公務出國報告

(出國類別:研習)

經濟部九十二年度台法技術合作計畫

出國報告

『食品工業之微生物快速檢驗技術與其應用』

                       服務機關:行政院衛生署藥物食品檢驗局

    職    稱：技 正

        姓    名: 郭 荔 平 

       出國地區: 法國 里昂

              出國日期:  92/11/16-92/12/16
         報告日期: 九十三年三月

目             次

                           頁數  

1、 訓練(研習、考察、進修)目的‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧3

2、 訓練(研習、考察、進修)項目及內容‧‧‧‧‧‧‧‧‧3
3、 前言‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧5
4、 目前已發展之快速檢驗方法之原理‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧7
伍、  bioMérieux 公司研發之自動化微生物快速檢驗儀器及
生化鑑定測試套組‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧ 13
5、 心 得 ‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧ 19
6、 檢討及建議‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧ 21
7、 圖、表與照片‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧ 23
8、 附錄：美國藥物食品檢驗局細菌學分析手冊快速檢驗套

組彙總‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧‧ 36
一、訓練(研習、考察、進修)目的:
國內食品工業歷經衛生署、經濟部工業局、食品工業發展研究所之輔導、協助及相關產業公會之配合宣導，不論食品製造、加工之技術及產品種類均有長足進步，在食品GMP及HACCP制度推行後，食品品質亦獲提升，惟國內廠商欠缺的是最終產品及環境管理之快速微生物品管的能力，因此若能改善此方面缺憾，必可在我國加入WTO後，提昇產品品質管制，促進產品外銷國際之競爭力及對進口產品的檢測，對國內消費者而言，亦能確保國人飲食之衛生與安全。本次赴法國bioMérieux公司研習包括適用於食品產業之微生物快速檢驗原理、技術及其實際應用，以強化國內食品業者實施衛生自主管理之末端管控能力，以提高產品對外競爭力，增加國、內外消費者信心，並促進中法國際合作與交流。
二、訓練(研習、考察、進修)項目及內容

研習機構:法國生物梅里埃總公司(bioMérieux company , 69280 Marcy-I’Etoile, France)
項目: 適用於食品工業之微生物快速檢驗原理、技術及其實際應用。
內容: 本研習考察計畫的主題為『食品工業之微生物快速檢驗技術與其應用』，係基於我國加入WTO後，為提昇我國食品產品品質，促進食品及其相關產品之外銷競爭力，並對國外輸入食品建立快速篩檢機制，擬研習以先進準確的快速檢驗技術方法落實食品衛生安全把關功能，以確保國人健康及保護相關產業免於國際性疫病之衝擊。

生物梅里埃總公司(照片一)位於法國中部大城里昂(Lyon)市近郊之Marcy- i'Etoile，成立於1963年，宗旨在針對危害人體健康之檢測提供創新且高效率解決方法，該公司2002年全年總營業產值達九億四千四百萬歐元(Euros)，是全球排名第八大之生物診斷(biological diagnostics)事業集團，共有5450名員工，其中900名為研發人員，研發經費約佔總預算的12%，12個專責研究機構分佈於美國、巴西、法國、義大利、荷蘭等國，14個生產工廠則位於英、法、義大利、美國、巴西、荷蘭、日本、澳洲等8國，產品遍佈流通於130餘國，產品主要特性是將免疫分析(immunoassays)、分子生物學(molecular biology)等分析原理及技術，發展成自動化、快速化之生化檢測儀器及套組(kits)，廣泛應用於臨床、農業、食品、製藥、化妝品工業等方面產品之大量品質篩檢或環境監測、維護用途。

我們進入世界貿易組識(WHO)後，世界各國之食品原料、產品大量流通於我國境內，為避免存在於原料、產品之病原微生物造成我國相關食品工業的衝擊及危害國人飲食健康，針對此項隱憂實有建立『全國食品微生物快速檢驗防治網』之必要，以達到思患預防之道。

