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摘     要

食品中病原性微生物快速檢測 (Rapid Detection of Pathogens in Food) 研討會，乃美國食品藥物管理署東北地區實驗室(U.S. Food and Drug Administration’s Northeast Regional Laboratory, FDA-NRL)與紐約市立大學（the campus of York College, City University of New York, in Jamaica, New York）聯合辦理，於94年5月25日至5月27日舉行三天，研討會課程內容與本局業務關係密切，包括美國官方FDA/CFSAN、USDA/FSIS、CDC/FDDLS，及國際知名儀器廠商提供最新的病原性微生物快速檢測技術，口頭演講（dry-lab）及實習操作（wet-lab），參與者可更新專業知識並精進實驗技術；所有的講習與操作均在位於紐約York College校園內儀器設備先進齊全的美國食品藥物管理署東北地區實驗室進行。報名學員包括美國大學、政府機關、食品產業、檢驗機構等24位，來自亞洲及非洲學員3名，師資陣容十分堅強，口頭講座及實習操作指導師資與學員人數相當，無論講師或學員均秉持教學相長的態度。而最新之技術與新知在理論與實務相互應證之學習方式下，更令參與此次研討會者獲益匪淺，將有助於本局檢驗水準之提昇及業務之推動。

壹、前言：

配合食品衛生管理工作，提昇檢驗水準，向為本局努力目標之一，本局除辦理有關藥物食品之衛生檢驗，研訂相關檢驗方法外，亦積極收集國內外最新檢驗資訊，對尚未在國內發生之相關藥物食品病因病源，作前瞻性之研究，藉此不斷吸取最新之技術與新知，以因應未來之需要。

食品中病原性微生物快速檢測 (Rapid Detection of Pathogens in Food) 研討會由美國食品藥物管理署東北地區實驗室(U.S. Food and Drug Administration’s Northeast Regional Laboratory, FDA-NRL)與紐約市立大學（the campus of York College, City University of New York, in Jamaica, New York）聯合辦理，包括系列演講（dry-lab）與實習操作（wet-lab）。

師資陣容堅強，由美國食品藥物管理局食品安全暨營養應用中心（Food and Drug Administration/Center for Food Safety and Applied Nutrition, FDA/CFSAN）、美國農業部食品安全與檢查局（United State Department of Agriculture/ Food Safety and Inspection Service, USDA/FSIS）、美國疾病控制與防治中心食因性腹瀉疾病實驗室（Centers for Disease Control and Prevention /Food and Diarrheal Diseases Branch, CDC/FDDLS）等美國官方執掌食品中病原性微生物檢測之機構，及多家國際知名研發檢測病原性微生物之儀器試劑廠商（Neogen Corporation、BioMerieux、EMD、Blotrace International, Inc.、BioControl、Bio-Rad、DuPont Qualicon、Midi Inc.、Cepheld等）的專家擔任。

口頭演講（dry-lab）及實習操作（wet-lab），均在儀器設備先進齊全的美國食品藥物管理署東北地區實驗室 (state-of-the-art FDA Northeast Regional Laboratory) 進行。參與者可更新並精進實驗技術，學習美國官方及業界最新的病原性微生物快速檢測技術及資訊；經由FDA/CFSAN馮寄新博士開場演講，了解目前食品在檢測上所遭遇的問題，和應用各種不同技術的快速檢測方法；獲悉最近通過AOAC評估訂為官方方法（AOAC official methods of analysisSM）的炭疽桿菌（Bacillus anthracis）鑑別法。

本出國計畫係屬本局94年度人才培訓項目之一，其目的為了解及學習快速檢測食品中病原性微生物之最新發展與技術，包括即時定量PCR、脂肪酸分析鑑定等方法應用於病原性微生物之檢測，以及實驗室各種先進儀器、最新市售快速檢測套組之實際操作，該研討會內容非常符合本局業務需求，美國食品藥物管理署東北地區實驗室 (FDA-NRL) 位於紐約市立大學York College（the campus of York College, City University of New York, in Jamaica, New York）亞買加校園內，兩者合作關係密切（附件一），舉辦此類研討會經驗豐富，多為不定期舉行，向來受美國官方、學術界及產業界認可，本局乃首次派員參加。食品中病原性微生物快速檢測研討會，因同時包括實習操作，名額較少，限制在20~25位，一律採繳費預約的方式，五月底開課本局於四月報名，短期間主辦單位即宣布額滿，另有廠商專家擔任講師同時也是學員，研討會實際同時參與人員超過30位。

