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                         中英文摘要 

中文摘要 

三色螢光即時定量 PCR，可直接應用於人感染牛結核菌的菌株

及臨床檢體的鑑別診斷。本研究運用監測上，實驗組 723例共計檢測

出 14 例 M. bovis 個案(1.9%)，對照組 203 例僅檢測出 1 例 M. bovis

個案(0.49%)。多數M. bovis檢測陽性個案，並未有動物接觸史。 

由動物組織檢體之核酸分析，發現 9 件培養陽性並鑑定為 M. 

bovis 的牛組織核酸中，7 件成功鑑別並直接由螢光訊號判定為 M. 

bovis。若以培養鑑定結果為標準，敏感度、專一性、陽性預測值、陰

性預測值及準確性，為 77.8%、93.8%、87.5%、88.2%及 88%。 

2015-2017年 34株M. bovis菌株之 isoniazid (INH)分子抗藥結果

顯示： 7株(20.6%)為 INH單一抗藥，其中 1株具 katG S315T高濃度

抗藥位點突變及4株具 inhA-r C-15T低濃度抗藥位點突變，另2株 INH

抗藥菌株並未發現 katG或 inhA-r突變。所有 34株 M. bovis菌株均發

生 pncA H57D 位點突變，此位點為明確的 PZA 抗藥。Spoligotyping

基因分型共發現 3種型別：31株(91.2%)為 ST 684型別(SB 0265)，與

牛隻培養出之菌株相同，屬於臺灣M. bovis主要流行型別，另 2型則

為 ST 683(1株)及 ST 1158(2株)。人畜共通牛結核病之即時判定及長

期監測，建議納入結核病防治重要策略之一。 

 



5 

 

關鍵字：牛型結核菌、菌種鑑定、人畜共通傳染病、三色螢光即時定

量 PCR 
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英文摘要 

  We developed a triplex fluorescence real-time PCR that can be directly 

applied to the differential diagnosis of strains and clinical specimens 

infected with Mycobacterium bovis. A total of 14 M. bovis cases (1.9%) 

and one M. bovis (0.49%) were detected in the experimental group and 

the control group, respectively. Most M. bovis cases had no history of 

exposure to animals.   For analyzing animal tissue specimens, 7 of the 9 

bovine tissue culture-positive specimens were identified as M. bovis. 

Sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive 

value and accuracy were 77.8%, 93.8%, 87.5%, 88.2% and 88%, 

respectively.   Of the 34 M. bovis isolates identified from 2015 to 2017, 

7 (20.6%) were resistant to INH, one had high-level resistance harboring 

the katG S315T mutation and 4 had low-level resistance showing inhA-r 

C-15T mutation, and the other two did not find katG or inhA-r mutations. 

All 34 M. bovis isolates had pncA H57D mutation, this site is a marker for 

PZA drug resistance. We found 3 spoligotypes including the major type, 

31 (91.2%) were ST 684 (SB 0265), one ST 683 (2.9%) and two ST 1158 

(5.8%).  

 

Keywords: Mycobacterium bovis, species identification, zoonosis, triplex 

real-time PCR  
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本     文 

前言 

牛型結核菌(Mycobacterium bovis)屬一人畜共通的結核病，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，全球主要的動物結核病絕大部分是由 M. bovis造成，病兆

為產生肉芽腫結節，乾酪樣結節及鈣化，病原體主要位於頭胸部淋

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，先天對 Pyrazinamide (PZA)具有抗

藥性。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

菌完全之生乳而獲得，屠宰場及牧場人員為高危險群 3。國際間普遍

認定，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此疾病的目的，

但此項策略在其他國家並不成功。進一步研究，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 4。 

 

   過去 20年間，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
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2010年 3月止，有效篩選 1203篇文獻，統計分析全球 5大區域（非

洲、美洲、歐洲、東地中海區及西太平洋區）的人感染牛型結核病

的資料 5，非洲地區感染 M. bovis約占該區所有結核病的 2.8%，最嚴

重的 3個國家，為衣索比亞、奈及利亞及坦尚尼亞，M. bovis約占該

國所有結核病的 17%、15.4%及 26.1% 6,7,8,9；美洲地區感染 M. bovis

約占該區所有結核病的 0.3%，墨西哥為該區最嚴重的區域，M. bovis

約占該國所有結核病的 7.6% 10,11,12。在美國感染牛型結核病經調查強

烈與西班牙裔社區有關 13，特別是來自墨西哥裔的移民，經由公衛

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 14,15,16,17。歐洲感染M. bovis約占該區所有結核病的 0.4%，西

班牙甚至發生 2 起多重抗藥 M. bovis 造成的院內感染 18。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

