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!!

近年来!全球频发新发突发的传染病疫情!从
"33&

年的新

型甲型
G%̀ %

流感病毒暴发流行!到
"3%5

年人感染
G'̀ &

禽

流感病毒暴发流行!

"3%4

年暴发的埃博拉病毒出血热疫情!

"3%+

年暴发的中东呼吸综合征疫情!

"3%,

年暴发的寨卡病毒

疫情!为应对不同时期境内外暴发的各种传染病疫情!做好体

外诊断试剂应急储备工作!国家开设了病原体核酸检测产品的

应急审评"作为国家药监总局医疗器械技术审评中心审评员!

作者下面就应急审评方案中的性能评估和临床试验的基本要

求进行解析和介绍"

B

!

性能评估的基本要求

B(B

!

所有病原体均应完成的性能评价

B(B(B

!

核酸#

.̀ 0

%提取$纯化性能
!

在进行靶核酸检测前!

应有适当的
.̀ 0

提取$纯化步骤"该步骤的目的除最大量分

离出目的
.̀ 0

外!还应有相应的纯化作用!尽可能去除
S1.

抑制物"无论检测试剂是否含有
.̀ 0

分离$纯化的组分!企

业都应结合检测试剂的特性!对配合使用的
.̀ 0

提取试剂$

方法的提取效率&提取
.̀ 0

纯度等做充分的验证!提供详细

的验证资料"如果申请的试剂产品无需进行
.̀ 0

提取$纯

化!应进行详细的说明并提供详细的验证资料!以明确产品不

进行
.̀ 0

的提取$纯化也可以达到很好的检测效果!且应与

需进行
.̀ 0

提取$纯化的质量较好的试剂产品进行充分&详

细的比对试验"

B(B(C

!

最低检测限

B(B(C(B

!

最低检测限的确定
!

将含有病原体目的
.̀ 0

片段

的假病毒颗粒#不同基因型%梯度稀释于#与适用样本一致的%

适当基质中!用于进行最低检测限研究!建议采用质粒或其他

适宜的方法标定假病毒原液的滴度"每个浓度梯度最少重复

5

次检测!以
%33*

可检出的最低浓度水平作为估计检测限!在

此浓度附近制备若干梯度浓度样品!每个浓度至少重复
"3

次

检测!将具有
&3*

!

&+*

阳性检出率的最低浓度水平作为确

定的最低检测限'

%25

(

"提供详细的假病毒浓度滴定方法!试验

数据"

B(B(C(C

!

最低检测限的验证
!

采用假病毒在最低检测限浓度

水平进行验证"应达到
&3*

!

&+*

阳性检出率"最低检测限

的确定和验证均应考虑不同病原体的基因型特点和具有时间

和区域特征性的不同病毒株!原则上应包括可检出的所有基因

型以及每个基因型至少具有代表性的
5

个毒株分别进行最低

检测限的确定和验证"以上最低检测限评价采用的是企业自

行合成的假病毒!应详细提供假病毒不同基因型&不同毒株的

制备方法!明确基因序列"

B(B(!

!

病原体
.̀ 0

阳性检出能力验证
!

采用病毒检测目的

基因的体外转录全长
.̀ 0

进行检出能力验证!针对预期用途

包含的每种病毒型别!均应选择
1̀@$

上已登录毒株中至少
5

个不同病毒株的基因序列分别完成此项验证!每个病毒株至少

设置三个浓度水平的
.̀ 0

样品!其中包含最低检测限附近水

平的样品!建议样品基质与预期适用样本类型一致"以试剂盒

检测上述样品!考察病毒核酸检测试剂的检出能力!提交相关

研究资料!包括样本制备方法&滴度确定方法&验证试验结

果等"

B(B("

!

分析特异性

B(B("(B

!

交叉反应
!

