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101年牛結核病
                   調查報告

緒言

牛結核病（Bovine Tuberculosis）為人畜共通性疾病，病原為牛型分枝桿

菌（Mycobacterium bovis），牛為其自然宿主，感染後病灶主要位於頭胸部淋

巴結或腸繫膜淋巴結，會產生肉芽腫性、乾酪樣結節及鈣化等症狀，嚴重程度

與感染量、感染途徑及感染時間有關，在世界各國畜牧業造成嚴重之經濟損

失。傳播途徑包括吸入、食入或經由胎盤或傷口感染，吸入為主要之傳播途

徑，吸入本菌感染之動物，病灶多侷限於肺臟周邊，當病程演進開始排菌時，

也多是經由飛沫方式傳播給其他動物。幼畜和人類的感染則多是經由食入污染

之牛乳，而造成腸道及肝臟等病灶。

在國際上，有牛結核病撲滅計畫的國家，大多採用皮內結核菌素測試

（Intradermal Tuberculin Test；ITT），ITT 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，檢出之陽性牛隻常發現並不具有臨床結核病特

徵，但以結核菌素試驗篩檢並且撲殺陽性牛隻在部分國家並不成功。

台灣自民國 45 年起針對乳牛以 ITT 進行檢測，陽性牛隻ㄧ律採取撲殺的

策略，但直至目前仍未完全清除本病，因此本研究希望藉由初步的陽性場環境

和牛隻個體採樣，以細菌的基因型分析和地域資料探究此菌於台灣的流行情

形，希望藉此提供未來防治單位有效控制本病蔓延防治的對策。
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材料與方法

材料來源

101 年度於 8 場 ITT 陽性場協同當地防疫機關人員進行血清與周邊環境之

採樣，環境採樣點包括飼料槽、水槽、牧草、畜舍、運動場之土壤等 10 個點

以上採樣點，將樣品攜回實驗室後進行分枝桿菌分離和核酸萃取以做後續的

PCR 試驗。此 8 場試驗場每 3 個月 ITT 檢測結果若為陽性之牛隻，將與防疫人

員配合採取咽背淋巴結及其他重要淋巴結送至實驗室進行分枝桿菌分離。

分枝桿菌分離

將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 PCR 檢測步驟。

血清學檢測

前述 ITT 陽性牛場每場隨機採樣 30-35 頭牛血液，之後以市售 ELISA 套

組（BTB Ab ELISA 2.0, BIONOTE, Korea）進行血清抗體檢測，再將血清學

之結果和後續之結核菌素檢驗做一比對，以研究兩種檢驗結果是否一致。

PCR檢測

將疑似菌落溶入 200 µl 無菌水，以 95℃ 10 分鐘進行不活化處理，再以

10,000 rpm 將菌體離心下沉，上清液便可進行 PCR。PCR 反應中所使用引子

為依據 CDC 公告之結核菌特有 IS6110 序列所設計引子。若 PCR 結果為陽性
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即判定菌株為結核菌。而環境樣本與鼻黏液拭子所萃取之核酸為提高敏感性進

