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中英文摘要 

中文摘要 

牛型結核菌(Mycobaterium bovis)為重要的人畜共通傳染病原之

一，傳播途徑主要藉由飲用未經滅菌完全的乳製品、未煮熟的肉品等

及密切接觸已遭牛型結核菌感染的動物。雖然農委會已經建立我國牛

隻牛型結核菌的監測系統，但是目前仍未有人遭牛型結核菌感染致病

的檢驗及監測系統。在先前研究中，於 2010 至 2012 年間，7 例通報

人結核病個案被實驗室檢測確認為由牛型結核菌感染所致，其中 5 例

與養鹿產業有緊密關聯性。本研究開發一項簡單且快速的三色螢光即

時定量聚合酶連鎖反應方法，可同時鑑別 M. bovis, M. bovis-BCG 及

其它結核菌群。此方法學已以 72 株分枝桿菌參考菌株評估確認外，

並同時與市售 2 項商品試劑 spoligotyping 及 GenoType MTBC 相較，

測試 40 株臨床結核菌群後，發現方法學間檢定結果並無任何不一

致。本計畫另一目的為建立高風險牛型結核菌感染區域的實驗室監測

系統，計畫執行期間尚無發現任一例符合實驗組的個案，但是在 625

例結核病確診個案對照組中，使用所發明的三色螢光即時聚合酶連鎖

反應法，共鑑別出 14 例 M. bovis 陽性個案，但是卻均無養鹿畜產的

接觸史。未來的研究，應優先強化監測系統，進行所有可能造成感染

途徑的疑似個案鑑別診斷，而非只侷限具養鹿接觸史。 

 

關鍵字：牛型結核菌、菌種診斷、人畜共通傳染病 
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英文摘要 

     Mycobacterium bovis is one of the causative agents of tuberculosis 

(TB) in humans and animals. Drinking unpasteurized milk, eating 

undercooked meat, and close contact with infected animals are the main 

sources of infection for humans. Although an M. bovis surveillance 

program for farm animals has been implemented by the Taiwan Council 

of Agriculture, no surveillance system exists for human TB cases caused 

by M. bovis. In previous study, 7 human TB cases were identified to be 

infected by M. bovis between 2010 and June, 2012. Of the 7 cases, 5 

cases had close contact history with deer. We developed a simple and 

rapid triplex real-time PCR that using three fluorescence probes for 

differential identification of M. bovis, M. bovis BCG and other MTBC at 

the same time. We evaluated the real-time PCR with 72 reference isolates 

with various Mycobacterium species.. The real-time PCR was also 

compared to 2 commercial methods including spoligotyping and the 

GenoType MTBC kit. No discordant result was observed after testing 40 

clinical Mycobacterium tuberculosis complex isolates. The other purpose 

of this study is to set up a laboratory-based surveillance system in the 

high-risk area in Taiwan. In study period, no experimental case was found 

in the central Taiwan. However, of the 625 control cases, we identified 14 

M. bovis cases with no contact history with deer using the triple real time 

PCR. A strengthened surveillance system for any suspected cases other 

than those having close contact with deer is recommended.  

 

Keywords: Mycobacterium bovis, species diagnosis, zoonosis  
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本     文 

前言 

牛型結核菌(Mycobacterium bovis)會導致人畜共通的結核病，主

要的帶原宿主為牛及其他畜產動物（如綿羊、山羊、鹿等）或其他野

生動物 1，其先天對 Pyrazinamide (PZA)具有抗藥性。全球主要的動物

結核病絕大部分是由 M. bovis 造成，病灶為產生肉芽腫結節，乾酪樣

結節及鈣化，主要位於頭胸部淋巴結或腸系膜淋巴結，也可能形成厚

壁包膜包覆膿汁及鈣化中心，牛型結核病在世界各國造成嚴重之經濟

損失，其病原體會經由空氣及未殺菌完全的畜產品（如未經巴斯德滅

菌的乳製品或生食肉品或生飲血液等）進行人畜間傳播 2，人類的感

染主要經由與感染的畜產動物密切接觸或食用未殺菌完全之生乳，因

此屠宰場及牧場人員為遭 M. bovis 感染高危險群 3。M. bovis 屬於結

核菌群(M. tuberculosis complex, MTBC)，此類菌群除了已知造成人類

嚴重疾病的 M. tuberculosis 外，M. caprae 被認為是山羊結核病主要病

原 4，M. caprae 也是中歐某些國家牛結核病主要病原，M. pinnipedii

主要感染海豹與海獅等海洋哺乳動物 5。在國際上，皮內結核菌素測

試（tuberculin skin test, TST）被認為可以篩檢出早期感染但病灶還沒

出現之動物，也因此撲滅過程中檢出之陽性牛隻，常被發現並不具有

臨床結核病特徵。以嚴格之結核菌素試驗篩檢並且撲殺陽性牛隻，在

部分國家的確達到清除本病的目的，但是這策略在其他國家並不成

功。在進一步研究上，發現某些野生動物會保存病原，變成感染的來

源宿主，而傳染給牛、鹿及其他牧場動物 6。 

過去 20 年來，全世界針對人畜共通的 M. bovis 導致人類感染結

核病的研究報告並不普遍，西方各國未引入巴斯德滅菌法前，因食用

生乳導致結核病具明顯的比例。之所以無法快速區分牛型結核菌與人
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結核菌，部分原因在於缺乏快速有效的診斷工具。至於 M. bovis 在全

