Eurachem

Akredytacja Laboratoriow
Mikrobiologicznych

Wydanie drugie 2013



Wydanie Drugie

Niniejszy dokument zostat opracowany przez Eurachem. Podaje on stosowne informacje
i wskazéwki dla laboratoriéw mikrobiologicznych dotyczgce sposobu przygotowania sie do
spetnienia wymagan normy ISO/IEC 17025.

Wydawcy:
Mary Eleftheriadou, European University Cyprus
Kyriacos C. Tsimillis, Cyprus Accreditation Body

Skiad utworzonej ad hoc Grupy Roboczej:

M. Eleftheriadou, European University Cyprus

K. C. Tsimillis, Cyprus Accreditation Body

G. T. Papageorgiou, State General Laboratory, Cyprus
N. Pissarides, State General Laboratory, Cyprus

A. Varnava-Tello, State General Laboratory, Cyprus

Zalecane cytowanie:

Zaleca sie, aby niniejszy dokument byt cytowany* w nastepujgcy sposob:

M. Eleftheriadou and K. C. Tsimillis (Eds), Eurachem guide: Accreditation for Microbiological
Laboratories, Second edition (2013), ISBN: 978-91-87017-92-6.

Dostepne na stronie www.eurachem.org.

*Przedmiot wymagan czasopism

Podzigekowania

Niniejszy dokument zostat opracowany gtéwnie przez utworzong ad hoc Grupe Roboczg
Eurachem we wspéipracy z EA (Europejska Wspdipraca w dziedzinie Akredytacji)
Komitetem ds. Laboratoriow.

Wydawcy wyrazajg wdzigcznos¢ wszystkim poszczegolnym osobom i organizacjom oraz
innym, ktorzy przyczynili sie do powstania tego dokumentu swymi komentarzami, porada
i pomoca.

Wprowadzenie do tftumaczenia

Oryginat publikacji: Eurachem, Accreditation for Microbiological Laboratories, second Edition
2013

Ttumaczenie wykonano w Polskim Centrum Akredytacji, 19.11.2018 r.; www.pca.gov.pl

Wersjg oficjalng (rozstrzygajgcg) jest wersja w jezyku angielskim. Tekst ttumaczenia nie
moze by¢ kopiowany w celu sprzedazy.

AML 2013 str. 2



Akredytacja Laboratoriow Mikrobiologicznych
Wydanie w jezyku angielskim

Wydanie drugie 2013

ISBN: 978-91-87017-92-6.

Copyright © 2013

Zapytania dotyczace ttumaczenia, opracowania i rozpowszechniania nowych wydan niniejszego dokumentu nalezy
kierowa¢ do Sekretariatu Eurachem. Tekst nie moze by¢ kopiowany do dalszej odsprzedazy.

AML 2013 str. 3



SPIS TRESCI

1. Wprowadzenie i zakres dokumentu ...........ccceccimiiinneemnnnnnseen s 5
2, Normy dotyczace akredytacji laboratoriéw mikrobiologicznych ........... 6
3. =Y =T o o - 6
4, STOAOWISKO ....ecucueueerererereeseee e essseesste s ssassessssseseseseessesssssssasssssss saesesssnsnnns 7
4.1.POMIESZCZENIA. ..o ieereer e s e e 7
4.2.Monitorowanie Srodowiska ...........cccceeemiiiirrrnnnnneer s 8
T N o [T =Y T T 8
5. Walidacja i weryfikacja metod badawczych............ccccovevcrrrriinnccccccnnes 9
5.1.Dob6ér metod badawczych ........ccccoo i 9
5.2.Walidacja ......ccccceriieeriiiniir s 9
5.3.Weryfikacja ......ccccviirieemiiirrrnnseer e 9
6. NiepeWNOSE POMIAIU........ccciiiii e s 10
7. Wyposazenie — konserwacja, wzorcowanie i sprawdzanie parametréw 1
A I T o7 T o T 1
7.2.Wzorcowanie i sprawdzanie parametrow ...........cccccccmireiiinnnnncsnnnnnnns 1
7.2.2.Wyposazenie do pomiaru temperatury .........cccccviviirminninnnennissnnnns 1
7.2.3.Cieplarki, taznie wodne, sterylizatory..........ccccocmnriiiininiiicnniiccen, 1
7.2.4. Autoklawy wraz z urzadzeniami do przygotowywania pozywek .. 1
7.2.5.0dWazniki I Wagi ......ccccerriiimnii e 12
7.2.6.Wyposazenie do pomiaru objetosci .......ccccvvevccrniiiiiiccinnseen s 12
7.2.7.TermOCYKIEIY.......coi i s 12
7.2.8.Pozostale Wyposazenie .........cccceviiieeeriinnnnin s 12
8. OdczynniKi | POZYWKI......cciiceeeriiiiir it 13
8.1.0dCZYNNIKI ..oeerriiieer i 13
8.2.Pozywki przygotowywane w laboratoriach ............cccccveiiiinniciinnnnn, 13
8.3.POZyWKi OtOWE.......co it 13
8.4.ZNaKOWANIE.......coiiieerir et s 14
9. Materialy odniesienia i kultury odniesienia ...........ccccocveviiiiiicccnnicccnnnn, 15
9.1. Materialy odniesienia ..........cccceriiiiiiiiicccsnn 15
9.2.Kultury odniesienia ........ccccoooviiiiiisiiicrn 15
10. Pobieranie Probek ..o 16
11. Postepowanie z probkami i identyfikacja .........cccceeeiiiiiiciiiincces 17
12. Usuwanie zanieczyszczonych odpadow ............cccociiiiiiisnnicccsnnnnsceeennn, 17
13. Zapewnienie jakosci wynikéw/kontrola jakosci wykonania ................... 18
13.1.Wewnetrzne sterowanie jakoscig .........cccceccmiiiiveeernninisenninsseneennanes 18
13.2.Zewnetrzna ocena jakosci (badanie biegtosSci) .........ccccevviiiveeeriiians 18
14. Sprawozdaniazbadan ..........c.cociiiiiiiiiiiii 19
Zatacznik A Terminologia.........ccoiiiiiiiiiiiiii 20
Zalacznik B Ogodlne zasady stosowania kultur odniesienia................... 22
Zatacznik C Wytyczne dotyczace wzorcowania i wzorcowan sprawdzajacych 23
Zatacznik D Wytyczne dotyczace walidacji wyposazenia i sprawdzania
PArametrOW. .. ..o 24
Zatacznik E Wytyczne dotyczace konserwacji urzadzen....................... 26
Bibliografia 27
AML 2013 str. 4



1. Wprowadzenie i zakres dokumentu

11. Ogodlne wymagania dla akredytacji podane
sg w normie miedzynarodowej: Ogdlne wymagania
dotyczgce kompetencji laboratoriow badawczych
i wzorcujgcych (ISO/IEC 17025 wyd.2., 2005),
zwanej odtad normg ISO/IEC 17025 [1]. Laboratoria
zamierzajgce uzyskac akredytacje, muszg spetniac¢
wszystkie jej wymagania.

1.2. Niniejszy dokument dostarcza laboratoriom
wykonujgcym badania mikrobiologiczne,
odpowiednie informacje dotyczace spetnienia
wymagan normy ISO/IEC 17025, podajgc
szczegbtowe wytyczne na temat takich wymagan
dla podmiotéw podejmujgcych badania materiatow,
produktéw i substancji. Niniejsze wytyczne dotyczg
wykonywania  wszystkich rodzajow pomiaréow
rutynowych, nierutynowych, lub w ramach badan
i rozwoju. Mimo tego, Ze niniejsze wytyczne sa
napisane gtéwnie z mysla o badaniach
mikrobiologicznych zywnosci, wody i $rodowiska,
ogllne zasady mozna zastosowaé do innych
obszaréw badan. Ponadto, mogg byé one
przydatne w laboratoriach medycznych, gdzie
stosuje sie norme ISO 15189 [2] jak rowniez
w laboratoriach  badawczo-rozwojowych. Norma
ISO/IEC 17025 pozostaje wigzgcym dokumentem,
a w przypadkach spornych, jednostki akredytujgce
bedg mie¢ gtos rozstrzygajacy w odniesieniu do
spraw nie rozwigzanych w niniejszym dokumencie.
Zaleca sie jednakze, aby zwréci¢é uwage na
dodatkowe wymagania dotyczace badan
mikrobiologicznych w obszarze medycyny, t,|.
wymagania dotyczace bezpieczenstwa,
postepowania z probkami, kwalifikacji personelu.
Wytyczne zawarte w niniejszym dokumencie mogag
by¢ takze przydatne dla podmiotéw pracujgcych

nad rejestracjg w zakresie innych norm
jakosciowych  takich jak  Dobra  Praktyka
Laboratoryjna  (GLP) [3], Dobra Praktyka

Produkcyjna (GMP) [4] i Dobra Praktyka Kliniczna
(GCP) [5].

1.3. Niniejszy dokument mozna traktowac¢ jako
dokument zawierajgcy wytyczne dla badan
mikrobiologicznych zgodnie z Zatgcznikiem B

normy ISO/IEC 17025, uwzgledniajgcym
wymagania Porozumienia o] Wzajemnym
Uznawaniu EA (EA MLA). Dokument zostat

opracowany przez Eurachem we wspétpracy
z Komitetem ds. Laboratoriow EA (EA LC) jako
pomoc, utatwiajgca laboratoriom mikrobiologicznym
spetnienie wymagan  akredytacji poprzez lepsze
zrozumienie postanowien zaréwno norm
dotyczgcych akredytacji jak i okreslonych norm
branzowych tam gdzie majg zastosowanie.

1.4. Przyjmuje sie, ze badania mikrobiologiczne
obejmuja: badania jatowosci, wykrywanie, izolacje,
liczenie i identyfikacje mikroorganizmdw (wirusy,
bakterie, grzyby i pierwotniaki) oraz ich metabolitéw

w roznych substancjach i produktach, lub
wszelkiego rodzaju préby wykorzystujgce
mikroorganizmy jako element systemow
wykrywania, jak  réwniez  wykorzystywania

mikroorganizméw do badan ekologicznych. Wynika
z tego, ze niektére wytyczne podane w niniejszym
dokumencie, takie jak dotyczgce Srodowiska

laboratorium, bedg wymagac stosownej
interpretacji. Niniejszy dokument moze takze
dostarczy¢ wytyczne dla laboratoriéw

postugujgcych sie takimi technikami w dziedzinach
pokrewnych mikrobiologii jak biochemia, biologia
molekularna i hodowla tkanek, chociaz dla takich
laboratoriéw mogg istnie¢ dodatkowe wymagania.

1.5. Niniejszy dokument dotyczy jakosci
wynikéw badan, a nie odnosi sie w szczegdlny
sposéb do zagadnieh zdrowia i bezpieczenstwa.
Zaleca sie jednakze, aby praktyka laboratoryjna
byta zgodna z krajowymi regulacjami dotyczgcymi
zdrowia i bezpieczenstwa. Warto zaznaczyé, ze
w niektérych przypadkach, zagadnienia dotyczace
zdrowia i bezpieczenstwa mogg mie¢ wplyw na
jakos¢ badan, co laboratoria bedg musiaty wzig¢
pod uwage. Niniejsza wersja dokumentu
uwzglednia najnowsze trendy w mikrobiologii np.
technike PCR w Czasie Rzeczywistym (Reakcja
tancuchowa Polimerazy — Real -Time PCR)
stosowang do wykrywania obecnosci
mikroorganizmow. Metody molekularne odgrywajg
obecnie bardzo wazng role w analizach
mikrobiologicznych, albo jako etapy
potwierdzenia/identyfikacji, albo jako alternatywne
metody wykrywania.

