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CNAS-CL57
能力验证提供者认可准则
在微生物领域的应用说明
Guidance on the Application of Accreditation Criteria for Proficiency Testing Providers in the Field of Microbiology
中国合格评定国家认可委员会

前  言
本文件由中国合格评定国家认可委员会（CNAS）制定，是CNAS依据特定领域微生物能力验证计划特性而对CNAS-CL03:2010《能力验证提供者认可准则》所做的进一步说明及具体解释，并不增加或减少该准则的要求。
本文件对特定领域微生物能力验证组织实施、能力验证样品均匀性和稳定性检验，及结果评价等质量管理特定要求做出说明，明确了特定领域开展微生物能力验证应遵循的要求。在结构编排上，本文件章、节的条款号和条款名称均采用CNAS-CL03: 2010中章、节条款号和名称，解释和说明内容在相应条款后给出。
本文件与CNAS-CL03:2010《能力验证提供者认可准则》同时使用。

能力验证提供者认可准则在微生物领域的应用说明

1 范围

本文件主要适用于食品、饮用水、饲料、化妆品、环境样品、玩具、纺织品、卫生用品、消毒产品、抗菌材料等非医学检验领域微生物能力验证提供者的认可活动。
2 规范性引用文件
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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/T 27405  实验室质量控制规范 食品微生物检验

CNAS-GL02  能力验证结果的统计处理和能力评价指南
ISO/TS 22117 食品和动物饲料微生物 能力验证特定要求和指南(Microbiology of food and animal feeding stuffs-Specific requirements and guidance for proficiency testing by interlaboratory comparison)
3 术语和定义

3.1 目标微生物 target microorganism
能力验证样品中作为指定分析物的微生物。
3.2 背景菌群 background flora
能力验证样品中与目标微生物竞争或相似的微生物。
3.3标准菌株reference strain
至少定义到属或种水平的菌株，按其特征分类和描述，有明确的来源（GB/T 27405）。
3.4 检出限 limit of determination

    进行定性微生物检测时，能检测到但无法给出精确数值的微生物的最小量（GB/T 27405）。
4  技术要求
4.1 总则
微生物能力验证计划提供者或其分包方，应具有相应微生物项目的检测能力，且在其认可范围内。
4.2 人员

4.2.1 无论样品制备和样品检测是否分包，关键技术人员要具有微生物样品制备和检测的技术能力。
4.2.2授权签字人应具备微生物学相关专业硕士研究生以上学历，组织实施过3次以上微生物实验室间比对工作经历，中级以上（含中级）技术职称。如果不满足以上学历或职称要求应具备以下条件：
     a) 大专毕业后，从事专业技术工作7 年以上；或
     b) 大学本科毕业，从事相关专业5 年以上；或
     c) 硕士学位以上（含），从事相关专业2 年以上
4.2.6 人员培训和持续教育计划应包括微生物能力验证样品制备、贮存、运输、生物安全防护、微生物能力验证统计分析和能力评定等知识内容。
4.3 设备、设施和环境
4.3.1 涉及病原微生物的样品制备和处理应满足所开展微生物制样、检测活动生物安全等级的要求。
4.3.3 不同的功能区域应有明确的标识。应正确使用与涉及生物安全等级相对应的生物危害标识。应对进入的人员采取严格控制，并明确微生物能力验证样品制备区、检测区、贮存区的特定用途和限制措施。
4.3.4 样品制备的及贮存环境条件应有明确的规定和相应的监控记录。
4.4 能力验证计划的设计

4.4.1 策划
4.4.1.1 开展新能力验证计划前通常应进行预试验，预试验应考虑微生物样品的设计和样品制备的关键环节（直接影响能力验证计划质量的过程）。
4.4.1.3 微生物能力验证方案中应包括如下内容：

4.4.1.3 e）明确目标微生物是定性检测和/或定量检测；
4.4.1.3 f）采用自然样品还是人工污染样品，以及样品的基质；

4.4.1.3 g）采用人工污染样品时，目标微生物的来源和特性，背景菌群的组成，目标微生物和背景菌群的预期含量/范围；
4.4.1.3 i）能力验证样品分发的特殊要求，如确保低温和生物安全防护措施。稳定性试验的信息可用于选择最佳的条件来分发样品，比如是否需要使用干冰或冰袋在样品运输过程中来降温，或判断环境条件能否接受。
制备人工污染样品时，对目标微生物和背景菌群的要求：