球的流行病學資料，2013 年 Borna Muller 等人的研究針對至 2010 年

3 月止，所有有效篩選共 1203 篇文獻，統計分析全球 5 大區域（非

洲、美洲、歐洲、東地中海區及西太帄洋區）的人感染牛型結核病的

資料 7，非洲地區人感染 M. bovis 約占該區所有結核病的 2.8%，最嚴

重的 3 個國家，衣索比亞、奈及利亞及坦尚尼亞，M. bovis 約占該國

所有人結核病的 17%、15.4%及 26.1%
8-11；美洲地區人感染 M. bovis

約占該區所有人結核病的0.3%，墨西哥為該區最嚴重的區域，M. bovis

約占該國所有人結核病的 7.6% 
12-14。在美國人感染牛型結核病經調查

與西班牙裔社區有關 15，特別是來自墨西哥，經由公衛端與實驗室的

證據顯示，食用未經巴斯德滅菌遭汙染的起司製品為主要原因 
16-19。

歐洲感染 M. bovis 約占該區所有人結核病的 0.4%，西班牙甚至發生 2

起多重抗藥 M. bovis 造成的院內感染 20。東地中海區域僅有 2 篇研

究，分別是埃及的 2.2%與東非吉布地的 0.6%。西太帄洋區僅澳洲、

紐西蘭及中國某部分有數據，分別為 0.2%、2.7%及 0.2%。 

我國自 1956 年起即建立動物結核病的監測系統，強制對於牛及

羊以結核菌素皮內試驗進行檢測，陽性結果的動物ㄧ律採取撲殺的策

略 21，2005 年農委會針對 111,412 頭牛及 73,396 頭羊進行結核菌素檢

測，分別發現 188(0.17%)及 148(0.2%)件陽性反應。與前述牛羊強制

進行結核菌素皮內試驗相較，於易受驚嚇的鹿隻防疫管理，則採取志

願性質，非強迫性，由畜產業者主動申請檢測。1987-1991 年農委會

家畜防治所曾進行鹿隻結核菌素測試陽性率達 3-7.9%。2011 年動植

物防疫檢疫局年報指出 2010 共完成 93520 隻乳牛，50641 隻乳羊及

8815 隻鹿之結核菌素測試，但檢驗陽性數未提及。若依 2012 年第三

季全國鹿場及數目資料粗略估計，全國飼養鹿隻進行結核菌素檢測應
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未達 40%。 

2004-2005 年間，疾病管制局研究檢驗中心分枝桿菌實驗室(以下

簡稱本實驗室)針對例行保存結核菌株進行分析，於 3,321 株單一個案

菌株中，以 spoligotyping進行篩檢 22，並以商用試劑GenoType MTBC
23

及 multiplex PCR
24進一步確認，共發現 15 株（0.5%，15/3,321）屬於

M. bovis。個案帄均年齡為 62.2 歲，12 例(80%)為男性，9 例(60%)為

原住民(OR=8.3, 95% CI 3.0–23.5)。10 位(66.7%)屬於新感染結核病

個案，絕大部分感染 M. bovis 個案菌株(73%，11/15)為臺灣東部個案

(OR=7.4, 95% CI 2.4–23.4)，但本次分析菌株總數 3.321 菌株僅

903(27.2%)株屬於東部。有 2 例(個案 2 及 3)有畜產動物接觸史，所

有 M. bovis 菌株基因分型均為 ST684。此結果與 spoligotyping 進行菌

株基因分型之 SpolDB4 基因資料庫中，主要 3 種 M. bovis 菌株基因

型，ST482，683 及 479
25有所不同。 

2006 及 2007 年，本實驗室持續針對例行存菌菌株庫中之結核菌

進行固定比例篩選及個案菌株送驗確認。合計 2006 及 2007 年分別確

認感染 M. bovis 個案 5 及 3 例。而自 2010 年 2 月至 2012 年 6 月間，

實驗室持續進行菌株監測，發現南投及彰化共 7 例人感染 M. bovis 菌

株之結核病個案，經由分局協助疫調結果，5 名有鹿的接觸史，其中

3 名仍持續養鹿，養鹿時間自 3-30 年不等，由於臺灣並無針對鹿隻進

行全面結核菌素檢測，故不排除感染源來自鹿隻。依據我國畜產統計

資料顯示，2012 年第三季鹿飼養以南投縣 197 場，7090 頭最多。依

2012 臺灣結核病防治年報資料顯示，2010 及 2011 年南投縣每年結核

病新案發生數為 393 及 412 例。 

目前進行 M. bovis 之菌株鑑定方法學，已知有商品化試劑

spoligotyping 及 GenoType MTBC 等，於實際應用上，spoligotyping
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受限雜交膜使用次數限制，需一次操作 45 件檢體才符合經濟效益；

