新型冠状病毒肺炎防控背景下临床基因扩增实验室
技术审核要点
凡任芝 沈佐君
中国科学技术大学附属第一医院（安徽省立医院），安徽省临床检验中心
PCR即为聚合酶链反应(polymerase chain reaction)，该技术在医学领域可用于人体外源性（如病毒、细菌、支原体、衣原体等感染性疾病）和内源性（如遗传性疾病、肿瘤等）核酸的检测，是一种快速、特异的检验方法。在新冠疫情期间该技术发挥了关键性作用，国家卫生健康委办公厅发布的各版《新型冠状病毒肺炎诊疗方案》均将“实时荧光RT-PCR检测新型冠状病毒（2019 novel coronavirus，2019-nCoV）核酸阳性”作为疑似新型冠状病毒肺炎（Corona Virus Disease 2019，COVID-19）患者最后确诊的重要条件之一。在《国家卫生健康委办公厅关于进一步加强新冠肺炎疫情防控期间发热门诊设置管理和医疗机构实验室检测的通知》（国卫办医函〔2020〕263号）文件内明确要求各三级综合医院及符合条件的专科医院、二级综合医院均应提高医疗机构临床实验室检测能力，尤其是COVID-19核酸检测能力。按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》，该检测技术在临床上运用前需要经过卫生主管部门的技术审核，相关依据为《医疗机构临床基因扩增检验实验室工作导则》，主要按照《临床基因扩增检验实验室技术审核表》对实验室设置和设备、设施和环境、人员、设备管理、检测方法、标本管理、记录、报告、质量控制、抱怨等共10章38款要求逐一审核。结合最新版的《新型冠状病毒肺炎实验室检测技术指南》和《新型冠状病毒实验室生物安全指南》等针对性标准要求，本文对新型冠状病毒肺炎防控背景下临床基因扩增实验室技术审核要点进行分析，目的是为了结合审核活动要求进一步规范COVID-19核酸检测技术在临床上的应用，关注检测过程的生物安全问题，同时确保检测结果的准确性。
1实验室生物安全管理体系
1.1生物安全管理体系
生物安全即针对生物危害，通过深入分析和研究各种生物相关因素对人类社会、经济、健康及生态环境所产生的危害或潜在危害，在风险评估基础上，通过采用系统化管理和综合性防护措施，预防控制或消除实验室感染相关的各项风险因素，进而提高生物安全防护能力。结合最新的生物安全指南相关要求，COVID-19核酸检测技术审核上需要关注生物安全体系的建立、实验室设施、人员的管理、风险评估和管控以及实验室清洁消毒管理等方面内容。
1.2生物安全管理的核心要点
1.2.1实验室基础建设
COVID-19核酸检测除了考虑扩增产物污染外，还需要重点关注生物安全问题。按照工作导则要求，“各区域在物理空间上必须是完全相互独立的，不能有空气的直接相通”，为防止核酸污染以及气溶胶扩散，每个区应有独立新风系统，不能共用一个空调系统；“按照从试剂储存和准备区→标本制备区→扩增区→扩增产物分析区方向空气压力递减的方式进行”，可通过负压排风装置、排风扇或其他可行的方式实现；执行实验室通风要求的同时考虑气溶胶扩散的危害；有条件的机构应将新冠病毒核酸检测实验室设置在相对独立的建筑单元。
1.2.2标本运输和样本管理
样本运输是重点的风险管控点，特别是院外运输，需按照生物安全指南要求照A类或B类感染性物质进行三层包装，运输应当按照《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》（卫生部令第45号）办理“准运证书”，鉴于转运人员可能存在专业知识不足的问题，需进行专门的生物安全知识培训并建立考核机制。按要求新型冠状病毒毒株和相关样本应当由专人管理，需要准确记录毒株和样本的来源、种类、数量、编号登记，采取有效措施确保毒株和样本的安全，严防发生误用、恶意使用、被盗、被抢、丢失、泄露等事件。目前标本采集主要依靠医护人员，除了按照规范制定和发放检验采集手册外，就未能及时得到转运的标本也需要有明确的暂存管理方案。
1.2.3标本接收及处理
