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[bookmark: _Toc87969299]前言
本文件由中国合格评定国家认可委员会（CNAS）制定，为CNAS-CL02《医学实验室质量和能力认可准则》中有关分子诊断相关检验的质量和安全提供指南，供医学实验室和评审员参考使用。
本文件为首次发布。
[bookmark: _GoBack]本技术报告主要起草单位：
本文件主要起草人：



医学实验室  核酸检测质量和安全指南
[bookmark: _Toc87969300]1 范围
本指南适用于医学实验室从事核酸检测时参考使用。

[bookmark: _Toc87969301]2 规范性引用文件
下列文件对于本指南的应用是必不可少的。凡是注明日期的引用文件，仅该版本适用于本指南。凡是未注明日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改部分）适用于本指南。
《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》
GB 19489-2008 《实验室 生物安全通用要求》
GB 19781-2005 《医学实验室 安全要求》
GB 4793.9-2013 《测量、控制和实验室用电气设备的安全要求》
GB/T 22576.1-2018 《医学实验室 质量和能力的要求 第1部分：通用要求》
YY 0569-2011 《生物安全柜》
WS 233 《病原微生物实验室生物安全通用准则》
WS 589 《病原微生物实验室生物安全标识》
WS/T 640 《临床微生物学检验标本的采集和转运》
WS/T 648-2019 《空气消毒机通用卫生要求》
ISO 15190 《医学实验室 安全要求》
ISO/TS 20658 《医学实验室-样品采集、运送、接收和处理指南》
CNAS-CL02-A001：2021《医学实验室质量和能力认可准则的应用要求》
CNAS-GL039：2019《分子诊断检验程序性能验证指南》
[bookmark: _Toc87969302]3 总则
开展核酸检测的医学实验室，应当满足检测质量和能力要求，同时应满足安全要求。核酸检测质量和能力应基于检测目的和检测程序确定，实验室安全要求应满足相关的标准和法规要求。
样品采集、运送、接收和处理应符合WS/T 640《临床微生物学检验标本的采集和转运》和 ISO/TS 20658《医学实验室-样品采集、运送、接收和处理指南》等标准要求。
核酸检测和解释应依据相关的标准要求。
安全警示标识满足WS 589《病原微生物实验室生物安全标识》要求。
实验室安全应遵守ISO 15190《医学实验室 安全要求》、WS 233《病原微生物实验室生物安全通用准则》、GB 19489《实验室 生物安全通用要求》等标准，以及相关法律法规和主管部门的要求。
[bookmark: _Toc87969303]4 基于扩增的核酸检测程序
[bookmark: _Toc87969304]4.1 手工核酸提取纯化及检测方法
[bookmark: _Toc87969305]4.1.1 工作流程
核酸检测主要流程分为检验前、检验中和检验后（具体内容见表1），检验流程包括样本采集、转运和接收、核酸提取、PCR扩增、报告解读及医疗垃圾处理等过程。
表1 工作流程内容
	检验流程
	流程内容

	检验前过程
	检测项目的申请，知情同意的签署，样本的采集、运输、接收和保存等

	检验中过程
	检测过程中的核酸提取质量控制、核酸扩增、室内质量控制，室间质量评价，检验过程的标准操作程序及实验记录等

	检验后过程
	包括报告的解释及发放，数据的处理及保存，检验后样本和资料的保存、处理及销毁等



4.1.1.1	送检申请、样本采集、样本运输、样本接收等检验前过程应符合GB/T 22576.1-2018中5.4要求；
4.1.1.2	核酸提取、PCR扩增等检验中过程应符合GB/T 22576.1-2018中5.5、5.6要求；
4.1.1.3	报告的解释及发放，数据的处理及保存等检验后过程应符合GB/T 22576.1-2018中5.7、5.8、5.9要求。