GenoType MTBC 雖可單一進行，但相對成本高達新臺幣 1000-1200

元，上述兩方法所需操作時間均近一工作天(8 小時)。因此發展簡易

牛型結核菌之快速檢測方法，除可彈性接受不同數目檢體檢測外，2-3

小時的操作時間更能快速獲得結果，避免因感染牛型結核病患者使用

第一線藥物時，進行 PZA 之無效治療。 

因此本計畫目的:（1）建立一快速 M. bovis 檢測方法，（2）以一

年為區間，選擇臺灣養鹿場及數目最多的南投縣為監測區域，分析南

投縣結核病個案菌株，以了解高風險發病區的牛型結核病比例；同時

本計畫將持續進行當年疑似 M. bovis 感染個案菌株之通報鑑定，以期

能建立一完整的實驗室監測網絡。 
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材料與方法 

研究設計:  

(一) 將3對引子對及3組專一性核酸探針合併在一反應中，進

行多重螢光即時聚合酶連鎖反應，快速辨識結核菌群種

類 。 

(二) 收案對象以 103年本署中區管制中心轄下中區（中彰投三

縣市）通報結核病個案為主，計畫目的在調查特定畜養

地區，通報為結核病個案感染牛型結核菌的比例。   

一、材料 

由醫療院所結核病實驗室分送至疾病管制署進行送驗鑑定或保

存之 MTBC 菌株。 

二、實驗方法 

1 菌株處理 

1.1 收集經實驗設計篩選後結核菌株，吸取 400 μL 液態培養陽性

菌液，經 95℃不活化處理 20 分鐘後，以 13,500 rpm 離心 5

分鐘，吸取上清液，保存於-20℃備用。若試驗菌株因菌量保

存因素，將次培養進行增菌後以上述步驟進行檢體重新取得。 

1.2 在生物安全第三等級（BSL-3）實驗室之生物安全櫃中，在

固態培養基以接種環(0.5 μL)挑出 1 環的菌，放入裝有 400 μL 

1X TE 的 2 mL 微量離心管中，於乾熱器以 95 ℃不活化處理

20 分鐘，離心後取上清菌液進行實驗。  

2 三色螢光即時聚合酶連鎖反應(triplex real-time polymerase chain 

reaction)的建立 
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利用 real-time PCR 裝置為技術帄台，設計對結核菌群不同序列專

一性的引子及核酸探針，進行聚合酶連鎖反應與多重螢光標的核

酸探針雜交反應，以鑑別待測菌株檢體是否為結核桿菌群的菌種。 

3 GenoType MTBC 試驗 

(1) 配製核酸聚合酶液，單一檢體之核酸聚合酶液含以下配方： 

 

試劑 體積 (μL) 

PNM (GenoType
®
 MTBC 試劑組) 35.0 

不含氯化鎂之 10X 緩衝液 5.0 

25 mM 氯化鎂溶液 5.0 

DNA 聚合酶 0.18 

檢體 5.0 

總體積為 50 

 

(2) 每管核酸聚合酶微量反應管含 45 μL 試劑混合液及 5 μL 的檢

體。 

(3) 執行 PCR 

步驟 溫度 時間 

1. Enzyme Activation 95 ℃ 5 分鐘 

2. Denature 95 ℃ 30 秒 

3. Annealing 58 ℃ 2 分鐘 

步驟 2.至步驟 3.循環重複 10 次 

4. Extension 

95 ℃ 25 秒 

53 ℃ 40 秒 

70 ℃ 40 秒 
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步驟 4.循環重複 20 次 

5. Final extension 70 ℃ 8 分鐘 

6. Store for o/n 16 ℃ ∞ 

 

(4) 雜交及呈色反應 

(5) 結果判定：將核酸線性探針反向雜交紙片對齊貼在

GenoType
®
 MTBC 評估表，依核酸線性探針反向雜交紙片之

顯色位點來與比對表對照，得到菌株檢體之鑑定結果。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 結核菌群間隔寡核酸分子分型法(spoligotyping)  

   依實驗室所建置的標準操作流程進行。 

5. 牛型結核病高風險發病區監測 

 由於本計畫另一目的為建立 M. bovis 實驗室監測系統，於特定畜

養盛行區域進行人感染牛型結核菌之調查研究，監測將區分為兩部分

進行： 

(1) 、回溯性監測研究 
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本年初實驗室與中區管制中心進行討論，先行選定南投縣國

姓鄉為初步研究區域，希望藉由特定地區通報結核病個案菌株分

析，了解 M. bovis 於該地區通報結核病個案菌株所佔比例。首先

先由中區管制中心彙整南投縣國姓鄉近 10-15 年結核病個案清

單，再由實驗室依清單勾稽是否有保存菌株並進行菌株鑑定。由

於實驗室追溯最早該地區菌株收集始於 94 年，因此篩選自 94 至

102 年間，個案戶籍所在地為國姓鄉，共挑出 54 名個案的 58 株

分枝桿菌 (包含 NTM)菌株，以三色螢光  real-time PCR 及 

GenoType
®
 MTBC 及 spoligotyping 進行鑑定。 

 