三、前言

食品之衛生安全及品質為各類食品工業生產、加工食品時最亟需重視及追求的一環，生產加工環境、機器設備、人員及原料均為影響食品衛生之重要因素。由於食品之來源廣闊，經常成為各種微生物媒介的工具，並導致人類疾病之發生。因此，食品微生物的檢測在食品衛生安全及疾病防治上扮演非常重要的把關角色。總生菌數、大腸桿菌、大腸桿菌群及一些特殊病原菌(pathogens)，如李斯特菌(Listeria monocytogenes)、大腸桿菌O157:H7(Escherichia coli O157:H7)、金黃色葡萄球菌(Staphylococcus aureus)、沙門氏桿菌(Salmonella)、腸炎弧菌(Vibrio parahaemolyticus)、仙人掌桿菌(Bacillus cereus)等之檢測，成為評估食品衛生安全之重要指標，根據美國疾病管制局(CDC)及農業部(USDA)之統計，美國二億三千萬人口中，平均每年發生食因性疾病的人口有6500佰萬 ~ 8100佰萬，並有7000~9000人因而死亡，直接之醫療費用高達60~90億美金，工業產值損失達33 ~ 51億美金，其中彎曲桿菌(Campylobacter) 每年有1~6佰萬人感染，沙門氏桿菌每年有2~4佰萬人感染，大腸桿菌O157每年有21000人感染，李斯特菌每年則有1900人感染，像美國如此科技先進之國家，面對食因性疾病依然付出如此龐大的代價，殷鑑不遠，我們宜及早思患預防，方為明智之舉。玆將常見之食品病原微生物種類及其好發食品類別、致病潛伏期、病症及可能相關食品彙整如表一。

傳統之食品微生物檢驗法已行之有年，且廣為大眾所接受，其正確性無庸置疑。惟主要缺點有: (一)需耗費大量人力、物力(試管燒杯、培養皿等)於配製培養基、試藥、試劑，既佔空間且浪費時間；(二) 需購置高溫高壓殺菌釜、蒸餾水製造機、水浴槽等，耗費能源及金錢；(三)檢驗流程耗時，自樣品製備(稀釋或增菌培養) 、接種、培養、生化鑑定、計數等步驟，通常往往需數日之久，無法對產品品質及環境監測進行即時之偵測管理(四)需長時間培養具經驗之專業檢驗人員。
因此傳統檢驗法所需之人力及時間，已逐漸不符食品產業現代化求新、求快品質管理之需求。尤其物流暢通的產業時代，爭取時效就是爭取商機，超過2天的培養期，許多易腐敗即食性食品(指以常溫或冷藏流通，保存期短，且不需再經任何方式之處理或僅經簡單加熱，即可直接供人食用之成品，如即食盒餐、高水活性豆類加工品等) ，在檢驗結果出爐前，該食品早已上市，甚至完成消費行為。遲來的結果，往往緩不濟急，甚至於事無補，其中尤以佔食品中毒發生頻度頗高之即食性盒餐為然。是以，世界各先進國家無不致力於研發微生物快速檢驗技術，並將之與食品工廠之線上品管作業相結合，期以確保食品之衛生安全及品質。

四、目前已發展之快速檢驗方法原理

(一)ATP測定法 (ATP Estimation)

為一種能量估算法。ATP(腺  呤核苷三磷酸)係一種能量儲存物質，所有具生命的細胞均含有ATP物質，死細胞則無。在有氧環境及鎂離子(Mg2+)存在下，ATP物質可與螢光酵素(luciferase)及螢光物質(luciferin)反應產生螢光，螢光量與ATP量成正比，故可用以估計檢體中之生物含量。

反應機制如下:

LH2 + ATP + E (Mg2+) ← →E-LH2-AMP + PPi…………(1)
E-LH2-AMP+ O2 →L+ H2O + bioluminescence + AMP + E……(2)
E: 螢光酵素，L : oxyluciferin，bioluminescence :生物螢光

每一ATP分子經上述反應能產生一光子(one quantum of light)，由光量可定量出ATP含量，進而間接估算活菌量，此方法在牛奶、果汁、魚肉等產品之快速檢驗有不錯之線性相關性。

ATP測定法的優點: (一)無需經過培養過程，於短時間內即可完成分析 (二)對於低菌量污染檢體，可以過濾處理濃縮樣品 (三)可區分真核或原核細胞之ATP (四)適合應用於生產線上衛生狀況之監控管制作業。缺點有:(一)試劑較昂貴(二)菌數需達104 CFU/g以上時，測量值較接近實際值(三)部份食品種類(例如牛奶)之成份有消光(Quenching)或干擾背景值現象，易影響檢測。