在COVID-19核酸检测技术和生物安全指南里均重点强调样本接收和处理的安全性问题，实验室应认真梳理相关流程并不断优化，尽量减少风险暴露的可能性。“标本接收”除需建立规范的SOP文件、在生物二级生物安全柜内操作外，如需要样本签收，且步骤可能要在病毒灭活前完成，需考虑暴露和污染风险，有医院采用双标签的方式，可有效的降低风险；有专家建议利用上下两层传递窗的设计实现样本进入和废弃物转出标本制备区，从而降低对缓冲间“污染”的风险，同时需加强传递窗密封性、单向开启及清洁消毒等措施；在标本前处理前，应严格按照相关标准使用和监测生物安全柜的运行情况，提前准备好样本处理所需的所有可能物品，且处理过程中动作要尽量做到轻拿轻放；无论手工提取还是使用核酸提取仪，都应有处理气溶胶产生的方案和措施。
1.2.5废弃物处理
检测过程中产生的有潜在感染性的废弃物，如包装、试验耗材及废液等，均应采用化学消毒或物理消毒方式处理，并对消毒效果进行监测。可以在样本制备区内高压消毒后再进一步转出处置，以降低对后续各环节的“可能”风险。
1.2.6实验室清洁消毒
工作导则明确要求“工作结束后，必须立即对工作区进行清洁”。生物安全指南要求工作后需对整个样本制备区域、生物安全柜、其他使用仪器、工作台面和地面以及存放标本容器等根据其不同特性选择有效的清洁消毒方式。COVID-19核酸检测需严格关注核酸污染和生物安全问题，例如悬挂紫外消毒灯和移动紫外消毒车的规范使用和有效光强度检测工作，各清洁消毒剂配制比例和有效期问题等。
1.2.7意外事件防范及处理
按照《医疗机构临床实验室管理办法》要求，COVID-19核酸检测需要制定意外事故处理程序和职业暴露处置流程，该检测涉及到的采样、转运、检测及后续废弃物处理过程中，当防护用品破损或污染物泼溅时应理解更换或处理；应在实验室前将各项防护措施提前准备好，并确保在有效期内。
2加强质量体系建设，确保检测能力
2.1质量体系建设
按照管理办法要求，临床基因扩增实验室在开展每个项目前应建立相应的质量管理体系，除涉及到具体的质量手册、程序文件、标准操作规程（SOP）以及记录外，还需确保体系文件的法规性、唯一性、和可操作性，同时也应保证文件的可获取性。针对COVID-19核酸检测还应将风险管理引入到质量体系文件建设中，系统地应用管理政策、程序和实践来完成风险的分析、评价、控制和监测的任务，帮助实验室对特定的过程建立特定的质量控制计划，使系统固有的质量控制、外部质量控制及其他质量控制程序达到最佳的平衡，从而保证检测结果的准确性。
2.2加强质量体系建设核心要点
2.2.1人员培训
按照《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》要求，核酸检测人员需经过指定机构培训并取得“上岗证”，在此次疫情期间，由于标本量突发且较大，不少机构存在具备资质人力不足的现象，实验室需提前做好人才储备工作。由于分子生物学技术的快速发展，还需做好人员后续继教培训以及效果考核工作。针对COVID-19核酸检测，还需对参与标本采集、转运等环节人员进行培训和考核，针对不同的岗位设计培训内容及考核内容。
2.2.2标本采集
基因扩增检测对标本采集的要求十分严格，特别是宏基因组、测序时代，不仅要取得目标基因，还要充分考虑防范“污染”基因的可能。针对COVID-19核酸检测，《技术指南》明确指出可以检测的标本，已有大量研究对标本类型的检出率等做了比对工作。相关数据实验室应在标本采集手册内体现并告知临床，进一步明确标本采集时机、有效的标本类型等。针对不同样本类型，实验室需制定对应的样本处理程序，建立基于标本类型的性能数据供临床参考。
2.2.3仪器维护与校准
按照审核条款要求主要设备（离心机、加样器、扩增仪和/或酶标仪、生物安全柜等）应有维护程序文件及维护记录。特别针对实验过程中使用到加样系统、温湿度系统、及各检测系统应根据具体仪器的说明书等完善主要设备维护、校准程序，并做好相应的维护、校准计划和相关记录工作。
2.2.4试剂和关键耗材质检
审核条款要求使用经国家药品监督管理局批准的试剂，实验室应按照扩增平台选用试剂厂家声明“适用性”的试剂，并按照相关规范做好试剂质检工作。对COVID-19此类RNA病毒检测，关键性耗材的酶抑制物质检十分重要。
2.2.5质量控制策略 
类似其他常规核酸检测项目，COVID-19核酸检测需制定完整的质量控制策略。外部质量评价方面，国家临床检验中心、上海市临床检验中心等组织通过无生物传染危险性病毒特定RNA序列的病毒样颗粒（VLPs）等方式为国内检测实验室提供免费的室间质评（EQA）活动，有力的保障了实验室的检测结果的准确性。实验室也可以定期通过其他检测系统建立比对方案，来监督、评估检测系统的能力情况。如使用两套以上检测系统，实验室内部也应建立比对程序，并做好定期比对工作。