平洋區僅澳洲、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 19，2005 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。對於易受

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

動申請檢測作法。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%。2014年動植物防疫檢疫局年報指出 2014

共完成 98,953隻乳牛，44,881隻乳羊及 9,305隻鹿之結核菌素測試，

但檢驗陽性數未提及。若依 2016年第一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未達 40%。 
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   2004-2005年間，疾病管制局研究檢驗中心分枝桿菌實驗室針對

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 20，並以商用試劑 GenoType MTBC 21 及

multiplex PCR 22進一步確認，共發現 15株（0.5%，15/3,321）屬於

M. bovis。個案平均年齡為 62.2歲，10位(66.7%)屬於新感染結核病

個案，此研究絕大部分感染M. bovis個案菌株(73%，11/15)為台灣東

部個案 (OR=7.4, 95% CI 2.4–23.4)，但菌株總數 3.321 菌株僅

903(27.2%)株屬於東部。個案中有 2 例有畜產動物接觸史，所有 M. 

bovis 菌株基因分型均為 ST684。此結果與 spoligotyping 之 SpolDB4

基因資料庫中，主要 3種基因型，ST482，683及 479 有所不同 23。 

2006及 2007年，實驗室持續針對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 2016年 8月間，實驗室

持續進行菌株監測，發現南投及彰化共 9 名感染 M. bovis 菌株之結

核病個案，經由分局疫調結果，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，因此不排除感染源來自鹿隻。  

   由於目前進行 M. bovis 之菌株鑑定方法學，已知有商品化試劑

spoligotyping及 GenoType MTBC 等，然於實際應用上，spoligotyping

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，但相對成本高達新台幣 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



10 

 

小時的操作時間更能快速獲得結果，同時可避免感染牛型結核病患者

使用第一線藥物時，進行 pyrazinamide 之無效治療。 

   計畫團隊於 2014年已建立一快速M. bovis檢測方法，為利用即時

聚合酶連鎖反應(real-time PCR)，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。設計原理利用結核菌群(Mycobacterium tuberculosis 

complex, MTBC)、牛型結核菌(M. bovis)、卡介苗(M. bovis BCG)及非

MTBC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

即時定量 PCR探針的 real-time PCR，以建立鑑定與區分M. bovis 

family菌株的快速診斷平台。三色螢光即時定量 PCR探針係分別利

用 FAM標示偵測 IS6110專一性序列以鑑別 MTBC及 NTM；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。  

      本年度計畫預計實施方法: (1)將此項技術平台導入人及動物

疑似結核病個案之鑑別檢測；(2)進行陽性菌株或檢體之基因分型；(3)

進行流行病學調查；(4)架構熱點監測網絡，期望能在牛型結核菌相

對高發生地區，於人通報結核菌群(MTBC)中快速篩檢牛型結核菌，

避免因此菌株先天對pyrazinamide抗藥及可能對isoniazid的抗藥性，而

造成病人臨床治療的疑慮。計畫將除持續進行高風險牛型結核菌區域
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的實驗室監測，預計同時與防檢局及家畜衛生試驗所合作，進行人畜

共通牛型結核病感染源的探索。 
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                   材  料  與  方  法 

                  研究設計與方法 

材料:  

1. 醫療院所結核病實驗室分送至疾病管制署進行保存之結核菌群(MTBC)

菌株。 

2. 家畜試驗所收集之材料：動物組織核酸(106 年第 3 次本署生物安全委

員會會議決議，同意進行合作分析之檢體類別)。 

實驗方法： 

一、人及動物疑似感染牛結核菌之鑑別檢測 

  1. 人通報結核病個案菌株: 

     實驗設計篩選之培養陽性結核菌株，吸取 0.1 mL菌液，經 

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

清液，保存於-20℃備用。  

  2. 動物疑似感染牛結核菌組織檢體處理(家衛所提供): 

     分離來源動物之臟器組織， 剪碎後置入均質機專用的離心管 

（gentleMACS C Tubes） 並加入商品化之NALC-NAOH 去汙液  

（BBL ™ MycoPrep ™ Mycobacterial System Digestion /   

     Decontamination Kit），離心管放入均質機內（gentleMACS ™  

     Dissociator） 以機器內建程序（Lung, 8 seconds）連續重複兩次
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均質。取出離心管於室溫下作用15 分鐘，組織均質液體倒入50 