用于交叉反应验证的病原体种类主要考

虑以下几方面可能性)核酸序列具有同源性!易引起相同或相

似的临床症状!采样部位正常寄生或易并发的其他微生物"建

议在病毒和细菌感染的医学相关水平进行交叉反应的验证"

通常!细菌感染的水平为
%3

,

DKC

$

<Z

或更高!病毒为
%3

+

L

KC

$

<Z

或更高"除特别说明外!应尽量采用灭活的临床样本!或

添加了灭活病原体培养物的阴性临床样本!样本基质应与预期

检测样本类型一致"如病原体培养物不能符合如上要求!企业

应详细说明理由"交叉反应的病原体一般包括各种
.̀ 0

病

毒!如流行性感冒病毒&

G$W

&丙型肝炎病毒&肠道病毒等*细菌

一般包括伤寒杆菌&金黄色葡萄球菌&表皮葡萄球菌&脑膜炎奈

瑟菌&铜绿假单胞菌等*其他病原体如肺炎支原体&腺病毒&乙

型肝炎病毒等*还应包括人类基因组
/̀ 0

"同时还应考虑不

同病原体的各自特点!选择交叉反应的病原体种类!以充分反

映产品检测的特异性"如
G'̀ &

病毒应选择新型
G%̀ %

流感

病毒&

G+̀ %

流感病毒&

G5̀ "

流感病毒!埃博拉病毒选择马尔

堡病毒&登革热病毒&新型布尼亚病毒&汉坦病毒*寨卡病毒选

择登革病毒#

4

个型别%&基孔肯雅病毒&黄热病毒&乙型脑炎病

毒等*中东呼吸综合征冠状病毒选择腺病毒#如
5

型&

'

型%&冠

状病毒
""&R

&冠状病毒
1̂45

&冠状病毒
GXf%

&冠状病毒

I0.I

等"申请人应提供所有用于交叉反应验证的病毒和细

菌的来源&种属$型别信息和浓度确认等试验资料"

B(B("(C

!

干扰试验
!

根据所采集样本类型!进行干扰物质验

证"如适用样本包括全血&血清或血浆!则至少应验证血液中

存在的胆红素&三酰甘油&血红蛋白"如有鼻咽拭子&痰液等还

应验证血液&鼻分泌物或黏液等的干扰!同时还应包括患者可

%4'5
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能使用的抗病毒药物等的干扰情况"建议申请人在每种干扰

物质的潜在最大浓度#-最差条件.%条件下进行评价"申请人

应至少采用两个浓度水平的病毒#假病毒%稀释液进行干扰试

验研究!其中应包括最低检测限附近水平"

B(B(K

!

精密度
!

测量精密度的试验方法可以参考相关的

1ZI$2RS

文件或国内有关体外诊断产品性能评估的文件进行"

企业应对每项精密度指标的评价标准做出合理要求!如标准差

或变异系数的范围等"精密度评价中应考虑检测试剂本身以

及其他要素的可能造成的精密度波动!包括
S1.

分析仪&操作

者&地点等要素*应设定合理的精密度评价周期!从而对批内$

批间&日内$日间精密度进行综合评价*用于精密度评价的质控

品应至少包括
5

个水平#阴性&临界阳性和中&强阳性%!可采用

包含目的
.̀ 0

的假病毒!基质应与适用样本类型一致'

5

(

"

B(C

!

需采用真实病原体完成的性能评估
!

对于埃博拉出血热

这样的高病死率传染病!病毒实验操作要求非常高!归为生物

安全第
4

级病毒!我国当时并没有一个实验室可以达到病毒培

养及实验的要求!因此实际上无法完成真实病毒株的性能验

证!所以只能采用企业自行合成的假病毒进行所有性能的验

证'

4

(

"对于
G'̀ &

流感病毒&新型甲型
G%̀ %

流感病毒!由于

国内病例较多!企业可以获得真实病毒株!因此需采用病毒株

自行进行性能验证!也可委托其他有资质的机构代为完成性能

评价"而对于中东呼吸综合征冠状病毒'

+

(

&寨卡病毒'

,

(

!由于

国内病例较少!企业无法获得病毒株!但是中国疾病预防控制

中心通过病毒分离培养或向境外购买的方式可以获得病毒株"

对于此类病毒!企业需委托中国疾病预防控制中心进行产品部

分性能的验证"对于病毒株至少应验证以下性能"

B(C(B

!

最低检出限的验证
!

应对不同的型别或是境内主要流

行的型别分别进行最低检测限的验证!应明确病毒株的确认方

法&病毒滴度的确定方法!有条件时应对不同地域流行的主要

毒株也进行详细验证"与国家疾病预防控制中心公认的检测

方法进行比对时!企业产品的最低检测限应不低于国家疾病预

防控制中心公认检测方法的最低检测限"

B(C(C

!

重复性
!

采用病毒株进行验证!应对高&低两个浓度的

样本分别进行验证!其中一个浓度应为最低检出限附近的

浓度"

B(C(!

!

交叉反应
!