(2) 、前瞻性監測研究 

收案對象以 103 年本署中區管制中心轄下中區（中彰投三縣

市）通報結核病個案為主，分為實驗組及對照組。實驗組對象為

（1）南投地區養鹿場工作人員及其接觸者(家庭成員)，並通報

為結核病個案。（2）南投地區結核病患(含疑似)被通報時，經問

卷 (附錄) 確認個案具動物接觸史(動物接觸史定義為訪視當日

一年內累積達三個月以上的(職場)接觸；動物以牛、羊及鹿)。對

照組對象則以檢體送到衛福部彰化醫院檢驗且培養鑑定為

MTBC 之中、彰、投三縣市結核病通報個案。此監測並擬訂 7

題簡易勾選問卷，由中區管制中心協調基層公衛端協助詢問實驗

組及對照組個案。所有進行研究的個案菌株均先以三色螢光 

real-time PCR 進行快速篩檢，若結果為 M. bovis 或 M. bovis BCG

則再以 GenoType
®
 MTBC 及 spoligotyping 進行再確認。由於受

限結核菌培養時間，全年度所有對照組個案菌株分析將無法於計

畫結束前完成，因此對照組部分將回溯進行 102 年全年至 103 年
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6 月底衛福部彰化醫院單一個案菌株的分析。  
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                         結     果 

一、三色螢光即時聚合酶連鎖反應(triplex real-time polymerase 

chain reaction)的建立 

1. 三色螢光 real-time PCR 

即時聚合酶連鎖反應(real-time PCR)能針對特定基因作為生

物標記(biomarker)，可即時、快速偵測檢體中是否存在特定病原

體核酸，作為分子診斷工具。設計原理利用 MTBC、M. bovis、卡

介苗(M. bovis BCG)之病原體在基因體上有無特定序列的差異，設

計具有三色螢光探針 real-time PCR，以建立鑑定與區分 M. bovis 

family 菌株的快速診斷帄台。三色螢光探針係分別利用 FAM 標示

偵測 IS6110 專一性序列以鑑別 MTBC 及 NTM
26；VIC 標示用於

將 M. bovis family 自 MTBC 區分；NED 標示則將確定 M. bovis 

BCG 疫苗株。 

2. 標準 DNA 測試 

以 1 ng 核酸濃度的 H37Rv、M. bovis 及 Tokyo 172 M. bovis 

BCG DNA 進行測試(圖一)，H37Rv (A)只出現 FAM 的擴增曲線，

M. bovis (B)則有 FAM 及 VIC 各一擴增曲線，M. bovis BCG (C)同

時出現 FAM、VIC、NED 三條擴增曲線，陰性對照組則沒有任何

陽性擴增曲線結果(D)。 

3. 三色螢光 real-time PCR 偵測極限 

以 M. bovis DNA 取 1 ng/μL 進行 7 個濃度階的 10 倍序列稀

釋，各濃度分別取 1 μL 之核酸樣品上機，以評估三色螢光系統的

偵測極限。結果顯示 1 ng、100 pg、10 pg、1 pg、100 fg 及 10 fg

均可出現 FAM（綠色）及 VIC（藍色）螢光陽性反應，同一螢光

訊號依核酸濃度 10 倍稀釋逐次遞減約 3 Ct，最低稀釋核酸濃度 1 
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fg 三色螢光均無法偵測到陽性反應(圖二)。初步判定此三色螢光

real-time PCR 的核酸偵測極限為每一反應管 10 fg 核酸。 

4. 評估方法學準確性 

以 American Type Culture Collection (ATCC)等共 72 株分枝

桿菌標準菌株，進行三色螢光 real-time PCR 測試，結果如表一。

34 株 MTBC 中 (含 12 株 M. tuberculosis、1 株 M. africanum、1

株 M. microti、3 株 M. bovis 及 17 株 M. bovis BCG)。結果顯示： 

(1) M. tuberculosis、M. africanum 及 M. microti 只出現 FAM 

(IS6110)的陽性結果，VIC (M. bovis-family)及 NED (BCG)均

為陰性。 

(2) M. bovis 則出現 FAM 及 VIC (M. bovis-family)的陽性結果。 

(3) M. bovis BCG 則同時有 FAM、VIC (M. bovis-family)及 NED 

(BCG)的陽性結果。 

(4) 反之，38 株非結核分枝桿菌(nontuberculous mycobacteria, 

NTM)均為 FAM、VIC (M. bovis-family)及 NED (BCG)陰性的

結果。 

因此，依三色螢光 real-time PCR 各螢光探針之陽性與陰性

結果，可歸納鑑別出三種不同菌種 MTBC 的結果 (表二)。 

二、牛型結核菌(M. bovis)的實驗室監測 

(1)  年度例行送驗報告菌株之鑑定 

本(103)年度累計至 11 月 12 日止，40 例個案菌株送至實驗

室進行 MTBC (含 M. bovis 及 BCG) 鑑定，所有菌株均以

spoligotyping、GenoType
®
 MTBC 等方法學進行鑑定。再利用此

三色螢光 real-time PCR 帄台進行盲樣測試，結果顯示所有 27 株

M. bovis BCG、9 株 M. bovis、4 株 M. tuberculosis 三色螢光 
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real-time PCR 結果與原發送報告結果完全一致(表三)。其中本年