室内质控（IQC）是实验室应重点关注的内容，COVID-19核酸检测应在试剂盒阴、阳性对照外，应建立覆盖核酸提取和扩增全过程的室内质控策略，鉴于商务商品化质控品购置难度，可以利用既往较低浓度阳性样本用于批间重复性的监测。此外实验室应关注每日检测阳性率变动情况，当检测一定数据后可依据本实验室阳性率开展质控，依据二项式分布计算阳性概率，制作P控制图，当阳性率超过后低于控制范围时应停止实验，查找原因，排除污染或其他影响因素后才能开展检测工作。因各实验室面对的标本来源不同，报告模式不同，实验室间阳性率没有可比性。同时阴性质控设置也需要重点关注，按照技术指南要求合理的设置阴性质控策略，可有效的避免“假阳性”问题。
2.2.5检测方法的性能验证
鉴于COVID-19核酸检测对临床的重要意义，实验室应在正式开展检测之前，完成性能验证工作，并覆盖到可能的样本类型。需根据试剂盒声明的性能参数设计合理的方案，至少包括精密度、符合率和检出限等。更换或者上新系统期间实验室应加强临床的沟通，注意监控检测结果与临床诊断的一致性。
2.2.6结果报告及规范性
实验室需关注结果报告及规范性并建立相应的程序文件。在COVID-19核酸检测报告单上除常规内容外，还应明确标本类型，使用的试剂和仪器等信息。鉴于不同试剂厂家扩增靶区域、阳性结果标准设置的不同，推荐使用《新型冠状病毒肺炎实验室检测技术指南》中阳性判断标准（实验室确认阳性病例需满足以下两个条件中的一个：（1）同一份标本中新型冠状病毒2个靶标ORF1ab、N，实时荧光RT-PCR检测结果均为阳性。如果出现单个靶标阳性的检测结果，则需要重新采样，重新检测。如果仍然为单靶标阳性，判定为阳性。（2）两种标本实时荧光RT-PCR同时出现单靶标阳性，或同种类型标本两次采样检测中均出现单个靶标阳性的检测结果，可判定为阳性）。
2.2.7患者信息安全
按《国家卫生健康委办公厅在重大突发传染病防控工作中加强生物样本资源及相关科研活动管理工作的通知》要求“未经批准，不得向任何其他机构和个人提供生物样本、病原体、培养物及其相关信息”。鉴于新冠病毒检测的特殊性，临床实验室，尤其第三方检验检测机构存在患者样本及信息外泄的风险。各机构在保证质量的前提下，进一步完善患者样本保存及信息安全制度。做好各环节交接记录和监控措施。
疫情期间，各医疗机构PCR实验室在病人确诊方面起到了关键作用，并在随后复工复产和入境等各种筛查中发挥了重要作用。作为与病毒零距离接触的科室，未见核酸检测实验室源感染的报道，这些得益于卫生主管部门和以李金明教授为代表专家们的不懈努力，在近二十年的临床应用中，建立健全了严格的临床基因扩散技术审核制度。随着高通量测序技术的出现，以PCR技术为基础的各项新技术得到了快速发展，无创产前筛查(noninvasive prenatal screening, NIPS)、肿瘤基因突变、遗传病、胚胎植人前遗传学筛查( preimplantation genetic screening, PGS )和胚胎植人前遗传学诊断( preimplantation genetic diagnosis, PGD)、病原微生物及宏基因组学( metagenomics)等展现了极为广阔的临床及科研应用前景。目前这些新技术的技术审核还主要依据管理办法和工作导则，同时参考类似《孕妇外周血胎儿游离DNA产前筛查与诊断技术规范》、《感染性疾病相关个体化医学分子检测技术指南》和《个体化医学检测微阵列基因芯片技术规范》等规范指南。
实际工作中，按照“各区独立、注意风向、因地制宜和方便工作”的原则，COVID-19核酸检测实验室应合理规划相关布局及流程，确保实验室设施与环境满足要求；使用的仪器、试剂和关键耗材应满足行业规范要求，检测人员应取得相应资质，所有参与人员均应经过岗前培训；建立规范的新型冠状病毒核酸检测质量管理体系；提前做好生物安全风险评估工作，完善生物安全相关制度及各类管理程序，保障日常生物安全管理、标本管理、实验室清洁消毒等所需措施；实验室应关注检测活动对环境和其他人员带来风险的可能。总之，各临床基因扩增检测实验室应进一步理解技术审核的目的，完善实验室生物安全管理、防止核酸污染、规范化操作与流程优化等问题。
