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述!

结核分枝杆菌复合群耐药基因突变检测试剂相关审评要点

刘容枝 综述!李耀华#审校

"国家食品药品监督管理总局医疗器械技术审评中心!北京
*000//

%

!!

关键词"结核分枝杆菌复合群$

!

耐药基因突变$

!

企业参考品$

!

分析性能评估

!"#

!

*0+&FGF

"

H

+D>>A+*G:&8/*&0+%0*G+*'+0&G

文献标识码"

3

文章编号"

*G:&8/*&0

"

%0*G

%

*'8%.F'80&

!!

结核病是当前危及人类生命的主要杀手'据世界卫生组

织估计#

%0*%

年全球约有
/.

万耐多药结核病$

V7(8I)

&患

者#

*:

万人死于
V7(8I)

#全球
*

"

/

的
V7(8I)

患者在中

国(

*8&

)

'鉴于全球耐药结核病的严峻形式#世界卫生组织于

%0*/

年推出了/耐药结核病规划管理指南伙伴手册0$下称/手

册0&#旨在指导耐药结核病的预防*诊断和治疗(

/8.

)

'耐药结核

病是指由耐药结核分枝杆菌复合群引起的结核病'实验室药

敏试验是确诊耐药结核病的唯一方法'但是#传统的实验室药

敏试验周期过长#容易延误治疗'基因型
7"I

$结核分枝杆菌

复合群耐药基因突变检测试剂&采用分子生物学方法检测结核

分枝杆菌复合群基因组中与特定耐药相关的突变#可以快速鉴

定是否存在耐药相关的突变或耐药#一般在
%/L

内就可出结

果#可有效弥补传统药敏试验周期长的缺陷(

G8'

)

'迄今为止#国

内外已有多种结核分枝杆菌复合群耐药基因突变检测试剂获

准上市'为了规范和指导此类试剂的注册申报#下面总结了此

类试剂申报中两项重要的技术性文件$企业参考品和分析性能

评估资料&的审评要点'

D

!

企业参考品

企业参考品主要包括阳性参考品*阴性参考品*最低检测

限参考品和精密度参考品(

F8**

)

'申请人应详细说明企业参考

品中每种菌株"核酸的来源*突变类型*浓度和制备方法等信

息'

D+D

!

阳性参考品
!

申报产品可检测的所有突变类型均应设置

不同浓度的阳性参考品'阳性参考品的突变类型应经过测序

+

'F.%

+

国际检验医学杂志
%0*G

年
F

月第
&:

卷第
*'

期
!

,A?[9K5V;O

!

";

4

?;15;@%0*G

!

\CB+&:

!

2C+*'



方法或已上市同类分型试剂的确认'常见突变类型$建议申请

人根据权威机构的文件确定其代表性&的阳性参考品需采用菌

株#其他突变类型的阳性参考品可采用结核分枝杆菌耐药菌株

基因组或突变质粒#不建议采用临床样本作为阳性参考品'

D+E

!

阴性参考品
!

可采用经确认靶序列未发生突变的结核分

枝杆菌菌株等作为阴性参考品'

D+F

!

最低检测限参考品
!

最低检测限参考品应包括声称的所

有突变类型'常见突变类型的最低检测限参考品应采用菌株#

其他突变类型可采用含有突变的核酸'

D+I

!

精密度参考品
!

精密度参考品至少应包括阴性*弱阳性

和中阳性
&

个水平'中阳性参考品可不包括所有突变类型#以

常见突变类型为主#但弱阳性参考品必须包括所有突变类型'

常见突变类型的精密性参考品应采用菌株#其他突变类型可采

用核酸'

E

!

分析性能评估资料

申请人应提交采用申报产品进行的所有分析性能评估资

料#包括具体的试验方法*试验结果*统计分析以及接受标准等

详细资料'该类产品建议着重对以下分析性能进行研

究(

*%8*:

)

'

E+D

!

阳性"阴性参考品符合率
!

申报产品声称的所有突变类

型的阳性参考品均应检出阳性#阴性参考品应检出阴性'

E+E

!

最低检测限
!

建议采用
F.Y

$

)

&

%0

&的阳性检出率作为

最低检测限确定的标准'扩增反应终体系中的突变序列百分

比和总核酸浓度
%

个因素对最低检测限的影响较大#终体系中

突变序列的百分比越高*所含核酸的数量越多#则突变越容易

被检出'而终体系中的这
%

个因素是由临床样本中的结核分

枝杆菌复合群耐药菌与野生菌的含量和相对比例决定的'因

此#需从以下两个方面考察申报产品的最低检测限'

E+E+D

!

