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儿童感染性疾病病原分子快速诊断技术规范与临床应用指南

1 范围

本文件规定了儿童感染性疾病病原分子快速诊断与临床应用的技术要求、实验室建设与管理、检测

流程、质量控制、临床应用与结果判读、安全与应急管理。

本文件适用于各级医疗机构开展儿童感染性疾病病原分子快速诊断工作。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB 19489 实验室 生物安全通用要求

GB/T 22576.1 医学实验室 质量和能力的要求 第1部分:通用要求

GB/T 25915. 1 洁净室及相关受控环境 第 1 部分: 按粒子浓度划分空气洁净度等级

WS/T 230 实时荧光聚合酶链反应临床实验室应用指南

WS/T 641 临床检验定量测定室内质量控制

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1

病原分子快速诊断 rapid molecular diagnosis of pathogens
采用分子生物学技术，在≤60 分钟内完成病原体核酸提取、扩增及检测，实现病原学快速确诊

的检测方法。

3.2

分析灵敏度 analytical sensitivity
检测系统能够检出目标病原体的最低浓度或拷贝数，以 95%检出率对应的最低浓度表（LOD95%）。

3.3

分析特异性 analytical specificity
检测系统在存在非目标病原体或干扰物质时，准确识别目标病原体的能力，无交叉反应或非特

异性扩增。

3.4

临床灵敏度 clinical sensitivity
在临床样本中，检测系统正确识别阳性样本的比例，计算公式为真阳性数/（真阳性数+假阴性

数）×100%。

3.5

临床特异性 clinical specificity
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在临床样本中，检测系统正确识别阴性样本的比例，计算公式为真阴性数/（真阴性数+假阳性

数）×100%。

3.6

多重感染检测 multiple infection detection
同一检测体系同时检测两种及以上目标病原体的检测模式。

4 技术要求

4.1 检测技术分类及性能指标

4.1.1 技术类型及适用场景

常见的技术类型及适用场景应满足表 1 的要求。

表 1 技术类型及适用场景

技术类型 核心原理
检测时间

（min）
适用场景 适用病原体

等温扩增技术

（LAMP/RPA）

恒定温度（60～65℃）

下核酸扩增
20～40

基层医疗机构、现场

检测

流感病毒、诺如病毒、肺炎

支原体

微流控芯片技术
芯片集成提取-扩增-检

测流程
≤30 急诊、发热门诊

呼吸道合胞病毒、轮状病毒、

金黄色葡萄球菌

数字 PCR 技术 微滴分割实现绝对定量 30～50
低载量病原体、耐药

基因检测
结核分枝杆菌、多重耐药菌

CRISPR-Cas 系统 靶向切割结合荧光报告 ≤40
病原体亚型鉴别、多

重感染

新冠病毒变异株、腺病毒血

清型

4.1.2 核心性能要求

应满足以下要求：

a）分析灵敏度：呼吸道病原体≥10
3
copies/mL，消化道病原体≥10

3
copies/mL，血流感染病原

体≥10
2
copies/mL；

b）分析特异性：与非目标病原体交叉反应率≤0.5%，对常见干扰物（血红蛋白≤0.5mg/mL、

黏蛋白≤20%）无影响；

c）精密度：同一批次检测 CV 值≤5%，不同批次检测 CV 值≤8%；

d）样本兼容性：支持咽拭子、鼻咽拭子、痰液、粪便、全血等儿童常见样本类型，全血样本

无需离心预处理；

e）检测通道：≥4 个，支持同时检测至少 3 种目标病原体及 1 个内标。

4.2 仪器设备要求

应满足以下要求：

a）温控精度：±0.3℃，温度均一性≤0.5℃（96 孔板）；

b）检测仪器：具备荧光信号采集功能，检测通道波长范围覆盖 450nm～650nm；

c）POCT 设备：满足 CLIA-waived 认证标准，配备条码扫描和 LIS 接口；

d）环境适应性：工作温度 10℃～30℃，相对湿度 20%～80%，无冷凝水产生；

e）数据存储：支持≥10 万条检测数据存储，保存时间≥2 年。

4.3 试剂要求

应满足以下要求：

a）核酸提取试剂：提取效率≥90%，交叉污染率≤0.1%，支持原始管上样；

b）扩增试剂：-20℃储存有效期≥12 个月，2℃～8℃运输稳定性≥7 天；

c）质控品：包含阳性对照、阴性对照及内标，阳性对照浓度为 LOD95%的 5～10 倍；

d）抑制剂耐受：可耐受样本中常见抑制剂（如肝素、EDTA、胆红素等）。
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5 实验室建设与管理