——目标微生物的来源和获取途径应形成文件。目标微生物通常选用标准菌株，也可根据能力验证的目的使用经过确认的野生菌株。
    ——在使用前应确认目标微生物的特性,应根据能力验证的目标采用适当的标准检测方法（如ISO标准、国标或行标）进行确认。

    —— 用于模拟背景菌群的菌株，其特性也应经过确认。
—— 能力验证样品中存在背景菌群尤其是疑似目标微生物时，提供者应考虑背菌群对目标微生物检测的影响，应通过确认试验保证样品指定值的准确可靠。

4.4.1.3 j）有防止串通或伪造结果的措施，如多水平、多样本设计，参加者返回分离到的目标微生物等；

4.4.1.3 u）病原性微生物样品破损或泄露时应采取的无害化处理方式。
4.4.1.5 b）识别出制备均匀性和稳定性满足能力验证要求的微生物样品的关键步骤和主要问题，以及解决这些问题的措施。
4.4.2 能力验证物品的制备

4.4.2.2 应建立微生物能力验证样品的制备、贮存、处置的程序，包括检毕样品和剩余样品的处理。制备过程记录内容应包括：

—— 能力验证样品目标菌、背景菌和所用的基质及处理方式；—— 能力验证样品目标菌和背景菌的确认记录；

—— 添加（污染）微生物的记录；
—— 样品制备的主要仪器设备名称；
—— 制备工艺（样品为冻干粉时应包括冷冻干燥记录）；
—— 样品的数量（要考虑完成结果评价之后，参加者对能力验证样品稳定性质疑时，自行复查或共同复查时对样品的需求）；
—— 样品制备环境监测记录；
—— 消毒灭菌记录。
4.4.2.3 当自然样品无法满足能力验证目标和目的要求时，应采用人工污染样品。人工污染样品中的目标微生物和背景菌等应尽可能与日常检测样品相似；设计目标微生物水平应考虑微生物的方法检出限和在同类样品中微生物常规检出水平；当目标微生物是致病菌时，应考虑对人体健康的危害水平和安全标准中微生物的限量水平。
注：在定性计划中设定目标微生物方法检出限时，由于微生物本身的特性和添加的技术手段的局限性，目标微生物水平通常设定在略高于常规方法的检出限，以有利于准确考察参加者的能力。如果目标微生物设定过高，不利于完整考察实验室的技术能力，尤其是在筛选、选择分离和鉴定阶段的能力。
定量计划设定目标微生物添加水平要考虑标准中的限量要求。必要时，考虑采用同样或相似的基质。
4.4.3 均匀性和稳定性

4.4.3.1 对定量和定性能力验证样品，应建立均匀性和稳定性判定原则。

    ——定量计划：应针对样品中不同微生物水平，进行均匀性和稳定性评定；均匀性评定应基于重复性条件下样品间变异和样品内变异进行评定。
    ——定性计划：适用时，采用目标微生物和背景菌群计数来进行均匀性和稳定性评定。
4.4.3.4 微生物能力验证样品应进行稳定性评定。必要时，应将稳定性量化，并考虑作为能力验证样品指定值测量不确定度的补充分量，在能力评定中予以考虑。稳定性评定考虑贮存和运输期间的稳定性：

——贮存稳定性评定。稳定性期限应是从样品制备起至规定的检测日期或检测时段。应在贮存期间定期核查低温下（如－70℃、－18℃、4℃）贮存的样品。检测时间间隔及试验频次取决于已知的稳定性信息和要求的稳定时间。 
——运输稳定性评定。应确保样品在运输过程中的稳定，可通过模拟运输条件或利用加速试验来进行稳定性试验。要考虑到恶劣运输情况下或极限温度运输情况的稳定性。必要时，在每个样品包装盒中放入温度记录器，记录样品在运输过程中的温度变化。
4.4.4 统计设计