度於高屏區及苗栗各送驗一例從事養鹿畜產工作疑似 M. bovis

感染菌株鑑定，高屏區個案菌株經鑑定為 M. tuberculosis，然苗

栗送驗個案菌株經分析確認為 M.bovis。 

(2)  特定目的送驗鑑定菌株 

針對中部某結核病檢驗單位疑似鑑定出 8 株 M. bovis 菌株，

包含 2012 年 4 株、2013 年 3 株、2014 年 1 株。8 名個案居住地

分別為高雄 1 名、臺南 1 名、彰化 1 名及台中 5 名。經本署中部

區管中心聯繫送驗，原疑似鑑定 M. bovis 菌株經三色螢光 

real-time PCR 檢驗，共確認 7 株屬 M. bovis。另 1 菌株由三色螢

光 real-time PCR 檢測為 M. bovis BCG，上述 8 例結果亦經

spoligotyping 與 GenoType
®
 MTBC 等方法學確認鑑定結果一致；

檢測為 M. bovis BCG 個案為 74 歲，具膀胱癌病史，結核病治療

記錄標示為肺外檢體並註記為泌尿及生殖系統結核，該菌株應屬

於膀胱癌治療之卡介苗菌株。 

 

(3)  牛型結核病高風險發病區監測 

3.1 回溯性監測研究 

自 94 至 102 年間，個案戶籍所在地為國姓鄉，結核病確定

個案數總計 115 例，實驗室依保存菌株挑選出共 54 名個案之

58 株分枝桿菌(包含 NTM)菌株，以三色螢光 real-time PCR 確

認有 41 個案(44 株)為 M. tuberculosis、 5 個案(6 株)為 M. bovis

及 8 個案(8 株)為 NTM。6 株 M. bovis 經 GenoType
®
 MTBC 及

spoligotyping 確認為 M. bovis。依實驗室保存菌株數估計，初步

估計本署實驗室保存該地區結核菌群菌株中，M. bovis 比例為
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10.9% (5/46)。 

3.2 前瞻性監測研究 

表四為計畫期程以三色螢光 real-time PCR 檢出的 M. bovis

陽性個案，總數 29 例個案中，沒有一例符合「103 年中區通報

結核病個案，為養鹿場工作人員/其家屬，或具有動物接觸史之

M. bovis 感染個案」之條件，僅 4 名個案為 100 年及 102 年通報

個案具有動物接觸史或為養鹿人家，故本年度計畫執行至今，尚

缺乏 103 年中部三縣市（中彰投）符合定義之實驗組個案。 

     進一步分析對照組結果，102 年部彰醫院共計 375 例(510

菌株)個案存菌，分別來自臺中市、彰化縣、南投縣等縣市(圖三

A)。經三色螢光 real-time PCR 進行菌種鑑定，共有 11 例(案 5-

案 15) M. bovis 陽性個案(表四)，亦經 GenoType
®
 MTBC 及

spoligotyping 確認為 M. bovis，扣除該年份因其他送驗項目已發

送報告之個案，新發現 8 例 M. bovis 陽性個案；11 例個案中，男

性 6 例(54.5%)，年齡 19 至 76 歲，中位數 44 歲；2 名個案於傳

染病通報系統中註記為肺外結核(消化道結核及胸肋膜結核)。於

102 年部彰醫院送本署存菌 375 例結核病通報個案中，M. bovis

確認個案佔該院存菌個案之比例為 2.9% (11/375)。11 名個案分布

區為：苗栗縣苗栗市、臺中市豐原區、臺中市太帄區、南投縣草

屯鎮、南投縣仁愛鄉、南投縣國姓鄉(亦屬於國姓鄉回溯性監測

研究個案)、高雄市苓雅區(個案為就讀臺中市東海大學非畜牧相

關科系學生)各有 1 名個案；南投縣信義鄉則有 4 名，其中 1 名

新案其親屬亦為先前確認之 M. bovis 個案。 

103 年 1 至 6 月共計 250 名(342 菌株)個案存菌，各來自臺中

市、彰化縣、南投縣、苗栗縣、嘉義縣(圖三B)。經三色螢光 real-time 
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PCR 進行菌種鑑定，有 3 名個案(案 27-案 29)檢測結果為 M. 

bovis，此結果亦經 GenoType
®
 MTBC 及 spoligotyping 確認。個

案分布地區為台中市太帄區(亦為前述中部某結核病檢驗單位菌

種鑑定之個案)及豐原區，另一個案屬南投縣信義鄉；此 3 名個

案均為新案。  

表四為 29 名 M. bovis 確認個案分析結果，含部彰醫院 14 名、

國姓鄉回溯調查 5 名(1 名與部彰個案重覆)、中部檢驗機構送驗 7

名(1 名與部彰個案重覆)、4 名為本年度報告發送個案、1 名為部

彰個案之親友回溯調查。分析個案的戶籍所在地，以南投縣國姓

鄉及信義鄉各有 6 人最多，臺中市豐原區 5 人、臺中市太帄區 2

人，其他鄉鎮區各為 1 人；男性占 23 人 (79.3%)；3 人為肺外結

核；個案通報年齡介於 19 至 86 歲，中位數 55 歲。  
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                         討     論 