貳、研討會紀要

研討會共進行三天（5/25~5/27），上午為緊湊的演講課程，下午則大部分時間安排分組輪流實際操作儀器或市售套組檢測，每天早餐時間、上午中場休息（break）及午餐時間可以進行講師與學員或學員間的互動，研討會內容見課程簡介（附件二）。

講師陣容在美國官方方面包括：食品藥物管理局食品安全暨營養中心 (FDA/CFSAN)馮寄新博士、農業部食品安全與檢查局(FSIS/OPHS/EL/Out-break Sect.) James C. Jones博士、疾病控制與防治中心食因性腹瀉疾病實驗室 (CDC/FDDLS) Bala Swaminathan博士；業界專家方面包括Neogen Corporation、BioMerieux、EMD、Blotrace International, Inc.、BioControl、Bio-Rad、DuPont Qualicon、Midi Inc.、Cepheld等國際知名公司的專家，詳見講師學經歷介紹（附件三）及通訊錄（附件四）。

學員包括來自美國大學、政府機關、食品產業、檢驗機構等24位，主要來自美國各州包括：紐約州（NY）、德州（TX）、賓州（PA）、佛羅里達州（FL）、加州（CA）、新澤西州（NJ）、麻薩諸賽州（MA）、北卡羅萊納州（NC）、康乃狄格州（CT）、印第安那州（IN）、內布拉斯加州（NE）、科羅拉多州（CO）、伊利諾州（IL）、佛蒙特州（VT）、愛荷華州（IA）、華盛頓州（WA）、喬治亞州（GA）、馬里蘭州（MD）；來自亞洲及非洲學員3名學員，包括非洲的迦納（Ghana）、尚比亞（Zambia）及本局均各派員乙位，詳如學員通訊錄（附件五）。
第一天（94/05/25），上午八時三十分以前即在美國食品藥物管理署東北地區實驗室(U.S. Food and Drug Administration’s Northeast Regional Laboratory, FDA-NRL)研討會會場辦理報到手續，由食品藥物管理署東北地區實驗室與紐約市立大學York College兩主辦單位之主管親自歡迎與會學員，而研討會實際負責人Barbara Paul博士（ FDA-NRL）與Angelo R. Rossi教授（York College）則全程參與。研討會由美國食品藥物管理局食品安全暨營養中心（FDA/CFSAN）馮寄新博士演講「食因性病原微生物快速檢測方法綜論」揭開序幕，並針對快速方法分析應用時面臨之衝擊、確效評估方法與涉及之法規效力(Impact, Validation and regulatory Implications of Rapid Methods)；接著，DuPont Qualicon 公司Mangiaterra技術經理介紹應用PCR技術於食品及環境樣品中沙門氏桿菌（Salmonella）、大腸桿菌O157:H7（E. coli O157:H7）、單核球增多性李斯特菌（Listeria monocytogen）及岅崎腸桿菌（Enterobacter sakazaki）檢驗之BAX自動化快速篩檢系統；Cepheid公司Vickery博士講解多重組對引子之即時定量聚合酵素鏈反應（Multiplex Real-Time PCR）應用在檢測食品及水樣品中病原細菌及病毒所遭遇的挑戰；實習部分BAX系統以添加沙門氏桿菌之樣品篩檢、Cepheid即時定量PCR系統則同時偵測多對腸炎弧菌（Vibrio parahaemolyticus）毒素基因。