[bookmark: _Toc87969306]4.1.2 设施设备与环境
4.1.2.1 设施设备
a）检测设备
工作区域检测仪器设备配置标准、设施与环境参数的设置应符合《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》。
b）适用时，实验室应考虑配备的安全设备主要包括生物安全柜、样本灭活设备、高压灭菌器、紫外线消毒灯和空气消毒机等。
1）生物安全柜
实验室应根据实验室操作样本的生物安全风险等级选择合适的生物安全柜。生物安全柜的选择和安装要求应符合YY 0569-2011《生物安全柜》的要求。
生物安全柜的安装位置应避开门口、人员走动区域、空调风口、排风口等易受气流干扰区域，安装、维护等应遵循制造商说明书由具备资格的专业技术人员进行。
2）样本灭活设备
需要时，应在进行核酸检测前对样本进行灭活处理。常用的样本热灭活设备有水浴锅、鼓风干燥箱、灭活仪等。实验室应定期对样本灭活设备温度参数进行校准。已使用化学剂可靠灭活的样本无需进行热灭活处理。
3）高压灭菌器
每次灭菌时均应对灭菌效果进行监测。应对高压灭菌器灭菌定期检查和维护，确保灭菌压力、温度、时间等参数正常，以及压力管道、压力表、安全阀等装置满足安全要求。
4）紫外线消毒灯
应保持紫外线灯表面清洁，避免灯管表面有灰尘、油污等影响辐照效果，并定期监测紫外线灯的辐照强度。空气消毒可使用悬吊式紫外线灯。物体表面消毒可使用移动紫外消毒装置。
5）空气消毒机
使用空气消毒机时应考虑实验室布局、温度、湿度对灭菌效果的影响，按照制造商建议的环境条件和工作程序进行使用。消毒结束后应使空间消毒液浓度降低到安全水平，应符合WS/T 648-2019《空气消毒机通用卫生要求》的要求。
4.1.2.2 环境要求
    实验室（包括移动或方舱型实验室）应符合相应防护级别的生物安全实验室的设计和建造要求，应满足检测质量的要求和保证人员以及周围环境的安全。
a）保障检测质量的要求
1）温湿度、洁净度等环境参数的控制范围应根据使用仪器、试剂的厂家说明书要求进行设置，并监测和记录相关的环境参数。
2）应定期采集实验室环境样本检测环境污染情况，如采集桌面、移液器、仪器、气溶胶（样本保存液放置采样位置超过8小时）样本等，按照实验流程进行核酸检测。如检测结果为阳性提示环境存在核酸污染，应按照实验室去污染流程进行清洁后重新采样评估。
b）保障人员和环境安全的要求
适用时，实验室应满足GB 19489-2008《实验室生物安全通用要求》、WS 233《病原微生物实验室生物安全通用准则》以及ISO 15190《医学实验室 安全要求》的要求。
实验室日常还应注意检查：
1）在寒冷或高温地区，保证室内温度符合检测要求；
2）监测送风和排风机故障报警信号，保证风机正常运行；监测送、排风系统的各级空气过滤器的压差报警，及时更换堵塞的空气过滤器，保证送、排风的风量和换气次数；
3）设专门运维人员，遵循设备的使用说明进行保养与维护；并制定巡检计划，检查并记录；
4）设施设备应由专业人员维护，应告知其相应的风险和防护要求。

[bookmark: _Toc87969307]4.1.3 质量控制关键点
4.1.3.1 性能验证
检测系统应符合CNAS-GL039：2019《分子诊断检验程序性能验证指南》进行性能验证。
a）定量检测方法：分析性能验证内容至少应包括精密度、正确度、线性、测量和/或可报告范围，抗干扰能力等。
b）定性检测方法：验证内容至少应包括测定下限、特异性、准确度（方法学比较或与金标准比较）、抗干扰能力等。
4.1.3.2 检测前质量控制
样品采集、运送、接收和处理应符合WS/T 640-2018《临床微生物学检验标本的采集和转运》、ISO/TS 20658:2017《医学实验室-样品采集、运送、接收和处理指南》等相关临床标准，高致病性病原微生物菌（毒）种或样本运输时，应当严格按照《可感染人类的高致病性病原微生物菌(毒)种或样本运输管理规定》管理。容器或包装材料应当达到国际民航组织《危险物品航空安全运输技术细则》规定的包装标准要求。此外，样本的运输条件还应符合核酸提取试剂盒及检测试剂盒说明书要求，特殊样本如新型冠状病毒相关样本，其运输过程还应符合国家相关指南要求。
采样管中的抗凝剂、细胞保存液、灭活试剂等应符合核酸提取试剂盒及检测试剂盒说明书要求，不应含有已知干扰检测的组分。
4.1.3.3 检测中质量控制
核酸提取应使用检测试剂盒配套或推荐的核酸提取试剂，并确保提取效率满足要求。核酸提取效率评价可包括：核酸浓度、纯度及完整性。
每一批次检测样本，可设置1个阳性质控样本和/或弱阳性质控样本和3个阴性质控样本，所有质控应与临床样本同步处理，参与提取过程。阴性质控样本可包括检测环境污染的样本，如打开管盖放置在检测区域的生理盐水样本等。质控的组分，应不包含干扰检测的成分。
4.1.3.4 检测后质量控制
阴性质控样本检测结果应均为阴性。对于定性项目，阳性质控样本检测结果应为阳性，可记录Ct值等检测数值。对于定量项目，阳性质控样本检测结果的定量值，应符合实验室及说明书要求的质控标准。对于阴阳性质控样本检测结果不符合的，应进行分析并采取纠正预防措施。
含有内标的检测系统，内标检测情况应符合检测试剂盒说明书要求。对于内标检测情况不符合要求的样本，可进行个别样本复查。