1.6. Definicje terminéw
w dokumencie podano w Zatgczniku A.

stosowanych
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2. Normy dotyczace akredytacji
laboratoriéw mikrobiologicznych

Giébwne  normy  stosowane w _ akredytacii
laboratoriéw

ISO/IEC 17025, Ogdélne wymagania dotyczace
kompetenc;ji laboratoriow badawczych
i wzorcujgcych [1]

ISO 15189. Laboratoria medyczne — Wymagania
dotyczgce jakosci i kompetencji [2]

Terminologia

ISO 9000, Systemy zarzadzania jakoscig -—
Podstawy i terminologia [6]

Poradnik ISO/IEC 99:2010 Miedzynarodowy

stownik metrologii. Pojecia podstawowe i ogdlne
oraz terminy z nimi zwigzane (VIM 3) (dostepny
jako JCGM 200 na stronie www.bipm.org ) [7]

Normy podstawowe

ISO 7218 - Mikrobiologia zywnosci i pasz —
Wymagania ogolne i zasady badan
mikrobiologicznych [8]

ISO/TS 19036 - Mikrobiologia zywnosci i pasz -
Wytyczne do szacowania niepewnosci pomiaru
w metodach ilosciowych (tgcznie z poprawkg 1:
Niepewnos¢ pomiaru  przy niskiej liczbie
drobnoustrojow) [9]

ISO 29201 - Jako$¢ wody — Zmienno$¢ wynikow
badan i niepewnos$¢ pomiaru mikrobiologicznych
metod oznaczania liczby drobnoustrojow [10]

ISO 8199 - Jako$¢ wody — Ogodlne wytyczne
oznaczania liczby bakterii metodg hodowli [11]

Szczegodtowa lista dokumentéw do uwzglednienia
znajduje sie w pozycji Bibliografia.

3. Personel
ISO/IEC 17025, punkt 5.2.

3.1. Zaleca sie, aby badania mikrobiologiczne
byly wykonywane lub nadzorowane przez osobe,
posiadajgcg wyzsze wyksztatcenie w dziedzinie
mikrobiologii lub  réwnowazne. Alternatywne
kwalifikacje mogg spetniaé te wymagania, jesli
pracownicy laboratorium posiadajg odpowiednie
duze doswiadczenie zwigzane =z zakresem
akredytacji. Zaleca sie, aby personel posiadat
odpowiednie doswiadczenie praktyczne, zanim
uzyska prawo wykonywania bez nadzoru pracy
objetej zakresem akredytacji, lub zanim zostanie
uznany za dostatecznie doswiadczonego do
nadzorowania prac, podlegajgcych akredytaciji.
Okreslone przepisy krajowe mogg nie uwzgledniac
wytycznych podanych w niniejszym dokumencie.

3.2, Jezeli laboratorium wigcza opinie
i interpretacie wynikéw badan do sprawozdan,
powinno to byé wykonane przez upowazniony
personel, posiadajgcy wiasciwe doswiadczenie
i odpowiednig wiedze dotyczgcg okreslonego

zastosowania, jak rowniez prawnych
i technologicznych  wymagan oraz  kryteriéw
akceptowalnosci wynikow.

3.3. Kierownictwo laboratorium powinno

zapewni¢, aby calty personel otrzymat wiasciwe
szkolenie w zakresie kompetentnego
przeprowadzania badan i obstugi wyposazenia.
Zaleca sie, aby program obejmowat szkolenie
w zakresie podstawowych technik, np. zalewanie
ptytek, liczenie kolonii, techniki aseptyczne itp. oraz
sprawdzian dopuszczalnosci do przeprowadzania
badan w oparciu o obiektywne kryteria. Personel
moze wykonywac¢ badania na probkach tylko wtedy,
kiedy zostanie uznane, ze posiada on odpowiednie
do tego kompetencje, albo gdy bedzie wykonywac
te prace pod odpowiednim nadzorem. Zaleca sie

state  obiektywne monitorowanie = kompetencji
personelu, z przewidzianym ponownym
przeszkoleniem w razie koniecznosci.

W przypadku, kiedy okreslona metoda lub technika
nie jest stale stosowana, moze zachodzi¢
konieczno$¢ sprawdzenia kwalifikacji personelu
przed przeprowadzeniem badan. Zaleca sie
ustalenie i udokumentowanie dopuszczalnego
odstepu czasu pomiedzy wykonywaniem badan.
Interpretacja  wynikbw  badan pod katem
identyfikacji i weryfikacji mikroorganizmoéw jest
Scisle powigzana z doswiadczeniem kazdego
z wykonujgcych analitykéw i zaleca sie regularne
monitorowanie kazdego z nich.

3.4. W niektérych przypadkach bardziej
wlasciwe moze by¢ odnoszenie kompetencji do
konkretnej techniki lub urzgdzenia, niz do metod.

3.5. Kompetencje personelu do wykonywania
badan powinny by¢ udokumentowane
w odniesieniu do wynikéw wewnetrznej

i zewnetrznej kontroli jakosci. Zaleca sig, aby
skuteczno$¢ programu szkoleniowego jak réwniez
identyfikacja dalszych potrzeb szkoleniowych byta
oceniana na podstawie tych wynikéw.
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4. Srodowisko

ISO/IEC 17025, punkt 5.3.
Patrz takze I1SO 7218 [8] punkt 3.

4.1. Pomieszczenia

41.1. Typowe laboratorium  mikrobiologiczne
sktada sie z pomieszczen badawczych (tam gdzie
wykonuje sie okreslone badania mikrobiologiczne i
zwigzane z nimi czynnosci) oraz pomieszczeh
pomocniczych (wejscia, korytarze, pomieszczenia
administracyjne, szatnie i toalety, magazyny,
archiwa itp.). Ogdlnie méwigc, istniejg okreslone
wymagania srodowiskowe dotyczgce warunkow
przeprowadzania badanh. Zaleca sie, aby zaleznie
od rodzaju przeprowadzanych badan, ograniczy¢
dostep do laboratoriéw mikrobiologicznych tylko dla

uprawnionego personelu. Tam gdzie takie
ograniczenia obowigzuja, zaleca sie
poinformowanie personelu o:

(a) zamierzonym przeznaczeniu danego
obszaru;

(b) ograniczeniach obowigzujgcych podczas
pracy w takim obszarze;

(c) przyczynach wprowadzenia takich
ograniczen;

(d) wiasciwych stopniach izolacji.

41.2. Zaleca sie, aby laboratorium byto
zorganizowane tak, aby zminimalizowa¢ ryzyko
zanieczyszczenia krzyzowego, tam gdzie jest ono
istotne dla rodzaju przeprowadzanych badan. Cele
te mozna osiggnaé, na przyktad, w nastepujacy
sposoéb:

(a) budowa laboratorium zgodnie z zasadag
»drogi jednokierunkowe;”;

(b) wykonywanie procedur w  okreslonej
sekwencji z zachowaniem odpowiednich $rodkéw
ostroznosci, zapewniajgcych integralnos¢ badan i

prébek (np. stosowanie szczelnie zamykanych
pojemnikow)
(c) rozdzielenie wykonywanych czynnosci w

czasie lub przestrzeni

4.1.3. Powszechnie uwaza sie, ze dobrg praktyka
jest posiadanie odrebnych pomieszczen Ilub
wyraznie oznaczonych obszaréw, przeznaczonych
do:

e przyjmowania i przechowywania prébek;

e przygotowywania probek (np. zaleca sie
wykorzystywanie wydzielonego miejsca do
przygotowywania prébek produktéw
sproszkowanych, prawdopodobnie  silnie
zanieczyszczonych);

e badania probek, w tym inkubacji;

e utrzymywania kultur odniesienia;

e postepowania z przypuszczalnie
chorobotwdrczymi bakteriami (patogenami);

e przechowywania pozywek i odczynnikow;

e przygotowania pozywek i sprzetu wraz z ich
sterylizacjg;

e oceny jatowosci;

e odkazania;

e mycia szkfa i innego wyposazenia;
e przechowywania niebezpiecznych
chemicznych.

Srodkow

Zmywalnie (po odkazeniu) mozna tgczy¢ z innymi
czesciami laboratorium pod warunkiem zachowania
niezbednych srodkéw ostroznosci, zapobiegajgcych
przenoszeniu sladowych ilosci substancji, ktére
mogtyby ujemnie wptyngé na wzrost
drobnoustrojéw. Zaleca sie ocenienie potrzeby
fizycznego oddzielenia obszaréw, biorgc pod
uwage czynnosci specyficzne dla danego
laboratorium (np. liczba i rodzaj przeprowadzanych
badan).

Zaleca sie, aby nie stosowa¢ praktyki
przemieszczania wyposazenia laboratoryjnego
pomiedzy obszarami pracy, aby unikngé

przypadkowego zanieczyszczenia krzyzowego.

Zaleca sie, aby w laboratorium biologii
molekularnej, w kazdym z obszaréw pracy (..
w obszarach roboczych o niskim- srednim- wysokim
obcigzeniu DNA) stosowac¢ - tylko dla tego obszaru
- pipety, kohcéwki, wirdwki, probowki, odpowiednig
odziez ochronng, bloki grzejne itp. Zaleca sig, aby
tam gdzie przygotowuje sie primery i sondy do
przeprowadzania reakcji tancuchowej polimerazy
(PCR), zapewni¢  odpowiednie  oddzielenie
przestrzeni do wykonywania tych zadan, tak aby
zminimalizowal zanieczyszczenia krzyzowe DNA.
Zaleca sie, aby amplifikacia DNA byta
przeprowadzana w przeznaczonej do tego czesci
laboratorium.

4.1.4. Zaleca sie, aby przestrzeh robocza byta
dostatecznie duza i utrzymywana w czystosci
i porzadku. Zaleca sie, aby wymagana przestrzen
byta proporcjonalna do ilosci przeprowadzanych
analiz oraz ogolnej wewnetrznej organizacji
laboratorium. Zaleca sie, aby przestrzeh ta
spetniata wymagania, okreslone w przepisach
krajowych, o ile takowe istnieja.

4.1.5. Zaleca sie, aby pracownie posiadaty
odpowiednig wentylacje i temperature. Mozna to
zapewni¢ poprzez wentylacje naturalng lub
wymuszong, albo przez zastosowanie urzgdzeh
klimatyzacyjnych. =W  przypadku stosowania
urzadzen klimatyzacyjnych, zaleca sie stosowanie
odpowiedniego typu filtréw, ktére bedg podlegac
kontroli, konserwacji i wymianie zgodnie

z rodzajami wykonywanej pracy. Nie zaleca sie

systemu naturalnej wentylacjii w  czystych

pomieszczeniach lub w pracowniach, gdzie pracuje
sie z bakteriami chorobotwdrczymi

4.1.6. Zanieczyszczenie mozna

poprzez:

o stosowanie gtadkich powierzchni Scian, sufitow
i podiég oraz stotdow (gtadko$¢ powierzchni
ocenia sie na podstawie tatwosci jej mycia). Nie
zaleca sie ptytek ceramicznych jako materiatu
do pokrycia blatéw stotow;

ograniczyc¢
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e potgczenia wkleste (przejscia tukiem — przypis
PCA) pomiedzy podtoga, scianami i sufitem;

¢ minimalizacje otwierania okien i drzwi podczas
przeprowadzania badan;

e instalacje = urzadzen  chronigcych  przed
promieniowaniem stonecznym na zewnatrz
okien;

o fatwy dostep do wewnetrznych urzadzen
chronigcych przed promieniowaniem
stonecznym, w celu ich umycia, jesli nie ma

mozliwosci zamocowania ich na zewnatrz
okien;
e nie umieszczanie rur instalacji wodno-

kanalizacyjnej ponad powierzchniami
roboczymi chyba, ze znajdujg sie one w
hermetycznej obudowie;

e zabezpieczenie wlotéw powietrza do systemow
wentylacyjnych filtrami przeciwpytowymi;

e odrebne stanowiska do mycia rak; najlepiej nie
sterowane recznie;

e zawieszanie szafek tak, aby siegaty do sufitu;

e niestosowanie  nieobrobionego,  surowego
drewna;

e odpowiednio pokryte drewniane powierzchnie
zabudowy i wyposazenia;

e zorganizowanie przechowywania sprzetu
i urzgdzen w sposob utatwiajgcy czyszczenie;

e nieuzywanie mebli, dokumentéw lub Zadnych
innych rzeczy poza absolutnie niezbednymi do
przeprowadzenia badan.

