會選用演化速率較快的基因組合；

因此探討菌株經長時距的變化時，會選用較少數量的核心基因(core genes)組合 

，當要探討菌株經歷較短時距的微演化(microevolution)時，需增加比對附屬基

因(accessory genes)上的變異。現階段應用 WGS 技術最大的困難已不在定序的

成本，而是在 DNA 序列的分析方法；一株菌株 WGS 分析會產生百萬條短序

列，如何從這些巨量序列資料中擷取所要的基因資訊，是 WGS 方法在實際應

用上最核心的關鍵。 
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基因分型資料的解讀 

每種基因分型結果與疾病爆發事件流病關聯性的解讀標準，應依實證經驗而

定。1995 年 Tenover 等人[13]曾提出解讀 PFGE 分型結果的準則，該準則用於解釋

PFGE 圖譜與流病的關係，認為 PFGE 圖譜差異等於或小於 3 條 DNA 片段之菌株，

才可能源於同一疾病爆發事件，然而實證經驗指出該準則並非全然符合[14,15]。另

外，在 MLVA 圖譜的應用上，學者根據研究調查的經驗，認為可接受同一爆發流

行事件之菌株有一個 VNTR 的差異[16]，這個準則也非一體適用，至於 WGS 基因

圖譜資料仍未有一個公認的解讀標準。 

基因分型結果決定的是菌株間的親緣關係，在流行病學的應用是利用菌株的

親緣關係來推想病例間的流病關聯性，因此解讀基因分型資料需考慮感染源之

污染模式。基因分型結果與疾病爆發事件的關係有三種可能模式： 

一、 H1: G1 → O1 

一件疾病爆發事件是由同一基因型病原菌種所引起；即共同感染源為單

一基因型病原菌株(strain)所污染。 

H1 是食媒疾病主動監測（例如 PulseNet）與疾病爆發事件流病調查的假

設基礎。PulseNet 食媒疾病分子分型監測網即設定在某個時間（例如 1 個月）

內出現 2 株或以上具相同基因型菌株，即認定為一起群聚感染(cluster)，因而

啟動流行病學調查追查病例是否有共同感染來源。在疾病爆發事件或院內群

聚感染事件的調查上，也是假定具相同基因型分離株來自同一感染源。實務

上此類模式之疾病爆發事件占多數，但也很有可能因為前提的設定而排除了

有共同感染來源但不同基因型菌株感染之病例。 

二、 H2: Gm → O1 

    一件疾病爆發事件是由同一菌種的多種基因型菌株（或由多種病原菌種）

所引起；即共同感染源為同一菌種的多重基因型菌株或多重菌種所污染。 

    H2 是具共同感染來源的疾病爆發事件，由多種基因型別菌株或多種病原

菌種所引發。這種情況在傳染病爆發事件中並不罕見，但許多人包括從事

細菌分型研究的學者其觀念仍停留在 H1 模式。國內曾發生的 3 起傷寒感染

事件[14]可說明 H2 模式，此 3 個案例指出傷寒長期帶菌者在同一時間可排

出不同基因型別的菌株，這 3 個實例改變解讀基因分型結果的傳統觀念（H1

模式）。 

(一) 案例一：2005 年桃園傷寒群聚 

    在 2005 年，當時的桃園縣在一個月期間內出現 14 例傷寒病例，臺

灣傷寒病例相當少，一個縣一個月內出現多達 14 例病例，屬相當不尋常，

推測應該有共同感染來源。然而來自病例的 14 株菌株有 5 種不同 PFGE

圖譜，最大差距高達 8 條 DNA 片段，MLVA8 則有 4 種圖譜，在測試的 8

個 VNTR 中有 2 個 VNTR 點的差距，因此這個共同感染來源的推論受到

同儕學者的質疑。 
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(二) 案例二：2007 年新竹傷寒群聚 