[bookmark: _Toc87969308]4.1.4 安全管理
实验室的管理应符合GB 19781《医学实验室 安全要求》、GB 19489《实验室 生物安全通用要求》、ISO 22367《医学实验室-风险管理在医学实验室的应用》等标准，以及相应法规的要求。
针对核酸检测相关的操作，应基于风险管理的原则制定对实验操作过程中的人、物、操作、环境管理和生物安全及安保的管理要求和措施。
4.1.4.1实验人员
医学实验室的工作有各种风险，要求从业人员具有相应的安全意识和技术能力，熟悉国家法律、法规、部门规章和标准，有相关的工作经历。主要包括以下环节：
a）人员选择。要对选择人员的背景、健康监护、培训和能力等要素进行综合评估，其中对工作人员的能力和安全意识的评估至关重要；
b）人员培训。做好实验人员的岗前培训、在岗持续培训以及定期或不定期的外部培训；培训的内容包括实验室管理体系培训、安全知识和技能培训、实验室设施设备和个体防护装备的安全使用、应急措施和现场救治、心理健康和风险认知能力的培训等，通过培训提高个人的防护意识，保持健康的心态，养成良好的操作习惯；
c）人员考核。根据PCR实验的特点，制定书面和技能操作考核要求，包括对培训效果和心理健康进行评估，评估合格后才能从事实验工作。
应禁止非授权人员进入实验室，对病原等危险因子应有安防措施。
4.1.4.2 样品和实验材料
在PCR操作过程中，各个环节可能操作的样本和使用的工具、材料存在的生物安全风险也不完全一致，如操作步骤（离心、研磨、振荡、匀浆、超声破碎、冷冻干燥）等、器具（如：玻璃器皿、剪刀、针头、移液器等）的使用等等，需要实验室进行实验活动全流程的梳理并识别出风险点，并采取适宜措施。
a）普通样本
要明确本次接收的样本类型以及是否为含有明确病原体的样品，样本中生物因子的种类（已知的、未知的生物材料）、样本的来源、致病性、传染性、可疑的传播途径、在环境中的稳定性、感染剂量等。如来自病人的可疑标本最低需要生物安全二级实验室的防护条件，实验人员采取二级防护，在生物安全柜内进行样本的处理，采取合适的消毒和灭菌措施。
交接过程中要注意观察包装外观是否有破损，在转移样品，以及前处理环节要注意气溶胶对实验人员的影响；如果不能立即进行检测，则按照要求保管以防误用、被盗。
b）菌毒种
首先要明确菌毒种的来源，以及相关的背景信息、明确保存条件并做好记录；在检查包装完好后，按照要求进行保存并保证做好清晰标识。
c）实验材料
根据实验室的危险试剂清单梳理PCR实验过程中可能使用的试剂，并制定人员被试剂污染的应急措施，如普通PCR结束后的凝胶电泳可能会使用的溴化乙锭（EB）试剂。
4.1.4.3 操作
PCR实验活动可能从以下3个途径造成实验人员暴露：
a）吸入感染性气溶胶；
1）实验操作中开启盛有冻干菌毒株的安瓿瓶；
2）用移液器抽吸菌毒液或细菌病毒的培养液；
3）注射器针头或移液器枪头在使用中脱落，喷出菌或毒液；
4）在进行转移采集的体液、血液等液体样品时；
5）实验操作前未按照要求更换工作服即开始实施采样操作，受到污染的服装经身体携带出实验场所，经拍打等动作引起的粉尘溅起。
b）经口食入；
在实验活动区域内饮食，已被污染的食品经口进入体内。
c）皮肤、粘膜感染；
因溢洒或喷溅而将病毒液或细菌培养液与破损的皮肤、粘膜接触。
4.1.4.4环境管理
生物安全实验室有普通型和加强型（见WS 233）区分，应在日常巡检、例行检查、定期维保中予以关注。
清场消毒和废弃物处理是环境条件保障的关键控制环节。对可能造成污染的样本进行检测后，操作过程中使用的物品、仪器及产生的废弃物，根据消毒对象和可能的微生物种类应选择经过验证有效的消毒程序和灭菌方法，做好各类物品的消毒或灭菌，并对实验室空气、操作台面和地面进行清场消毒。处理后的废弃物由专人收集、运输到指定地点，按规定程序销毁，严禁随意处理实验室废弃物。
4.1.4.5 生物安保
医学实验室应重点关注对阳性样本管理的生物安保。一般应考虑（但不限于）以下内容：
a)	风险物质的存储，包括菌毒株、检测的阳性材料、存储的病死动物尸体或组织等；
b)	风险材料的丢失；
c)	风险材料被实验室人员误用；
d)	风险材料在实验室内被未经授权的使用；
e)	风险材料的人为故意泄露或意外泄露；
f)	阳性样品或菌毒株等风险物质被实验室内部人员或外部人员盗窃。