*00Y

耐药比例下耐药菌株"突变核酸的最低检测浓

度
!

对于常见突变类型#将结核分枝杆菌耐药菌株进行系列稀

释#制备不同浓度的耐药菌株样本'对于其他突变类型#可将

突变质粒或结核分枝杆菌耐药菌株基因组
723

进行系列稀

释#制备不同浓度的核酸样本'分别对各浓度样本进行不少于

%0

次的重复检测#确定
F.Y

阳性检出时的浓度#即可作为可检

测的最低耐药菌株"核酸浓度'

E+E+E

!

不同菌株"核酸浓度*各种耐药比例的最低检测限
!

配

制不同菌株"核酸浓度*各种耐药比例的混合液!对于常见突变

类型#将不同浓度的结核分枝杆菌野生菌株和耐药菌株进行混

合#调整野生菌株和耐药菌株的比例#得到含不同菌株浓度*各

种耐药比例的菌株混合液'对于其他突变类型#将不同浓度的

野生质粒和突变质粒进行混合#调整野生质粒和突变质粒的比

例#得到含不同核酸浓度*各种耐药比例的核酸混合液'对各

份混合液进行不少于
%0

次的重复检测#确定
F.Y

阳性检出时

的浓度#即可作为可检测的最低菌株"核酸浓度以及耐药比例'

F

!

分析特异性

F+D

!

野生型菌株的交叉反应
!

采用不同浓度的结核分枝杆菌

野生菌株进行验证#结果为阴性'

F+E

!

申报产品声称的全部突变类型间的交叉反应
!

采用已知

突变类型的耐药菌株或核酸#验证突变类型间的交叉反应#非

目标突变类型的检测结果应为阴性'

F+F

!

核酸序列具有同源性*易引起相同或相似临床症状*采样

部位正常寄生或易并发的其他病原体的交叉反应
!

鉴于临床

样本中可能同时含有结核分枝杆菌复合群*非结核分枝杆菌以

及其他病原体#因此#为了证明申报产品检出的阳性结果为结

核分枝杆菌复合群耐药基因突变#而非其他分枝杆菌或病原体

造成的假阳性结果#应对核酸序列具有同源性*易引起相同或

相似临床症状*采样部位正常寄生或易并发的其他病原体进行

交叉反应的验证'用于交叉反应研究的其他分枝杆菌和病原

体主要包括!堪萨斯分枝杆菌*海分枝杆菌*龟分枝杆菌*偶发

分枝杆菌*次要分枝杆菌*耻垢分枝杆菌*溃疡分枝杆菌*脓肿

分枝杆菌*胃分枝杆菌*肺炎链球菌和金黄色葡萄球菌等'

I

!

干扰物质

I+D

!

潜在干扰物质
!

主要包括内源性物质和外源性药物'建

议使用医学相关水平的干扰物浓度进行验证'建议申请人在

每种干扰物质的潜在最大浓度$最差条件&下进行评价'对于

内源性物质的干扰#建议申请人选择结核分枝杆菌复合群阴性

的临床样本$该临床样本含有所有内源性干扰基质#比如!对于

痰液样本#含有粘液*血液等&作为内源性干扰样本#采用申报

产品对该临床样本进行检测#结果应为阴性'用于干扰研究的

外源性药物主要包括!异烟肼*乙胺丁醇*利福平和吡嗪酰

胺等'

I+E

!

培养物样本的干扰
!

对于培养物样本#干扰物质主要为

适用培养基的干扰#应在最低检测限浓度"阴性样本条件下验

证适用培养基对检测结果的影响#明确适用培养基是否对检测

结果产生干扰'

J

!

精密度

精密度的评价方法没有统一的标准#在保证科学合理的前

提下#申请人可根据产品的特征或研究习惯自行选择'具体试

验方法可参考国内外的相关文件'申报产品的精密度评价主

要包括以下内容'

J+D

!

设立合理的精密度评价周期
!

例如!连续检测
%0O

#每天

至少由
%

人完成不少于
%

次检测#以便对批内"批间以及日内"

日间等精密度进行综合评价'

J+E

!

阴性样本
!

采用靶序列未发生突变的结核分枝杆菌野生

菌株进行试验#阴性检出率为
*00Y

$

)

&

%0

&'

J+F

!

弱阳性样本
!

