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范围
本文件规定了疾病预防控制机构病原微生物核酸检测质量管理的基本要求、检测过程质量保证、污染控制、外部质控等内容。
本文件适用于疾病预防控制机构病原微生物核酸检测质量管理。
规范性引用文件  
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 19489-2008     实验室生物安全通用要求
GB/T 27476.1-2014 检测实验室安全 第1部分：总则
JJF 1874-2020     (自动)核酸提取仪校准规范
JJG 646-2006      移液器

RB/T 214-2017     检验检测机构资质认定能力评价 检验检测机构通用要求
TSG 21-2016       固定式压力容器

WS 233-2017       病原微生物实验室生物安全通用准则
YY 0569-2011      II级生物安全柜
YY/T 1173-2010    聚合酶链反应分析仪
临床基因扩增检验实验室工作规范
消毒技术规范

医疗废物管理条例
术语和定义
GB 19489-2008、JJF1874-2020、JJG 646-2006、RB/T 214-2017、WS/233-2017、消毒技术规范界定的及下列术语和定义适用于本文件。
3.1
聚合酶链反应 Polymerase Chain Reaction，PCR

一种用于放大扩增特定的DNA片段的分子生物学技术。通过体外酶促合成特异核酸片段，由高温变性、低温退火（复性）及适温延伸等反应组成一个周期，循环进行，使目的片段得以迅速扩增。
3.2 
结果分析  result analysis
判定聚合酶链反应结果是否有效，以及判断检测到的荧光强度否能证实实验样本包含目标病原体遗传物质的实验活动。 

3.3
设备 equipment
与检测有直接关联的任何机械、仪器仪表、器具、用具或工具，及其部件、配件或附件。
3.4
质量保证 quality assurance, QA
为满足核酸检测质量要求提供充分可信性所必要的有计划的系统的措施。
4基本要求
4.1 实验室环境
4.1.1各级疾病预防控制机构应设立独立的核酸检测实验室。
4.1.2核酸检测实验室应符合GB 19489-2008中二级生物安全实验室（BSL-2）要求或WS 233-2017中加强型 BSL-2 实验室，并在所属市级卫生健康委实验室生物安全管理部门备案。
4.1.3核酸检测实验室应设置以下区域：试剂储存和准备区、样本制备区、扩增区、扩增产物分析区。这4个区域在物理空间上应是完全相互独立的，各区域无论是在空间上还是在使用中，应始终处于完全分隔状态，不得有空气的直接相通。各区通风换气次数不少于10次/小时。使用实时荧光定量PCR仪时，扩增区和产物分析区可合并。

4.1.4各工作区应设缓冲间，人员通过缓冲间进出相应的工作区。设计为负压的工作区，气压由走廊向缓冲间、核心工作间方向递减，形成定向气流趋势

4.2设施设备
4.2.1 基本配置
4.2.1.1试剂储存和准备区应配备下列物品。
a）2℃～8℃和-20℃以下冰箱。
b）超净工作台或生物安全柜
c）微量加样器（覆盖0.2-1000µl）。
d）可移动紫外灯（近工作台面）。
e）耗材：一次性手套、加样器吸头。
f）专用工作服和工作鞋(套)。
g）专用办公用品。
4.2.1.2样本制备区应配备下列物品。
    a）2℃～8℃冰箱、-20℃或-80℃冰箱。
    b）离心机。
    c）混匀器。
    d）核酸提取仪
    e）微量加样器（覆盖0.2-1000µl）。
    f）可移动紫外灯（近工作台面） 。
    g）II型生物安全柜。
    h）耗材：一次性手套、加样器吸头（带滤芯）。
    i）专用个人防护装备（依操作的病原微生物分类确定）
j）专用办公用品。

k）水浴箱或加热模块。
4.2.1.3 扩增和扩增产物分析区应配备下列物品。
    a）荧光定量PCR仪。
    b）可移动紫外灯（近工作台面）。
c）专用办公用品。

f）专用工作服和工作鞋(套)。
注：采用实时荧光定量PCR检测时,产物分析区与扩增区合并，只保留扩增区。
4.2.2 试剂与耗材
使用部门应根据核酸检测需求，选择国家药品监督管理部门批准的试剂（试剂盒），提出试剂的申购计划，并负责在使用前进行技术验收。采购部门负责试剂的采购、管理以及形式验收，不合格品的退回或更换等。
试剂保藏应严格按照试剂盒保藏要求进行，超出有效期的试剂与耗材应与有效期内的试剂耗材分开暂存。暂存期限不应超过本单位与医疗废物处置机构签订的处理周期。
4.2.3标准品
核酸检测应采购有证标准品并严格验收、标识、保存和使用。标准品的使用需遵守一下原则：
严格按质控品说明书操作；