(二)電阻電導測定法

微生物生長代謝時，會將醣類、peptide等大分子物質分解成許多帶電之小分子物質(如  基酸、有機酸等)而改變周圍液體之電導度，測定阻抗(impedance)或導電(conductance)之變化，可瞭解微生物在培養基中之代謝活力(metabolic activity)。從開始培養至上述參數開始急遽變化之時間稱為『偵測時間』(detection time)，此時間之長短與檢體中之原始菌數呈反比，亦即所含菌數愈高，達到機器所能感受之閥值(threshold)的時間便愈短，反之愈長。
此測定法的優點: (一)為全自動分析，無需人工計數(二)培養基用量極少(1~2 mL) (三)菌數愈多分析時間愈短，菌數若為105 CFU/g，一般僅需5 ~ 6小時(四)檢驗容量大，可同時分析數百個檢體(五)檢驗結果所顯示之意義為檢體中之微生物代謝結果，而非總菌量，故較能瞭解檢體中之微生物生長及代謝特性，有利後續管控措施(六)檢體無需經稀釋(dilution)步驟，除非檢體中之菌數達107 CFU/g以上，(七)本方法與傳統檢驗法之線性相關性非常良好。缺點為: (一)檢驗儀器價格較為昂貴(二)檢體處理容量大，對檢驗樣品數少者不划算(三)含菌數少(102 CFU/g以下)之檢體，需較長分析時間，誤差亦高(四)若檢體含抑菌物質如抗生素，檢驗結果將受影響。此測定法一般應用於分析總菌數、大腸桿菌群(coliform)、黴菌及酵母菌(yeast & mold)、嫌氣菌，或作滅菌試驗(sterility test)等，尚無法應用於特殊病原菌之檢驗(五)若需電極者，則必須在一定的時間內更換。
(三)乳膠凝集法(latex agglutination test)

此方法1980年由Essers 及 Radebold 所研發，係將含特定抗體血漿(Plasma)被覆(coating)於一種稱為乳膠(latex)之塑膠微粒上，以金黃色葡萄球菌為例，血漿中所含有之免疫球蛋白(IgG)及凝血纖維蛋白原(fibrinogen)可分別與金黃色葡萄球菌細胞壁上的protein A 抗原及莢膜抗原(capsular)反應，導致乳膠微粒與細菌菌體間產生複合體結構，形成凝集(agglutination )現象，而有顆粒狀沉澱。由於其成份均為金黃色葡萄球菌所特有之蛋白質，故可藉由凝集反應之發生是否產生顆粒狀沉澱物，而判斷待測菌株是否為金黃色葡萄球菌。特定抗體之純化度及專一性之靈敏度，決定凝集反應之靈敏度。
（六）酵素免疫分析法(Enzyme-linked immunoassay，ELISA)

本方法原理係先製備欲檢測病原菌之特定抗體，再將此特定抗體被覆在一固相(solid phase)上，與待測檢液(抗原)作用，若檢液含欲檢測病原菌，則抗體抗原反應，形成複合物，另加入已標記之酵素-抗體耦合體，該抗體抗原複合物與酵素-抗體耦合體結合，再加入酵素基質(substrate)反應後，可以產生顏色之變化。若無顏色變化，即表示待測檢液不含欲檢測病原菌。(圖一) 

以檢測李斯特菌屬病原菌為例，常見之套組為TECRA Listeria ELISA 及Listeria-TEK分別由 TECRA及 bioMerieux公司生產。係利用免疫分析方法以檢測李斯特菌屬細菌¸可以肉眼及判讀器(reader)判讀結果，一般增菌檢液經2小時之實驗即可獲得結果。但檢液仍需經前處理，結果易受檢液所含雜質干擾，所獲得之結果屬推定性，欲知最終之菌株種名，仍需生化鑑定。

（七）免疫磁珠分析法(Immunomagnetic beads assay)

         本方法係以免疫磁珠分離原理(Immunomagnetic sepration)為基礎的快速檢驗方法。主要利用大小均一的磁性珠子(magnetic bead)，其內均勻分佈着Fe2O3及 Fe3O4，外層包裹着一層含有特定抗體之聚合物，會與特定病原菌進行專一性結合(圖二)，再以具強力磁性之磁珠濃縮器(magnetic particle concentrator，MPC)吸附分離磁珠與菌液。以李斯特菌為例，係先將1 mL增菌液置入1.5 mL離心管中，再加入20 μl Dynabeads，35˚C培養2小時，靜置於MPC 5分鐘，去除上清液後，以0.002 % Tween-PBS清洗，再靜置於MPC，此步驟連續三次後，重新將磁珠-病原菌結合物懸浮於PBS，無菌操作吸取0.1mL平板塗抹於篩選李斯特菌之 OXA及PALCAM選擇性培養基，觀察典型菌落是否吻合，陽性者再取其增菌液，純化後以生化鑑定套組如API Listeria 確認，優點在專一性、靈敏度高、便宜、無需貴重儀器，操作謹慎時亦可定量菌數。

(八) DNA探針法(DNA probe)