[bookmark: _Toc87969309]4.2 全自动核酸提取纯化及检测方法
[bookmark: _Toc87969310]4.2.1 工作流程
本节所述全自动核酸提取纯化及检测方法，是指通过全自动核酸提取纯化设备进行核酸提取后，再通过PCR等核酸检测的步骤进行检测。本部分重点撰写了全自动核酸提取纯化设备的专用要求，对于基因检测实验室的通用要求，如样本的采集、转运、接收、生物安全、废弃物处理等，应符合4.1部分相应内容。

[bookmark: _Toc87969311]4.2.2 设施设备与环境
4.2.2.1 设施设备
工作区域仪器设备配置参照《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》。全自动核酸提取纯化设备是指在核酸提取纯化全过程，不需要或仅需要少量的人工操作的设备，可包括添加样本、核酸转移等功能。本节所述检测设备为与提取步骤相互独立的检测设备，包括PCR仪、荧光定量PCR仪及其他相关核酸检测分析设备。详见4.1部分相应内容。
4.2.2.2	环境要求
a）保障检测质量的要求
1）放置区域：全自动核酸提取纯化设备应放置在核酸扩增检验实验室的样本制备区，PCR仪等检测设备应放置于扩增区等相关区域内，相互独立。实验室应符合生物安全二级（BSL-2）实验室标准；
2）通风系统：放置全自动核酸提取纯化设备的样本制备区和放置PCR仪等检测设备的区域建议负压，设有空气过滤装置，并相互独立；
3）设备工作条件：环境温湿度应符合设备要求；实验室承重及实验台承重应符合设备说明书要求；空间应确保维修、紧急关闭电源需要的空间；电源应符合GB 4793.9《测量、控制和实验室用电气设备的安全要求》。全自动核酸提取纯化设备及核心检测设备应连接不间断电源（UPS）上，并良好接地。电源应留有功率冗余。
b）保障人员和环境安全的要求
见4.1部分相应内容。

[bookmark: _Toc87969312]4.2.3 质量控制关键点
4.2.3.1校准及移动
全自动核酸提取纯化设备安装后应进行校准，校准内容应包括但不限于：设备温控单元（如包括）的温度、设备移动单元（如包括）等的位移精度、设备移液单元（如包括）的移液准确度、设备震荡单元（如包括）的工作情况等。设备安装后，应避免移动，否则应重新进行校准。实验室应建立文件化要求规定校准内容及校准的时间间隔，文件要求应符合设备供应商说明及相关标准规定等。
4.2.3.2 性能验证：
除参考CNAS-GL039：2019《分子诊断检验程序性能验证指南》，进行性能验证外，还应考虑，
a）防污染验证：推荐进行防污染验证。可采用棋盘法，即阴性和阳性质控品或样本交叉摆放，样本数量≥5本个，按试剂盒说明书在全自动核酸提取纯化制备提取纯化核酸后进行检测。阴性样本应不出现阳性结果。
b） 信息传输验证：具有信息传输功能的全自动核酸提取纯化设备在使用信息传输功能前，应进行信息传输验证。
c）提取方法学比对：对于同一检测项目同时采用不同方法进行核酸提取纯化操作的，如同时人工和全自动核酸提取纯化设备、同时使用不同类型的全自动核酸提取纯化设备等，还应进行人工与全自动核酸提取纯化设备间的比对、不同提取纯化方法之间的比对等。可仅对核酸提取纯化步骤进行比对，也可通过全过程结果比对，间接进行核酸提取纯化方法学之间的比对。
4.2.3.3 检测前质量控制
样本的采集应参考相关临床标准进行。
4.2.3.4 检测中质量控制
同4.1.3.3，此外，全自动核酸提取纯化设备在使用过程中出现仪器卡顿、错位、移液装置吸头脱落等意外中断情况时，设备上的待测样本应全部重新进行包括添加样本在内的核酸提取纯化操作。
4.2.3.5 检测后质量控制
同常规PCR分析步骤。