ml 離心管並加入無菌之PBS 至離心管的40 ml 刻度處，放入離

心機以轉速3,000 rpm 離心10 分鐘。將上清液廢棄，留下約5 ml 

的均質液，以10 μl 的無菌接種環沾取均質液接種在含 Glycerol 

之 Lowenstein - Jensen medium （ LJM-G）及不含Glycerol 之

LJW-w/o-G ，放入含5% CO2 的37℃培養箱培養。持續觀察14 

週，若出現白色或黃色針點狀菌落則以商業成品「抗酸細菌染

色液套組」染色，抗酸染色陽性之菌落須進行後續基因分型試

驗(spoligotyping)確認是否為M. bovis。另取0.5 mL均質液，以

QIAamp純化管柱進行組織檢體核酸萃取，所得純化核酸進行 

IS 6110 real-time PCR已確認該組織檢體是否含有結核菌群核

酸。 

3. 結核菌群 (MTBC)、M. bovis及 BCG核酸確認(個案菌株檢體及

家衛所組織核酸檢體) 

以疾管署自行發展之即時聚合酶連鎖反應(real-time PCR)，針對

特定基因作為生物標記(biomarker)，作為分子診斷工具。分別將

結核菌群(MTBC)、牛型結核菌(M. bovis)、卡介苗(M. bovis BCG)

及非MTBC之病原體在基因體上有無特定序列的差異，設計具

有三色螢光即時定量 PCR探針 triplex real-time PCR，分別以人
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通報結核病個案菌株及家衛所純化之組織核酸進行試驗，以評估

快速診斷鑑定 M. bovis 核酸的可行性。  

二、菌株基因分型分析 

   由疾病管制署以 spacer oligonucleotide typing (spoligotyping)、

結核桿菌散置重複單元 -可變重複序列分子分型法

(mycobacterial interspersed repetitive units - variable numbers of 

tandem repeats, MIRU-VNTR) typing 等不同基因標幟方法，進

行 M. bovis基因分型及建置資料庫。 

三、M. bovis菌株分子抗藥結果分析 

     為求實驗數據具代表性，選取不同年份，菌株數至少超過 20 株 

     之 M. bovis，進行一、二線藥物分子抗藥結果分析，以了解我 

     國感染牛型結核病個案之 M. bovis菌株之分子抗藥現象。 

四、流行病學調查 

    M. bovis陽性結果立即回饋本署各區管制中心及農方，以利個案 

    流行病學調查，期建立一完整的實驗室監測網絡。 
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結     果 

1. 確認方法學及運用監測 

(1)確認方法學 

    計畫所開發之三色螢光即時定量 PCR技術偵測設備，係

使用 2004年購置之即時定量 PCR系統，該系統偵測濾片因

長期使用已逐漸損耗，本計畫遂以 2016年新購置之多重螢光

偵測平台，進行此三色螢光即時定量 PCR試驗，同時調校三

色螢光即時定量 PCR訊號閾值設定，以完整呈現原始設計時

之參數設定。由於新偵測平台具有微量體積可反應優勢，4

株待測菌株及陽陰性對照組核酸進行原倍（25 µL）及一半體

積（12.5 µL）的三色螢光即時定量 PCR偵測評估（圖一）。

減半體積之反應陽性 Ct值為：No.1-4為待測菌株檢體， 

No.1 (IS / Bovis / BCG分別為 17.29/18.17/20.43)， 

No.2 (IS / Bovis / BCG分別為 13.59/undet./undet.)， 

No.3 (IS / Bovis / BCG分別為 18.84/19.63/undet.)， 

No.4 (IS / Bovis / BCG分別為 22.60/undet./undet.)； 

而原倍體積之反應陽性 Ct值為： 

No.1 (IS / Bovis / BCG分別為 16.69/18.39/20.44)， 

No.2 (IS / Bovis / BCG分別為 12.59/undet./undet.)， 
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No.3 (IS / Bovis / BCG分別為 18.03/19.82/undet.)， 

No.4 (IS / Bovis / BCG分別為 20.98/undet./undet.)。結果顯示

反應體積減半，三色螢光即時定量 PCR偵測平台於待測菌株

檢體及標準核酸樣本，所得螢光訊號陽陰性之判定結果均與

原正常體積結果相同。 

 

(2) 運用監測:進行人通報結核病個案之 M. bovis實驗組及對

照組的實驗室監測   

菌株抽樣設計為(1)實驗組：選取北、中、南、東各一家

實驗室存菌，篩選條件為 2015年菌株例行基因分型監測出現

2株 M. bovis之實驗室，由於中部區域為 M. bovis重點監測

區，故以地緣關係再選擇另一家實驗室，合計 5家合約實驗

室，以一人一株保存菌株進行檢測分析，共分析 732株菌株；

(2)對照組則為其它實驗室存菌，以 10株抽 1株進行，共分

析 203株菌株 (表一) 。所有經三色螢光即時定量 PCR檢測

為 M. bovis或 BCG之結果，均需再次以線性核酸探針試驗

(LPA)與 spoligotyping基因分型試驗確認，檢測為 

M. tuberculosis結果則以 spoligotyping再次確認。 

人口學資料顯示，實驗組及對照組男性比例均超過 70% 
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(73.5% 及 71.9%)，女性比例為 28.1% 及 26.5%，2組別男性