       原理係利用特定病原菌之共同具有之某一段基因序列(體基因或毒素基因)為模板，製成具互補功能之單股DNA探針，與檢液或菌落作用，再藉適當螢光物質作反應指標，依其數值大小判定是否含有特定病原菌。例如ACCUPROBE culture confirmation test 此套組係利用對李斯特菌之核醣體RNA (ribosomal RNA，rRNA)具互補功能之單股DNA探針，此探針標定有acridium ester的化學螢光物質，直接與檢體所製得之前增菌檢液或菌落進行反應，再藉由螢光判讀計所讀取螢光值之大小判定是否檢體中具李斯特菌，此法操作簡單，在30分鐘內即可獲致結果，但其所得之結果僅能顯示是否含有李斯特菌，若非屬李斯特菌，則便無法得知該菌究竟為何。所用之判讀計亦相當昂貴，約值三千五百美元。此套組之優點在於可快速確認存在於增菌培養基上之疑似李斯特菌菌落，是一套省時、便捷、但昂貴的套組。

(九)免疫層析法(Immunochromatography assay)

     本方法係以免疫層析技術原理為基礎之快速檢驗方法。特定抗體被覆於有色之乳膠微粒上，以噴墨方式將此微粒噴在試紙之一端，並將抗特定抗體之抗體(抗抗體)固定於試紙之另一端，檢測病原菌時，僅需滴入檢液，因毛細現象會向試紙另一端移動，與抗抗體結合造成沉澱現象，形成一有色色帶，液體持續擴散至對照組，產生一對照色帶，以確認套組之有效性及測試過程無誤。(圖三)

      以李斯特菌為例，係先將25 g檢體置入已滅菌之half fraser broth (第一次增菌液) 225 mL中，均質攪拌後，30˚C培養21~24小時，無菌吸取0.1 mL第一次增菌液加入10 mL Buffered Listeria Enrichment broth(BLEB) ，30˚C培養21~24小時，取135 μl加熱後之BLEB，滴入免疫層析試條(strips)之樣品試窗(sample window)，因膠體抗體耦合體與食品檢液中Listeria 鞭毛(flagella)抗原產生專一性結合體，此專一性結合體經由毛細現象會在膜上移動至固定在抗(鞭毛)抗體，與之生成三明治式的結合，於20分鐘內結果試窗若出現藍色沉澱線即為陽性反應，反之則為陰性反應。陽性者再取其增菌液，純化後以生化鑑定套組如API Listeria 確認，優點在快速、檢測容易、無需貴重儀器，適合用於大量篩檢樣品。

五、bioMérieux 公司研發之自動化微生物快速檢驗儀器及生化鑑定測試套組

  (一)自動化篩檢及鑑定儀器
(1) VIDAS(Vitek Immumo Diagnostic Assay System)系統：為簡易式(walk-away)之多參數自動化免疫分析儀(multi-parameter automated immunoanalyser)，目前有一般型(VIDAS，照片二)及迷你型(mini-VIDAS，照片三)二種機型，一般型可同時篩選30個檢體及並可檢測1~5種不同之病原菌或毒素，例如E.coli O157、沙門氏桿菌屬(Salmonella)、彎曲桿菌屬(Campylobacter)、金黃色葡萄球菌腸毒素等，適合大量檢體定性篩檢用，可節省人力及時間。迷你型系統最多可同時篩檢12個檢體，並可檢測1~2種不同之病原菌或毒素。經增菌及上機篩測步驟，於24~48小時可獲得最終結果，適用範圍包括食品及環境檢體，對於食品工廠廠區環境、生產線之污染源確認亦可應用。