Powyzsza lista nie jest kompletna i nie wszystkie
przyktady stosujg sie do kazdej sytuacji. Zaleca sie,
aby sufity posiadaly gtadkg powierzchnie,
z oswietleniem zamontowanym w réwnej linii
z sufitem, co byloby optymalnym rozwigzaniem.
Gdy nie jest to mozliwe (jak w przypadku
podwieszanych sufitow i lamp wiszgcych), zaleca
sie, aby laboratorium posiadato udokumentowane
dowody, potwierdzajgce, ze nadzoruje wynikajagce z
tego tytutu zagrozenia dla higieny, oraz posiada
skuteczne srodki pozwalajgce na ich opanowanie
np. program czyszczenia i kontroli powierzchni.

41.7. W przypadku, gdy laboratorium jest
zlokalizowane na terenie obiektu produkcyjnego,
personel musi by¢ Swiadomy mozliwosci
zanieczyszczenia obszaréw produkcyjnych; zaleca
sie wykazanie, ze podjeto odpowiednie $rodki
zapobiegajgce takim zdarzeniom.

4.1.8. Przy przygotowywaniu primeréw i sond do
analizy PCR zaleca sie, aby bylo zapewnione
odpowiednie oddzielenie przestrzeni do
wykonywania tych prac, co zminimalizuje
zanieczyszczenie krzyzowe DNA. Zaleca sie, aby
amplifikacja DNA byta przeprowadzana
w przeznaczonej do tego czesci laboratoridw,

4.2, Monitorowanie srodowiska

4.21. Nalezy opracowa¢ odpowiedni program
monitorowania $rodowiska, uwzgledniajacy, na
przyktad, czeste stosowanie ptytek w metodzie
sedymentacyjnej do oznaczania zanieczyszczeh
bakteriami i grzybami, jak rowniez przeprowadzanie
okresowych  wymazéw z  powierzchni dla
oznaczenia roznych istotnych mikroorganizmow,
szczegolnie bakterii chorobotwdrczych. Zaleca sie

ustalenie dopuszczalnego poziomu ta oraz
prowadzenie udokumentowane;j procedury
dotyczacej postepowania w sytuacjach

przekroczenia tych pozioméw. Zaleca sig, aby
analiza danych umozliwiata okreslenie trendow
w zakresie poziomdw zanieczyszczenia.

4.2.2. W przypadku gdy stosowane sg techniki
molekularne, zaleca sie monitorowanie
zanieczyszczen DNA, przy zastosowaniu do reakcji
kontroli ujemnej bez matrycowego DNA (No
Template Control).

4.3. Higiena

431. W laboratorium powinien istnie¢
udokumentowany program czyszczenia sprzetu,
wyposazenia i powierzchni. Zaleca sie, aby
program ten uwzgledniat wyniki monitorowania
Srodowiska i mozliwosé wystgpienia
zanieczyszczenia  krzyzowego.  Zaleca @ sie
opracowanie procedury postepowania z wyciekami
materiatéw biologicznych.

4.3.2. Zaleca sie podjecie srodkow
zapobiegajgcych gromadzeniu sie kurzu, poprzez
zapewnienie wystarczajgcej powierzchni
magazynowej, minimalizacje pracy z dokumentacjg
papierowg w laboratorium oraz zakaz posiadania
roslin i rzeczy osobistych w obszarze roboczym
laboratorium.

4.3.3. Zaleca sie noszenie odziezy odpowiedniej
do rodzaju wykonywanych badan (uwzgledniajac,
w miare potrzeby, ochrone wioséw, brody, rak,
obuwia itp.) oraz zdejmowania odziezy przed
opuszczeniem obszaru laboratorium. Jest to
szczegblnie wazne w przypadku laboratoridw
biologii molekularnej, gdzie np. przemieszczanie sie
z obszaru o wysokim obcigzeniu DNA do obszaru
o niskim obcigzeniu DNA moze mimowolnie
spowodowaé zanieczyszczenie krzyzowe. W wielu
laboratoriach przy przechodzeniu z jednego
obszaru do drugiego moze wystarczy¢é zmiana
zwyktego fartucha laboratoryjnego.

4.3.4. Zaleca sie zapewnienie odpowiednich
urzadzeh do mycia rgk oraz posiadanie procedury
odnosnie  wiasciwego  uzywania  rekawiczek

W pomieszczeniu z nadcisnieniem. ochronnych W _Iabo_ratorlum,_ a’by uniknac
rozprzestrzeniania sie mikroorganizméw.
4.1.9. Pomieszczenia z podcisnieniem wymagane
sg przy pracach z mikroorganizmami o wysokim
stopniu ryzyka.
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5. Walidacja i
badawczych

weryfikacja metod

ISO/IEC 17025, punkt 5.4.5
Patrz takze 1ISO/TS 12869 [12], ISO 7218 [8], I1SO
17994 [13], ISO/TR 13843 [14], I1SO 16 140 [15].

5.1. Dobér metod badawczych

W kazdym przypadku, laboratorium powinno

stosowa¢  odpowiednie  metody badawcze,
pozwalajgce na spetnienie okreslonych potrzeb.
Witym  celuy, najlepiej  stosowa¢  metody

znormalizowane tj. opublikowane w normach
miedzynarodowych, regionalnych lub krajowych,
albo w podrecznikach  naukowych, albo
publikowanych przez szeroko uznane i cenione
organizacje. Metody niniejsze s zazwyczaj
zwalidowane. Jednakze mozna stosowaé inne
metody, pod warunkiem, Zze =zostang one
zwalidowane w danym laboratorium zgodnie
z opisem w punkcie 5.2.1i 5.2.2. Jest to przypadek
metod zaprojektowanych/opracowanych
w laboratorium i metod podanych w normach,
stosowanych poza ich zamierzonym zakresem
i zmodyfikowanych w taki sposéb, ze nalezy
zatozy¢ ich wpltyw na wyniki badan. Ponadto,
w kazdym przypadku, szczegdtowa procedura,
ktéra ma by¢ wykonywana, rézni sie w zaleznosci
od rodzaju metody tj. jakosciowej, pot-ilosciowej
i iloSciowej. Zastosowana metoda/technika okresli
aspekty walidacji, ktére majg by¢ wziete pod
uwage.

W uzyskaniu danych dotyczgcych walidacji metody,
mogg by¢ pomocne nastepujgce normy: ISO/TR
13843, 1SO 16140 1SO 17994.

5.2. Walidacja

Zaleca sie, aby walidacjia metod badan
mikrobiologicznych  odzwierciedlata rzeczywiste
warunki badania. Mozna to osiggngé stosujgc
produkty naturalnie zanieczyszczone lub produkty
sztucznie zanieczyszczone wstepnie okreslong
liczbg mikroorganizmow. Zaleca sie, aby analityk
miat Swiadomos¢, ze dodanie do matrycy
mikroorganizmdéw  zanieczyszczajgcych  imituje
jedynie w sztuczny sposéb obecnos¢ naturalnie
wystepujgcych zanieczyszczen. Tym niemniej jest
to czesto najlepsze i jedyne dostepne rozwigzanie.
Zakres koniecznej walidacji zalezy i tak od metody i
zastosowania. Laboratorium powinnno wykonywac
walidacje metod znormalizowanych, gdy stosuje sie
matryce, nie wyszczegodlnione w znormalizowanej
procedurze.

5.21. Zaleca sie, aby jakosciowe
mikrobiologiczne metody badawcze, takie w ktérych
wynik wyraza sie jako wykryto/nie wykryto, oraz
procedury potwiedzenia/identyfikacji byty
walidowane poprzez okreslenie, w stosownych
przypadkach, specyficznosci, czutosci, wzglednej
poprawnosci, odchylenia dodatniego, odchylenia
ujemnego, granicy wykrywalnosci, efektu wptywu

matrycy, powtarzalnosci i odtwarzalnosci (patrz:
Zatgcznik A — Terminologia).

5.2.2. W przypadku ilosciowych metod badan
mikrobiologicznych, zaleca sie, i jesli to konieczne,
uwzglednienie specyficznosci, czutosci, wzglednej
poprawnosci, odchylenia dodatniego, odchylenia
ujemnego, powtarzalnosci, odtwarzalnosci i granicy
oznaczalnosci ilosciowej w zakresie okreslonej
zmiennosci oraz, w stosownych przypadkach,
okreslenia wyniku iloSciowego. Podczas badania
réznych rodzajéw prébek, nalezy wzig¢ pod uwage
réznice powodowane przez rodzaj matrycy. Zaleca
sie ocenia¢ wyniki przy zastosowaniu odpowiednich
metod statystycznych.

5.2.3. Laboratoria powinny zachowywa¢ dane
z walidacji stosowanych w laboratorium systemow
testowych (zestawy) dostepnych w handlu.
Powyzsze dane z walidacji mozna uzyska¢ poprzez
badania miedzylaboratoryjne, oraz z danych
z walidacji, przedstawianych przez producentow
i poddawanych ocenie strony trzeciej (np. AFNOR,
NordVal, Microval, AOAC). Jezeli dane z walidacji
nie sg dostepne Ilub nie znajdujg w petni
przewidywanego  zastosowania, laboratorium
ponosi odpowiedzialno$¢ za uzupetnienie walidacji
metody.

5.2.4. Jesli wymaga sie, aby zmodyfikowana
wersja metody spetniata takg samg specyfikacje jak
jej oryginalna wersja, to wéwczas zmodyfikowana
metoda musi byé zwalidowana dla tych
parametrow, na ktére prawdopodobnie modyfikacja
ma wptyw. Uktad doswiadczenia i analiza wynikéw
muszg by¢ statystycznie poprawne.

5.2.5. Nawet kiedy walidacja zostanie
zakonczona, moze okazac sie, ze przeprowadzanie
dalszych odpowiednich sprawdzen jest potrzebne
(np. kiedy ma miejsce zmiana czynnikéw
krytycznych) aby potwierdzi¢, ze udokumentowane
wyniki sg nadal osiggane. Mozna to uzyskac
poprzez zastosowanie sztucznie
zanieczyszczonych  probek  lub  materiatow
odniesienia, uwzgledniajgc odpowiednie matryce.