5.1 实验室分区要求

必须设置试剂准备区、样本处理区和扩增区，各区采用物理屏障隔离，配备独立通风系统，且

应满足以下要求：

a）气压梯度：试剂准备区正压（相对走廊+5Pa），样本处理区常压，扩增区负压（相对缓冲

间-5Pa）；

b）空气洁净度：大于 0.5μm 的粒子数每立方米不超过 3520 个（ISO 5 级，符合 GB/T 25915.

1 的规定），扩增区每周进行气溶胶沉降菌检测，培养皿（90mm 直径）的菌落数限值为≤4 CFU；

c）区域标识：各区墙面粘贴明显标识，设备、耗材标注专属区域，禁止跨区混用。

5.2 人员要求

应满足以下要求：

a）操作人员：具备医学检验相关专业大专及以上学历，经专项培训并考核合格后方可上岗；

b）培训内容：包括技术原理、操作流程、质量控制、生物安全等，每年再培训不少于 8 学时；

c）授权管理：建立操作人员授权清单，明确操作权限，定期评估操作能力。

5.3 环境控制

应满足以下要求：

a）温湿度：实验区温度维持 18℃～25℃，相对湿度 30%～60%，配备双探头记录仪 24 小时监

控；

b）清洁消毒：每日实验结束后用 1%次氯酸溶液擦拭台面，紫外线照射 30min；每周进行一次

全面清洁消毒；

c）废物处理：含扩增产物的废液经 10%次氯酸钠浸泡 30min 后再高压灭菌，锐器放入防刺穿容

器单独收集。

5.4 生物安全管理

应满足以下要求：

a）生物安全级别：至少符合 GB 19489 二级生物安全实验室要求；

b）个人防护：样本处理时佩戴 N95 口罩、护目镜、双层手套及防护服，手套每操作 10 个样本

更换一次；

c）感染控制：发生样本泄漏时，立即用吸水纸覆盖并倒入适量 1%次氯酸溶液，作用 30min 后

清理；

d）应急处置：制定生物安全应急预案，每年至少开展 1 次应急演练。

6 检测流程

6.1 样本采集与转运

6.1.1 采集要求

样本采集应符合表 2 的要求。

表 2 样本采集要求

样本类型 采集方法 采集量 保存条件 保存时限

咽拭子 用无菌拭子擦拭双侧咽扁桃体及咽后壁 1 支拭子 2℃～8℃ ≤72 小时

鼻咽拭子 拭子插入鼻腔 10min～15cm，旋转 3 圈后取出 1 支拭子 2℃～8℃ ≤72 小时

痰液 无菌容器收集深部痰液 ≥1mL 2℃～8℃ ≤24 小时

粪便 无菌容器收集新鲜粪便 ≥0.5g 2℃～8℃ ≤48 小时

全血 EDTA 抗凝管采集静脉血 ≥2mL 2℃～8℃ ≤24 小时
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6.1.2 转运要求