[bookmark: _Toc87969313]4.2.4 安全管理
    参见4.1相应部分内容。
此外，全自动核酸提取纯化设备应具有紫外消毒功能或额外配置移动式紫外消毒灯进行近距离直射消毒。应具有屏蔽盖并可以在工作过程中关闭，以防止样本喷溅造成污染风险。
人员对全自动核酸提取纯化设备进行操作过程中，应按照实验室安全要求，至少采用二级防护要求进行防护（涉及新型冠状病毒等高致病性病原微生物样本时，应采用生物安全三级实验室个人防护）。

[bookmark: _Toc87969314]4.3 全自动核酸提纯及荧光PCR分析系统
[bookmark: _Toc87969315]4.3.1 工作流程
全自动核酸提纯及荧光PCR分析系统的整体检测流程并没有改变，依旧由试剂配制、样本核酸纯化、反应体系构建、PCR扩增、数据分析等一系列流程构成，仅仅是通过设备的结构设计使各个功能组件组合到了一起、通过自动化控制程序控制各个功能组件的运转、通过网关收集/分析数据并可通过网关将数据上传到LIS系统。以实现全程无人工参与的全流程自动化。

[bookmark: _Toc87969316]4.3.2 设施设备与环境
4.3.2.1 设施设备
    一体的检测设备可包含不同分工模块，例如：
a）样本供应模块：样本的输入与输出；
b）转移模块：样本识别；将样本和质控品转移到处理板；
c）处理模块：样本纯化，包括裂解、清洗、洗脱；PCR反应体系构建，即在96孔扩增板中完成试剂、样本的混合，并封膜；
d）分析模块：扩增反应及检测；
e）库存管理单元：存储试剂、质控品、裂解液、洗脱液、磁珠、洗液等；存储耗材，包括深孔板、96孔扩增板、吸液枪头等；存储废物，包括废液、使用过的吸液枪头、深孔板及96孔扩增板等。
全自动核酸提纯及荧光PCR分析系统常采用全封闭结构设计，仍需要安装在生物安全二级或以上级别实验室使用，并严格执行实验室操作流程。
4.3.2.2 环境要求
    参见4.1相应部分内容。

[bookmark: _Toc87969317]4.3.3 质量控制关键点
全自动核酸提纯及荧光PCR分析系统本身应具有严格的完整的质量监控，从样本上机后的样本识别、样本质量监测、每一个操作步骤及机械元件的状态到数据计算、结果有效性检查等全过程均在系统自身的质量监控体系的监督之下，用以保障发出的报告的准确性。
除需满足本文4.2.3（质量控制关键点）内容外，还应考虑：
a）标准操作：操作员严格按照厂家操作SOP进行实验操作；
b）试剂、耗材管理：必须按照厂家要求进行试剂、耗材的存储和有效期的管理。

[bookmark: _Toc87969318]4.3.4 安全管理
参见4.1相应部分内容。

[bookmark: _Toc87969319]5 基于高通量测序的核酸检测程序
[bookmark: _Toc87969320]5.1 工作流程
5.1.1 工作流程
高通量测序核酸检验流程如下图1：样本采集
样本运输
送检申请
样本接收
文库定量和混合
样本前处理
核酸提取
文库构建
测序
信息分析
结果解读
报告发放