一、三色螢光 real-time PCR 檢測法 

1. 檢驗正確性 

由表一與表二可知本計畫所發展三色螢光 real-time PCR 檢測

法，能區別 M. bovis 及 M. bovis BCG 與其餘 MTBC 菌種，亦可排除

非 MTBC 的菌種 (如 NTM)，與現有的 GenoType
®
 MTBC 及

spoligotyping 等方法學相較，對於上述菌種具有一樣的鑑定能力。 

2. 檢驗成本考量 

 三色螢光 real-time PCR 一次操作至多 94 件檢體，檢驗全程扣除

配製 PCR 混合液、檢體加樣，實際上機時間約 1.5 小時，94 件檢體

可於 3 小時內完成檢測。單一檢體的檢驗成本僅需新臺幣 50 元(相當

於 1.7 美元)。現有的 GenoType MTBC 一次可操作 1 到 20 件檢體，

單一檢體的檢驗成本高達新臺幣 1000 至 1200 元；spoligotyping 受限

雜交膜使用次數限制，需一次操作 45 件檢體(含陽性與陰性對照組)

才符合雜交膜損耗的經濟效益；上述兩方法所需操作時間均接近一個

工作天(8 小時)。相較現有菌種鑑定技術而言，三色螢光 real-time PCR

是一項省時省錢的診斷方法學，能以低廉的成本、更短的實驗診斷時

間、一次實驗可操作更多的檢體，提升疾病防治與診斷的時效性、效

率。  

3. 設備與人員的需求 

三色螢光 real-time PCR檢體樣本為不活化的陽性培養菌株及萃取

的核酸，其硬體設備需求，需包含基本電力供應、real-time PCR 儀器、

試劑與檢體冷藏與冷凍設備等，且人員亦需要熟悉分子生物學的技術

知識與能力，避免操作過程中的汙染導致偽陽性結果。 
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二、M. bovis 檢出比例及地區 

1. 特定調查的 M. bovis 比例 

(1) 國姓鄉回溯性監測研究發現：9 年間(民國 94 至 102 年)

本署實驗室保存該地區結核菌群菌株中，初步估計 M. 

bovis 所佔比例為 10.9% (5/46) 

(2) 部彰醫院前瞻性監測研究：102 年部彰醫院送本署存菌

375 例結核病通報個案中，M. bovis 佔該院存菌之比例為

2.9% (11/375)。 

2. 全數 29 例 M. bovis 在不同鄉鎮市區的比例 

(1) 南投縣國姓鄉：在國姓鄉回溯性監測研究(94 至 102 年)

及部彰醫院前瞻性監測研究(102 年 1 月至 103 年 6 月)，

共發現 6 名 M. bovis 感染個案，查詢本署傳染病統計資料

查詢系統 2005 年至 2014 年國姓鄉結核病通報 104 例，由

於並非全部 104 例菌株均能順利取得進行分析，M. bovis

個案初步估計比例至少為 5.8% (6/104)。 

(2) 南投縣信義鄉：查詢本署傳染病統計資料查詢系統 100

年至 103 年 5 月信義鄉結核病通報個案通報 40 例，本計

畫發現 6名M. bovis陽性個案，初步估計比例至少為 15% 

(6/40)。此 6 名個案有 4 名之戶籍均位於南投縣信義鄉某

特定村落。 

(3) 臺中市豐原區：查詢系統自 2013 年至 2014 年 5 月為止，

臺中市豐原區結核病通報 94 例，初步估計 M. bovis 比例

至少為 5.3% (5/94)。其中 3 名個案戶籍所在地集中在 1

公里以內的範圍內。 

與 2013 年 Borna Muller 等人的研究分析全球 5 大區域（非
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洲、美洲、歐洲、東地中海區及西太帄洋區）人感染牛型結

核病的資料相比，初估西太帄洋區澳洲、紐西蘭及中國某部

分，分別為 0.2%、2.7%及 0.2%
7；南投縣國姓鄉、信義鄉及

臺中市豐原區研究之數據與上述地區比較，有較高的現象，

值得進一步研究。 

三、潛在的感染族群及未知的感染途徑 

本年度計畫並未監測到符合實驗組的陽性個案，推測可能原因為

102 年之前檢出畜產從業人員感染 M. bovis 個案後，公衛端落實接觸

者檢查及相關衛教宣導，致本年度尚未有該區域任何畜產從業人員通

報疑似 M. bovis 感染事件。 

但由部彰醫院存菌的對照組發現有狩獵習慣的個案(表四之案 3

及案 15)與 案 12，此 3 名個案問卷資料顯示均有生吃打獵獵物內臟

（飛鼠）的習慣，顯然中部地區存在高風險的 M. bovis 感染族群，應

該不只侷限於目前所設定實驗組的兩類對象。故合理地推測，除了養

鹿畜產以外的畜牧人員(包含國內畜牧相關科系的師生、獸醫、及實

習牧場工作人員)、有狩獵習慣的特定族群，甚至是研究高山野生動

物的研究人員，都有可能是潛在的高風險族群；但此推論是否意味著

臺灣山區野生動物可能存在著保菌宿主，仍無法斷定，尚需要更多研

究證明，但肯定的是在防治上，需要檢討更完善的機制，阻斷目前已

知傳染途徑。另外值得注意的是，多數對照組 M. bovis 陽性個案，並

未有明確的動物接觸史，亦未食用未經巴斯德滅菌的畜牧製品，其存

在的感染源仍有待釐清。 

四、臨床監測的應用 

1. 臨床實驗室的監測 

目前臺灣結核病臨床實驗室人員普遍都具有良好的微生物及分
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子生物操作能力，亦導入檢驗品質系統確保檢驗從操作、試劑、報告