冻干质控品的复溶要确保所用溶剂的质量；

冻干质控品复溶时所加的量要准确，并尽量保持每次加入量的一致；

冻干质控品复溶时应轻轻摇匀，使内溶物完全溶解，切忌剧烈震摇； 

质控品应严格按使用说明书规定的方法保存，不使用超过保质期的质控品；

质控品要在与标本同样测定条件下进行测定。

4.2.4设备检定/校准
核酸检测涉及的检测设备应开展周期检定校准，选择具有以下CMA或CNAS资质的检校准机构：
a）核酸提取仪校准依据：JJF 1874-2020。
b）PCR仪校准依据：YY/T 1173-2010。

c）移液器校准依据：JJG 646-2006。
d）生物安全柜检定依据：YY 0569-2011。
e）高压蒸汽灭菌器检定依据：TSG 21-2016。

校准周期为校准证书规定的有效时长，并在使用前对校准结果进行确认。
4.2.5期间核查
荧光定量PCR仪在两次校准之间，应对其控温系统和荧光系统进行期间核查。期间核查方法可参照仪器设备技术资料提供的校准方法或采用标准物品进行。
PCR仪期间核查时，应考虑以下因素：
a）检测/校准方法的要求；
b）PCR仪的稳定性；
c）校准周期；
d）历次校准的的结果和变化趋势；
e）设备的维护保养情况。
检测人员应按照期间核查规程进行期间核查，并保留记录。
4.3 人员 
4.3.1 实验室负责人
核酸检测实验室应指定专职或兼职负责人，应具有中级以上专业技术职称或同等能力。实验室负责人全面负责技术运作和人员管理，并指定负责人的代理人。
4.3.2 检测人员
实验室检测技术人员应具备实验室工作经历以及相关专业技术技能，接受过核酸检测技能培训。上岗前应由实验室负责人进行能力确认，并由熟悉检测目的、程序、方法和结果评价的人员，对检测人员进行监督。

4.3.3 特种作业人员
从事压力容器的操作人员应当按照国家有关规定经特种设备安全监督管理部门培训，取得国家特种作业人员证书，方可从事相应的作业。
4.3.3 档案管理员
实验室应设立专职或兼职档案管理员，保管全部核酸检测人员的培训、考核、能力确认和监督记录。
4.4 样本
样本管理人员应根据检验检测生物样品特点，对样品的接收、流转、保管、处理及样品的识别等各个环节制定有效的管理和控制程序。做好样品处理记录，记录采样时间、分装时间、存储设备温度、存取信息等可能影响样品性质的信息。检测样本包含但不限于以下种类。
a）上呼吸道样本：包括鼻咽拭子、咽拭子等。
b）下呼吸道样本：深咳痰液、肺泡灌洗液、支气管灌洗液、呼吸道吸取物等。
c）便样本/肛拭子：如果不便于留取便样本，可采集肛拭子。
d）血清样本：应使用无抗凝剂的真空釆血管。
e）物体表面样本：包括货物的内外包装表面，以及运输储藏工具等可能被污染的部位进行涂抹采集的样本。 