图1 高通量测序检测流程图

其中检验前、检验中、检验后过程要求应符合GB/T 22576.1-2018中5.4～5.9要求，高通量测序的核酸检测工作流程中还需注意以下几点：
——文库构建：提取后的核酸经过片段化、反转录（如适用）、末端修复、5’端磷酸化、加接头和标签序列、扩增等步骤，构建可用于测序的DNA片段，在每个环节根据检测项目的特性进行纯化去除杂质；
——文库定量和混合：使用文库浓度检测设备，对所得文库进行DNA浓度或片段大小测定，通常文库的混合方案采用等物质的量方式将带有不同标签序列的文库进行混合；
——信息分析：使用既定的信息分析流程及相关数据库，对测序数据进行处理及分析的过程。生物信息分析的数据文件格式一般为FASTA格式、FASTQ格式、SAM格式、BED格式、VCF格式等；
——结果解读（如适用）：实验室根据不同的检测项目使用特定的数据库，对检测的目的疾病、特定突变位点、病原分型鉴定和病原变异等进行解析和判定，便于临床医生和受检者理解；
——报告发放：由具备相关专业技术职称的授权人员对报告内容进行核对和签发，并以约定的形式发送给送检客户或受检者，如适用，应提供遗传咨询或报告解读的途径以供受检者咨询。

[bookmark: _Toc87969321]5.2 设施设备与环境
5.2.1	设施设备
a）检测设备
高通量测序实验室按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》应满足“各区独立、注意风向、因地制宜、方便工作”原则。高通量测序实验室至少包括试剂准备区、样本与文库制备区、文库扩增与检测区和测序区，在此基础上根据检测项目和检测流程适当增加功能区域，如使用捕获测序法的实验室应增设杂交捕获区，同时开展组织样本核酸提取和游离DNA样本核酸提取的实验室应增设多个标本制备区。此外，高通量测序核酸检测实验室可根据运算和存储服务器大小设置单独的机房区域，用于存放服务器。
高通量测序核酸检测工作中，不同的检测项目所用到的检测设备也不相同，实验室应根据检测项目需求、仪器性能、仪器参数要求等选择相匹配的仪器型号以满足检测的要求。检测过程使用的主要检测设备如下：
1）样本前处理：针对不同样本类型选择不同的前处理设备，如离心机、组织细胞匀浆仪、温浴仪等；
2）核酸提取和文库构建：移液器、离心机、振荡器、磁力架、温浴仪、PCR仪，核酸片段化设备如打断仪、杂交捕获设备如杂交仪等。实验室可使用自动化核酸提取仪、自动化移液工作站等自动化设备替代手工操作；
3）核酸浓度检测设备如电泳仪、荧光定量仪、微量分光光度计和荧光分光光度计 等；
4）文库定量和混合：文库浓度检测设备通常有生物分析仪、qPCR仪、Qubit、等，文库混合设备主要为移液器、离心机，也可使用自动化移液工作站替代手工操作；
5）测序：基因测序仪、测序仪配套或辅助设备等；
b）高通量测序实验室主要的安全设备包括生物安全柜、样本灭活设备、高压灭菌器、紫外线消毒灯和空间灭菌器等。

5.2.2 环境要求
a）保障检测质量的要求
1）高通量测序实验室应监测环境温湿度，不得放置任何可能导致震动的设备，测序区应采取减震措施减少测序仪周围环境中震动的发生；
2） 高通量测序实验室应制定室内质控规则，根据不同检测项目设置不同频次的空白质控（超纯水）。如果空白质控不合格应调查不合格原因并采取纠正和预防措施。实验室还应定期采集实验室环境样本进行环境评价，即采集桌面、移液器、仪器、气溶胶等样本，按照实验流程进行核酸检测。如环境样本核酸检测不合格应按照实验室清洁流程进行清洁后重新采样评估；
3）高通量测序实验室对网络系统有较高要求，网络类型要求局域网，网络带宽一般不低于1 Gbit/s。实验室应根据检测项目数据量需求配置服务器资源，需考虑CPU、内存和磁盘存储的要求。
b）保障人员和环境安全的要求
1）高通量测序实验室各区空调相互独立，不可连通。对于有负压要求的实验室应设置机械通风系统，且独立于所在建筑的通风系统。对于非负压实验室如果没有通风系统，可采用自然通风，即各区域必须有外通的窗户，可在窗户上安装由室内向室外排出空气的排风扇；
2） 实验室应配置洗眼器和紧急喷淋，用于紧急情况的应急处理；
3）测序仪芯片或载片仓内的激光器产生的激光存在潜在人体危害，仪器运行时应确保芯片仓门已关闭；
4）测序仪产生的废液使用废液桶收集，废液中的化学成分对眼睛、皮肤和粘膜有刺激，在废液处理操作过程中，操作者需遵守实验室安全操作规程，并穿戴好个人防护装备。废液应按照医疗废物处置交由具有资质的医疗垃圾处理单位处理；
5）测序区和服务器机房使用的消防灭火系统，应避免水、泡沫、干粉等消防设施对测序仪等精密贵重仪器造成损害。