             該系統設計原理係利用酵素螢光免疫分析(enzyme-linked fluorescent immunoassay，ELFA)技術為基礎(圖四)，整個酵素螢光免疫分析是在全自動化VIDAS儀器內完成圖，配合電腦及列印表機之連線，當分析反應完成，經比對「終產物/原受質」之相對螢光比值，檢驗結果列印時即完成判定檢體中是否含有特定病原菌。目前已發展之檢驗試條，包括VIDAS Listeria 、VIDAS Salmonella、VIDAS Listeria monocytogenes、VIDAS E.coli O157，VIDAS Campylobacter 、VIDAS staph entertoxins(A.B.C.D.E.)、VIDAS ICS 、VIDAS ICE等八項，分別通過AOAC、AFNOR、EMMASN、Dan Val等之認可，準確性及專一性均達98 % 以上。以李斯特菌屬細菌之檢測為例，其主要反應原理是將李斯特菌屬細菌具專一性之抗體，覆被於一固相吸附器，利用與鹼性磷酸酶(alkaline phosphatase)相結合的第二抗體，與檢體增菌液的李斯特菌屬細菌反應，當有該屬細菌鞭毛抗原存在時，具螢光之受質4-methylumbelliferyl phosphate 即分解而生成帶有螢光特性的產物，藉儀器本身所具有之螢光偵測儀，即可得到「終產物/原受質」之相對螢光比值，依其比值大小與標準曲線值(≧0.1)對照而界定檢體中是否含有李斯特菌屬細菌，檢驗流程如圖五。日本1996年發生漢堡之E.coli O157:H7污染導致千人食品中毒事件，該國衛生單位運用二十餘套之VIDAS系統大量篩檢嫌疑食品，於最短時間內確認出污染源，方能迅速採取有效防治措施，避免中毒事件擴大導致更多人受害，並減低相關產業的衝擊，就是應用快速檢測儀器針對嫌疑食品篩檢，解決重大突發事件最成功的例証。目前VIDAS系統於全球約有14175套使用，亞洲約佔20 %。國內有35 套，分佈於政府機關、學術單位、醫療機構及大型食品工廠。
(2) Vitek全自動微生物鑑定儀系統: (照片四)，最初係美國太空總署(NASA)委託飛機製造大廠麥唐納道格拉斯設計供太空人於外太空執行任務時，生病時自我快速檢驗病原菌之自動化儀器，係將微生物傳統生化試驗迷你化成一張名片大小之塑膠鑑定卡(圖六)，依據革蘭氏陽性菌(Gram positive)、革蘭氏陰性菌(Gram negative)、枯草桿菌屬(Bacillus)、酵母菌(yeast)等不同分類，將數十種傳統微生物生化鑑定試驗所使用之培養基、試藥迷你化成一張鑑定卡，內含20~30餘種生化反應，僅需將待測純菌菌液調至一定濃度後，藉真空充填儀，充填至各反應槽(wells)，密封充填孔，置入該機培養判讀儀，電腦會每15分鐘讀取各反應槽顏色變化情形並記錄之，超過一定相對色變閥值，就被視為正反應，否則為負反應，同時每個反應被賦予1,2,4的配分，正反應得到賦予的配分，負反應則為零分，每3個反應項目編為一組，每反應組最多得7分，最少為零分。因此若測試卡內30種生化反應，即可得到10個數字，此即為該菌的生物碼(bionumber)，電腦會自動比對貯存於硬碟的生物碼資料庫，於15 ~ 18小時內即可鑑定出菌株並列印結果。目前共有6種不同檢驗容量之機型，可同時鑑定1~480個菌株，生化鑑定測試卡片包括革蘭氏陰性菌鑑定卡(GNI+ card)、革蘭氏陽性菌鑑定卡(GPI card)、枯草桿菌屬鑑定卡(BAC card)、酵母菌鑑定卡(YBC card)、厭氧菌鑑定卡(ANI card)、非發酵菌鑑定卡(NFC card)以及革蘭氏陰性菌、陽性菌之抗生素敏感性測試卡(GNS card、GPS card)，因此針對突發事件之大量檢體檢測能發揮極可觀之節約人力、物力及時間效能。該機最早係應用於臨床微生物菌株之鑑定，準確性及專一性均達98 %以上。目前VITEK系統於全球約有捌千餘套使用，亞洲約佔23 %。國內約有 50套，分佈於醫療機構、政府衛生機關、學術研究單位及大型食品工廠。
(3)生化鑑定測試套組

 除了VITEK及VIDAS自動化篩檢及鑑定儀器外，bioMérieux 公司亦研發適用於許多不同菌屬之生化鑑定測試套組諸如API 20E、 Rapid 20E、API 50CH、API Campy、 API Listeria等共計十七種(表二)，以人工接菌、目視判讀方式進行病原菌之篩檢及鑑定，此類生化鑑定測試套組，亦是將微生物傳統生化試驗迷你化成米達尺大小之鑑定套組試條(圖七)，將待測純菌菌液調至一定濃度後，人工充填至各反應槽，置入培養箱培養一定時間後，取出鑑定試條判讀生化反應之顏色變化情形，並依VITEK系統之配分方式，進入電腦資料庫查詢鑑定結果，使用本生化鑑定測試套組需由專業技術人員進行檢驗，較不易引起人為判讀的誤差，最佳的方式是由多人同時共同判定。

綜合上述可知，最新的食品微生物快速檢驗方法¸多數係以分子生物學的技術為設計重點，以專一性高的DNA探針雜合法(DNA probe hybridization)，聚合酶鏈鎖反應法(polymerase chain reaction)，ELISA等方法，以病原菌特有的基因如listeriolysin O- gene、flagellar gene或toxin gene 作模版(template)，以上述的分子生物學技術偵測之，在時效上，較諸傳統檢驗法的增菌及純化菌株步驟，可節省許多時間。至於準確性更是較傳統生化鑑定法不易發生人為判讀之誤差，尤其在對於低菌量的檢測，具有良好的檢測效果。