發病年齡層中位數均為 66歲，大於 61歲以上占最多數。實

驗組及對照組女性發病年齡層中位數分別為 59及 67歲，大

於 61歲以上同樣占最多數。 

732株實驗組MTBC菌株，共檢出 14株 M. bovis 菌株，

佔 1.91%，依個案地理位置標示於臺灣地圖如圖二，分別為

北部 1例，中部 10例，其中改制後的台中市 6例，南投縣 4

例，南部 3例，分別為改制後高雄市 2例及屏東縣山地鄉 1

例。TB個案管理紀錄顯示 14例個案均無畜產動物接觸史。

其中 10株 M. bovis來自實驗組 5家實驗室中特定 1家，佔實

驗組 M. bovis全部個案數 71.4%。14例 M. bovis個案中，年

齡層範圍 16-79歲，中位數 54歲。其中男性 10例(71.4%)，

發病年齡最小為 22歲。女性 4例(28.6%)，發病年齡最小為

16歲。13例為本國籍，僅 1例個案為 35歲之外籍聘僱女性。

2例檢測為 BCG個案均為 2016年出生，性別男女各一，菌

株來源均為卡介苗接種不良反應培養陽性菌株。另有 3例檢

測結果為陰性，重複試驗結果亦同，其中 2例經另一結核菌

群專一性核酸探針(16S)試驗判定為M. tuberculosis；另一例

16S核酸探針試驗及後續基因分型試驗結果均為陰性，研判
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此保存菌管內應無結核菌。 

203株對照組MTBC菌株，僅檢測出 1株 M. bovis，佔

0.49 %，該案為一居住於北部山地鄉 60歲女性個案；3例BCG

檢出個案均為 2016年出生，2例男性及 1例女性，菌株來源

同樣為卡介苗接種不良反應培養陽性菌株。  

 

2. 執行動物檢體核酸分析 

    本(2017)年度 4月爆發雲林牧場 53頭乳牛感染人畜共通牛結

核病事件，因此探討已開發完成之三色螢光即時定量 PCR技術

應用於相關畜產動物檢體之可行性評估。此項分析，係由淡水家

衛所人員攜帶畜產動物感染部位純化之核酸檢體，至本署分枝桿

菌實驗室。以本署所提供之偵測設備及檢測試劑，並由分枝桿菌

實驗室研究人員操作實驗，評估畜產動物檢體核酸檢測之可行

性。由於此合作項目涉核酸檢體攜出及農衛雙方檢測技術合作，

須由雙方各自完成行政簽核程序及雙方生安會討論同意後始進

行，分枝桿菌實驗室於本年 7月下旬向生安委員會提案並獲同意

後始進行。 

    總數 40件經家衛所純化之動物組織核酸檢體，包含 25件牛

及 15件鹿隻組織檢體。檢體類別及培養鑑定如下：(1)25件牛組
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織檢體中，有 9件培養陽性並鑑定為M. bovis。25件中，13件咽

背淋巴結(Pharyngcal LN )，3件培養陽性；8件縱膈淋巴結/咽背

淋巴結(Mediastinal /Pharyngcal LN )，4件培養陽性；1件腸繫淋

巴結/腰部淋巴結(Mediastinal /Waist LN )培養陽性；1件肺組織

(Lung)培養陽性及 2件腸繫淋巴結(Mediastinal LN )，培養結果陰

性。(2) 15件鹿組織檢體，11件培養陽性並鑑定為 M. bovis。15

件中，11件咽背淋巴結(Pharyngcal LN )，7件培養陽性；2件肺

組織(Lung )培養陽性；2件腸繫淋巴結(Mediastinal LN )培養陽

性。 

總數 25件牛組織核酸檢體，共 9件培養陽性並經家衛所執

行基因分型試驗後，確定為 M. bovis。家衛所以該所之 IS 6110 

real-time PCR檢出 5件判定為MTBC陽性結果，本署三色螢光

即時定量 PCR則檢測出 7件判定為M. bovis陽性反應(包含 5件

家衛所陽性結果)；16件培養陰性結果中，家衛所均未檢出 MTBC

陽性結果，本署三色螢光即時定量 PCR檢出 1件判定為 M. bovis

陽性反應，餘 15件均為陰性結果。若以培養鑑定結果為標準計

算，2項檢測之敏感度、專一性、陽性預測值、陰性預測值及準

確性，家衛所 IS 6110 real-time PCR為 55.6%、100%、100%、80%

及 84%；本署三色螢光即時定量 PCR則為 77.8%、93.8%、87.5%、
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88.2%及 88%。另，15件鹿組織核酸檢體，共 11件培養陽性並