[bookmark: _Toc87969322]5.3质量控制关键点
5.3.1性能验证
实验室使用经药品监督管理局批准的试剂盒在用于临床检测前，应对检测系统进行性能验证。性能验证内容参考CNAS-GL039：2019《分子诊断检验程序性能验证指南》。
5.3.2检验前质量控制
5.3.2.1 临床咨询
临床医师应结合受检者的临床症状、检测目的等方面提供有针对性的基因检测策略，并说明检测策略的检测预期用途、检测范围、优势、局限性及检测周期等。
5.3.2.2 检测项目申请单及知情同意的填写
临床医师在完成充分的临床咨询后，由受检者自愿决定是否进行检测，并完成检测项目申请单填写，指导受检者充分了解并签署知情同意书。
5.3.2.3 样本采集
a）采样类型和采样量的要求
高通量测序核酸检测项目的采样类型和样本采集量，应由DNA起始量的要求、建库的方法，测序所需要的最低文库量，最低检测限等多个因素决定。检测项目投入临床使用前，应明确规定检测项目采集的样本类型、样本量，有明确的接收及拒收样本的标准。高致病性病原微生物，应根据相关法规要求，结合流调信息和病例传播链关系，确定优先采集的病例。
b）样本采集容器的要求
样本采集前应明确所需采集的样本类型，承装容器，承装的容器使用的防腐剂或抗凝剂应避免影响核酸检测，并对运输及保存温度、保存时间、细胞的保存稳定性等性能指标进行验证。 
5.3.2.4 样本运输、接收与保存
 见4.1.3.2部分内容。
5.3.3 检验中质量控制；
5.3.3.1 核酸提取
不同类型的样本，对核酸提取的质量和要求不一样，一般通过检测核酸浓度、核酸纯度及核酸的片段分布来评价核酸提取的质量。
5.3.3.2 文库构建
一般通过文库浓度及文库片段分布范围来评估文库的质量。不同的测序平台，不同的检测项目，在文库构建使用的接头及标签序列不同，文库的浓度及片段分布也会不同。
5.3.3.3 文库定量和混合
高通量测序核酸检测项目可通过加入与文库基质相同或相似的质控样品评估文库浓度检测过程的稳定性。使用荧光定量的方法时，实验室应按照既定规则制作标准曲线及其判断标准，保证定量准确性。必要时，实验室可通过质控规则（如Westgard质控规则）来监控文库定量准确性。
文库混合一般采用等物质的量的方式对不同标签序列的文库进行混合，实验室应制定混合后文库浓度的合格标准。
5.3.3.4 测序
高通量测序应根据测序平台及检测项目确定上机策略，并建立测序质量指标及标准，通常包括测序类型、测序读长、测序深度、Q20、Q30、total reads、total bases等指标。
5.3.3.5 信息分析
实验室应建立生物信息分析流程的质量控制标准，包括reads质量、GC含量、比对率、reads比对质量、最低测序深度、最小突变频率、链偏倚等。生信分析流程应有唯一的版本标识，一旦分析流程发生变更，应重新进行性能确认。
5.3.3.6 结果解读
实验室应依据国际权威的参考指南，建立结果解读的标准和报告的原则。解读前应对质控数据进行核查，结合受检者的临床信息、临床症状、临床诊断等信息，决定报告的病原体、基因突变等结果。对于低置信变异、高致病性病原微生物检出等应进行变异或检出序列验证。结果解读相关的数据库应定期更新，确保数据及时有效。实验室应定期对同一疾病系统或类型的案例进行回顾性分析，当阳性率发生显著波动时，需及时排查原因并采取纠正预防措施。
5.3.3.7 设备管理
高通量测序核酸检测实验室设备的通用管理要求应符合CNAS-CL02-A001:2021《医学实验室质量和能力认可准则的应用要求》5.3.1 设备。基因测序仪安装调试后，由生产商进行安装确认、运行确认、性能确认，实验室根据检测项目情况对新启用的测序仪进行性能验证。此外，基因测序仪在移动、关键部件更换后均应重新进行性能验证。测序仪日常使用应对测序仪软件模块（用户UI启动检查）、电脑模块（硬盘空间）、电源模块（电源虚接）、流体模块（密封圈、负压、注射器、芯片过液等）、冰箱温度、试剂针等进行检查，在使用前和使用后进行仪器清洗。每年定期对测序仪进行预防性维护保养，包括仪器深度清洁、温控系统、流体和真空系统、自动化系统、光学组件、激光组件等的检查和性能测试。
5.3.3.8 人员管理
    从事高通量基因检测人员须按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》进行管理，经省级以上卫生行政部门指定机构技术培训考核合格后，方能从事临床基因扩增检验工作。
5.3.3.9 室内质量控制与室间质评
高通量测序核酸检测应设置监控全流程的室内质控品。每个检测批次均应设置阳性质控品、阴性质控品、空白质控品，以监控检测过程质量。
    高通量测序核酸检测实验室开展的检测项目，每年应参加省级以上临床检验中心组织的能力验证或室间质评计划。 
5.3.4 检验后质量控制
检验后环节主要包括报告的解释及发放，数据及报告的保存及样本的保存。
报告在发放前应由具备相关专业技术职称的授权人员核对无误后方可签发。实验室使用信息系统进行报告发放的，应定期验证信息系统传输一致性。系统权限应进行分级控制。
实验室应建立高通量测序数据保存类型和保存期限，一般保存FASTQ文件、BAM文件和VCF文件，并保留双备份。数据保存应符合《CNAS-CL02-A001:2021医学实验室质量和能力认可准则的应用要求》4.13 记录控制。高通量测序数据涉及受检者隐私，未经授权不得公开。
应根据相关法律、法规、部门规章、技术指南的要求，以及样本类型、待测成分、样本量、复检流程等，制定样本保存期限，并按照样本可稳定存储的条件进行保存。超过保存期限的样本，按照医疗废物进行处理。
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A.1 采样方法
物体表面取样时用蘸取灭菌的生理盐水/PBS缓冲液的植绒拭子在采样区域内画交叉线（如图A.1），尽量让植绒拭子每个面都接触到采样目标，一个采样点使用一个植绒拭子，采样完后把手持部分折断丢弃，植绒拭子部分装入含有病毒保护液的采样管，确保拭子浸泡在液面下，塞紧离心管盖子并记录采样信息。
[image: ]
图A.1 采样区域内交叉线采样法
A.2 采样区域及编号
根据不同采样区域和采样点及要求进行采样，每个采样点单独一个植绒拭子，按照表2中要求放置到含有病毒保护液的采样管中并标注采样编号，如采样编号为管1中应放置的是把手、传递窗、台面单独采样的3个植绒拭子。


