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结核分枝杆菌复合群脱氧核糖核酸检测试剂分析性能评估浅析

刘容枝

!摘要" 结核分枝杆菌复合群脱氧核糖核酸#
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$检测试剂的分析性能评估资料是该

类试剂注册申报资料的一项重要的技术资料*作者总结分析性能评估资料需要包括的主要项目与相关的技术细

节%指导生产企业科学合理地进行试剂研发*
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结核分枝杆菌复合群包括结核分枝杆菌#
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$和田鼠

分枝杆菌#
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$*在结核分枝杆菌复合群

中%除田鼠分枝杆菌对人无致病力外%其他几种菌均可致病%

产生相同的临床表现和大体相同的对药物的敏感度谱型*

因此%临床上往往只作结核分枝杆菌复合群的鉴定而无须进

行种水平的鉴定'
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结核分枝杆菌复合群脱氧核糖核酸#
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$检测试剂是指利用
U<?

核酸检测技术%以特定

的结核分枝杆菌复合群共有的基因序列为检测目标%对人痰

液等呼吸道样本中的结核分枝杆菌复合群进行体外定性检

测的试剂%用于结核病患者的辅助诊断*

分析性能评估资料是体外诊断试剂注册申报资料的非

常重要的一项技术资料'

/

(

*参考美国食品药品监督管理局

的相关文件'

'

(

%结合审评中对国内外企业有关该部分资料的

理解与总结'

2.3

(

%现对结核分枝杆菌复合群
1PN

检测试剂

的分析性能研究提出如下建议*

最低检测限

一+最低检测限的确定

建议使用结核分枝杆菌+

\<]

#如适用$的梯度稀释液来

确定最低检测限*每个梯度的稀释液重复
'

"

0

份%每份进

行不少于
/%

次的重复检测%将具有
(0;

阳性检出率的菌株

浓度作为最低检测限*应明确每份菌株的来源+基因型和表

型特性%如来源于美国菌种保藏中心 #
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$等%菌株的基因组中含有多少拷贝的

被测靶基因等信息*建议采用铺板并计数细菌集落形成单

位#
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$的方法进行菌株浓度的确

认*应采用实际铺板并对细菌集落进行计数的方式来确定

细菌集落形成单位%而不是通过推理计算来估计菌株浓度

#如麦氏单位$*

实际操作中%建议将已知浓度的菌株与结核分枝杆菌复

合群阴性的痰样本进行混合后%完全按照试剂盒的操作方法

对此-制备痰样本.进行样本前处理#如液化$+核酸提取扩增

等*对结核分枝杆菌复合群阴性痰样本的确认%应采用培养

鉴定+临床诊断+已上市试剂盒和检测试剂进行联合确认*

具体操作如下*#
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$液化!在痰液中加入
$
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倍体积的

2;

氢氧化钠#

P6eH

$溶液%混匀%室温下放置
/%5#-

%使其

充分液化*#

/

$洗涤!取
$57

液化后痰液至
$&057

离心管%

$%%%%j

&

离心
$%5#-

%尽可能完全倾倒上清,沉淀用
$57

生理盐水悬浮%同上离心条件洗涤
/

次*#

'

$提取!向含沉淀

物的离心管中加入
0

)

71PN

提取液%混匀%沸水浴
$%5#-

%然

后冷却至室温,

$%%%%j

&

离心
#
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%吸取上清液作为模

板备用*

具体而言%向-菌株与阴性痰液的混合物.中加入
$

"

/

倍混合物体积的
2;

氢氧化钠溶液%液化+洗涤后提

取
1PN
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二+最低检测限的验证

建议在最低检测限的菌株浓度对结核分枝杆菌+
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#如适用$进行至少
/%

次的重复试验验证%每种菌株的阳性

检出率应至少为
(0;

*企业应能够提供用于最低检测限验

证的各个菌株的来源+表型及浓度等信息*建议在最低检测

限的核酸浓度对上述菌株的核酸进行至少
/%

次的重复试验

验证%每种菌株的核酸的阳性检出率应至少为
(0;