經家衛所基因分型試驗確定為 M. bovis。家衛所檢出 5件判定為

MTBC陽性結果，本署檢出 6件判定為 M. bovis陽性反應(含括 5

件家衛所陽性結果)。4件培養陰性結果中，家衛所及本署均未檢

出 MTBC陽性結果。若以培養鑑定結果為標準，2項檢測之敏感

度、專一性、陽性預測值、陰性預測值及準確性，家衛所基因分

型試驗為 45.5%、100%、100%、40%及 60%，本署三色螢光即

時定量 PCR則為 54.5%、100%、100%、44.4%及 66.7%。 

 

3. M. bovis菌株分子抗藥及基因型結果 

選取 2015-2017 年間，34 株 M. bovis 菌株分別進行一線藥物抗藥

基因 rpoB、katG、inhA-r、embB、pncA，二線藥物抗藥基因 gyrA、

gyrB、rrs、eis進行定序分析。傳統一線藥物感受性實驗結果，除

編號 4 及 12 菌株於追管系統中查無藥敏試驗結果外，其餘 32 株

具藥敏試驗結果菌株中，7 (21.8%)株為單一 INH 抗藥，其餘 25

株均為敏感。此 7株單一 INH抗藥菌株中，1株有 katG S315T突

變，另有 4株有 inhA-r C-15T突變。rpoB 及 embB抗藥基因均未

發現有突變，而所有 34 株菌株於 pncA 抗藥基因皆發生 H57D 位

點突變，即此 34株M. bovis均為 PZA抗藥。至於，二線藥物抗藥
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基因 gyrA、gyrB、rrs、eis 定序結果均未發現位點突變。 再者，

Spoligotyping 基因分型結果，34 株菌株於共分為 3 種基因型，除

1株 ST 683 (BOV_2)(2.9%)及 2株 ST 1158 (BOV_3)(5.9%)外，其

餘 31株 M. bovis均為 ST 684 (BOV_1)(91.2%)，且 7株單一 INH

抗藥菌株均屬 ST 684。MIRU基因分型結果，除原 3株 BOV_2及

BOV_3各為不同基因型外，另 31株 ST 684 M. bovis菌株，分為 6

種基因型，主要發生變異的位點為 Mtub04 (2株)、VNTR4120 (1

株)、QUB3232 (3 株)，34株 M. bovis菌株以MIRU分析可分為 9

種基因型。 
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討     論 

1. 、確認方法學及運用監測  

    計畫團隊於 2014年建立一快速牛型結核菌(M. bovis)檢測

方法並申請我國專利中(專利申請案號第 103145871號)。關鍵

技術為利用即時聚合酶連鎖反應(real-time PCR)，針對特定基

因作為生物標記(biomarker)設計成分子診斷工具，可即時、快

速偵測特定病原體核酸。設計原理利用結核菌群(MTBC)、M. 

bovis、卡介苗(M. bovis BCG)及非 MTBC之病原體在基因體上

有無特定序列的差異，設計具有三色螢光即時定量 PCR探針

的 triplex real-time PCR，以建立鑑定與區分 M. bovis family菌

株的快速診斷平台。三色螢光即時定量 PCR探針係分別利用

FAM標示偵測 IS6110專一性序列以鑑別 MTBC及NTM；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。此螢光偵測的核酸極限為每一反應

體積為 10 fg。確效(validation)試驗係以 American Type Culture 

Collection (ATCC)等共 72株分枝桿菌標準菌株，進行三色螢光

即時定量 PCR triplex real-time PCR測試，其中 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. 
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tuberculosis、M. africanum及 M. microti 只出現 FAM的陽性結

果，VIC (M. bovis-family)及 NED (BCG)等螢光訊號均為陰

性。由於 M. africanum及 M. microti 於我國結核病通報個案中

尚未發現臨床病例，因此若此三色螢光即時定量 PCR結果僅

出現 FAM訊號，除判為MTBC外，可進一步推論應屬 M. 

tuberculosis。 (2) M. bovis則出現 FAM及VIC (M. bovis-family)

的陽性螢光訊號結果。(3) M. bovis BCG 則同時有 FAM、VIC 

(M. bovis-family)及 NED (BCG)的陽性螢光訊號結果。(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)的螢光訊號陰