采用结核分枝杆菌耐药菌株或突变核酸进

行试验#耐药菌株或核酸浓度略高于申报产品的最低检测限#

阳性检出率应高于
F.Y

$

)

&

%0

&#弱阳性样本应包括申报产品

声称的所有突变类型'常见突变类型采用耐药菌株#其他突变

类型可采用含有突变的核酸样本'

J+I

!

中等阳性样本
!

采用结核分枝杆菌耐药菌株或突变核酸

进行试验#耐药菌株或核酸浓度约为最低检测限的
%

或
&

倍#

阳性检出率为
*00Y

$

)

&

%0

&#可选择申报产品声称的部分突

变类型进行验证#但至少应包括
*

株结核分枝杆菌耐药菌株'

K

!

不同样本前处理方法和核酸提取纯化方法的分析性能要求

该类产品所用临床样本$如!呼吸道样本&的基质比较复

杂#临床使用前常需进行样本前处理#并且临床常用的前处理

方法也不止
*

种'如果申报产品声称某种适用的临床样本类

型可采用几种方法进行样本前处理#申请人应提交采用声称的

样本前处理方法与申报产品配合进行的分析性能研究资料#试

验项目至少应包括最低检测限'

根据法规要求#核酸提取纯化试剂按照
&

类体外诊断试剂

进行管理#产品注册相对容易#这促进了核酸提取纯化试剂在

体外诊断试剂中的应用'鉴于该类产品所用临床样本较为复

杂#申请人常采用几种市售的核酸提取纯化试剂作为申报产品

的配套试剂'如果申报产品声称某种临床样本类型可采用几

种方法进行核酸提取纯化#申请人应提交采用声称的核酸提取

纯化方法与申报产品配合进行的分析性能研究资料#试验项目
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至少应包括最低检测限和精密度'

L

!

其他需要注意的问题

如果申报产品同时适用于几种机型#应提交采用所有适用

机型进行的全项目分析性能研究资料'如果申报产品包括多

种包装规格#申请人应说明不同包装规格的性能是否存在差

异#如存在差异#应提交不同包装规格的全项目分析性能评估

资料'

企业参考品在产品的设计开发*性能验证和生产质控等方

面具有重要的作用'在产品设计研发的初期#申请人采用已上

市同类产品或其他合理方法制备企业内部参考品#然后采用企

业内部参考品选择申报产品适用的主要原材料%在产品成型之

后#申请人采用企业参考品对申报产品的分析性能进行验证%

在每批产品出厂时#申请人采用企业参考品对生产的每批产品

进行质量控制'分析性能评估资料对产品设计开发的结果进

行验证#主要考察申报产品的最低检测限*精密度*特异性等技

术指标'鉴于该两部分资料在注册申报中的重要性#希望申请

人在法规框架下#依托企业自身的研发平台和研发习惯#科学

合理地制备企业参考品*进行产品性能评价'
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类风湿性关节炎$

(3

&是
*

种慢性*系统性自身免疫性疾

病#可累及人体许多组织与器官#对关节的破坏尤为严重'主

要病理特征为炎性细胞浸润*滑膜组织增生*血管生成*血管翳

形成*软骨的破坏及骨的侵蚀'目前认为炎性反应介质的持续

作用是
(3

病变加重的主要原因'

2a8

:

)

是
*

种影响广泛的

转录因子#能促进多种基因转录和表达#与炎性反应*免疫应答

及细胞增生*分化和凋亡等重要的生理病理过程密切相关'

2a8

:

)

在
(3

的发病中起重要的调节作用#主要通过调控细胞

因子$

I2a8

'

*

,98*

$

&*基质金属蛋白酶
VV#>

$

VV#8&

*

VV#8

F

&*血管生成因子$

\T<a

&*诱导酶$

$Sc8%

*

D2S"

&等基因表

达#参与关节炎性反应及损伤反应等病理进程'本文就
2a8

:

)

在
(3

中的作用及调控机制予以综述'
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2a8

:

)

概述
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于
*F'G
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和
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发现#得名于它能够

与
)

细 胞 免 疫 球 蛋 白
:

轻 链 基 因 的 增 强 子
:

)

$

<<8

<3$III$$

&特异结合#并能促进
:

基因表达的核蛋白因子#

故称之为核因子
:

)

#是近年发现的最重要的转录因子之一'

2a8

:

)

存在于多种细胞类型中#调控的靶基因包括免疫相关受

体*细胞因子*炎性因子*黏附分子*急性期蛋白等'
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)

的分子结构
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是真核细胞转录因子
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