5.3. Weryfikacja

W  przypadku stosowania znormalizowanych
i zwalidowanych metod, jest wcigz wymagane od
laboratorium, aby udowodnito, Zze moze je
wykonywaé w wiarygodny sposob. Nazywa sie to
weryfikacjg — patrz dalej ,Terminologia Eurachem
w Pomiarach Analitycznych”. W celu weryfikacji
metod ilosciowych, laboratorium musi, w wigkszoéci
przypadkow, okresli¢ powtarzalnos¢, niepewnosé
pomiaru (patrz punkt 6) oraz granice oznaczalnosci,
a dla metod jako$ciowych — granice wykrywalnosci.
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6. Niepewnos$¢ pomiaru

ISO/IEC 17025, punkt 5.4.6
Patrz takze ISO/TS 19036 [9], EA-4/16 [16], ISO
29201 [10] i HPA (UK) QSOP4 [17]

6.1. Miedzynarodowg definicje niepewnosci
pomiaru podaje Miedzynarodowy Stownik
Podstawowych i Ogolnych Terminéw Metrologii ISO
(VIM 3) [7], a ogdlna koncepcja niepewnosci
zawarta jest w Przewodniku Eurachem [28]. Obie
normy: ISO/IEC 7025 i ISO 15189 stwierdzajg
potrzebe szacowania przez laboratoria niepewnosci
pomiaru, biorgc pod uwage wszystkie skfadniki,
ktére moga wplywaé na jej wynik. Niepewnosé
pomiaru mozna okreéli¢ tylko dla wynikéw metod
ilosciowych. Ogdlne podejscie do oceny i wyrazania
niepewnosci  pomiaru  w  mikrobiologicznych
badaniach zywnosci i wody oparto na normie
ISO/TS 19036 (dla zywnosci) lub 1SO 29201 i HPA
(UK) QSOP4 (dla wody). Norma ISO 29201 ma
bardziej uniwersalny charakter, obejmuje wyniki
dotyczace liczby kolonii jak i Najbardziej
Prawdopodobnej Liczby (NPL) oraz dwa rdzne
podejscia do szacowania niepewnosci (podejscie
uwzgledniajgce poszczegdlne sktadniki i podejscie

globalne), ktére mozna stosowa¢ do réznych
matryc.
6.2. Badania mikrobiologiczne nalezg, ogdlnie

biorgc, do kategorii, ktéra wyklucza stosowanie
Scistego metrologicznie [ statystycznie
uzasadnionego obliczania pomiaru niepewno$ci
zgodnie z opisem w Przewodniku I1SO odnosnie
wyrazania niepewnosci pomiaru [18]. Ogdlnie
przyjmuje sie, ze szacowanie niepewnosci pomiaru
oparte jest na danych powtarzalnosci i posredniej
precyzji (odtwarzalno$¢ w obrebie laboratorium).
Zaleca sie zidentyfikowanie poszczegdinych
skfadnikéw niepewnosci i wykazanie, ze sg one
nadzorowane, a ich wplyw na zmiennos¢ wynikéw
zostat oceniony. Niektére sktadniki (np. efekty
pipetowania, wazenia, rozcienczania i cieplarki)
mozna fatwo zmierzy¢ i tatwo oceni¢ dla wykazania
ich niewielkiego wptywu na o0godlng niepewnosé
pomiaru. Inne skfadniki (np. stabilno$¢ probki
i przygotowanie prébki) nie dajg sie bezposrednio
zmierzy¢, a ich wptywu nie mozna oceni¢ w sposéb
statystyczny, ale zaleca sie uwzgledniaé ich
znaczenie dla zmiennosci wynikow.

6.3. Oczekuje sie, ze akredytowane
laboratoria, prowadzace badania mikrobiologiczne
bedg posiada¢ wiedze na temat rozkiadu
mikroorganizméw w badanych matrycach, oraz
wezmg to pod uwage, kiedy przy przygotowywaniu
podprobek bedg przestrzega¢ dobrej praktyki
laboratoryjnej i /lub wymagania przepisow, tam
gdzie sie to stosuje. Nie zawsze jest praktyczne
wigczenie niniejszego  sktadnika niepewnosci
pomiaru do oszacowan, chyba, Zze potrzeby klienta

tego wymagaja.

Podstawowe przyczyny
nastepujgce:

takiego podejscia sg

) niepewnos¢é z powodu rozktadu
mikroorganizmoéw w matrycy nie jest zalezna od
dziatania laboratorium i moze by¢ wiasciwa dla
poszczegoélnych badanych probek

. zaleca sie, aby w metodach badawczych
okresla¢ wielkosé badanej prébki, uwzgledniajgc
jej niejednorodnosé.

6.4. Pojecia niepewnosci pomiaru nie mozna
stosowa¢ bezposrednio do wynikdw badan
jakosciowych takich jak badanie obecnosci Iub
okreslanie cech w celu identyfikacji. Tym niemniej,
zaleca sie, aby zidentyfikowac¢ poszczegdlne zrodia
zmienno$ci np. stato$¢ reakcji odczynnika
i interpretacja analityka, oraz wykaza¢, ze sg one
nadzorowane. Ponadto, dla badan, w ktérych
granica wykrywalnosci jest istothnym wskaznikiem
decydujgcym o przydatnosci, zaleca sie, aby
niepewnos¢ pomiaru zwigzana z inokulum
stosowanym do okreslania tej granicy byta
oszacowana, a jej znaczenie ocenione. Zaleca sie,
aby laboratoria byly takze swiadome mozliwosci
wystgpienia wynikéw  fatszywie dodatnich
i fatszywie ujemnych, zwigzanych ze stosowaniem
przez nie metod jakosciowych.

6.5. w
mikrobiologicznych

przypadku laboratoriéw

wykonujgcych badania
z zakresu biologii molekularnej do wykrywania
i ilosciowego ozhaczania genetycznie
modyfikowanych organizméw (GMO), niepewnos¢
pomiaru szacuje sie zgodnie z Wytycznymi EUR
22756 EN JRC/RMM [19].
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7. Wyposazenie — konserwacja,
wzorcowanie i sprawdzanie parametrow

ISO/IEC 17025, punkt 5.5
Patrz takze 1SO 7218 [8], punkt 5 i ILAC P 10 [20]

7.1. Konserwacja

7.1.1. Konserwacja podstawowego wyposazenia
powinna by¢ przeprowadzana w okreslonych
odstepach czasu, wynikajgcych z takich czynnikow
jak czestotliwosé uzytkowania. Nalezy
przechowywaé szczegOtowe zapisy. Przykfady
konserwacji wyposazenia podano w Zatgczniku E.

7.1.2. Zaleca sie zwrdcenie uwagi na unikanie
zanieczyszczeh krzyzowych, pochodzgcych z
wyposazenia, na przyktad:

e sprzet jednorazowego uzytku powinien byc¢
czysty i jatowy, gdy to niezbedne;

e szkio laboratoryjne wielokrotnego uzytku
powinno byé czyszczone i sterylizowane, gdy to
niezbedne;

e optymalnym rozwigzaniem byloby, gdyby
laboratorium posiadato oddzielny autoklaw do
odkazania. Tym niemniej, stosowanie tylko
jednego autoklawu jest do przyjecia tylko pod
warunkiem podjecia odpowiednich $Srodkow
ostroznosci w celu oddzielenia czynnoéci
odkazania i sterylizacji, oraz posiadania
udokumentowanego programu czyszczenia,
obejmujgcego  srodowisko  wewnetrzne i
zewnetrzne autoklawu.

7.1.3. Nastepujace rodzaje wyposazenia
konserwuje sie zazwyczaj poprzez czyszczenie
i serwisowanie, sprawdzanie pod katem
wystgpienia  uszkodzen, ogdélng  weryfikacje
przydatnosci oraz — tam gdzie istotne — sterylizacje:

e wyposazenie o0golnego zastosowania —
urzadzenia filtracyjne, pojemniki ze szkfa lub
z tworzywa sztucznego (butelki, probdwki),
szklane lub plastikowe ptytki Petriego,
urzgdzenia do pobierania probek, druciki lub
ezy (platynowe, niklowo-chromowe Ilub z
tworzywa sztucznego, jednorazowego uzytku);

o laznie wodne, cieplarki, komory
mikrobiologiczne (z laminarnym przeptywem
i komory bezpieczenstwa), autoklawy,
homogenizatory, lodowki, zamrazarki;

e urzadzenia do pomiaréw objetosci — pipety,
automatyczne dozowniki, aparaty do posiewu
spiralnego;

e wyposazenie pomiarowe: termometry, mierniki
czasu, wagi, pH-metry, liczniki kolonii.

7.2 Wzorcowanie i sprawdzanie
parametrow

7.21. Laboratorium musi utworzy¢ program
wzorcowania i sprawdzania parametréw

wyposazenia, ktéore ma bezposredni wpltyw na
wyniki badah. Czestotliwosé takiego wzorcowania
i sprawdzania parametrow bedzie okredlana na

podstawie = udokumentowanego dos$wiadczenia
i bedzie wynika¢ z potrzeby, rodzaju i wczesniejszej
pracy urzgdzenia. Odstepy czasu pomiedzy
wzorcowaniem a sprawdzaniem  parametrow
powinny byé krotsze niz czas jaki uptynatby do
chwili stwierdzenia, Zze odchylenia parametréw
i wskazah wyposazenia przekroczyty dopuszczalne
granice. Przyktady odstepéw czasu pomiedzy
wzorcowaniem i typowymi sprawdzianami dziatania
réznego  wyposazenia laboratorium  podano
w Zatgczniku C i Zatgczniku D.

7.2.2. Wyposazenie do pomiaru temperatury

(a) W przypadkach, gdy temperatura ma
bezposredni wplyw na wynik analizy lub ma
zasadnicze znaczenie dla prawidiowej pracy
wyposazenia, przyrzady do pomiaru temperatury
(na przyktad, termopary i platynowe termometry
oporowe (PRT), stosowane w cieplarkach
i autoklawach) powinny by¢ takiej jakosci, aby
osiggng¢é wymagang doktadnos¢. Bytoby najlepiej,
aby ze wzgledéw zdrowotnych i bezpieczenhstwa,
nie  stosowa¢ w laboratorium  szklanych
termometroéw cieczowych, z rtecigi z toluenem.

(b) Wzorcowanie wyposazenia powinno
zapewnia¢ spojno$¢ pomiarowg z krajowymi lub
miedzynarodowymi  wzorcami jednostek miar
temperatury. Jednakze, jesli wymagania dotyczgce
doktadnosci na to pozwalajg, mozna takze
korzysta¢ z urzgdzeh pomiarowych, ktérych
zgodnos¢ mozna wykazaé z odpowiednimi
specyfikacjami producenta, akceptowanymi na
poziomie  krajowym lub  miedzynarodowym.
Wyposazenie takie  mozna stosowaé np. do
monitorowania temperatury w lodéwkach do
przechowywania i w zamrazarkach, a takze
w cieplarkach i tazniach wodnych, tam gdzie na to

pozwala dopuszczalna tolerancja w poblizu
docelowej temperatury. Niezbedne jest
sprawdzenie parametrow tego rodzaju
wyposazenia.

7.2.3. Cieplarki, taznie wodne, sterylizatory
Przed rozpoczeciem uzytkowania, nalezy ustali¢
stabilnos¢ temperatury, jednorodnos¢ rozktadu
temperatury i czas wymagany do osiggniecia
warunkéw réwnowagi w cieplarkach, tazniach
wodnych, sterylizatorach i  pomieszczeniach
o kontrolowanej temperaturze, a nastepnie,
przeprowadzac te Czynnosci okresowo,
z udokumentowang czestotliwoscia,
w szczegolnosci w  odniesieniu  do typowych
zastosowan (na przyktad, utozenie, odstep
i wysokos¢ stosow pitytek Petriego). Statos¢ tych
whasciwosci zapisanych podczas walidacji wstepnej
wyposazenia, nalezy kontrolowac i zapisywaé po
kazdej powazniejszej naprawie lub modyfikaciji.
Laboratoria powinny codziennie monitorowacé
temperature pracy tego typu wyposazenia
i przechowywac stosowne zapisy.
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7.2.4. Autoklawy, wraz z urzadzeniami do
przygotowywania pozywek

Ponizej przedstawiono ogodlnie zaakceptowane
podejscie do wzorcowania, oraz ustalania i
monitorowania dziatania urzadzen. Tym nie mniej,
uznaje sie, ze iloSciowe oznaczanie drobnoustrojéw
w badanym materiale i sprzecie, poddanym
sterylizacji w autoklawie moze takze stanowic
rownowazne zapewnienie jakosci.

(a) Zaleca sie, aby autoklawy byty zdolne do
zapewnienia okreslonych tolerancji czasu i
temperatury. Autoklawy wyposazone tylko w
miernik cisnienia sg niedopuszczalne. Czujniki
stuzgce do nadzorowania lub monitorowania cykli
pracy wymagajg wzorcowania oraz zaleca sie
weryfikacje parametrow regulatorow czasu.