第二天（94/05/26），首先由服務於美國農業部食品安全與檢查局（USDA/FSIS）的Jones博士概述FSIS的任務（mission）、目標（goals）、組織（organization）、方法（methods），FSIS評估方法的要件，並簡介Bioveris Analyzer、BioMerieux, Inc. VIDAS、Dynal BeadRetriver、Roche Light Cycler、Cepheid Smart Cycler、DuPont Qualicon BAX及Riboprinter原理與應用；接著有Biotrace International, Inc.公司說明TECRA UNIQUE PLUS在沙門氏桿菌、李斯特菌屬、金黃色葡萄球菌腸毒素（staphylococcal enterotoxin）及曲狀桿菌（Campylobacter）檢驗與是否自動化的成本效應；BioMerieux, Inc. 公司討論VIDAS系統於篩檢沙門氏桿菌、李斯特菌、金黃色葡萄球菌腸毒素及大腸桿菌O157:H7之優點；BioRad公司介紹特別為食品產業界開發的單核球增多性李斯特菌及李斯特菌屬區分呈色培養基（chromogenic medium）RAPID’L.mono；實習部分包括多種區分呈色培養基應用在不同病原菌及TECRA UNIQUE PLUS、VIDAS、ViteK、Assurance GDS 等自動化系統，其中ViteK系統乃借FDA-NRL儀器上機，也是此研討會中唯一共用FDA-NRL之設備，其他均由廠商提供臨時組裝於實習教室由專人示範並開放給學員操作。
第三天（94/05/27），美國疾病控制與防治中心食因性腹瀉疾病實驗室（CDC/FDDLS）Swaminathan博士介紹由CDC主導的食因性疾病監測（surveillance for foodborne disease）及食品中毒案調查（ investigation of foodborne disease outbreaks）以評估食因性疾病之造成損失；追蹤病原性微生物型別的變化；鑑別新的風險或新興病原；分析食品生產消費鏈中病原微生物的傳遞與消長；建立目標降低食因性疾病造成之負擔。食品中毒案之調查可提供關於病原微生物如何傳遞之關鍵性訊息（critical information），聯邦政府食品管轄職掌之機關據此資訊決定實施降低標的病原微生物計畫之優先地區。Swaminathan博士的講演說明了PulseNet在食因性疾病監測及食品中毒案調查中所扮演的角色，並提供可直接由網路下載之曲狀桿菌、大腸桿菌O157:H7、單核球增多性李斯特菌、沙門氏桿菌及志賀氏桿菌（Shigella）之脈衝式膠體電泳 (pulse field gel electrophoresis, PFGE) 操作方法（附件六）。

廠商專家的報告尚包括介紹 Neogen Corporation的GnenQuence， 可選擇人工或自動方式檢測沙門氏桿菌、單核球增多性李斯特菌、李斯特菌屬及大腸桿菌O157:H7；MIDI的Sherlock Microbial Identification System利用脂肪酸分析圖譜可快速鑑別恐怖攻擊使用之生劑材料，其中鑑別炭疽桿菌的方法最近通過AOAC評估訂為官方方法（AOAC official methods of analysisSM）；MERCK子公司EMD的Singlepath/Duopath Lateral Flow 測試套組，利用免疫反應原理設計篩檢鑑別沙門氏桿菌、曲狀桿菌、大腸桿菌O157:H7、產佛羅毒素大腸桿菌（Verotoxin-producing E. coli, VT1&VT2）、李斯特菌及仙人掌桿菌毒素測試套組，除最後兩項產品外，均通過AOAC RI（Performance Tested Methods by AOAC Research Institute，not official）認可；上述商品GnenQuence沙門氏桿菌、Singlepath/Duopath各種產品在下午的實習課程中實際操作；另有前一天實習需隔天讀取報告的Vitek及BAX系統。

課程最後由Barbara Paul博士帶領參觀美國食品藥物管理署東北地區實驗室微生物部門（附圖一），因接著為美國陣亡將士紀念日（Memorial Day）長假期，FDA採彈性上班制，多數人較早下班，實驗室顯得空空蕩蕩，又大部分學員來自美國其他州，遠道而來參與三天研習會緊湊課程，及實習課全程無座無休（附圖二），十分透支精神與體力，且藉助講師與學員通訊錄（附件四、五），會後之聯繫應該很方便，因此頒發結業證書（附件七）後大家都歸心似箭。