应满足以下要求：

a）样本装入密封袋，袋内放置吸水纸，外部贴好标识（患者信息、样本类型、采集时间）；

b）转运温度 2℃～8℃，避免冷冻或剧烈震荡，转运时间≤4 小时；

c）疑似烈性传染病样本按 A 类感染性物质转运，符合 WHO《感染性物质运输指南》。

6.2 核酸提取

应满足以下要求：

a）提取方法：采用全自动封闭式提取仪，支持批量处理，每批次≤32 个样本；

b）提取参数：裂解温度 95℃，裂解时间 5min～10min，洗脱体积 50μL～100μL；

c）质量控制：每批次提取加入提取质控品，监控提取效率，内标 Ct 值波动范围≤2 个循环；

d）防污染措施：使用带滤芯吸头，提取过程中避免气溶胶产生，每完成一批次清洁工作台。

6.3 扩增与检测

应满足以下要求：

a）反应体系：20μL～50μL，其中模板核酸加入量 5μL～10μL，应按照试剂说明书操作；

b）扩增程序：等温扩增 60℃～65℃，20min～40min；荧光 PCR 按试剂说明书设定退火温度和

循环数；

c）检测监控：实时监控扩增曲线，观察基线稳定性和扩增特异性，无异常扩增曲线应重新检

测；

d）设备校准：每月对仪器进行温度校准，每季度进行荧光强度校准，记录校准结果。

6.4 结果判读

6.4.1 判读标准

检测结果判读应符合表 3 的要求。

表 3 判读标准

结果类型 判读条件 结果报告

阳性
扩增曲线出现明显 S 型，Ct 值≤Cut-off 值，内标 Ct 值在

有效范围内
检出目标病原体

阴性 无扩增曲线或 Ct 值＞Cut-off 值，内标 Ct 值在有效范围内 未检出目标病原体

无效 内标未扩增或扩增曲线异常 检测无效，建议重新采样检测

6.4.2 Cut-off 值确定

应满足以下要求：

a）由实验室根据试剂说明书，通过至少 20 份阳性样本和 50 份阴性样本验证确定；

b）Cut-off 值设定应满足临床灵敏度≥95%，临床特异性≥98%；

c）定期（每 6 个月）验证 Cut-off 值的有效性，当试剂批次更换或仪器维修后应重新验证。

7 质量控制

7.1 室内质控

7.1.1 质控品设置

每日检测前运行阴/阳性质控品，检测量超过 50 份时增加中间批次质控。

7.1.2 质控频率

每批次检测均应包含质控品，连续检测时每 4 小时更换一次质控品。

7.1.3 失控判定

阳性质控品未检出、阴性质控品出现扩增、内标失效均判定为失控。

7.1.4 失控处理

立即暂停检测，按复测-更换试剂/耗材-设备维护三级排查，记录根本原因，启动纠正预防措

施（CAPA）。
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7.1.5 趋势分析

采用 L-J 质控图进行趋势分析，每月计算 CV 值，与厂家声明比对，CV 值超出厂家范围应查找

原因，室内质评结果应符合 WS/T 641 要求。

7.2 室间质评

7.2.1 参与要求

每年至少参加 2 次 CNAS 认可的室间质评（如国家临检中心项目），涵盖所有检测项目。

7.2.2 检测流程

质评样本与临床样本同批检测，禁止特殊处理或重复检测，双人复核结果后上报。

7.2.3 结果要求

室间质评结果应符合 WS/T 230 要求，合格率≥90%。

7.2.4 整改措施

收到不合格报告后 15 个工作日内完成根本原因分析，制定改进措施，暂停该项目临床检测直

至整改验证通过。

7.2.5 替代方案

未开展室间质评的项目，每季度进行实验室间比对（至少3家同平台实验室），采用Bland-Altman

分析法评估偏倚。

7.3 结果互认

7.3.1 互认条件

实验室通过 GB/T 22576.1 认可，室间质评连续 2 次合格，检测系统符合本文件技术要求。

7.3.2 互认范围

在相同检测系统、相同试剂批次条件下获得的检测结果可互认。

7.3.3 数据传输

通过 LIS 系统实现检测结果标准化传输，包含患者信息、检测项目、结果、质控状态等元数据。

8 临床应用与结果解读

8.1 适用场景分级

应按照以下规定进行分级：