性結果。此項技術以標準菌株測試評估之 sensitivity、

specificity、PPV、NPV及 accuracy均為 100%。 

    本計畫研究結果證實，可使用一半之反應體積，獲得相同

的鑑別結果。因此在菌株檢體的未來應用上，可考慮將反應體

積減半，即減少一半試劑費用，仍可獲得一致的結果。然由於

總反應體積減半，即樣本加樣體積亦減半，與正常反應體積相

較，初步評估陽性Ct值約略小於 1。因此若應用於菌株檢體

時，核酸含量高將不致於有太大數值改變；但若應用臨床微量

檢體檢測時，陽性臨界值之判定或有偵測極限之問題，因此若
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使用於臨床微量檢體檢測時，仍建議使用原倍反應體積(25 µL)

及 5µL加樣樣本。 

    於運用監測上，原設定全年度完成 300株MTBC菌株快速

鑑別分析，由於本年度 4月爆發雲林牧場 53頭乳牛感染人畜

共通牛結核病事件，本計畫遂增加分析數量，嘗試擴大分析確

診通報為結核病個案菌株之鑑別，期中報告進度已完成 353

株，至本年 11月止，合計完成 935株菌株。菌株之原始檢體

採檢日為 2016年 10月起至 2017年 6月止。實驗組 732例共

計檢測出 14例 M. bovis個案(1.9%)，對照組 203例僅檢測出 1

例M. bovis個案(0.49%)，2組別檢出M. bovis比例相差 3.88倍。

顯示實驗組 5家實驗室中，其中一家實驗室因地理區域或個案

職業習慣等因素，所保存之 MTBC菌株存在一定高比例的 M. 

bovis。尤其是 4例南投縣個案中，其中 1例個案與本署 2014

年研究相同，戶籍均位於南投縣信義鄉雙龍村，推論該村落住

民仍持續接觸 M. bovis感染源導致住民陸續發病。值得注意的

是，多數 M. bovis陽性個案，並未有動物接觸史，亦未食用未

經巴斯德滅菌的畜牧製品，其感染源仍有待釐清。 

     2 例實驗組個案，於此三色螢光即時定量 PCR偵測平台檢

測結果為陰性，進一步以另一核酸探針(16S)檢測均為陽性，
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spoligotyping 結果均為同一 undefined型別且MIRU型別相同，懷

疑此 2個案菌株於三色螢光即時定量 PCR探針之 FAM-IS出現變

化，另以 IS 6110重複片段之另一組不同位置引子，進行核酸複製

實驗，其結果仍為陰性，初步推論此 2例個案菌株應不存在結核

菌群特有之 IS 6110片段基因。另一例實驗組陰性結果，以多種核

酸複製方法均顯示為陰性，推測此菌株保存管應無結核菌存在，

送存菌實驗室須加強品管流程內控。扣除該無結核菌之樣本，於

總數 934件MTBC檢體中，三色螢光即時定量 PCR偵測技術之

sensitivity、PPV及 accuracy分別為 99.8%、100%及 99.8%。 

 

2.執行動物檢體核酸分析 

    由於本計畫為第一次農衛雙方針對動物組織檢體核酸進行

M. bovis檢測合作應用，相關行政流程需完備後始能進行試驗分

析。於純化組織核酸後，家衛所原執行之real-time PCR係使用

結核菌群核酸探針(IS 6110)，故其陽性結果僅能判定為結核菌

群(MTBC)核酸陽性反應，若要進一步判定是否為M. bovis，則

須待陽性培養菌株進一步進行基因分型試驗後確定。本署檢測

系統則可於一次實驗中，成功研判菌株檢體是否含有M. bovis

核酸，亦曾於病患呼吸道檢體中檢測出M. bovis，後經病患培養
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陽性菌株證實無誤。但此偵測平台尚未直接應用於動物組織核

酸進行類似評估。 

40件經家衛所純化之動物組織核酸檢體，絕大多數均為淋

巴結組織檢體，牛及鹿隻主要檢體採集部位均以咽背淋巴結

(Pharyngcal LN )為主，單純咽背淋巴結組織採檢培養陽性率相

異，牛隻僅23% (3/13)，鹿隻則為64% (7/11)，有結節病灶之牛

隻動物未能完全分離到病原顯示分離操作上尚有進步空間。雖

然鹿隻病原分離之陽性率高，然而於核酸檢測上，本研究與家

衛所結果類似，均未於多數陽性培養結果之原始檢體組織核酸

中，偵測到MTBC抑或M. bovis核酸存在，是否於組織檢體純化

核酸過程中，原始檢體取樣之誤差所致，值得進一步探討。 

3.、M. bovis分子抗藥分析 

    由於本年度運用監測上，實驗組及對照組共檢測出 15株 M. 