參、心得與建議

本研討會各家廠商快速檢測方法發展重點在沙門氏桿菌、李斯特菌、大腸桿菌O157:H7，乃因應該菌在美國引發食品中毒之規模及頻率，或對人體健康之危害，或於食品製造業之影響；從事乳品檢驗的學員更證實開發阪崎腸桿菌自動檢測系統十分符合其業務品管之需求；我國食品衛生安全所關注的食品中毒原因菌（附件八），包括食品中毒病因物質前三名腸炎弧菌、金黃色葡萄球菌及仙人掌桿菌雖不若上述目標病原受重視，仍有廠商介紹金黃色葡萄球菌（VIDAS、TECRA）、仙人掌桿菌（Duopath）之腸毒素快速篩檢方法，以及腸炎弧菌毒素基因之即時定量PCR篩檢套組（Cepheid Smart Cycler）。厭氧細菌方面快速檢測方法是目前檢驗難度較高的課題，研討會中僅介紹微好氣性曲狀桿菌之篩檢的開發（TECRA、Singlepath）。

食品中微生物快速檢測方法的開發，早期朝向將傳統耗費大量培養基與培養時間的生化方法改良成為體積較小、較節省時間的方式，甚至可以利用自動化儀器取代人工，如API、Vitek系列套組；自動化系統適合大規模及例行檢測之機構使用，食品產業界品管或野外篩檢（field screen）使用者，以拋棄式快速套組操作較方便，並節省昂貴的儀器設備；近年來生物技術蓬勃發展，尤其聚合酵素鏈反應（ polymerase chain reaction, PCR）在儀器設計及方法應用更趨成熟，成為許多快速方法研發的重點；另外，許多快速篩檢方法取代鑑別鑑定乃為爭取檢驗速率與時效，如DNA Chips、Phenotypic Microarray、real-time PCR，本研討會講義中提供各類快速檢測方法供參。 

我國有關食品中微生物之檢驗方法乃依據衛生署公告所指定之方法，而建立方法為本局的主要任務之一，惟新興病原的發現及新興技術的開發日新月異，檢驗方法的研擬、評估或更新乃刻不容緩，因此更應積極收集國內外最新檢驗資訊，對國內發生較嚴重的微生物問題及尚未在國內發生之相關食品病因病源，作前瞻性之研究，藉此不斷吸取最新之技術與新知，以因應未來之需要。

美國食品與藥物管理局（FDA）在微生物檢測方法之依據為Bacteriological Analytical Manual（BAM手冊），由FDA/CFSAN主導，並與AOAC國際公定分析科學家協會（AOAC International）、美國公共衛生協會（American Public Health Association, APHA）、美國環境保護總署（Environmental Protection Agency, EPA）、國際乳業聯盟 （International Dairy Federation, IDF/FIL）密切合作，新版公布於網路之資訊乃不斷更新中，第8版新增章節中第26章利用反轉錄（reverse transcription, RT）聚合酵素鏈反應（PCR）定量檢測貝類（shellfish）A 型肝炎病毒（hepatitis A virus）之污染量，第28章利用PCR方法檢測食品中產毒霍亂弧菌（toxigenic Vibrio cholerae），附錄一之食品中病原性微生物之快速檢測方法則全部更新（http://www.cfsan.fda.gov/~ebam/bam-toc.html）。馮博士說明附錄一與BAM其他章節之不同在於它列舉的方法不一定是食品及藥品管理局所使用的方法。改版係快速檢測技術的變化和更新的比率增加。使用這些新技術需要進行實驗室個別評估，作為正式的官方依據採用AOAC 國際的collaboratively評估較適合，而BAM方法大部份經過AOAC官方方法（AOAC official Method of Analysis, OMA）評估後才納入，最新的第18版OMA將在2005年9月推出，會員可以免費上網直接下載，或購買紙本版參考。由於BAM資訊開放免費下載，除方法取得十分簡便迅速外，每一章節均有作者之e-mail，一方面方便進行互動式內容釋疑，有助於官方方法的推廣，及便於國內政府機關及民間企業團體採用；一方面顯示FDA在檢驗方法上採專家制，對於特定菌株均有特定專家可以諮詢，此專家乃對該菌具有深耕之實力，經年累月不斷鑽研該菌新的知識與技術，若本局未來朝FDA架構任務編組，這些制度及作法都是我們可以學習的地方。