發送都納入品管，因此將此技術導入臨床實驗室的應用應無執行上的

困難；執行上較大的阻力，是一部需同時具備 FAM、VIC、NED 三

種螢光訊號偵測的 real-time PCR 儀器進行檢驗。  

2. 監測區域的推展 

本計畫本年度僅針對臺灣中部為研究區域且利用單一醫院的存

菌，在數據的分析上可能造成偏差，尚無法代表臺灣中部地區的人類

M. bovis 感染的全貌，因此只有全面執行通報結核病個案菌株的分

析，才能了解 M. bovis 在某一區域所佔的比例。 

針對本年度例行送驗報告菌株之鑑定，一例個案從事養鹿畜產工

作且菌株經鑑定為 M.bovis，然個案所轄縣市(苗栗縣)並非屬於本計畫

年初設定的實驗組別(南投縣)，因此無法進一步分析可能影響因素，

但據此結果仍可推估我國其他縣市從事畜產工作的從業人員，仍是受

M.bovis 感染的高風險群。   
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重要研究成果及具體建議 

綜合以上，此三色螢光 real-time PCR 可作為 MTBC 區別 M. 

tuberculosis、M. bovis 及 M. bovis BCG 的快速鑑定帄台，在所得結果

與現有 spoligotyping 與 GenoType®  MTBC 方法學結果一致的檢驗正

確性之下，其檢驗成本亦相對低廉，可以有效提升檢驗量能。 

在建立 M. bovis 實驗室監測系統，在 625 例對照組中，使用三色

螢光即時聚合酶連鎖反應檢出 14 例 M. bovis 陽性個案，其中 10 例為

應用此方法學第一次篩出的新案，該 10 例個案均無養鹿畜產的接觸

史及疑似通報 M. bovis 感染，顯示此診斷帄台具有高通量及公衛監測

的效果。未來的研究應優先強化監測系統進行所有可能造成感染途徑

的疑似個案而非只侷限具養鹿接觸史。由於此方法學建立所需要的設

備及技術，與現今臨床實驗室執行分子檢測相關實驗相當，故在能力

訓練後應可推廣上線；唯個別實驗室之人力負擔狀況不同，需考量個

別實驗室應用時所進行的檢驗量。全國性的 M. bovis 實驗室監測系統

可以有效發現 M. bovis 感染個案，讓病人得到適當治療外，所提供的

流行病學資訊更可以促進防疫政策的改進。 

此外，此三色螢光 real-time PCR 亦可適用 5 歲以下兒童疑似卡介

苗不良反應或膀胱癌治療個案之培養菌株，進行 M. bovis BCG 菌種

鑑定。 
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圖、表 

圖一、三色螢光 real-time PCR 鑑別不同 MTBC 菌種 

  
 

  
A. M. tuberculosis H37Rv 1 ng DNA；B. M. bovis 1 ng DNA；C. M. 

bovis BCG Tokyo 172 1 ng DNA；D. 陰性對照組(ddH2O)。綠線

為 FAM (IS)；藍線為 VIC (M. bovis-family)；紅線為 NED (BCG)。

X 軸為 Cycle number (Ct 值)，Y 軸為螢光強度。 

 

A. 

B. 

C. 

D. 
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圖二、三色螢光 real-time PCR 的偵測極限 

 
綠線為 FAM (IS)；藍線為 VIC (M. bovis-family)。同一顏色擴增曲線

出現順序之 DNA 量為 1 ng、100 pg、10 pg、1 pg、100 fg 及 10 fg。 
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圖三、部彰醫院個案地域分析 
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A. 部彰醫院 102 年存菌及個案收案(1 人 1 株 MTBC)；*註記說明：1

名個案就讀臺中市西屯區東海大學，其戶籍所在為高雄市苓雅區。

B. 部彰醫院 103 年 1 至 6 月存菌及個案收案(1 人 1 株 MTBC)。 
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表一、標準菌株測試三色螢光 real-time PCR 結果 

Strain FAM-IS   VIC-Bovis   NED-BCG 
No. of 

strain(s) 

M. tuberculosis +  -  - 12 

M. microti  +  -  - 1 

M. africanum  +  -  - 1 

M. bovis +  +  - 3 

M. bovis BCG +  +  + 17 

M. avium -  -  - 4 

M. abscessus -  -  - 2 

M. chelonae -  -  - 2 

M. flavescens -  -  - 2 

M. fortuitum -  -  - 3 

M. gastri -  -  - 1 

M. gordonae -  -  - 5 

M. haemophilum  -  -  - 1 

M. intracellulare -  -  - 3 

M. kanasii -  -  - 2 

M. malmoense -  -  - 2 

M. marinum -  -  - 1 

M. 

nonchromogenic 

-  -  - 
1 

M. peregrinum  -  -  - 1 

M. phlei -  -  - 1 

M. scrofulaceum -  -  - 1 

M. simaie -  -  - 2 

M. smegmatis  -  -  - 1 

M. triviale  -  -  - 1 

M. xenopi -  -  - 2 
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表二、三色螢光 real-time PCR 結果判定說明 

鑑定菌種   FAM-IS  VIC-Bovis  NED-BCG 

不含 MTBC 核酸(如水、NTM)  -  -  - 

非 M. bovis family 之 MTBC (含

M. tuberculosis、M. africanum、

M. microti) 

 

+  -  - 

M. bovis (non-BCG strain)  +  +  - 

M. bovis BCG    +  +  + 
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表三、2014 年送驗 MTBC 菌株經三色螢光 real-time PCR 之菌種鑑

定結果 

Species FAM-IS   VIC-Bovis   NED-BCG No. 