对于一些较难获得的交叉反应病原体也可

委托国家疾病预防控制中心进行产品性能的验证!如基孔肯雅

病毒&黄热病毒&登革病毒等"

C

!

临床试验要求

C(B

!

总样本量要求
!

应急产品都是全新病原体导致疾病的暴

发和流行!因此临床的总样本数均应大于
%333

例!申请人应

按照+体外诊断试剂临床研究技术指导原则,的要求在相应的

临床环境中对试剂的临床性能进行系统性研究'

"

(

"如检测试

剂适用于不同的样本类型!原则上不同的样本类型的病例数之

和大于
%333

例即可!但每种样本类型的病例数不能过少!病

例数须差异具有统计学意义"

C(C

!

阳性样本量要求

C(C(B

!

对于境内大范围流行的疾病!阳性病例数不得少于

533

例!如新型甲型
G%̀ %

流感病毒"

C(C(C

!

如在境内属于散发病例!但病例数相对较多!则至少完

成境内阳性病例数的
+3*

以上!如人感染
G'̀ &

禽流感病毒"

C(C(!

!

如在境内阳性病例数极少!也应至少完成境内阳性病

例数的
+3*

以上!同时应采用假病毒与临床样本混合的方式

进行临床试验!阳性例数应大于
"33

例!如中东呼吸综合征病

毒"

C(C("

!

如境内没有阳性病例!应采用假病毒与临床样本混合

的方式进行临床试验!阳性例数应大于
"33

例"同时如果有条

件!可以采用去疫区#境外%检测的方式进行临床试验!阳性病

例数也应大于
"33

例!如埃博拉病毒"

C(C(K

!

如在境内阳性病例数极少!但灭活的病毒株可以获得!

病毒的致病性也较低!除必须至少完成境内阳性病例数的

+3*

病例外!还应采用灭活的病毒株与临床样本混合的方式进

行临床试验!阳性例数应大于
"33

例!如寨卡病毒"

C(!

!

阴性样本要求
!

对特异性验证所需的阴性样本!应当选

择易引起相同或相似的临床症状&采样部位正常寄生或易并发

的其他微生物感染的患者"一般建议考虑有呼吸道疾病&发

热&腹泻&出血热等症状的患者!所有样本均应为独立的临床样

本"临床数据汇总表格中应明确临床诊断结果!包括感染病原

体名称"以上所有样本编盲后进行
.̀ 0

提取和病毒
.̀ 0

检

测!以交叉四格表的形式总结检测结果!并对检测结果进行统

计分析!如四格表卡方检验或
]8

LL

8

检验"根据以上临床研究

结果!对检测试剂的临床性能进行预评价"

总之!由于每种疫情暴发都有自己的特点!如不同的流行

传播方式&不同的病原体特点&不同的致病性等"因此应根据

不同病原体的特点!分别制定了不同病原体性能评估和临床试

验的研究及评价方法!以更科学&更充分的评价核酸检测试剂

的基本性能!使其能够适于临床使用!最大程度的减少漏检率

和假阳性率"
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Ĵ0BF

-

'+33V8=7/_

Z1

!

Q@0$/I(!E6J8\8><6PFD8>M6=68MDED6J76MKHM7E6f

'

g

(!

"3%4(

'

+

(

1HM<8JW-

!

>̂=DE>8

O

6MI

!

#6JP7J6M1-(S6MKHM<8JD6

8JPD>FJFD8>\8>FP87FHJHK7E6.68>I78M-R.I21HWXF7KHM

P676D7FHJHK-FPP>6R8=7M6=

L

FM87HM

?

=

?

JPMH<6DHMHJ8\FM2

C=.̀ 0

'

Q

(

(Q1>FJWFMH>

!

"3%4

!

,3

#

"

%)

%,)2%'%(

'

,

(

UFH\8J677F-

!

-F>8JH!

!

0>D8J78M8Z1(gF]8WFMC==

L

M682

PFJ

O

FJIHC7E0<6MFD8

)

R\H>C7FHJ8M

?

8J8>

?

=F=HK6<6M

O

FJ

O

J6C7M8>FTFJ

O

M6=F=78J7SE6"'&I6M=7M8FJ=

'

Q

(

(0=F8JS8DQ

!MH

L

-6P

!

"3%,

!

&

#

+

%)

44+24+"(

#收稿日期)

"3%,2352%)

!

修回日期)

"3%,23,23,

%

"4'5

重庆医学
"3%,

年
&

月第
4+

卷第
",

期