行巢式 PCR，第 1 次 PCR 方法與前述相同，而第 2次 PCR 產物約為 300 bp。

結核菌基因分型

將分離所得之結核菌進行國際標準分型方法 Spoligotyping 分析，結果可

與國際比較。

結果

血清學檢驗方面總計於屏東縣 4 陽性場共採血 140 頭乳牛，雲林縣 1 場陽

性場採血 35 頭乳牛和嘉義縣 3 場陽性場 50 頭乳牛。結果在嘉義 A 場中檢驗出

3 頭陽性（編號 A3、A12、A17 ，血清陽性率 8.6%），其他全部為陰性。嘉義

A場 3個月後 ITT檢驗時再次採樣牛隻血清 68頭，結果 ELISA陽性為 7頭（陽

性率 10.3%，A3仍為陽性，A12、A17轉為陰性），此次 ITT陽性頭數為 33頭（其

中 9 頭送檢病原分離），同時 ELISA 與 ITT 皆陽性者只有 5 頭（其中 4 頭送檢

病原分離，包括在前述 9 頭中），最終分離結果有 3頭分離得牛型分枝桿菌（分

離率 33.3%，此 3 頭為 ELISA 與 ITT皆陽性者），A3 為 ITT陰性、A17 為 ITT

陽性。後續兩次 ITT檢驗，陽性頭數分別降為 2頭、1頭，ELISA未再出現陽性。

總計 101 年嘉義縣 A 場與 B 場各分離得 3 株牛型分枝桿菌，進行

Spoligotyping 分析後以 http://www.mbovis.org/ 資料庫比對，發現 A 牧場都是

SB0140 型（圖 1），而 B場的牛型分枝桿菌有 SB0265（圖 2）與 SB1040（圖 3）

兩型。此外，此次 7 場試驗場於環境樣本培養的結果方面皆未分離出牛型分枝

桿菌。PCR 檢驗結果為屏東 4 場除 A 場只有水槽與飼料槽有陽性訊號外，其餘

B、C、D 場水槽、飼料槽及土壤全具陽性訊號。嘉義 A、B、C 3 場之水槽與

土壤亦全具有陽性訊號。雲林僅於飼料槽有陽性訊號。

討論

血液學的 ELISA 檢測為一項簡單快速之方法，由於抗體的產生需要體內

較多的病原，且比細胞性免疫發生晚，因此當陽性牛嚴重感染造成免疫抑制
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時，有可能發生 ITT 檢測陰性但 ELISA 抗體陽性的情形。本次研究發現在一

牧場中有牛隻出現 ELISA 陽性但 ITT 陰性的可能潛伏牛隻，而 3 個月後其 ITT

檢測轉變為陽性，但並無送檢分離病原；也出現 ELISA陽性牛 3個月後轉為陰

性，ITT 檢驗變為陽性之牛隻，最後未分離得病原；也出現 ELISA 陽性牛 3 個

月後轉為陰性，ITT 亦為陰性，由此可知此 ELISA 套組用於牛隻身上會有部分

不規則情形，但套組未載明敏感性與特異性，故仍須累積資料才能判斷此套組

之適用性。若比較此次 9 頭牛隻之分離結果，ITT 陽性且分離陽性者為 66.7%

（ 6/9），ELISA 陽性且分離陽性者 25%（ 1/4），其餘資料仍為不足。嘉義縣 2

陽性場皆分離得 3 株牛型分枝桿菌，經過 Spoligotyping 分析後，其中 A 牧場

都是 SB0140 型，是本所分析牛型分枝桿菌中所佔比例次高的一群菌株，佔

22.4%；而 B 牧場有 SB0265 型（目前本所分析牛型分枝桿菌中所佔比例最高

的一群菌株，佔 70.6%）之外，還有分離得一特異性的型別 SB1040 ，就以往

分離結果，同一場內並無出現過兩種型別菌株。另外值得注意的是 SB1040 此

一特異性型別於 101 年 6 月同縣內另兩場新陽性場出現，根據地理位置分析，

此兩場距離近（ 2 km 以內），但皆離嘉義 B 場 30km 以上且無與嘉義 B 場共用

水源，因此靠風力汙水等環境因素傳播可能性較低，真正傳播之原因值得會同

地方防疫單位深究，另外也不排除牛隻買賣之問題。至於 SB0265 與 SB0140

兩型皆為台灣普遍出現之基因型別，因此流行病學分析上較無法判別來源，因

此需要嘗試分型效果更好之分子分型方法。以 PCR針對陽性場環境中分枝桿菌

偵測的結果顯示，環境中仍有包括土壤、水槽及飼料槽都有陽性訊號的出現，

但並沒有培養出結核性分枝桿菌，此結果和國外相似，其他研究指出會出現這

樣的結果表示環境中仍有結核性分枝桿菌的存在，其場內的陰性牛仍有受環境

病原菌感染的風險，但因環境中也同時存有非結核性的分枝桿菌會擾亂結核性

分枝桿菌的分離，因此要成功由環境中培養出牛型分枝桿菌非常困難。牧場中

陽性牛無法清除的原因除環境中存在病原外，也有可能是潛伏性感染的牛隻對

ITT 不敏感或感染初期對結核菌素不反應導致無法徹底清除陽性牛而又造成其

他牛隻感染。
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