而改良傳統生化鑑定反應製成的套組，與傳統檢驗法進行比較，除省時、省人力外，其準確性則需視所選擇之生化反應組合有關，一般而言，絕大多數的套組是較傳統生化反應法操作便捷，至於準確性方面，則視各廠家商品的設計特性而定，須作更進一步的評估。玆將美國藥物食品檢驗局細菌學分析手冊(Bacteriological Analytical Manual，BAM)中有關快速檢驗套組彙總介紹於附錄，然必須注意的是，表列商品化快速檢測套組並不盡然通過該局評估或認可，僅係就目前市售有關商品進行收集彙整供參，因此在使用商品化快速檢測套組進行食品或生、原料、水質、生產作業區、空氧及環境等病原菌篩檢之同時，應注意快速檢測法須定期與傳統檢驗法實施平行試驗(parallel test)，以確保套組檢驗結果之正確性。

六、心 得

此次承蒙行政院衛生署藥物食品檢驗局推薦並獲得經濟部『九十二年度中法技術合作計畫』，赴法國研習『食品工業之微生物快速檢驗技術與其應用』。特別感謝經濟部國際合作處的獎助及生物梅里埃台灣分公司協助聯繫及總公司之同意，始得成行。

本次遠赴往法國里昂之生物梅里埃公司進行壹個月的短期研習，由於該公司乃是世界排序第八大之國際知名生物診斷檢測研發公司，許多技術涉及商業機密，原本不便提供研習，後經多次協調溝通，瞭解並體諒彼此誠意、立場及難處，始排除障礙順利出發，因此研習內容及廠區參觀範圍係依該公司授與之最大尺度進行，特此提供此經驗予日後申請同性質研習者參酌，以降低提供研習單位之婉拒可能。

不過在與該公司人員之第一次接觸後，發現法國人是作事相當有條理且好客的民族，無論上課講師、參觀廠區之導覽解說人員抑或基層作業人員，作事態度是事前充份討論，規劃完整進度內容，然後完全依照規劃行程、內容全程執行完成，值得我們效法。對於來自亞洲國家的我們，態度非常親切，並給予相當高規格的接待，不僅於行政大樓門口電子看板刊載來訪人員姓名、單位名、來訪國名，並於公司廣場升起我國國旗(照片五)，表達歡迎之誠意，因此本次參訪研習，不僅與法國bioMérieux公司建立日後聯絡的管道，更是一次成功的國民外交。

bioMérieux 公司研習單位特別安排一天參觀位於緊臨Marcy -I’Etoile之Craponne區生產工廠，該廠區主要生產VIDAS系統及製備培養基(prepared media)，由Dr. J. Lemius全程解說導覽(照片六)。首先，抵達製備培養基生產單元(PPM production unit) (照片七)，整個單位約有90人，其中研發單位有30人，共有5條生產線，每小時製備培養基12000片。整個培養基之原料配方，根據ISO 9001、國際認可的食品標準、GMP等不同領域之標準，訂有嚴格之允收規格，並由歐洲各國進口，再經由精密電腦控制之調配、下料、混料，分裝、留樣、安定性測試、標準菌株測試等品管步驟，成為實驗室隨手可得之成品，生產流程嚴謹令人印象深刻。隨後轉回Marcy-I’Etoile行政大樓，安排至該公司展示室(show room)參觀，了解bioMérieux公司目前最新研發製造之快速鑑定儀器及套組。最後參訪VIDAS篩檢測試套組生產大樓(照片八)及其品管流程，該大樓整棟屬Class 10的無菌室，自各特定病原菌之單株抗體(monoclone antibody)大量製備，ELISA試劑、洗液之充填，鉛膜封壓，打標等步驟均屬無菌自動化作業，再將成品轉送至隔壁大樓，進行品管測試，整層樓面共有50套VIDAS系統供品管作業，依不同篩檢測試套組，用標準菌株或毒素進行檢測，並進行標準曲線之製作，甚具規模。Dr. J. Lemius戲稱該品管部門是bioMérieux 公司的最大客戶，可見每日品管測試套組用量之大，超乎想像。參觀後，筆者對該項產品的品質信賴度，亦大大提昇。
七、檢討及建議