a）A 级（急诊抢救场景）：检测时间≤30min，适用于脓毒症、脑膜炎等危急重症，优先保障

检测时效性；

b）B 级（门急诊筛查场景）：40min 内出具结果，支持每小时≥8 样本批量检测，适用于流感

季发热门诊分流；

c）C 级（住院监测场景）：配备数据管理系统，每周开展 2 次质控，适用于长期住院患者多重

耐药菌监测；

d）D 级（基层初筛场景）：设备操作简单，适合社区卫生服务中心开展结核分枝杆菌等筛查。

8.2 常见感染应用

8.2.1 呼吸道感染

应按照以下规定进行：

a）检测病原体：流感病毒（甲/乙）、呼吸道合胞病毒、腺病毒、肺炎支原体、衣原体等；

b）临床应用：发热伴呼吸道症状患者，尤其是≤5 岁儿童，发病 72 小时内检测可指导抗病毒

治疗；

c）结果解读：阳性结果结合临床症状确诊，阴性结果不能排除感染（可能为检测窗口期或非

目标病原体感染）。

8.2.2 消化道感染

应按照以下规定进行：

a）检测病原体：诺如病毒、轮状病毒、沙门菌、志贺菌、致病性大肠杆菌等；
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b）临床应用：急性腹泻爆发疫情调查，急诊腹泻病因筛查，检测灵敏度应达到 10
3
copies/mL

以上；

c）结果解读：诺如病毒/轮状病毒阳性可直接确诊，细菌阳性应结合菌落计数和临床症状判断

是否为致病菌。

8.2.3 血流感染

应按照以下规定进行：

a）检测病原体：金黄色葡萄球菌、大肠杆菌、肺炎克雷伯菌、念珠菌等；

b）临床应用：疑似脓毒症儿童，全血样本直接检测，无需培养，缩短确诊时间；

c）结果解读：阳性结果应立即启动针对性抗感染治疗，阴性结果建议 48 小时后复查。

8.3 特殊人群应用

8.3.1 新生儿

样本优先选择脐血或足跟血，检测系统应支持微量样本（≥50μL）检测。

8.3.2 免疫低下儿童

采用高灵敏度检测方法（如数字 PCR），LOD95%≤10
2
copies/mL。

8.3.3 多重感染儿童

采用多重检测 panel，同时检测至少 5 种常见病原体，避免漏诊。

8.4 报告规范

8.4.1 报告内容

包含患者基本信息、样本信息、检测项目、结果、Ct 值、质控状态、报告时间、检测者、审核

者等。

8.4.2 报告时限

A 级场景≤30 分钟，B 级场景≤40 分钟，C 级场景≤60 分钟，D 级场景≤60 分钟。

8.4.3 结果注释

注明检测方法学局限性，提示“本结果仅对送检样本负责，应结合临床症状综合判断”。

9 安全与应急管理

9.1 试剂安全

9.1.1 化学安全

试剂中含有的酸碱物质、荧光染料等应妥善保管，避免直接接触皮肤和黏膜。

9.1.2 储存安全

试剂按要求温度储存，避免阳光直射，易燃易爆试剂单独存放。

9.1.3 过期处理

过期试剂按医疗废物处理，不得使用或随意丢弃。

9.2 设备安全

9.2.1 用电安全

仪器设备接地良好，电源线无破损，避免湿手操作电器。

9.2.2 维护安全

设备维修前应切断电源，等待仪器冷却后进行，由专业人员操作。

9.2.3 故障处理

设备出现故障立即停止使用，张贴故障标识，联系维修人员，记录故障情况。

9.3 应急处置

9.3.1 样本泄漏

少量泄漏（≤1mL）用吸水纸覆盖，倒入 1%次氯酸溶液作用 30 分钟后清理；大量泄漏（＞1mL）

启动应急程序，疏散人员，封闭区域，专业人员处理。
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9.3.2 人员暴露

皮肤接触样本后立即用肥皂水冲洗 15 分钟；黏膜接触后用生理盐水冲洗 15 分钟；发生针刺伤

立即挤压伤口，用碘伏消毒，上报医院感染管理部门。

9.3.3 火灾应急

实验室配备干粉灭火器，操作人员应掌握使用方法，火灾发生时立即切断电源，疏散人员，拨

打火警电话。

_________________________________
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