(b) Przed rozpoczeciem uzytkowania
autoklawu zaleca sige, aby walidacja wstepna
obejmowata  badanie  parametréow  dziatania

(badanie przestrzennego rozktadu temperatur) dla
kazdego cyklu pracy i dla kazdej konfiguracji
wsadu, stosowanych w praktyce. Proces ten musi
by¢ powtarzany po powazniejszych naprawach lub
modyfikacjach (np. wymiana sondy termoregulatora
lub wymiana programatora, zmiana sposobu
utozenia wsadu, lub modyfikacja cyklu pracy) lub
gdy wskazujg na to wyniki kontroli jakosci pozywek.
Zaleca sie umieszczenie we wsadzie dostatecznej
ilosci czujnikéw temperatury np. w pojemnikach
wypetionych ptynem/pozywka), aby umozliwi¢
wykazanie réznic temperatury zaleznie od miejsca.

W przypadku urzadzen do przygotowywania
pozywek, tam gdzie nie mozna wykazaé
jednorodnego ogrzewania innymi  sposobami,

uwaza sie powszechnie za wtasciwe zastosowanie
dwodch czujnikéw, jednego przy sondzie kontrolnej,
a drugiego w dalszej odlegtosci od tej sondy.

Zaleca sie, aby walidacja i re-walidacja
uwzgledniata, czy sg zachowane odpowiednie
czasy: osiggania temperatury sterylizaciji,

utrzymywania temperatury sterylizacji i temperatury
stygniecia.

(c) Zaleca sie réwniez zapewnienie jasnej
instrukcji obstugi, opracowanej na podstawie
charakterystyk grzania, okreslonych dla typowych
zastosowan podczas walidacji/re-walidacji. Zaleca
sie ustalenie kryteriow przyjecia/odrzucenia oraz
prowadzenie zapisow pracy autoklawu, w tym
temperatury i czasu kazdego cyklu pracy.

(d) Monitorowanie mozna realizowaé jedng z
ponizszych metod:

(i) zastosowanie termopary i rejestratora do
sporzgdzania wykresu lub wydruku;

(i) bezposrednia obserwacja oraz
rejestrowanie maksymalnej osiggnietej temperatury
i czasu utrzymywania tej temperatury.

Ponadto, oprécz bezposredniego monitorowania
temperatury w autoklawie, skuteczno$¢ jego pracy
podczas kazdego cyklu, mozna sprawdzaé¢ za
pomoca chemicznych lub biologicznych
wskaznikow sterylizacji / odkazania.

Zaleca sie, aby tasma lub paski wskaznikowe do
autoklawu byty uzywane tylko do pokazania, ze

wsad zostat poddany procesowi, a nie do
potwierdzenia prawidtowego cyklu pracy.

7.2.5. Odwazniki i wagi

Odwazniki [ wagi nalezy wzorcowaé
Z zapewnieniem spoéjnosci pomiarowej,

w regularnych odstepach czasu (zaleznie od ich
przeznaczenia).

7.2.6. Wyposazenie do pomiaréw objetosci

(a) W laboratorium mikrobiologicznym mozna
stosowaé wyposazenie do pomiaru objetosci, takie
jak  automatyczne  dozowniki, dozowniki /
rozcienczalniki, reczne pipety automatyczne i pipety
jednorazowego uzytku. Zaleca sie, aby przez
rozpoczeciem uzytkowania, laboratoria
przeprowadzaty wstepne sprawdzenia przyrzgdow
do badania objetosci, a nastepnie dokonywaty
regularnych sprawdzen w celu zapewnienia, ze
urzadzenia te dziatajg zgodnie z okreslonymi
wymaganiami. Sprawdzanie nie jest konieczne dla
naczyn szklanych, ktére posiadajg certyfikat
okreslajgcy ich tolerancje dokfadnosci. Zaleca sie,
aby sprawdza¢ wyposazenie pod katem
doktadnosci pomiaru uzyskanej objetosci
w stosunku do objetosci zadanej (przy kilku réznych
ustawieniach w przypadku sprzetu o zmiennej
objetosci) oraz precyzji powtérzen uzyskiwanych
objetosci.

(b) W  przypadku sprzetu jednorazowego
uzytku, stuzgcych do pomiaru objetosci, zaleca sieg,
aby laboratoria nabywaty je od firm, posiadajgcych
uznany i odpowiedni system jakosci. Zaleca sie,
aby po walidacji wstepnej tego sprzetu,
przeprowadza¢ losowe sprawdzenia dokfadnosci.
Zaleca sie, aby laboratoria sprawdzaty przydatnosc
kazdej partii sprzetu w przypadku, gdy dostawca
nie posiada uznanego systemu jakosci.

7.2.7. Termocyklery

Zaleca sie, aby laboratoria przeprowadzaty
okresowg weryfikacje temperatur, szybkosci
narastania temperatury i  przekraczania /
nieosiggania temperatury i czasu przetrzymywania
w okreslonej temperaturze.

7.2.8. Pozostale wyposazenie

Zaleca sie, aby przed uzyciem sprawdzac
regularnie lub kazdorazowo: mierniki przewodnosci,
tlenomierze, pehametry i inne podobne urzadzenia.
Zaleca sie, aby bufory stosowane dla celéow
sprawdzeh byly przechowywane w odpowiednich
warunkach i znakowane datg waznosci. Zaleca sie,
aby w przypadkach, gdzie wilgotno$¢ ma znaczenie
dla wynikéw badan, higrometry byty wzorcowane,
a wzorcowanie zapewniato spojnosé pomiarowg
znormami  krajowymi lub miedzynarodowymi.
Zaleca sie, aby mierniki czasu, w tym regulatory
czasu w autoklawach byly sprawdzane przy uzyciu
wzorcowanego miernika czasu lub krajowego
sygnatu czasu. Jezeli w procedurach badawczych
stosuje sie wirdwki, zaleca sie dokonanie oceny
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znaczenia sity odsrodkowej dla jakosci wyniku
badania,. Tam gdzie jest to istotne, wiréwka
wymaga wzorcowania.
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8. Odczynniki i pozywki

ISO/IEC 17025, punkt 4.6 i 5.5
Patrz takze ISO/TS 11133 — 1 [21] i ISO/TS 11133
2 [22].

8.1. Odczynniki

Zaleca sie, aby laboratoria zagwarantowaty, ze
stosowane odczynniki sg odpowiedniej jakosci.
Zaleca sie, aby przed pierwszym zastosowaniem,
oraz przez caly czas przydatnosci do uzycia,
sprawdzano przydatnos¢ kazdej partii odczynnikow,
majgcych kluczowe znaczenie dla badania,
stosujgc dodatnie i ujemne organizmy kontrolne,
ktére sg spdéjne z uznanymi krajowymi lub
miedzynarodowymi kolekcjami kultur.

8.2. Pozywki przygotowywane
w laboratoriach

8.21. Tam gdzie to istotne, =zaleca sie
sprawdzanie  odpowiedniej jakosci  pozywek,
rozcienczalnikéw [ innych zawiesin

przygotowywanych w laboratorium, pod katem:

e odzysku lub przezywalnosci mikroorganizmow
docelowych;

e hamowania rozwoju lub
niepozgdanych mikroorganizmow;

e wilasciwosci biochemicznych (réznicujgcych i
diagnostycznych);

o wihasciwosci fizycznych (np. pH,
jatowos¢)

eliminowania

objetose,

Zaleca sie stosowanie ilosciowych procedur oceny
odzysku lub przezywalnosci mikroorganizmow
zgodnie z normg ISO 11133.

8.2.2. Zaleca sie, aby surowce (zaréwno
dostepne w handlu w postaci suchej jak
i poszczegdlne sktadniki) byty przechowywane
w odpowiednich warunkach np. w pomieszczeniach
chtodnych, suchych i ciemnych. Zaleca sie, aby
wszystkie pojemniki, szczegdlnie na pozywki suche,
byly szczelnie zamykane. Nie zaleca sie
stosowania suchych pozywek, ktére ulegly zlepieniu
lub zbryleniu, lub wykazujg zmiany barwy. O ile
metoda badawcza nie stanowi inaczej, do
przygotowywania pozywek zaleca sie stosowanie
destylowanej, dejonizowanej wody Iub wody
uzyskanej z procesu odwréconej osmozy, wolnej od

8.3. Pozywki gotowe

8.3.1. Wszystkie pozywki, w tym rozcienczalniki
i inne zawiesiny nabyte w postaci gotowej do
stosowania lub czesciowo gotowe, wymagajg takze
sprawdzenia przed stosowaniem zgodnie
z punktem 8.2.1. Zaleca sie, aby ocena odzysku lub
przezywalnosci pozagdanych organizméw oraz
hamowania wzrostu lub eliminowania
niepozgdanych organizméw byta w pei ilosciowa.
Zaleca sie ocenia¢ cechy (np. wtasciwosci fizyczne
i biochemiczne) przy zastosowaniu obiektywnych

kryteriow.
8.3.2. W przypadku, gdy producent
dostarczanych gotowych lub czesciowo

przygotowanych pozywek posiada uznany system
jakosci (ti. seria ISO 9000) a pozywki sa
kontrolowane pod katem jakosci zgodnie z ISO
11133, zachodzi potrzeba przegladu istotnych
informaciji (certyfikatow) pod katem ich
akceptowalnosci, ale nie ma potrzeby powtdrnej
kontroli ~ jakosci. Kontrola wykonywana przez
laboratorium — uzytkownika moze tylko obejmowaé
wstepng kontrole dla kazdego nowego producenta,
oraz posrednig ocene poprzez wewnetrzne
procedury kontroli jakosci. w innych
okolicznosciach, kontrola jakosci zgodnie z 1SO
11133 musi by¢ w petni przeprowadzona dla kazdej
otrzymanej partii.

8.3.3. W trakcie oceny dziatania, laboratorium-

uzytkownik  powinno  posiada¢  dostateczng

znajomos¢ systemu jakosci producenta, w tym

przynajmniej nastepujgcych elementéw:

e nazwa pozywki i wykaz sktadnikéw wraz
z ewentualnymi dodatkami;

e termin przydatnosci do uzycia i stosowane
kryteria akceptacji;

e warunki przechowywania;

e sprawdzanie jatowosci;

e sprawdzanie wzrostu docelowych
i niedocelowych mikroorganizméw kontrolnych
(z podaniem odniesienia do kolekc;ji kultur) oraz
kryteria akceptaciji;

e sprawdzanie fizyczne i
akceptacij;

e data wydania specyfikacji.

stosowane Kkryteria

Zaleca sie, aby wszystkie podane powyzej pozycje,
w  tym przeprowadzenie  walidaciji byto
uwzglednione przez laboratorium w celu ustalenia
kryterium akceptacji dla przychodzgcych partii
pozywek, odpowiednich dla potrzeb badan

substancji  bakteriobdjczych, hamujgcych lub laboratorium.
zakiécajgeych.
8.3.4. Zaleca sie, aby partie pozywek byty
8.2.3. Nalezy okresli¢ i sprawdzi¢ termin identyfikowalne. Zaleca sie, aby kazdej otrzymanej
przydatnosci  pozywek  przygotowanych  do partii towarzyszyt dowdd zgodnosci ze specyfikacjg
stosowania, przechowywanych w okreslonych jakosciowg. Zaleca sie, aby laboratorium-
warunkach. uzytkownik zapewnito, ze bedzie informowane
przez producenta o wszelkich zmianach
w specyfikacji jakosci produktu.
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Uwaga:

Partia: jednorodna i catkowicie identyfikowalna
jednostka pozywki lub odczynnika, odnoszaca sie
do okreslonej ilosci masy, poétgotowego produktu
lub produktu gotowego, ktéra jest zgodna pod
wzgledem typu i jakosci i spetnita wymagania
produkcyjne (kontrola w trakcie procesu) oraz
badania  parametrow, oraz ktéra zostata
wyprodukowana w obrebie jednego okreslonego
cyklu produkcji, i posiada ten sam przypisany
numer.