國內食品業者在食品GMP及HACCP制度推行後，食品品質獲得提升，惟最終產品及環境管理之快速微生物品管的能力仍嫌不足，肇因於多數業者認為品管檢驗，往往是非獲利性投資，不願投入過多資金，因此常可見我國輸出食品於抵達輸入國港口後，因無法通過輸入國食品衛生標準或法規，而整船商品驗退，不僅造成業者有形的財務損失，更對我國無形的商譽造成莫大的傷害，此等影響在我國加入WTO後，更易引發連鎖效應，不可不慎，去年年底我國水產品被歐盟檢出禁藥被退貨風波就是最鮮明之例證。解決之道在政府在全台北、中、南主要港埠投資設立兼具收費服務性質及防疫檢疫功能的檢驗中心，平日協助廠商進行品管檢驗，並了解我國產品品質，促進產品外銷之競爭力，國際疫病流行期間即可轉換角色成為防疫檢疫檢驗中心，針對來自高污染風險國家之原料、半成品、食品進行實質把關，並配合提供國際檢驗認可機構之輸出衛生檢測證明加強查驗，相信對國人飲食消費之衛生與安全，可發揮莫大的防護的功能，同時可降低相關產業免於遭受病原微生物之傳播污染，減低對產業的衝擊。近年英、日等國壓扼不歇之狂牛症及東南亞國家流行之禽流感疫情，就是最佳的例症。因此，針對此項隱憂實有必要建立『全國食品微生物快速檢驗防治網』，應用最先進準確的快速檢驗技術方法落實把關功能，以有效達到思患預防之道，相信不論在保護產業發展或是維護國人健康的角度上，都是俾利民生且刻不容緩的政策。

再者，目前國際恐怖主義盛行，食品反恐已被美國列為國家重要施政項目之一，該國國安單位及食品安全主管單位，已與生物梅里埃公司合作研發生物戰病原菌之快速鑑定卡，目前係針對炭疽桿菌(Bacillus anthracis)。當生物攻擊發生時，利用分佈美國醫療或研究單位之快速鑑定儀器，將分離自病人身上、食品、水源或環境的致病菌株，使用電腦連線，比對菌株之同異性，以瞭解其特性以供製備藥劑或疫苗。國內已有相當數量的快速鑑定儀器，宜深入思考如何應用相關儀器設備，解決類似問題的腹案。
整體而言，法國地大物博，人文歷史資產豐富，處處可見精心保存之古蹟建築物，天然資源亦非常富饒，社會福利制度健全，實在是得天獨厚。因此，法國歷史中不乏偉大的科學家及思想家如盧梭、笛卡兒，實在是追古溯今，啟迪思維的寶庫。

國內對於歐洲的研究環境其實並不熟悉，相對的歐洲國家對於台灣的認識也不夠，曾於週末逛書店時，在書架介紹其他國家不論是政經現況抑或是旅遊導覽之書籍中，竟然沒有發現有一本有關完整介紹我國的書或手冊，反而柬埔寨、泰國、馬來西亞、菲律賓有之，對於法國人而言，未能編印呈現我國風貌的刊物書籍，減少許多認識我國的途徑及機會，更惶論促成彼此之間的認識、交流與合作，我們在此方面之努力似乎仍有很大成長空間。

八、圖、表與照片

表一：常見之食品病原微生物種類及其好發食品類別、致病潛伏期、症狀及可能相關食品

	中毒
疾病
	致病原因
及其來源
	潛伏期
	中毒症狀
	有關食品

	葡萄狀球菌食品中毒
G〈+〉〈毒素型〉
	Staphylococcus aureus所產生之腸毒素致病。來自鼻子、皮膚、及被感染者或動物之傷口。
	30分鐘~8小時(平均2~4小時)
	嘔心、嘔吐、腹痛、腹瀉及疲勞、不發燒。病期1~2天，很少有致命現象。
	肉類、含蛋製品、沙拉、奶油糕、餅類、牛奶、冰淇淋
。

	仙人掌桿菌食品中毒
G〈+〉
	Bacillus cereus可能由細菌本身或其產生之毒素致病。來自土壤
	1~5小時8~24小時(平均12小時)
	症狀分二大類型：(1)嘔吐型〈毒素型〉：噁心及嘔吐。(2)下痢型〈感染型〉腹痛及腹瀉。病期1~2天
	米飯 (最常發生)、香腸、蔬菜、牛乳、肉類。

	肉毒桿菌食品中毒G(+)
	Clostridium botulinum 所產生之腸毒素致病。來自土壤或動物腸道中。(毒素型)
	2小時~8天。(平均12~36小時)
	嘔吐、頭暈、複視或視力模糊、口乾、吞嚥困難、言語與呼吸困難，瞳孔放大或固定、呼吸麻痺。1~8天死亡，病期數週、數月。致死率30~60％。
	殺菌不完全之低酸性罐頭、腐敗之火腿、香腸、家庭製罐頭。燻魚、醃魚。

	產氣莢膜桿菌食品中毒G(+)
	Clostridium perfringens 致病。來自被感染者及其他動物之糞便。(中間型)
	8~22小時(平均10~12小時)
	噁心，有時嘔吐、腹痛、腹瀉、不發燒。病期1~2天。
	生肉、生菜及置於室溫過夜之煮熟肉類、肉湯。