f）环境样本：按目标病原微生物相关防控方案采集。

g）其他体液样本：需采集脑脊液或疱疹液进行检测的病原体（如：柯萨奇病毒、疱疹病毒等）。

h）食品

i）水
用于核酸检测的样本应尽快进行检测，在24小时内检测的样本可置于4℃保存；24小时内无法检测的样本则应置于-70℃或以下保存（如无-70℃保存条件，则于-20℃冰箱暂存）。应设立专库或专柜单独保存样本。
5 检测过程质量保证    
5.1 标准操作程序
实验室应当制定核酸检测标准操作程序（SOP），并严格按照SOP进行操作。实验室自接到样本后，应当依据SOP在生物安全柜完成样本清点核对、试剂准备、样本前处理、核酸提取、核酸扩增、结果分析及报告。实验室应当建立可疑样本复检的流程。
5.2样本处理
使用含胍盐等灭活型采样液的样本无需进行灭活处理，可直接进行核酸提取，而使用非灭活型采样液的样本，按照核酸提取试剂盒的说明，取样本加至核酸提取裂解液中充分混匀作用一定的时间有效灭活病毒。
5.3核酸提取
选择磁珠法、膜吸附法等进行核酸提取，可根据核酸提取试剂及扩增体系的要求选择配套的样本采样管，将灭活后的样本取出，在生物安全柜内打开样本采集管加样。按照核酸提取试剂盒的说明，继续核酸提取步骤，核酸提取完成后立即封盖。
5.4 聚合酶链反应
在生物安全柜内取适量核酸加至PCR 扩增反应体系中。将扩增体系放入荧光定量PCR仪，按照试剂盒说明书设置扩增程序，启动扩增程序。实验室应开展室内质控。每批检测至少有1份弱阳性对照（不高于检出限的3倍），1-3份阴性对照，分别是阴性标本对照、水与反应液对照和仅反应液对照。（是否改成按试剂盒说明书或按其它有明确要求的方案、指南、标准等执行）阴性对照和阳性对照随机放入检测样品中，参与扩增的全过程。
5.5结果分析
结果判断如下。
a）阴性: 无Ct值、无S形扩增曲线。
c）Ct值小于等于检出限，且有S形扩增曲线，可报告为阳性。
b）Ct值位于灰区，建议重复实验，若重做Ct值仍处于灰区，但出现明显的S形扩增曲线，该样本判断为阳性，否则为阴性。
注：如使用商品化试剂盒，则以厂家提供的说明书为准。
6 污染控制
6.1 实验环境
    应定期对实验区域进行消毒，可用75%酒精对实验室环境进行擦拭或喷洒消毒；紫外线辐射消毒；采用去除DNA污染的试剂对实验区域进行消毒清洁，实验室地面用含有有效氯1000-2000mg/L的含氯消毒剂擦拭或喷洒消毒，然后用拖布蘸清水擦拭残余消毒剂，加强通风。
6.2 实验设备
    实验结束后，生物安全柜应以含有有效氯1000mg/L含氯消毒剂擦拭消毒作用30分钟，然后，用湿巾擦拭残余消毒剂。或用75%酒精（75%酒精湿巾）擦拭消毒，继续通风10分钟后，开启紫外线消毒30分钟。实验区设备、物品应使用去除DNA污染的试剂喷洒一定时间后，再用纸巾进行擦拭，随后用75%酒精喷洒并用纸巾擦拭干净。
6.3 医疗废物
实验过程中产生的废物应装进专用医疗废物垃圾袋，扎紧后用含有效氯1000-mg/L的含氯消毒剂或75%酒精喷洒表面，经高压蒸汽灭菌器121℃ 30分钟高压。扩增完成后反应管不可开盖，直接放于垃圾袋中，封好袋口，经高压蒸汽灭菌器121℃ 30分钟高压后，按一般医疗废物转移出实验室处理。
6.4 个人防护
    实验室对个人防护用品的选择、使用、维护应有明确的程序和使用指导，同时要求检测人员充分了解其实验工作的性质和特点，接受防护装备的使用培训，并正确使用个体防护装备。核酸检测实验室检测人员应采用二级防护，有特殊规定的从其规定。
6.5实验操作
实验操作应符合GB 19489-2008附录B《生物安全实验室良好工作行为指南》和《附录C实验室生物危险物质洒溢处理指南》的要求，应避免发生污染实验环境、危及自身和他人安全、破坏样本以及不必要的操作。

6.6 清洁用具
     不同的实验区域应当有其各自的清洁用具，以防止交叉污染。不同的实验区域应当有其各自的清洁用具以防止交叉污染。基本原则是，由清洁区向污染区进行,洁具不可交叉。清洁消毒方向通常为准备区→标本制备区→扩增区→产物检测区。

7外部质控

7.1外部质控要求

实验室可通过参加外部能力验证或室间质量评价，提高实验结果的可比性，发现系统误差，提高检测质量。
7.2组织实施

省级疾控中心对市级疾病预防控制机构每年开展1～2次质控考核，保留考核记录。市级疾病预防控制机构对县级疾病预防控制机构开展每年不少于1次质控考核。考核结果不合格的实验室应在10个工作日内，接受重新考核。重新考核不合格的，应暂停核酸检测工作。
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