bovis，尚無法完整評估此菌株的抗藥性資料。因此本年度先行分

析 2015-2017年確認之 34株 M. bovis菌株之分子抗藥結果，並比

對原始菌株一線藥物感受性試驗，由於 PZA抗藥試驗並非常規進

行，故以 PZA分子抗藥結果取代傳統藥敏試驗結果。一線藥物感

受性試驗發現 7株(20.6%)為 INH單一抗藥，2株(5.9%)無藥敏結

果，其餘 25株(73.5%)一線藥物皆為敏感。7株 INH單一抗藥菌株
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中，1株具 katG S315T高濃度抗藥位點突變及 4株具 inhA-r C-15T

低濃度抗藥位點突變，另 2株 INH抗藥菌株並未發現 katG或 inhA-r

突變。所有 34株 M. bovis菌株均發生 pncA H57D位點突變，此位

點為明確的 PZA抗藥。此結果與國際間普遍認為 M. bovis為典型

PZA抗藥一致；然發表於 2005年MMWR的研究指出 16，2001-2004

年於美國紐約市發現 35例人感染M. bovis的個案，17例(49%)僅

對 PZA抗藥，14例(40%)對 PZA及 SM抗藥，2例(6%)對 PZA、

INH、SM抗藥，1例(3%)對 PZA及 INH 抗藥，另 1 例均無抗藥。

與本研究相較，此次分析 34株 M. bovis菌株，27株(79.4%)僅對

PZA抗藥，另 7株(20%)為對 PZA及 INH抗藥，抗藥類型較為單

純。另同時分析此 34株二線藥物抗藥基因定序結果，尚未發現有

任何二線藥物基因突變現象，顯示若能在第一時間針對個案菌株

進行鑑別診斷，可避免感染牛型結核病患者使用第一線藥物時，

進行 pyrazinamide 之無效治療。同時絕大多數 INH抗藥菌株均屬

INH低濃度抗藥，臨床醫師對病患治療應無太多疑慮。 

    2008年研究團隊曾發表 2004-2005年臺灣 15例M. bovis個案

之流行病學調查 24，15例個案菌株基因型均為 ST 684，與本次研

究 2015-2017年 34株菌株相較，本次研究多增加 ST 683 (1株)及

ST 1158 (2株)等 2種 spoligotyping 型別。由於 spoligotyping所分
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離的 M. bovis有另一國際間資料庫(http://www.mbovis.org/)可進行

比對 ，家衛所於 2013、2016年發表 2篇自乳牛分離之 M. bovis

菌株研究指出 25,26，Spoligotyping 中的 SB0265 型(相當於 ST 

684)，流行於法、德、加拿大等，為台灣的主要流行型別，分布於

全臺灣，約佔家衛所保存M. bovis菌株之 70.6%。SB0140 型(相當

於 ST 683)，流行於英國等歐洲國家，為臺灣的次要流行型別，主

要出現在雲林、嘉義及屏東，佔家衛所保存 M. bovis菌株之 22.4%。

SB1040 型(相當於 ST 1158)，主要流行於南美洲巴西、墨西哥等，

為臺灣少見之型別，調查報告中僅出現於嘉義及新竹某牧場。與

本次分析 34株 M. bovis相較，31株(91.2%)為 ST 684型別(SB 

0265)，與牛隻培養菌株相同，均屬於臺灣 M. bovis主要流行型別，

此型別菌株相當普遍，不易釐清感染源，可能須借助全基因體技

術分析結果協助判定；菌株編號 15之個案，為 ST 683型別(SB 

0140)，個案於 2013年曾在雲林縣崙背鄉某牧場工作達 3年，家衛

所之牧場調查研究報告指出，該型別個案與牧場有縣市地緣關

係；菌株編號 16、18個案菌株，為 ST 1158型別(SB 1040)，家衛

所調查報告此型別僅出現於嘉義及新竹，然本研究 2例個案居住

地為高雄及彰化，且無動物養殖接觸史，除非此 2例個案曾前往

嘉義及新竹等牧場，否則此型別推測仍有其他感染源尚未釐清。 
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               重要研究成果及具體建議 

三色螢光即時定量 PCR 偵測平台可直接應用於人感染 M. bovis

的菌株及臨床檢體的鑑別診斷，於本署新購置的螢光偵測平台，使用

減半試劑量仍可獲得相同之結果判定。運用監測上，實驗組 5家實驗

室中，732例共計檢測出 14例 M. bovis個案(1.9%)，對照組 203例僅

檢測出 1 例 M. bovis 個案(0.49%)，實驗組中一家實驗室因地理區域

或個案職業習慣等因素，所保存之 MTBC菌株存在一定高比例的 M. 