*企业

应能够提供用于最低检测限验证的各种临床菌株的核酸的

来源及浓度等信息*

分析特异度

一+交叉反应

用于结核分枝杆菌复合群核酸检测试剂交叉反应验证

的病原体种类主要考虑以下几方面!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

的其他病原体*包括!非结核分枝杆菌#
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$+常见的口腔和呼吸道共生的病原菌等%具

体目录如下*
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用于交叉反应性研究的其他分枝杆菌#非结核分枝杆
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用于交叉反应研究的其他病原体!肺炎链球菌
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建议在病原体感染的医学相关水平进行交叉反应的

验证!应提供用于交叉反应验证的病原体的来源+种属和浓

度确认等试验资料*其中%浓度应是实际计数获得的浓度%

而非理论计算得到的浓度#如麦氏单位或者吸光度值$*实

际操作中%建议将已知浓度的菌株与结核分枝杆菌复合群阴

性的痰样本进行混合%并完全按照试剂盒的操作方法对此

-痰样本.进行样本前处理+核酸提取扩增等*对结核分枝杆

菌复合群阴性痰样本的确认%应采用培养鉴定+临床诊断+已

上市试剂盒和检测试剂进行联合确认*

为了确认高浓度的非结核分枝杆菌复合群是否对低浓

度的结核分枝杆菌复合群产生干扰%建议将已知浓度的非结

核分枝杆菌复合群+结核分枝杆菌以及结核分枝杆菌复合群

阴性的痰样本进行混合%并完全按照试剂盒的操作方法对此

-痰样本.进行样本前处理+核酸提取扩增等*建议采用如下

非结核分枝杆菌复合群检测该项目!鸟分枝杆菌#
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$和玛尔摩分枝杆菌
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二+干扰物质

潜在的干扰物质主要包括!内源性物质#如!血液+黏液

或人细胞$,外源性物质#鼻用药物+咽喉用药物%以及口服药

物$和结核病治疗中常使用的药物*建议使用医学相关水平

的干扰物浓度进行验证*另外%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*对于常见药

物干扰试验%建议参照相应药物药代动力学研究确定的治疗

药物浓度添加相应药物进行干扰验证*建议在结核分枝杆

菌或牛结核分枝杆菌的最低检测限浓度水平对每种干扰物

质的影响进行研究*

建议用于干扰研究的物质目录如下!异烟肼+乙胺丁醇+

吡嗪酰胺+利福平+卡那霉素+链霉素+卷曲霉素+丁胺卡那霉

素+人细胞+过敏性症状缓解药物+血液+口服麻醉剂和镇痛

剂+抗生素+抗病毒药+鼻腔喷雾剂或滴鼻剂和鼻腔糖皮质

激素*

精 密 度

测量精密度的评价方法并无统一的标准可依%可根据不

同产品特征或企业的研究习惯进行%前提是必须保证研究的

科学合理性*具体实验方法可以参考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*针对本

类产品的精密度评价%主要包括以下要求!#

$

$对可能影响检

测精密度的主要变量进行验证%除检测试剂#包括提取组分

和
U<?

组分$本身的影响外%还应对
U<?

分析仪+操作者+

地点等要素进行相关的验证*#

/

$合理的精密度评价周期%

例如!为期至少
$/!

的检测%每天至少由
/

人完成不少于

/

次的完整检测%从而对批内"批间+日内"日间%以及不同操

&
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作者之间的精密度进行综合评价*如有条件%申请人应选择

不同的实验室进行重复实验%以对室间精密度进行评价*

#

'

$建议将-结核分枝杆菌菌株与临床阴性痰样本混合物.作

为样本%在以下
'

个浓度水平进行验证%具体方法可参考本

指导原则的-最低检测限的确定.部分内容!

*

阴性样本!不

含分析物的样本%阴性检出率应为
$%%;

#检测次数
$

/%

$*

+

弱阳性样本!待测物浓度略高于试剂盒的最低检测限%阳

性检出率应高于
(0;

#检测次数
$

/%

$*

,

中等阳性样本!

待测物浓度约为最低检测限的
/

倍或
'

倍%阳性检出率为

$%%;

#检测次数
$

/%

$*

反应性&包容性'
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