表A.1 不同采样区域和采样点
	采样区域
	采样编号
	采样点及要求

	样品处理室
	管1
	把手、传递窗、台面

	
	管2
	组织研磨仪、离心机、生物安全柜

	
	管3
	留样冰箱、临时存放样品冰箱

	
	管4
	气溶胶【外部环境】、气溶胶【生物安全柜内】

	
	管5
	移液器

	血清检测室
	管6
	地面、把手、台面、移液器

	
	管7
	恒温培养箱、振荡器、洗板机、酶标仪内部、生物安全柜

	体系配置室
	管8
	把手、仪器、台面、离心机

	
	管9
	气溶胶【外部环境】、气溶胶【生物安全柜内】

	
	管10
	移液器、超净工作台/生物安全柜

	核酸提取室
	管11
	把手、台面、离心机、核酸提取仪

	
	管12
	气溶胶【外部环境】、气溶胶【生物安全柜内】

	
	管13
	移液器、生物安全柜

	核酸扩增室
	管14
	把手、台面、荧光PCR仪

	
	管15
	气溶胶

	危废处理室
	管16
	地面、把手、台面


【地面】实验区域内人员流动踩踏频率高的地面位置，如实验区域或办公区域凳子下脚自然放置的地面位置、实验过程中实验员停滞站立的地面位置、进出开关门停滞站立的地面位置，画交叉线涂擦采1个样品。
【把手】门把手、冰箱冰柜把手、传递窗以及其他设施设备把手，涂擦采1个样品。
【台面】操作台面、桌面、仪器承重面如冰柜面，画交叉线涂擦采1个样品。
【仪器】各区域内仪器设备的按键开关或者内部存在污染风险的地方采1个样品。
【气溶胶】分为生物安全柜内部及柜外环境，取1.5ml离心管加入500µl水开盖放置过夜，至少12小时。
【移液器】各区域内常用移液器的外表面及内部采1个样品。
A.3 采样注意事项
1. 使用的耗材应为高压过的或者是一次性无菌无酶的耗材；
2. 采样人员应防止采样错误操作而造成的核酸交叉污染；
3. 样品若不能及时检测，应放置于冷冻室保存，并做好详细标记。
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