	李斯特菌G(+)
	Listeria monocytogenes
	有些二個月
3-70天
	症狀輕微、類似感冒、發燒、冷顫、頭痛、背痛、尿液變色、腸炎、膜盂炎、菌血症、腹膜炎
	各種食品、生乳、乾酪

	(-溶血性鏈球菌感染症G(+)
	Streptococcus group A致病。來自被感染者喉部及傷口。
	24 ~ 72小時。
	喉嚨痛、噁心、嘔吐、腹痛、腹瀉，也可能發生猩紅熱。病期1~2天。
	生乳、乾酪、香腸、含蛋食物、涼拌食品。

	病原性大腸桿菌食品中毒G(-)
	Enteropathogenic. E coli 致病。來自被感染者及其他動物之糞便。(中間型)
	5~72小時(平均10~24小時)
	噁心、嘔吐、腹痛、腹瀉、發燒、寒顫、頭痛、肌肉疼痛。病期1~2天。
	多種食品、水。

	沙門氏桿菌症
G(-)
	Salmonella 致病。來自被感染者及其他動物。(感染型)
	6~72小時(平均18~36小時)
	噁心、嘔吐、腹痛、腹瀉、發燒。嬰兒、老年人及病弱者可能致命。病期：輕者2~3天，重者1至數週。

	肉類、魚類、香腸、蛋類、蛋製品、乳粉。

	腸炎弧菌食品中毒G(-)
	Vibrio parahaemolyticus致 病。來自海水或海產品中。(感染型)
	2~48小時(平均12小時)
	噁心、嘔吐、腹痛、腹瀉、發燒、寒顫、頭痛。病期1~2天，很少致命。
	生鮮海產品、貝類。

	赤賀氏桿菌食品中毒G(-)
	Shigella致病。來自被感染者之糞便。
	24 ~ 72小時。
	腹瀉、腹痛、發燒、糞便帶血、膿或粘液。嚴重可能會脫水而死亡。
	牛乳、蔬菜、禽肉、沙拉、魚貝類。

	霍亂G(-)
	Vibrio cholerae致病。來自被感染者之糞便，海水或海產品中。
	24 ~ 72小時。
	噁吐、腹痛、多次水樣腹瀉、脫水、口渴、正常皮膚之飽脹性減少，手指起皺，雙眼下陷，有致命現象。
	生魚貝類，使用被污染的水清洗或調理之食品、水。

	耶辛尼氏腸炎桿菌中毒症G(-)
	Yersinia enterocolitica 或.pseudotuberculosis致病。(感染型)
	24 ~ 36小時。
	激烈腹痛、發燒、頭痛、不舒服、喉嚨痛。
	生乳、生蔬菜、生肉類、水。

	曲狀桿菌中毒症
	Campylobacter
jejuni/coli致病。(感染型)
	2 ~ 7天。
	腹痛、下痢、發燒、厭食、不舒服、頭痛。
	生乳、生牛肉、生羊肉、生禽肉、水。

	傷寒熱〈typhoid fever〉或腸熱病〈enteric fever〉G(-)
	Salmonella typhi(感染型)
	7-28天
平均14天
	敗血症、淋巴組織損害、頭痛、持續高燒、咳嗽、厭食、噁心、嘔吐、腹痛、寒顫、玫瑰斑、血便
	高蛋白食物、生沙拉、牛乳、魚貝類、未再經加熱處理之調理食物

	副傷寒熱(paratyphoid fever〉或腸熱病〈enteric fever〉G(-)
	Salmonella paratyphi A, B, C

(感染型)
	1-15天
	頭痛、持續高燒、噁心、嘔吐、腹痛、腹瀉、脾臟腫大、冒汗、玫瑰斑、腹瀉
	沙拉、牛乳、魚貝類、蛋

	布魯氏桿菌G(-)
	Brucella melitensie,B.abortus,B.suis
	5-21天，或許幾個月
	發熱、發冷、冒汗、失眠、頭痛、肌肉及關節痛、體重減輕、厭食
	生乳、生山羊、乳酪

	親水性氣單胞菌G(-)
	Aeromonas hydrophila
	12-72小時
	腹瀉、腹痛、發燒
	魚類及各類食品、包括真空包裝及二氧化碳或氮氣填充之肉類 

	類志賀鄰單胞菌G(-)
	Plesiomonas shigelloides
	48小時內
	腹瀉、腹痛、發燒、頭痛、嘔吐、並經常發生水樣瀉
	飲水、沙拉、主要存在淡水魚中
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The antibody captures the target A second antibody conjugated The intensity of the fluorescence
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