美國農業部食品安全與檢查局（USDA/FSIS）微生物檢測方法主要依據Microbiology Laboratory Guidebook（MLG手冊）（http://www.fsis.usda.gov/Science/Microbiological_Lab_Guidebook/index.asp），此手冊也參考FDA/BAM，如2003修訂最確數（most probable number, MPN）表。在2005年2月及3月MLG手冊上新增方法分別為鑑別禽畜肉之物種及利用BAX系統篩檢單核球增多性李斯特菌。MLG手冊網路版資訊僅公布PDF檔之檢驗方法，沒有權責窗口或作者e-mail，若有疑問無法立即得到解答， Jones博士說明FSIS採用之檢驗方法目標包括篩檢存在之病原、分離鑑定食品中病原及菌株鑑別輔助疾病調查， 在2004年加州（Alameda, CA）、密蘇里州（St. Louis, MO）、喬治亞州（Athens, GA）區域實驗室（Field Laboratories）微生物檢驗的樣品高達136,000件，雖可採用快速方法篩選，對陽性反應之樣品，仍需要分離鑑定菌株予以確認。 

美國疾病控制與防治中心（CDC）主導之PulseNet在食因性疾病監測及食品中毒案調查中扮演重要的角色，乃彙整美國食品與藥物管理局（FDA）、疾病控制與防治中心（CDC）、美國農業部食品安全與檢查局（FSIS）、國民健康局（NIH）及州政府地方衛生部門等相關資訊，整理並建立致病性微生物基本資料庫及最新流行病學資料庫。此研討會獲得訊息可直接由網路下載曲狀桿菌、大腸桿菌O157:H7、單核球曾多性李斯特菌、沙門氏桿菌及志賀氏桿菌（Shigella）之脈衝式膠體電泳 (pulse field gel electrophoresis, PFGE) 操作方法（附件六）。 Swaminathan博士指出未來分型技術之發展尚包括Multi-locus sequence typing (MLST)（曲狀桿菌適用）、Multi-locus Variable-Number Tandem Repeat Analysis (MLVA)（大腸桿菌O157、沙門氏桿菌、單核球增多性李斯特菌）、Hight throughput SNP analysis（大腸桿菌O157）、Mass Spectrometry-MLVA+SNP，其中MLVA將成為第二代PulseNet分型方法，大腸桿菌O157操作方法今年開始進行多實驗室之聯合評估。未來可以引用進行上述菌株之分型，本局雖未加入此PulseNe全球團隊，但與會講師及學員中不乏經驗豐富者可以諮詢，有助於未來比對追溯國際間病原之傳遞途徑。

參與本研討會之講師與學員學經歷豐富，在人力、財力、物力中屬最具潛力的資源，如會期前預先聯繫，加上與會期間統一住宿地方，可增進與會時彼此的互動關係；準備工作名片及本局英文簡介（附件九），可以輔助外國朋友了解本局的業務並加深印象，順便也進行國民外交，此次趁課餘進行討論交換心得時分發給與會的講師與學員，會後並利用e-mail維持互動關係，有助於建立較長遠而堅固的友誼。尤其我國因政治因素，參與國際活動時履遭阻礙。由專業領域之技術外交著手，加入以專業知識交流為主之科學性國際組織 (例如美國微生物學會ASM及AOAC國際公定分析科學家協會)、舉辦及參與國際會議與訓練課程，聘請國外學者專家蒞局指導，藉此與國外實驗室進行實質交流合作可增加我國之國際曝光度而輔助突破外交困境。規模不大的技術性研討會適合建立較密切的互動關係，資訊透過網路雖然快速即時，但面對面討論問題，更清楚明確且深入，加上人類重視見面的情份，確實更具成效，而目前國際會議及無數大小規模的研討會仍持續蓬勃進行，顯見無論邀請專家來我國或派員出國均值得繼續實施。