M. tuberculosis +  -  - 4 

M. bovis +  +  - 9 

M. bovis BCG +   +   + 27 
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表四、三色螢光 real-time PCR 檢出 M. bovis 陽性個案分析 

個案 
採檢

年份 
年齡 性別 戶籍所在地 抽樣類別 其他說明 

案 1 95 69 男 南投縣國姓鄉 國姓鄉抽樣，個案已死亡  

案 2 100 56 男 南投縣國姓鄉 國姓鄉抽樣，100 年已發報告  

案 3 100 51 男 南投縣信義鄉 101 年抽菌 
具野生動物接

觸史 

案 4 100 62 男 南投縣國姓鄉 國姓鄉抽樣，100 年已發報告  

案 5 102 20 女 台中市豐原區 部彰抽樣，102 年已發報告  

案 6 102 40 男 南投縣信義鄉 部彰抽樣，新案  

案 7 102 67 女 南投縣信義鄉 
部彰抽菌；同 101 年抽菌，已發

報告 
 

案 8 102 76 男 南投縣仁愛鄉 部彰抽樣，新案，個案已死亡  

案 9 102 19 男 高雄市苓雅區 部彰抽樣，新案  

案 10 102 53 女 苗栗縣苗栗市 部彰抽樣，新案  

案 11 102 37 男 南投縣國姓鄉 國姓鄉抽樣；部彰抽樣，新案 
肺外(消化道)結

核 

案 12 102 52 女 南投縣信義鄉 部彰抽樣，新案 
具野生動物接

觸史 

案 13 102 70 女 台中市太帄區 部彰抽樣；103 年已發報告菌  

案 14 102 44 男 南投縣草屯鎮 部彰抽樣，新案 
肺外(肺肋膜)結

核 

案 15 102 44 男 南投縣信義鄉 部彰抽樣，新案 
具野生動物接

觸史 

案 16 100 83 男 南投縣國姓鄉 國姓鄉抽菌；102 年已發報告菌  

案 17 101 52 男 高雄市楠梓區 中部送驗  

案 18 101 71 男 台南市柳營區 中部送驗  

案 19 101 72 男 台中市梧棲區 中部送驗  

案 20 101 72 男 彰化縣二林鎮 中部送驗  

案 21 102 81 女 台中市豐原區 中部送驗，個案已死亡  

案 22 102 48 男 台中市豐原區 中部送驗  

案 23 103 51 男 彰化縣鹿港鎮 103 年已發報告菌  

案 24 102 78 男 南投縣國姓鄉 103 年已發報告菌 養鹿人家 

案 25 102 86 男 台中市豐原區 103 年已發報告菌  

案 26 103 31 男 彰化縣溪湖鎮 103 年已發報告菌，個案已死亡 
肺外(消化道)結

核 

案 27 103 65 男 台中市太帄區 中部送驗；部彰抽樣  

案 28 103 50 男 台中市豐原區 部彰抽樣，新案  

案 29 103 55 男 南投縣信義鄉 部彰抽樣，新案   
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附     錄 

中區牛型分枝桿菌結核病調查問卷 

一、基本資料 

姓名：＿＿＿＿＿＿＿＿ 

二、動物接觸史 

1.（發病前）是否有養動物？ 

□否    

□是 (養動物時間點請勾選) 

□發病一年內累積達三個月以上 □發病 2-9 年內 □發病 10 年前 

動物種類：            ，飼養時間：         年         月 

2.（發病前）三年內是否有打獵習慣？ 

□無 

□有 獵物種類：                 

打獵地點：                 

打獵頻率：每年       次 

3.（發病前）三年內是否曾到觀光牧/農場旅遊？ 

■否    

□是 

牧場名稱：                          

接觸動物種類與接觸方式：                          

4.（發病前）是否曾從事畜牧工作？□否 □是  

三、飲食史 

1.（發病前）三年內是否飲用未經低溫殺菌的生奶、生奶？ 

□否 

□是→ □生牛奶  □生羊奶  □其他：＿＿＿＿＿＿ 

 生奶來源(產地或商店)：                        

2.(發病前) 三年內是否曾食用鹿相關製品？ 

□否 

□是（生鮮鹿茸片、鹿茸粉、鹿茸酒、鹿血、鹿奶等） 

環境調查 

1.住家附近有無畜牧場？ 

□無 

□有→ □同住家地址 

地址：＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿ 

距離住家約：＿＿＿＿   (公尺/公里) 