bovis。尤其是 1 例南投縣個案中，與 2014 年研究相同，戶籍均位於

南投縣信義鄉雙龍村，推論該村落住民仍持續接觸 M. bovis感染源導

致住民陸續發病。值得注意的是，多數 M. bovis陽性個案，並未有動

物接觸史，亦未食用未經巴斯德滅菌的畜牧製品，其感染源仍有待釐

清。 

本計畫與農方合作，利用三色螢光即時定量 PCR 偵測技術，進

行動物組織檢體核酸分析，確定其應用之可行性，於 9件培養陽性並

鑑定為M. bovis的牛組織核酸中，7件成功鑑別為MTBC並進一步由

螢光訊號判定為 M. bovis。以培養鑑定結果為標準，敏感度、專一性、

陽性預測值、陰性預測值及準確性，為 77.8%、93.8%、87.5%、88.2%

及 88%。唯針對鹿隻檢體之檢出陽性值偏低的原因，仍需持續分析。 
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2015-2017 年之 34 株 M. bovis 菌株分子抗藥結果，7 株(20.6%)

為 INH單一抗藥，1 株具 katG S315T高濃度抗藥位點突變及 4 株具

inhA-r C-15T 低濃度抗藥位點突變，另 2 株 INH 抗藥菌株並未發現

katG或 inhA-r突變。所有 34株 M. bovis菌株均發生 pncA H57D位點

突變，此位點為明確的 PZA 抗藥。Spoligotyping 共 3 種型別，31 株

(91.2%)為 ST 684 型別(SB 0265)，與牛隻培養菌株相同，屬於臺灣

M. bovis主要流行型別，另 2型則為 ST 683(1株)及 ST 1158(2株)。 

具體建議 

1. 與農方、相關研究牛結核病等獸醫單位及大學相關系所進行

跨單位合作。 

2.加強高風險區鑑別診斷，推廣此項檢測技術至區域具分子生物 

 學檢測能力之實驗室，進行早期培養陽性菌株鑑別診斷。 
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圖一、評估微量及正常體積之三色螢光即時定量 PCR結果
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圖二、實驗組 14例M. bovis個案地理標示圖 
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表一、人通報結核病個案菌株之實驗室監測 

 

 
實驗組 

 
對照組 

 
實驗室數(5)   實驗室數(13) 

總個案數   935 732 
 

203 

性別 
   

男性個案數(%) 538 (73.5) 
 

146 (71.9) 

女性個案數(%) 194 (26.5) 
 

57 (28.1) 

男性發病年齡層 
   

中位數 (範圍) 66 (0-99) 
 

66 (1-98) 

≦20 8 
 

2 

21-40 45 
 

17 

41-60 163 
 

37 

≧61 322 
 

90 

女性發病年齡層 
   

中位數 (範圍) 59 (1-97) 
 

67 (1-97) 

≦20 9 
 

2 

21-40 51 
 

15 

41-60 40 
 

6 

≧61 94 
 

34 

菌株鑑定結果 
   

M. tuberculosis 713 
 

199 

M. bovis 14 
 

1 

M. bovis BCG 2 
 

3 

undeterminate 3   - 
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表二、動物組織核酸鑑別分析結果 

 

    Cattle (No=25)   Deer (No=15) 

    culture (+) culture (-)   culture (+) culture (-) 

*CDC triplex 
real-time PCR 
(IS/Bovis/BCG) 

positive 7 1 
 

6 0 

negative 2 15   5 4 

 
sensitivity 77.8 

  
54.5 

 
 

specificity 93.8 
  

100 
 

 
PPV 87.5 

  
100 

 
 

NPV 88.2 
  

44.4 
 

 
accuracy 88     66.7   

**AHRI real-time PCR positive 5 0 
 

5 0 

(IS) negative 4 16   6 4 

 
sensitivity 55.6 

  
45.5 

 
 

specificity 100 
  

100 
 

 
PPV 100 

  
100 

 
 

NPV 80 
  

40 
 

  accuracy 84     60   

specimen type Pharyngcal LN 3 10 
 

7 4 

 

Mediastinal 
/Pharyngcal 
LN 

4 4 
 

- - 

 
Mediastinal 
/Waist LN 

1 - 
 

- - 

 
Lung 1 - 

 
2 - 

  Mesenteric LN - 2   2 - 

*CDC, Centers for Disease Control; **AHRI, Animal Health Research Institute 
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表三、34株 M. bovis一、二線藥物分子抗藥及基因分型結果 

 