藉此研討會得以參觀FDA-NRL，乃此研討會另一收獲，FDA-NRL位於York College校園內，與York College之合作交流關係密切(York College/FDA Collaborative Initiative)，美國歷經911恐怖攻擊後全國提高警戒，尤其主導多項反恐計畫之FDA其門禁更加嚴緊，與會期間凡進出大門也均得逐次通過警衛室的搜索查核，可見外界參訪更加難得。

研討會活動及課程安排方面可資學習處：1.資訊發佈流通，可藉由專業領域之學術團體、或專家協會及相關業界之公會，如「食品中病原性微生物快速檢測方法」研討會訊息透過AOAC網絡公開；2.會場負責人與報名等前置作業人員須細心周全，如適時提供學員食、衣、住、行、育、樂各方面相關資訊，並親臨現場招呼與會成員（附圖三）、介紹會場環境、迅速解決突發狀況，並掌控會程順利進行；3.安排早餐時間，因中場休息時間較短，會後一般較疲倦，本研討會第一節課九點開始，會場七點多即備有自助式早餐，因此有將近兩小時空檔，雖多數學員均住在地鐵一小時路程外的曼哈頓，卻十分珍惜這段寶貴的時光，提早到會場既可錯開上班巔峰人潮，又可趁機多認識些朋友、多問些問題，近年來國內研討會也漸漸採取此方式，其優點可見；4. 講師及課程內容方面選擇適當，民間企業發展受限較少，新技術研究開發速度快，可以完成全配合市場實務需求。而官方的方法具有公信力及法律效力，美國食品藥物管理局食品安全暨營養中心 (FDA/CFSAN)、農業部食品安全與檢查局(USDA/FSIS)、疾病控制與防治中心食因性腹瀉疾病實驗室，均為掌理美國食因性病原微生物檢驗的主導機關。美國食品藥物管理局食品安全暨營養中心（FDA/CFSAN）資深微生物學家馮寄新博士，乃編撰FDA/BAM章節-食品中病原性微生物之快速檢測方法（附件十）之專家，受邀擔任此研討會開場主要講者（keynote speech）更實至名歸。

馮博士擔任本局無給職義務科技顧問多年，其經驗、學識給予本局同仁莫大助益，有關病原性微生物相關議題，均可藉由e-mail諮詢請益，在美國相關國際會議也曾多次與本局同仁會晤，熱心指導並關切本局局務發展，民國八十年間曾回國進行一系列關於食品中病原微生物的講座，搜集之相關資訊即時周全，且彙整內容精闢；近年來曾多次邀請回國，因馮博士公務繁忙無法成行，職在此研討會期間曾與馮博士私下會晤（附圖四），馮博士慷慨應允將預先排出空檔，建議把握時機舉辦系列講座嘉惠國內更多的同業。

肆、謝誌

感謝本局長官給予職此寶貴進修的機會；感謝二科同仁於職出國期間在業務上支援及精神方面的鼓勵。

伍、附件、附圖及附錄

附件一、FDA與York College之地理位置與合作關係 (York College/FDA Collaborative Initiative)

附件二、「食品中病原性微生物快速檢測」研討會課程簡介

附件三、講師個人學經歷介紹

附表四、講師通訊錄

附件五、學員通訊錄

附件六、PulseNet protocol網頁及範例（曲狀桿菌）
附件七、研討會結訓證書

附件八、食品中毒原因菌

附件九、本局英文簡介

附件十、BAM 表列之快速檢測方法

附圖一、參觀FDA-NRL實驗室合影於Barbara Paul博士辦公室

附圖二、於FDA-NRL教室分組實習情形

附圖三、與Barbara Paul博士、Angelo R. Rossi教授及Cynthia Murphy執行長合影於講座會場

附圖四、與馮寄新博士合影於FDA-NRL研討會會場入口

附錄、「食品中病原性微生物快速檢測」研討會上課講義目錄
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