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摘　　要摘　　要摘　　要摘　　要

將本所分離所得之牛型結核分枝桿菌(M.bovis-YL)株分別接種於初代豬肺臟大吞噬細胞(Swine

alvoelar macrophage,SAM)及株化細胞 OCC和Marc-145,並於接種後第 1,2,3,4,5,6,及 7天分別固定﹑

染色與鏡檢﹐結果顯示於接種第 3 天以後，上述三種細胞培養，經檢測結果，均可見到明顯的結核

分枝桿菌增殖。

將 PPD 皮內注射測定，判定為陽性反應牛隻之淋巴﹑臟器組織乳劑分別以斜面培養基

（Lowenstein-Jensen medium，L-J M）及上述組織培養進行結核分枝桿菌分離，結果顯示以上述組

織培養分離者只需於接種後 7及 14天，便可以抗酸菌染色方法染色後鏡檢，即可判定有無結核分

枝桿菌增殖。而以 Slant分離者，則需經 5～14 週菌落形成後，才可進行釣菌、固定、染色後鏡檢。

至於其分離率經分析結果組織培養及斜面培養基培養分離牛病材並無差異，均為 43.46％(33/76)。

關鍵詞關鍵詞關鍵詞關鍵詞：牛型結核分枝桿菌：牛型結核分枝桿菌：牛型結核分枝桿菌：牛型結核分枝桿菌、初代豬肺臟大吞噬細胞、初代豬肺臟大吞噬細胞、初代豬肺臟大吞噬細胞、初代豬肺臟大吞噬細胞、斜面、斜面、斜面、斜面培養基培養基培養基培養基

緒　　言緒　　言緒　　言緒　　言

由於以傳統之斜面培養基（Lowenstein-Jensen medium，L-J M）分離結核分枝桿菌至少需時 5

至 14週(1,6)，為縮短其分離時間，以提升診斷品質及時效，而自行研發改良以組織培養分離本菌

(2,3,4,5,7,8,9,10,11,12)，以與斜面培養基分別分離本菌之結果分析比較，以供參考。今就所使用之方法、材

料及結果等，分述於下。

材料與方法材料與方法材料與方法材料與方法

首將本所分離所得之牛型結核分枝桿菌(Mycobacterium bovis ,M.bovis)分離株(M.bovis-YL)分別

接種於初代豬肺臟大吞噬細胞(Swine alvoelar macrophage,SAM)及株化細胞OCC和Marc-145,並於接

種後後第 1天起每天各取 3片 Chamber slide固定、抗酸菌染色、鏡檢至第 7天。

次將以 PPD 皮內注射測定，判定為陽性反應牛隻、鹿及羊之臟器淋巴組織，分別以 0.1％ 之

次氯酸納溶液清洗後，浸置於 4℃下 12～24小時，取出後以無菌剪刀細剪後，加入適量(3～5mL)
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之 Dubos’broth 後，以電動磨碎機( Grinder )磨碎後，加入 0.5N之 NaOH處理 30分鐘後，再加入

6N之 HCl處理 30分鐘，最後以 1N之 NaOH加入中和處理 30分鐘後，放入具有冷卻裝置之離心機

以 3,000rpm離心 30分鐘後，倒棄上清液，將其沉澱物分別接種培養於 Chamber slide內之 SAM 及

Marc-145、OCC株化細胞和不含甘油之 L-J (w/o)M及含 2﹪Tween 80之 L-J (t80)M卵培地之 Slant

斜面培養基試管後，分別放置內含 5％CO2，37℃之恆溫箱內培養，接種於上述組織培養者，如同上

述於接種後第 1天起，每天分別各取 3片 Chamber slide固定、抗酸菌染色、鏡檢至第 7天。在斜面

培養基培養方面則需 5～14週菌落形成後，再行釣菌、固定，抗酸菌染色後鏡檢。以 Slant 斜面培

養基分離與接種於組織培養者之分離結果進行比較，以供分析、評估時之資料。

結　　果結　　果結　　果結　　果

將牛型結核分枝桿菌分離株(M.bovis-YL)分別接種於 SAM，Marc-145 及 OCC 組織培養後，經

7天之檢測結果發現，於接種後第 3天可見其明顯增殖(如圖 1)。

至於分別接種Marc-145組織培養及 Slant斜面培養基之 PPD 測定呈陽性反應牛試材，其接種

於組織培養者，經測試發現於第一次接種後 7及第二次接種後 7天(前後 14天)結果與接種在 Slant 5

～14週菌落形成後，檢測比較其分離率，結果一致均為 43.46％(33/76)(如表 1)。

圖 1. M. bovis-YL 株接種在 Marc-145 細胞後第 3 天之增殖情形
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表 1﹒M.bovis-YL 及 PPD 皮內注射測定，判定為陽性反應牛隻(有病灶及無病灶)之臟器淋巴組織
乳劑分別接種於 Slant﹐SAM﹐Marc-145﹐OCC 等細胞﹒