8.4. Znakowanie

Laboratoria powinny zapewni¢, aby wszystkie
odczynniki (tacznie z roztworami zapasowymi),
pozywki, rozcienczalniki i inne plyny do
sporzgdzania zawiesin byty wlasciwie oznakowane
w celu wskazania, stosownie do potrzeb, nazwy,
stezenia, warunkéw przechowywania, daty otwarcia
opakowania, daty przygotowania, sprawdzonej daty
waznosci oraz/lub zalecanego okresu
przechowywania; zaleca sig, aby zapisy
umozliwiaty identyfikacje osoby odpowiedzialnej za
przygotowanie pozywki.
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9. Materialy odniesienia i

odniesienia

kultury

ISO/IEC 17025, punkt 5.6.3
Patrz takze ISO /TS 11133

9.1. Materiaty odniesienia

Materiaty odniesienia i certyfikowane materiaty
odniesienia (patrz definicia w Zatgczniku A)
zapewniajg niezbedng spojno$¢ pomiarowg i sg
stosowane, na przyktad, do:

wykazania doktadnosci wynikow;
wzorcowania urzgdzen;
monitorowania pracy laboratorium;
walidacji metod;

umozliwienia poréwnania metod;
wykazania jakosci pozywek;
wykazania statej jakosci zestawdw.

Zaleca sie, aby w miare mozliwosci, stosowac
materiaty odniesienia w odpowiednich matrycach.

9.2, Kultury odniesienia

9.2.1. Kultury odniesienia dajgce sie
zidentyfikowa¢ sg wymagane do ustalenia
parametrow akceptacji pozywek (fgcznie z

zestawami testowymi) do walidacji metod i do
statej oceny /oszacowania biezgcej pracy. W celu
wykazania spojnosci pomiarowej, laboratoria
powinny KkorzystaC ze szczepdw odniesienia,
uzyskanych bezposrednio z uznanej kolekciji
krajowej lub miedzynarodowej, jesli sg dostepne. W
przypadku, gdy dajgce sie zidentyfikowac¢ kultury
odniesienia nie sg tatwo dostepne, mozna
alternatywnie wykorzysta¢ dostepne w handlu
dajgce sie  zidentyfikowa¢ pochodne, pod
warunkiem, ze laboratorium wykaze réwnorzednos¢
istotnych wiasciwosci dla okreslonego
zastosowania w miejscu uzytkowania.

9.2.2. Szczepy odniesienia mozna przesiewac

jednorazowo, aby zapewni¢ sobie szczepy
macierzyste. Zaleca sie, kiedy jest to stosowne,
rébwnolegte  sprawdzanie czystosci i cech

biochemicznych. Zaleca si¢ przechowywanie
szczepdw macierzystych gteboko zamrozonych lub
w postaci liofilizowanych porcji. Zaleca sie, aby
kultury robocze do codziennego stosowania byly
pierwszymi przesiewami ze szczepu macierzystego
(patrz Zatgcznik B dotyczacy przygotowywania
kultur roboczych). Jesli szczepy macierzyste ulegty
rozmrozeniu, nie wolno ich ponownie zamrazaé
i stosowac.

9.2.3. Nie zaleca sie przesiewania kultur
roboczych, chyba, ze jest to wymagane i okreslone
w znormalizowanej metodzie, lub jezeli

laboratorium moze przedstawi¢ udokumentowane
dowody, ze nie wystgpita zadna zmiana istotnych

wiasciwosci. Niedopuszczalne jest przesiewanie
kultur roboczych w celu zastgpienia szczepdéw
macierzystych. Dostepne w handlu pochodne
szczepdw  odniesienia moga by¢  tylko
wykorzystywane jako kultury robocze.
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10. Pobieranie probek

ISO/IEC 17025, punkt 5.7
Patrz takze 1SO 7218 [8], punkt 8 i ISO 19458[23]

101. W wielu przypadkach, laboratoria
badawcze nie sg odpowiedzialne za pobieranie
prébek do badan. W sytuacji, gdy ponoszg taka
odpowiedzialno$é, usilnie zaleca sig, aby takie
pobieranie probek byto objete zapewnieniem
jakosci, a bytoby idealnie, zeby byto takze objete
akredytacja.

10.2. Zaleca sie, aby transport i przechowywanie
odbywaly sie w warunkach, gwarantujgcych
zachowanie integralnosci probki (np. schtodzonej
lub zamrozonej, stosownie do okolicznosci). Zaleca
sie, aby warunki te byly monitorowane, a zapisy
przechowywane. Zaleca sie, aby tam gdzie
stosowne, jasno udokumentowaé odpowiedzialnosc
za transport i przechowywanie prébek od momentu
ich pobrania do odbioru w Ilaboratorium
badawczym. Zaleca sie aby badanie probek byto
przeprowadzane jak najszybciej po pobraniu, oraz
aby byto ono zgodne z wtasciwymi normami oraz
krajowymi/miedzynarodowymi regulacjami.

10.3. Zaleca sie, aby pobieranie prébek byto
przeprowadzane wytgcznie przez przeszkolony
personel. W kazdych okolicznosciach, jesli
laboratorium jest odpowiedzialne za pobieranie
probek, zaangazowany w te czynnos$¢ personel
powinien by¢ takze upowazniony do ich pobierania.
Zaleca sie pobieranie probek w sposob aseptyczny,
z zastosowaniem  jatlowego  wyposazenia.
Zaleca sie monitorowanie i zapisywanie warunkéw
Srodowiskowych, na przyktad, zanieczyszczenie
powietrza i temperatura w miejscu pobierania
prébek. Zaleca sie zapisywanie godziny pobierania
prébek.
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11. Postepowanie z prébkami i ich
identyfikacja

ISO/IEC 17025, punkty 5.7 i 5.8
Patrz takze ISO 7218 [8], punkt 8, ISO 6887 [24] i
ISO 19458 [23]

11.1. Drobnoustroje mogg by¢ wrazliwe na takie
czynniki jak temperatura lub czas transportu i
przechowywania, i dlatego istotne jest sprawdzenie
i zanotowanie stanu prébki w momencie otrzymania
jej przez laboratorium.

11.2. Laboratorium powinno posiada¢ procedury,
obejmujgce  dostarczenie prébek oraz ich
identyfikacje. W przypadku, gdy wielkos¢ probki jest
niewystarczajgca lub prébka znajduje sie w ztym
stanie z powodu pogorszenia sie jej stanu
fizycznego, niewtasciwe;j temperatury lub
niewystarczajgcego oznakowania, zaleca sie, aby
laboratorium porozumiato sie¢ z klientem przed
podjeciem decyzji o realizacji badania lub odmowie
badania probki. Zaleca sig, aby w kazdym
przypadku prowadzi¢ zapisy, a w sprawozdaniu
z badan umiesci¢ informacje o stanie prébki.

11.3. Laboratorium powinno zapisywac¢ wszelkie
istotne informacje, a w szczegdlnosci nastepujgce:
(a) date i, tam gdzie istotne, czas odbioru
prébki;

(b) stan prébki przy odbiorze |,
konieczne, temperature;

(c) charakterystyke  czynnosci  pobierania
prébki (data pobrania, warunki pobierania itd.).

kiedy to

11.4. Probki oczekujgce na badanie powinny byé
przechowywane w odpowiednich warunkach celem
zminimalizowania zmian w wystepujagcej populacji
drobnoustrojow. Zaleca sie  okreslenie
i zanotowanie warunkéw przechowywania probek.

11.5. Opakowanie i znakowanie prébek moga
by¢ znacznie zanieczyszczone i <zaleca sie
zachowanie ostroznosci w postepowaniu
z probkami i ich przechowywaniu, aby unikng¢
rozprzestrzenienia sie zanieczyszczen.

11.6. Pobieranie przez laboratorium podprdbki
bezposrednio przed badaniem traktuje sie, jako
czes¢ metody badawczej. Powinno by¢é ono
przeprowadzane zgodnie z  krajowymi lub
miedzynarodowymi normami o ile istniejg, lub
zgodnie z wlasnymi metodami zwalidowanymi
przez laboratorium. Zaleca sig, aby procedury
przygotowywania podprobek uwzgledniaty
nierownomierny rozktad drobnoustrojow w probce
(ogd6lne wytyczne podano w ISO 6887 i ISO 7218).

11.7. Nalezy opracowac procedure
przechowywania i usuwania pozostatosci prébek.
Zaleca sie przechowywanie probek do czasu
uzyskania wynikéw badan lub dtuzej, jesli jest to
wymagane i o ile ma to zastosowanie w danej
sytuacji, na podstawie wymagan prawnych lub na

zyczenie klienta. Zaleca sie, aby pozostatosci
i prébki analityczne, o ktérych wiadomo, Ze s3 silnie
zanieczyszczone, byly odkazone przed ich
usunieciem (patrz punkt 12).

12. Usuwanie
odpadow

ISO/IEC 17025, punkt 5.8
Patrz takze 1SO 7218 [8].

Prawidtowe usuwanie zanieczyszczonych odpadéw
moze bezposrednio nie mie¢ wpltywu na jakosé
analizy prébek, niemniej jednak, =zaleca sie
opracowanie procedur w celu zminimalizowania
mozliwosci zanieczyszczenia Srodowiska
badawczego Iub materiatéw. Jest to sprawa
dobrego zarzadzania laboratorium i zaleca sie
spetnienie przepiséw krajowych/miedzynarodowych
dotyczgcych ochrony sSrodowiska Iub zdrowia
i bezpieczenstwa.

zanieczyszczonych
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13. Zapewnienie jakosci
kontrola jakosci wykonania

wynikéw  /

ISO/IEC 17025, punkt 5.9
Patrz takze EA-4/18 [25], Poradnik badania
biegtosci EURACHEM [26]

13.1. Wewnetrzne zapewnienie jakosci

13.1.1. Wewnetrzne sterowanie jakoscig obejmuje
wszystkie procedury przeprowadzone przez
laboratorium w celu statej oceny swojej pracy.
Podstawowym celem jest zapewnienie codziennej

spoéjnosci wynikéw  oraz ich zgodnosci
z okre$lonymi kryteriami.
13.1.2. Konieczne jest posiadanie programu

okresowych sprawdzan do wykazania, ze
zmienno$¢ (tj. pomiedzy analitykami, i pomiedzy
przyrzadami lub materiatami itp.) znajduje sie pod
nadzorem. Sprawdzeniem powinny by¢ objete
wszystkie badania wchodzgce w zakres akredytaciji
laboratorium. Program moze obejmowac:

e wykorzystywanie probek sztucznie
zanieczyszczonych, o zmiennym poziomie
zanieczyszczenia, w tym mikroflorg celowag
i drobnoustrojami tta;

¢ wykorzystywanie sztucznie/naturalnie

kontaminowanych prébek sposréd réznych
matryc
o wykorzystywanie materiatéw odniesienia

(w tym materialy stosowane w badaniu
biegtosci);

e powtarzanie badan;

e powtdrzenie oceny wynikdow badan, {j. liczenie
kolonii na ptytkach Petriego przez dwdch
analitykow.

Program wewnetrznej kontroli jakosci musi byé¢
dostosowany do rzeczywistej czestotliwosci badan,
przeprowadzanych przez laboratorium. Zaleca sig,
aby tam gdzie jest to mozliwe, badania obejmowaty
nadzor nad monitorowaniem parametrow. Zaleca

sie takze, aby dane dotyczace materiatow
odniesienia oraz probek sztucznie
zanieczyszczonych  zostaly przedstawione w

postaci wykresu, co pomogtoby w wizualnej ocenie
trendéw.