新竹地區從 2007 年開始，即有零星傷寒病例，菌株擁有相同 PFGE

圖譜（圖譜編號：SIX.022），但 MLVA8 圖譜則不盡相同，也找不到病例

的共同流病關聯。2010 年新竹某高科技電子廠有 4 名員工出現傷寒群聚

感染，菌株擁有相同的 PFGE 圖譜(SIX.022)與 MLVA8 圖譜（圖譜編號：

TY8.040），此 PFGE 基因型和 2007 年以來出現在新竹地區幾個傷寒菌株

相同，但仍未能找到感染來源。2011 年，該高科技電子廠又出現 4 例傷

寒病例，菌株具 SIX.022 圖譜。疾管署經詳細疫調查出這些病例皆在下午

茶時外叫印尼風味餐，該麵攤在數公里外由一原印尼籍歸化的 60 歲婦人

經營；該婦人連續 2 日的糞便檢體分離出傷寒桿菌，2 件檢體各分離 1 株

菌株，和電子廠員工病例的分離株之 PFGE 圖譜相同，但第一天檢體的

菌株 MLVA8 圖譜(TY8.281)則有 3 個 VNTR 點的差異，第二天檢體的

分離菌株 MLVA8 圖譜(TY8.040)和電子廠病例菌株又相同，據此一結果

可推論病原在長期帶原者體內演化變異，帶原者可同時排出不同基因

型別的菌株。可惜原糞便檢體已銷毀，無法再分離更多菌株以確認此一

推論。 

(三) 案例三：2012 年新北市傷寒群聚 

2012 年 4 月新北市出現 1 名 92 歲傷寒病例，其印尼籍看護為傷寒帶

原者，而最初帶原者的 1 株分離株與病例分離株 PFGE 與 MLVA8 基因型

不同，因此再由帶原者同一糞便檢體分離 100 個菌株，帶原者的 101 株

分離株共有 5 種不同 PFGE 圖譜與 23 種 MLVA8 圖譜，其中只有 3 株分

離株與病例分離株有相同 PFGE 與 MLVA8 圖譜(TY8.300)。PFGE 圖譜間

最多有 8 條 DNA 差異，MLVA8 圖譜最多相差 4 個 VNTR 點。PFGE 結

果打破了 Tenover 準則[13]，該準則認為 PFGE 圖譜差異等於或大於 7 條

DNA 片段之菌株，應非源於同一疾病爆發事件。另外，在菌株 MLVA 圖

譜資料的解讀上，實證經驗指出同一爆發流行事件之菌株可有一個 VNTR

的差異[16]，但此長期帶原者卻可同時排出有具有 4 個 VNTR 點差異的菌

株。長期帶原者可同時排出基因型差異大之菌株，這種情形也可能發生

在桿菌性痢疾長期帶原者[15,17]。 

在美國也常發生由不同基因型別病原菌株所引發的食媒疾病爆發流

行事件，例如 2011 年在美國發生一起導致 33 人死亡的哈密瓜李斯特菌

爆發流行事件，污染的哈密瓜、環境與病人檢體即檢出 2 種血清型、5 種

PFGE 基因型的李斯特菌[18]。國內食品中毒事件的調查經驗，也發生同

一疾病爆發事件牽涉多種病原菌種的案例；例如 2010 年臺中市發生的一

起三明治食品中毒事件[19]，就從病人與其食用污染的三明治分離出 2 種

不同血清型的沙門氏菌，三明治亦同時分離出沙門氏菌之外的其它 4 種

病原細菌。 



│原著文章│ 

2017 年 1 月 24 日‧ 第 33 卷‧第 2 期                                             疫情報導  27 
 

三、 H3: G1 → Om 

多起疾病爆發事件是由同一基因型病原菌株所引起；即單一個 strain 擴散

出去引發流行，群聚感染會有許多不同感染源，但其菌株皆為同一基因型。 

H3 可能是同一種基因型病原廣泛散播，引發多起不同感染來源的疾病爆

發流行。對這類流行事件，菌株分型結果對追查感染來源的流病調查，難有

實質貢獻。另外使用分型解析力不足的分型方法分析遺傳單形性的菌種也會

出現 H3 的模式，其中 S. Enteritidis 即是一個明顯例子。S. Enteritidis 於 1980

年代初期在歐洲開始出現大規模流行；2015 年該血清型在臺灣引發近 40%的

Salmonella 感染症病例。S. Enteritidis 菌株為遺傳單形性菌種，大多數菌株有

相當接近的遺傳性狀，各地區的分離株呈現相當有限的 PFGE 與 MLVA 基因

型別，因此許多具相同 PFGE 或 MLVA 基因型菌株其實來自不同感染來源，

解決這個問題需使用更高分型解析力的 WGS 分型方法[20]。 

 

細菌分型技術的發展趨勢 

在公衛領域進行疾病的主動監測與疾病爆發事件的調查，需使用高分型解

析力的分型方法，才能有效地偵測菌株經歷短時距的細微變化。例如 2015 年發

生在桃園市龍潭區的傷寒群聚感染事件，病例、帶原者與之前 2011 與 2012 年

的感染者分離株之 PFGE 圖譜皆是 SIX.001 型，在疾管署的資料庫中共有 161

株於 1998–2015 年分離之菌株是 SIX.001 基因型，其中 69 株來源為 2008–2009

年入境的印尼移民工，67 株來來源為 2012 年新北市傷寒感染事件的患者與帶原

者，這個事實降低 PFGE 分型結果對傷寒流病調查之參考價值。然而使用分型

解析力較高的 MLVA 方法，則可明顯區別 2015 年龍潭傷寒群聚感染事件菌株與

其它來源的 SIX.001 菌株（圖一）。 

WGS 會是細菌最終的分型方法，美國疾病管制暨預防中心於 2015 年開始

運用 WGS 分型方法進行 Listeria monocytogenes 的監測，發現 WGS 比 PFGE 可

更明確辨認出群聚感染菌株，可偵測到更多與規模更小的群聚感染案件，因此

該機構規劃在 2–3 年內全面使用 WGS 為分型工具，分析所有種類的食媒病原菌

株。臺灣過去使用 PulseNet 的 PFGE 標準方法從事細菌株基因分型，除了進行

國內疾病監測與流病調查，亦能和美國及其它使用 PulseNet 標準 PFGE 方法的

國家進行菌株圖譜的比對，能取得國外食媒病原流行菌株情報。預估數年內

WGS 將成為疾病監測分析細菌株的標準分型工具，疾管署已於今(2016)年採購

硬體設備與訓練操作人員，建立 WGS 的分析量能；然而在實務運作上，具有

WGS 序列資料分析能力的生物資訊人才是關鍵，公衛實驗室需重視生物資訊人

才的招募與培養，以面對次世代定序時代的來臨。 
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