小計(分離菌株數/測試頭數)

Slant Tissue culture縣　　　　市 測試頭數

L-J(w/o)M L-J(t80)M SMA Marc-145 OCC

備　註　欄

細胞陰性對照  2 － － － － －

本菌(M.bovis-
YL)陽性對照

 2 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

彰　化　縣 18 12/18 12/18 12/18
嘉　義　縣 10 0/10 0/10 0/10
臺　南　縣 20 7/20 7/20 7/20
臺　南　市  3 0/3 0/3 0/3
高　雄　縣  2 0/2 0/2 0/2
屏　東　縣 23 14/23 14/23 14/23
合　　　計 76 33/76 33/76 33/76
百　分　比 43.46% 43.46% 43.46%

表 2. M. Bovis-YL 株 PPD 皮內注射測定為陽性反應但無病灶牛隻之臟器淋巴組織乳劑分別接種於
Slant, SAM, Marc-145 及 OCC 等細胞﹒

小計(分離菌株數/測試頭數) 備　註　欄

Slant Tissue culture縣　　　　市 測試頭數

L-J(w/o)M L-J(t80)M SMA Marc-145 OCC

細胞陰性對照 2 － － － － －

本菌(M.bovis-
YL)陽性對照

2 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

彰　化　縣 15 10/15 10/15 10/15
嘉　義　縣 10 0/10 0/10 0/10
臺　南　縣 19 6/19 6/19 6/19
臺　南　市 3 0/3 0/3 0/3
高　雄　縣 2 0/2 0/2 0/2
屏　東　縣 11 2/11 2/11 2/11
合　　　計 18 18/60 18/60 18/60
百　分　比 30.00% 30.00% 30.00%
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討　　論討　　論討　　論討　　論

由上述所得之初步試驗結果得知以組織培養方法分離本菌之分離率與以傳統培養基 Slant 方

法分離本菌之分離率比較結果並無降低現象及如以組織培養方法代替傳統培養基 Slant 之方法分

離本菌，可節省 4～13 週之分離時間。因此擬定繼續應用組織培養方法之分離本菌及進行標準化

之各項試驗，以期早日完成以組織培養分離本菌之方法代替以 Slant 分離本菌之方法，以節省人力

物力及縮短分離時間爭取診斷時效。

將以 PPD 皮內注射測定，判定為陽性反應牛隻之臟器淋巴組織由於接種病材之 SAM 細胞附

著不佳，固定不易，以致影響其染色、鏡檢之結果，且其製備組織培養所需仔豬，取得困難，加上

製造過程繁複，因此於初穫結果，經比較分析後，決定放棄 SAM 而保留使用 OCC 及 Marc-145 做

為今後分離本菌及進行標準化之各項試驗。

以往養牛戶常於現場解剖時不見有肉眼病灶時，便抱怨以為是誤判誤殺而有所爭論，然而依本

試驗結果以 PPD 皮內注射測定為陽性反應但無病灶牛隻之臟器淋巴組織乳劑分別接種於 Slant 及

Marc-145 細胞分離本菌之結果其分離率均為 30%(18/60) (如表 2)。由此可見於現場解剖時不見有肉

眼病灶時，並非是誤判誤殺而是早期檢出，實係牛隻感染本病之初期，其病程未達產生肉眼可見之

病灶而已，本試驗結果可冰釋此一爭議。

由於現行 TB 陽性反應牛、鹿及羊之撲殺政策，係將其運送至本所撲殺、採材、焚化，然而其

運送途中所造成之污染程度難以估計，亦可能是本省至今未能撲滅 TB陽性反應牛、鹿及羊之一大

原因，故建議今後宜就地撲殺、焚化，以避免污染範圍擴大，早日達成清除 TB之任務。
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Development the method of isolation of mycobacteria in tissue culture
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SUMMARY  In order to develop a isolation method of mycobacteria by tissue cultures, the isolation

strain of mycobacterium bovis-M.bovis YL strain was inoculated in the tissue cultures of swine alveolar

macrophages (SAM),Marc-145 and OCC, respectively．The results revealed that the M. bovis-YL strain

was found growth well in the above mention tissue cultures at 3 day after inoculation．

    The specimens collecting from the positive reaction cattle by PPD(Purified protein derivative)

inoculating in slants (Lowenstein-Jensen medium,L-J M) and Marc-145 cell line , respectively, for

isolating the M.bovis ．The results of the above test revealed that the M. bovis was isolated at 7 to 14 days

after inoculating in Marc-145 cell lines﹐and isolated at 4 to 15 weeks after culturing in slants．Both

methods of isolating rate were as same as 43.46%(33/76)．

Key words: Mycobacterium bovis, M. bovis. Swine alveolar macrophages, SAM.  Slant
medium(Lowenstein-Jensen medium,L-J M).