13.1.3. W szczegolnych przypadkach, laboratorium
moze uzyskac akredytacje dla rzadko
wykonywanego badania. Uznaje sie, ze w takich
przypadkach program ciggtego wewnetrznego
sterowania jakoscig takiego badania mogtby by¢
niewtasciwym, a program, pozwalajgcy na
wykazanie zadawalajgcej jakosci, przeprowadzany
réwnolegle do badanh bytby lepszym rozwigzaniem.
Nie  eliminuje to potrzeby uczestnictwa
w programach badania biegtosci przy mozliwej do
przyjecia czestotliwosci ich przeprowadzania.
W kazdym przypadku, zaleca sie aby laboratorium
miato Swiadomosé nieodigcznego ryzyka
zwigzanego z takim podejsciem, i podjeto wszelkie
stosowne srodki.

13.2. Zewnetrzna ocena jakosci (badanie
biegtosci)
13.2.1. Zaleca sie, aby laboratoria regularnie

uczestniczyly w badaniach biegtosci (PT) zgodnie
z zakresem swojej akredytacji. Zaleca sie, aby da¢

pierwszenstwo programom badania biegtosci,
wykorzystujgcych odpowiednie matryce.
13.2.2. Uczestnictwo w programach badania

biegtosci jest obowigzkowe pod warunkiem, ze
dostepne sg odpowiednie programy. Jesli taka
okoliczno$¢ nie ma miejsca, zaleca sie, aby
laboratorium uczestniczyto w miedzylaboratoryjnych
badaniach poréwnawczych, w ktérych bierze udziat
dostateczna liczba innych laboratoriow na
podstawie dobrze udokumentowanego protokotu.

13.2.3. Zaleca sie, aby laboratoria korzystaty
z zewnetrznej oceny jakosci nie tylko w celu
oszacowania obcigzenia laboratorium, ale takze,
dla sprawdzenia miarodajnosci catego systemu
jakosci.

13.2.4. Chociaz jednostki akredytujgce moga
okresli¢ minimalny udziat w programach badania
biegtosci, to laboratorium ponosi odpowiedzialnosé
za wykazanie, ze czestotliwos¢ i zakres jego
uczestnictwa sg odpowiednie do =zakresu jego
dziatania. Dokument EA-4/18 moze stanowic
uzyteczng pomoc przy wykorzystaniu réznych
powigzanych dyscyplin, tj. zakresu kompetencji
technicznej, okreslonej co najmniej jedng technikg
pomiaru, wfasciwos¢ i wyrdb, ktore sg ze sobg
powigzane. Podejscie takie utatwia optymalizacje
zakresu uczestnictwa w badaniach biegtosci.
Ponadto, poradnik Eurachem na temat doboru,
stosowania i interpretacji programéw PT [26] moze
stanowi¢ pomoc w interpretacji  wynikow,
uzyskanych z uczestnictwa w badaniach biegtosci.

13.2.5. Zacheca sie laboratoria do subskrypciji
akredytowanych programéw badania biegtosci (PT)
ISO/IEC 17043 [27]; zaleca sie stosowanie innych
zrédet tylko wtedy, gdy laboratorium ocenito juz
swoje kompetencje.
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14. Sprawozdania z badan

ISO/IEC 17025, punkt 5.10
Patrz takze 1SO 19036 [9], ISO 8199 [11], ISO
7218 [8]

14.1. W przypadku metod ilodciowych, wyniki sg
wyrazane, jako liczba jednostek tworzgcych kolonie
(CFU) w objetosci lub ilosci gramoéw analizowanej
prébki. W przypadku uzyskania 10 CFU/ptytke,
precyzja znacznie spada; =zaleca sie, aby
laboratoria wykazywaty ten fakt w swoich raportach
z badah. Zaleca sie, aby w przypadku gdy wynik
liczenia jest negatywny poda¢ go jako ,nie
stwierdzono w okreslonej jednostce” lub ,ponizej
granicy wykrywalnodci w okreslonej jednostce”.
Wynik mozna takze podaé jako ,zero w okreélone;
jednostce” jesli pozostaje to w zgodzie z krajowymi
przepisami technicznymi, lub dotyczgcymi zdrowia.
14.2. Zaleca sie, aby wyniki badan metod
jakosciowych bylty podawane jako ,wykryto/nie
wykryto w okreslonej masie lub objetosci”. Moga
by¢ réwniez wyrazane jako ,mniej niz okredlona

liczba organizméw w okreslonej jednostce”
w przypadku gdy podana liczba organizmow
przekracza granice wykrywalnosci danej metody
i zostato to uzgodnione z klientem.

14.3. W przypadku gdy w raporcie z badan
podawana jest oszacowana hiepewnos¢ wyniku
badania, wszelkie ograniczenia (szczegdlnie gdy
oszacowanie nie obejmuje elementu wynikajgcego
z rozktadu mikroorganizmow w prébce) muszg byc¢
jasno przedstawione klientowi.

14.4. Moze sie zdarzy¢, ze laboratoria bedag
musiaty sprawdzié, czy w stosowanych normach
zawarte sg wilasne szczegdlne wymagania
odnosnie wyrazania wynikow.

Przyktady obejmujg: 1SO 11731-2:2004 Jako$c
wody - Wykrywanie i oznaczanie iloSci bakterii
zZrodzaju Legionella, Cze$¢ 2 : Metoda filtracji
membranowej dla wéd o matej liczbie bakterii oraz
ISO 6222:1999 Jakos¢ wody — Oznaczanie ilosci
mikroorganizméw  zdolnych do  wzrostu —
Okreslanie ogolnej liczby kolonii metodg posiewu
na agarze odzywczym.
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Zatacznik A Terminologia

Wzorcowanie

Czynnos¢, ktéra w pierwszym etapie ustala, w okreslonych warunkach,
zaleznos¢ (lub relacje) pomiedzy wartosciami wielkosci
reprezentowanymi przez wzorce miar, a odpowiednimi wskazaniami
przyrzadu, z uwzglednieniem ich niepewnosci pomiaru, a w drugim etapie,
pozwala wykorzysta¢ te informacje do uzyskania relacji pomiedzy
wskazaniami a wynikiem pomiaru.

UWAGA 1

Wzorcowanie mozna wyrazi¢ w postaci protokotu, funkcji wzorcowania,
wykresu wzorcowania, krzywej wzorcowania lub tabeli wzorcowania.
W niektorych przypadkach, moze obejmowac dodanie jednej lub wielu
poprawek wartosci wskazan z podaniem niepewnosci pomiaru.

UWAGA 2
Wzorcowania nie nalezy myli¢ z adjustacjg systemu pomiarowego, czesto
mylnie zwanego ,auto-kalibracjg”, ani z weryfikacjg kalibracji.

UWAGA 3

Czesto zdarza sie, ze juz sam pierwszy etap powyzszej definicji jest
postrzegany jako wzorcowanie.

[VIM 3]

Certyfikowany materiat
odniesienia

Materiat odniesienia, ktéremu towarzyszy dokumentacja wydana przez
upowazniony organ, zawierajgca jedng lub wiecej wyszczegdlnionych
wartosci cech wraz z podaniem niepewno$ci i spdjnosci pomiarowe;,
z wykorzystaniem odpowiednich procedur

[VIM 3]

Granica wykrywalnosci

Stosuje sie do jakosciowych badan mikrobiologicznych. Najmniejsza
liczba drobnoustrojéw, ktérg mozna wykry¢, ale nie mozna doktadnie
oszacowag.

Granica oznaczalnosci

Stosuje sie do ilosciowych badan mikrobiologicznych. Najmniejsza liczba
drobnoustrojéw, w obrebie okreslonej zmiennosci, ktéra moze by¢
oznaczona w warunkach doswiadczalnych ocenianej metody

Precyzja pomiaru

Stopieh zgodnosci pomiedzy wartosciami mierzonej wielkosci,
uzyskanymi podczas powtarzanych pomiaréw na tych samych lub
podobnych obiektach, w okreslonych warunkach

[VIM 3]

Odchylenie ujemne

Wystepuije, kiedy alternatywna metoda daje wynik ujemny bez
potwierdzenia, podczas gdy metoda odniesienia daje wynik dodatni .
Odchylenie to staje sie wynikiem fatszywie ujemnym, kiedy mozna
wykazac, ze wynik rzeczywisty jest dodatni.

Odchylenie dodatnie

Wystepuije, kiedy alternatywna metoda daje wynik dodatni bez
potwierdzenia, podczas gdy metoda odniesienia daje wynik ujemny.
Odchylenie to staje sie wynikiem fatszywie dodatnim, kiedy mozna
wykazac, ze wynik rzeczywisty jest ujemny.

Kultury odniesienia

Wspdlne okreslenie dla szczepdw odniesienia, szczepdw macierzystych
i kultur roboczych

Materiat odniesienia

Materiat, dostatecznie jednorodny i stabilny w odniesieniu do wiasciwosci,
ktére zostaty okreslone po to, aby mogty by¢ odpowiednie do
zamierzonego celu w pomiarach lub badaniu nominalnych wiasciwosci.
[VIM 3]

Metoda odniesienia

Starannie zbadana metoda, jasno i dokfadnie okre$lajgca niezbedne
warunki i procedury do pomiaru jednej lub wiecej cech, co do ktorej
wykazano, ze posiada doktadnos¢ i precyzje wspétmierng do jej
zamierzonego zastosowania i wobec tego, moze by¢ wykorzystywana do
oceny dokfadnosci innych metod wykonywania takich samych pomiaréw,
szczegolnie pozwalajgcych na podanie charakterystyki materiatow
odniesienia. Zazwyczaj jest to znormalizowana metoda krajowa lub
miedzynarodowa.
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Szczepy macierzyste

Zestaw odrebnych identycznych kultur, uzyskanych przez jednorazowe
przesiewanie szczepu odniesienia [ISO 11133]

Szczepy odniesienia

Drobnoustroje zdefiniowane co najmniej pod wzgledem rodzaju i gatunku,
skatalogowane i opisane zgodnie z ich cechami i — najlepiej — z podaniem
zrédta pochodzenia.

[ISO 11133]. Zwykle otrzymane z uznanej kolekcji krajowej lub
miedzynarodowe;j.

Wzgledna poprawnosé

Stopien zgodnosci wynikéw ocenianej metody w poréwnaniu do wynikéw
uzyskanych przy zastosowaniu uznanej metody odniesienia

Powtarzalnos¢

Precyzja pomiaru, przy zachowaniu warunkéw powtarzalnosci pomiaru
[VIM 3]

Warunki powtarzalnosci

Dla metod ilosciowych

Warunki pomiaru, obejmujgce te samg procedure pomiaru, tych samych
wykonawcéw, ten sam system pomiarowy, te same warunki pracy i to
samo usytuowanie, oraz powtérzone pomiary na tych samych lub
podobnych obiektach [VIM 3]

Dla metod jakosciowych

Mozna stosowac interpretacje analogiczng do powyzszej, a mianowicie:
Warunki badania ... (zamiast warunki pomiaru....)

Odtwarzalnosé

Precyzja pomiaru, przy zachowaniu warunkéw odtwarzalnosci pomiaru
[VIM 3]

Warunki odtwarzalnosci

Dla metod ilosciowych

Warunki pomiaru, obejmujgce rézne lokalizacje, wykonawcéw, systemy
pomiarowe i pomiary powtérzone na tych samych lub podobnych
obiektach

[VIM 3]

Dla metod jakosciowych

Mozna stosowac interpretacje analogiczng do powyzszej, a mianowicie:
Warunki badania .... (zamiast warunki pomiaru....)