4.4.4.3 统计设计方案中，可包括以下内容：

4.4.4.3 a）统计设计应考虑微生物的水平和分布，同时应考虑参加者的数量和不同检测方法上可能存在的差异。
注1：微生物含量水平较高的定量计划，参加者结果通常呈对数正态分布，可进行数据转换（如转换成对数值），采用CNAS-GL02和ISO/TS 22117中的能力评定方法：如Z值、百分位数和对数中位值±0.5规则。对数中位值±0.5规则表明：参加者结果转换为以10为底的对数值后，评价菌落计数值的95%置信区间通常不超出中位值±0.5对数单位，落入该区间内的结果可认为是满意结果，落在该区间外可认为是不满意结果。
注2：当样品中微生物含量水平较低时，样品间微生物含量差异可能会变大，如不满足样品间差异小于0.3倍能力评定标准差，在能力评定时可考虑在能力评定标准差中增加这一分量。当微生物含量水平非常低时（如少于10cfu/g），通常不宜作为定量能力验证样品分发。
注3：开展过多轮次定量微生物能力验证计划的提供者，可使用经验值作为能力评定标准差来评价参加者的能力。
注4: 通常最大可能数（MPN）计数方法和平板菌落计数方法具有不同的重复性。在同一定量计划中，如两种方法的重复性差异较大影响能力评定，应考虑分开进行统计评价。即使采用同一标准方法，以下因素也会影响计数结果：复苏方法、平板技术（如倾倒平板和螺旋加样）、培养基、培养温度等。
注5：定性微生物能力验证计划通常直接将参加者结果与指定值进行比较，两者相同能力评价视为满意，不相同视为不满意。
4.4.4.3 e）确定能力评定标准差（标准偏差、标准化四分位数间距、经验值、方法中给定的或先期能力验证获得的统计结果等）或其它评定准则的程序；

4.4.5 指定值

4.4.5.1 提供者应将确定微生物定量计划指定值（平均值、中位值、稳健平均值等）的程序形成文件，包括确定的原因。
4.5 方法或程序的选择
4.5.2 若允许参加者使用自己选择的方法，能力验证提供者应：

a) 适用时，制定政策并按程序对不同原理的方法得到的结果进行比对。
注：不同原理方法如常规方法和快速检测方法、定量检测方法和半定量检测方法、生物检测法和化学检测法等。

4.6 能力验证计划的运作

4.6.1 给参加者的指导

4.6.1.2 b） 给参加者的指导书应包括以下内容：微生物的添加（污染）方式，能力验证样品基质类型及其主要成份。如果样品基质含有抑制微生物复苏的成分（某些基质材料能结合和滞留细胞，如脂性材料），或具有杀菌或抑菌性能，应在作业指导书中说明。
4.6.1.2 d) 对于病原微生物能力验证计划，提供者应有文件化的政策，告知参加者注意风险并确保给出相关安全建议。

4.6.3 能力验证样品的包装、标识和分发

4.6.3.1提供者应控制微生物样品的包装，确保符合国家、地区或国际的安全和运输要求，如符合《病原微生物实验室生物安全管理条例》和国际航空运输协会（IATA）的航空要求。

4.7 数据分析和能力验证计划结果的评价
4.8 报告

4.9 与参加者的沟通

4.10 保密

5 管理要求

5.1 组织

5.1.2 涉及生物安全的能力验证提供者，应符合相应国家、行业、地方的生物安全标准和规定等。

5.1.5 h）涉及生物安全的能力验证提供者，应设置生物安全责任人和生物安全监督员，负责生物安全。
5.2 管理体系

5.2.1 能力验证提供者应制定生物安全规章制度，确保生物安全。
5.3 文件控制

5.3.2.2 适用时，文件控制程序应包括基于生物安全考虑的现场文件的管理。
5.4 要求、标书和合同的评审

5.5 分包服务
5.5.1 分包方也要符合该应用说明的要求。如微生物样品制备分包，分包方应提供者样品制备的详细记录，见4.4.2.2 能力验证样品的制备过程记录。制备样品所用的菌种要符合5.6 服务和供应品的采购。
5.6 服务和供应品的采购
5.6.2菌种的采购和验收要符合如下要求：
——目标微生物通常选自有资质的菌种保藏机构保藏的菌株，也可根据能力验证的目的使用经过确认的野生菌株。

    ——使用前应确认目标微生物的特性,应根据能力验证的目标采用适当的标准检验方法（如ISO标准、国标或行标）进行确认。

    ——用于模拟背景菌群的任何菌株，其特性也应经过确认。
5.7 服务客户
5.7.1 当客户对微生物能力验证样品的均匀性和稳定性有疑问时，提供者应积极与客户合作。必要时，提供尽可能详尽的材料（包括需要分包方提供的材料等）。
5.8 投诉和申诉

5.9 不符合工作的控制

5.10 改进

5.11 纠正措施

5.12 预防措施

5.13 记录的控制

5.13.1.2 适用时，记录控制程序应包括基于生物安全考虑的质量/技术记录的管理。
5.14 内部审核

5.14.1 内部审核应涵盖能力验证提供者生物安全的内容。

5.15 管理评审

5.15.1 评审应考虑到生物安全规章制度的执行情况。
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