Czutosc¢

Czes¢ ogdlnej liczby kultur lub kolonii dodatnich, prawidtowo
wytypowanych w przypuszczalnej kontroli [ISO/TR 13843]

Specyficznosé

Czes¢ ogdlnej liczby kultur lub kolonii ujemnych, prawidtowo
wytypowanych w przypuszczalnej kontroli [ISO/TR 13843]

Walidacja

Potwierdzenie, przez badanie, i przedstawienie obiektywnego dowodu, ze
zostaty spetnione szczegolne wymagania dotyczace konkretnego
zamierzonego zastosowania [ISO/IEC 17025]

Uwaga:

Walidacja pierwotna. Proces badawczy, majgcy na celu ustalenie zakresu
badania i charakterystyki dziatania nowej, zmodyfikowanej lub skadingd
niedostatecznie scharakteryzowanej metody. Powinno to da¢ w rezultacie
liczbowg i opisowg specyfikacje dziatania i obejmowaé szczegotowy i
jednoznaczny opis celu pracy (kolonie dodatnie, probéwki lub tablice)
[ISO 13843]

Weryfikacja

Dostarczenie obiektywnego dowodu, ze dany element spetnia okreslone
wymagania

[VIM 3]

Uwaga:

Weryfikacja (walidacja wtdrna) ma miejsce, kiedy laboratorium zamierza
zrealizowa¢ metode opracowang gdzie indziej. Weryfikacja skupia sie na
zebraniu dowoddw, ze laboratorium jest zdolne do spetnienia wymagan
ustalonych w pierwotnej walidaciji.

(adaptacja na podstawie 1ISO 13843)

Kultura robocza

Pierwszy przesiew pochodzacy ze szczepu macierzystego
[ISO 11133]
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Zatacznik B Ogdlne zasady stosowania kultur odniesienia

Szczep odniesienia pochodzacy ze zrédta uznawanego przez jednostke akredytacyjna,
np. krajowa kolekcja kultur

Odtwarzanie i jednorazowy przesiew

Niedozwolone

Szczepy macierzyste
Liofilizowane, przechowywane w ciektym azocie, gteboko zamrozone, etc
Okreslone warunki i zalecany okres przechowywania

Przechowywanie w okreslonych warunkach

Jednorazowy przesiew

Rozmrazanie/Odtwarzanie

*

l

Kultura robocza

Okreslone warunki i zalecany okres przechowywania

Zastosowanie rutynowe

*Roéwnolegte sprawdzanie czystosci i badania biochemiczne, jesli potrzebne

Wszystkie czesci procesu powinny by¢ w petni udokumentowane, a szczegdtowe zapisy ze wszystkich
etapow muszg by¢ zachowywane.
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Zatacznik C Wytyczne dotyczace wzorcowania i wzorcowan sprawdzajacych

Niniejsze informacje podaje sie jako wytyczne, zas czestotliwosé powinna opierac sie na potrzebach, rodzaju
wyposazenia i wczesniejszym jego dziataniu.

Rodzaj wyposazenia Wymagania Zalecana czestotliwosé
Termometry odniesienia Ponowne wzorcowanie w petnym | Co 5 lat
(szklane cieczowe) zakresie z zachowaniem

spéjnosci pomiarowej

Pojedynczy punkt

(np. sprawdzanie temperatury Raz na rok
topnienia lodu)
Termopary odniesienia Ponowne wzorcowanie w petnym | Co 3 lata

zakresie z zachowaniem
spéjnosci pomiarowej

Sprawdzanie w stosunku do

termometru odniesienia Raz na rok
Termometry robocze i Sprawdzanie w stosunku do Raz na rok
termopary robocze termometru odniesienia w

punkcie topnienia lodu i/lub
zakresie roboczym pomiaréw

temperatury
Wagi Wzorcowanie w petnym zakresie | Raz na rok przez pierwsze 3
z zachowaniem spojnosci lata, nastepnie rzadziej,
pomiarowej zaleznie od zadawalajgcych
wynikéw dziatania
Odwazniki wzorcowe Wzorcowanie w petnym zakresie | Co 5 lat
z zachowaniem spojnosci
pomiarowej
Odwazniki kontrolne Sprawdzenie przy uzyciu Co 2 lata
wzorcowanego odwaznika lub
sprawdzenie na wadze
bezposrednio po wzorcowaniu, z
zachowaniem spéjnosci
pomiarowej
Szkto miarowe Wzorcowanie wagowe do Raz na rok
wymaganej tolerancji
Pipetory/pipety Wzorcowanie w petnym zakresie | Raz na rok
z zachowaniem spojnosci
pomiarowej
Mikroskopy Wzorcowanie skoku sruby Przed rozpoczeciem

mikrometrycznej z zachowaniem | uzytkowania
spéjnosci pomiarowej (stosownie
do potrzeb)

Higrometry Wzorcowanie z zachowaniem Raz na rok
spéjnosci pomiarowej
Wirdwki Wzorcowanie z zachowaniem Raz na rok

spéjnosci pomiarowej albo
sprawdzenie wzgledem
niezaleznego tachometru
(obrotomierza) stosownie do
potrzeb
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Zatacznik D Wytyczne dotyczace walidacji urzadzen i sprawdzania parametrow

Niniejsze informacje podaje sie jako wytyczne, za$ czestotliwosé powinna by¢ oparta na potrzebach, rodzaju
i uprzedniej pracy urzadzenia

Typ urzadzenia

Wymagania

Zalecana czestotliwosé

Urzadzenia z
kontrolowang
temperaturg (cieplarki,
taznie wodne, lodowki,
zamrazarki)

Ustalanie stabilnosci i jednorodnosci
temperatury

Monitorowanie temperatury

Przed rozpoczeciem uzytkowania,
okresowo, z udokumentowaniem
czestotliwosci, oraz po kazdej
naprawie/modyfikacji

Codziennie/kazdorazowo przy uzyciu

Sterylizatory

Ustalanie stabilnosci i jednorodnosci
temperatury

Monitorowanie temperatury

Przed rozpoczeciem uzytkowania,
okresowo, z udokumentowaniem
czestotliwosci, oraz po kazde;j
naprawie/modyfikac;ji

Codziennie /kazdorazowo przy uzyciu

Autoklawy

Ustalenie charakterystyk
obcigzen/cykli

Monitorowanie temperatury/czasu

Przed rozpoczeciem uzytkowania,
okresowo, z udokumentowaniem
czestotliwosci, oraz po kazdej
naprawie/modyfikac;ji

Codziennie /kazdorazowo przy uzyciu

Komory bezpiecznej
pracy

Badanie pracy urzadzenia

Monitorowanie mikrobiologiczne

Monitorowanie przeptywu powietrza

Przed rozpoczeciem uzytkowania, co
rok, oraz po kazdej
naprawie/modyfikacji

Co tydzieh

Codziennie/kazdorazowo przy uzyciu

Komory laminarne

Badanie pracy urzadzenia
Sprawdzanie sterylnosci powierzchni
i powietrza

Przed rozpoczeciem uzytkowania oraz
po kazdej naprawie/modyfikacji
Raz na tydzien

Mierniki czasu

Sprawdzanie z krajowym sygnatem
czasu

Raz do roku

Mikroskopy Sprawdzanie ustawienh Codziennie/przy kazdym uzyciu

Pehametry Uregulowag, stosujgc co najmniej Codziennie/przy kazdym uzyciu
dwa bufory, odpowiedniej jakosci

Wagi Sprawdzanie zera, oraz odczyt z Codziennie/przy kazdym uzyciu

odwaznikiem kontrolnym

Dejonizatory i zestawy do
odwréconej osmozy

Sprawdzanie przewodnosci
Sprawdzanie zanieczyszczenia
mikrobiologicznego

Raz na tydzien
Raz na miesigc

Urzadzenia do wagowego
rozcienczania

Sprawdzanie masy dozowanej
objetosci
Sprawdzanie stopnia rozcienczenia

Codziennie/przy kazdym uzyciu
Codziennie/przy kazdym uzyciu

Dozowniki pozywek

Sprawdzanie dozowanej objetosci

Przy kazdej regulacji i lub wymianie

Pipetory/pipety

Sprawdzanie dokfadnosci i precyzji
dozowanej objetosci metodg
grawimetryczng

Regularnie (ustalenie z
uwzglednieniem czestotliwosci
uzytkowania i zastosowania)

Aparat do posiewu
spiralnego

Sprawdzanie parametréw w
poréwnaniu z tradycyjng ptytkowa
metodg

Sprawdzanie stanu iglicy w punkcie
poczgtkowym i korncowym
Sprawdzanie dozowanej objetosci

Przed pierwszym uzytkowaniem i raz
na rok

Codziennie/przy kazdym uzyciu

Raz na miesigc

Liczniki kolonii

Sprawdzanie z liczbg kolonii liczong
recznie

Raz do roku
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Wirdwki

Sprawdzanie szybkosci wobec
wzorcowanego i niezaleznego
tachometru (obrotomierza)

Raz do roku

Aparaty i cieplarki do
hodowli w warunkach
beztlenowych

Sprawdzanie ze wskaznikiem
beztlenowym

Codziennie/przy kazdym uzyciu

Srodowisko laboratorium

Monitorowanie zanieczyszczenia
spowodowanego przez drobnoustroje
przenoszone z powietrzem, oraz
powierzchni, przy zastosowaniu n.p.
prébnikow powietrza, metody
sedymentacyjnej, ptytek odciskowych
lub wymazdw z powierzchni

Co tydzieh pod kgtem obecnosci
ogolnej liczby bakterii i plesni

Dwa razy do roku dla organizméw
chorobotwdrczych lub, jeéli
laboratorium zadecyduje inaczej, w
oparciu o aktywnos¢ oraz trendy i
wyniki badan uprzednich
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Zatacznik E Wytyczne dotyczace konserwacji urzadzen

Niniejsze informacje podaje sie jako wytyczne, za$ czestotliwosé powinna by¢ oparta na potrzebach, rodzaju
i poprzednim dziataniu urzadzenh.

Typ urzadzenia

Wymagania

Zalecana czestotliwosé

Cieplarki
Lodowki
Zamrazarki, sterylizatory

Mycie i dezynfekcja powierzchni
wewnetrznych

Raz na miesigc

W miare potrzeby (n.p co 3
miesigce)

W miare potrzeby (np. raz na
rok)

t.aznie wodne

Opréznianie, mycie, dezynfekcja
i ponowne napetnianie wodg

Raz na miesigc lub co 6
miesiecy przy stosowaniu

biocydow
Wirdwki Serwis Raz na rok
Mycie i dezynfekcja Przy kazdym uzyciu
Autoklawy Wzrokowe sprawdzanie uszczelek, Regularnie, zgodnie

czystosci/odprowadzenia wody
z komory

Petny serwis

Sprawdzanie bezpieczenstwa
zbiornika cisnieniowego

z zaleceniami producenta
Raz na rok lub zgodnie

z zaleceniami producenta
Raz do roku

Komory bezpieczenstwa i
komory laminarne

Petny serwis i sprawdzanie
mechaniczne

Raz na rok lub zgodnie
z zaleceniami producenta

Mikroskopy Petny serwis w zakresie konserwacji | Raz do roku

Pehametry Mycie elektrod Po kazdym uzyciu
Wagi,aparaty do Czyszczenie Przy kazdym uzyciu
objetosciowego Serwis Raz na rok

rozcienczania

Destylarki Mycie i usuwanie kamienia Zaleznie od potrzeb (np. co 3

kottowego

miesigce)

Dejonizatory, zestawy do
odwréconej osmozy

Wymiana wktadu/membrany

Zgodnie z zaleceniami
producenta

Aparaty do hodowli
beztlenowej

Mycie/dezynfekcja

Po kazdym uzyciu

Dozowniki do pozywek,
wyposazenie do pomiaréw
objetosci, pipety, oraz
wyposazenie ogolnego
uzytku

Odkazanie,mycia i sterylizacja
w zaleznosci od potrzeb

Po kazdym uzyciu

Aparat do posiewu
spiralnego

Serwis
Odkazanie, mycie i sterylizacja

Raz na rok
Po kazdym uzyciu

Laboratorium

Mycie i dezynfekcja powierzchni
roboczych

Mycie podtdg, dezynfekcja
studzienek i zbiornikow

Mycie i dezynfekcja innych
powierzchni

codziennie oraz podczas uzycia
raz na tydzien lub czesciej, jesli
potrzeba

co 3-12 miesiecy zaleznie od
rodzaju pracy laboratoryjnej
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