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行业和食品药品监督
管理局工作人员指南草案
II类特殊控制指导性
文件：用于耶尔森菌属检测
的体外诊断器械

本指南草案在定稿后将代表食品药品监督管理局（FDA）当前对本主题的见解。其不会为任何人创造或赋予任何权利，也不对FDA或公众具有约束力。如果替代方法满足适用的法律、法规或其两者的要求，可以使用替代方法。如果贵公司希望讨论一种替代方法，请联系负责实施本指南的FDA工作人员。如果贵公司无法确定适当的FDA工作人员，请拨打本指南标题页上列出的合适的电话号码。
1. 简介
该草案特别控制指导性文件是为支持拟定的耶尔森菌属体外诊断装置规则而开发的。根据微生物学设备顾问小组于2002年3月7日的建议，将以前未分类的预防器械检测为先前未分类的预防器械，并将其作为特殊控制指定分发限制和指导性文件。
规则完成时，指定本指南文件作为特殊控制意味着，任何当前上市或预期上市耶尔森菌属检测体外诊断器械的厂商均需处理本特殊控制指南中包含的问题。厂商需要显示其器械可解决本指南中识别的安全性和有效性问题，可通过符合本指南的建议，或通过一些可提供等效安全性和有效性保证的其他方式解决。

最终规则生效后，器械必须符合对分布的限制，其在分类条例（参见拟定21 CFR 866.3945（b）（2）和本文件第3章及第8章）中规定为一种特殊控制。

2. 耶尔森菌属 - 背景

一种耶尔森菌属检测的体外诊断器械可用于检测和区分耶尔森菌属，并假定可作为一种耶尔森菌属所致瘟疫和其他疾病诊断中的辅助工具，识别培养的离体标本或临床标本中的鼠疫耶尔森菌和其他耶尔森菌属。本器械可能包括与荧光染料（免疫荧光试剂）共轭、用于假定识别临川标本中的耶尔森菌样微生物的耶尔森菌属抗血清；或用于根据噬菌体裂解的易感性区分鼠疫耶尔森菌和其他耶尔森菌属的噬菌体；或用于识别血清中鼠疫耶尔森菌的抗体的抗原。本指南草案包括对本类型所有器械满足特殊控制拟定要求的建议，器械包括上述的预修正技术和基于核酸扩增的鼠疫耶尔森菌试验，其中一种已通过上市前通知（510（k））程序表明与其他器械实质性等同，因此也应分类为II类器械，遵循拟定分类下的特殊控制。

鼠疫耶尔森菌导致的瘟疫是一种人和动物均有的疾病。人类中有三种瘟疫类型：淋巴腺型、肺炎型和败血症型，取决于细菌进入的门户。最常见的类型是淋巴腺型，由细菌通过经感染跳蚤叮咬进入体内导致，或通过皮肤损伤暴露于经感染材料导致。吸入雾化的鼠疫耶尔森菌可导致肺炎型瘟疫，这是致死性和侵略性最强的疾病类型，可在人与人之间传播。败血症型瘟疫在瘟疫细菌于血流中繁殖时出现。本类型瘟疫可在细菌通过跳蚤叮咬传播进入血流时感染，或作为一种淋巴腺型或肺炎型瘟疫的并发症而感染。淋巴腺型瘟疫或败血症型瘟疫均不会直接在人与人之间传播。假结核病耶尔森菌和小肠结肠炎耶尔森菌为胃肠道疾病的病原体，该疾病通过食用污染的肉类或其他食品而出现。如果不对感染进行治疗，仅鼠疫耶尔森菌便可造成急性和致死性疾病。

3. 上市前通知 - 背景

食品药品监督管理局认为，当与通用控制联合时，特殊控制将足以提供耶尔森菌属检测体外诊断器械的安全性和有效性的合理保证。将本指南指定为特殊控制意味着，预期上市本类型器械的生产商应（1）符合联邦食品、药品和化妆品法案（FD&C法案）的通用控制，包括21 CFR 807子部分E中所述的上市前通知要求，（2）处理本指南文件中识别到的安全性和有效性问题，（3）满足21 CFR 866.3945（b）中指定的其他特殊控制，以及（4）在上市销售器械前获取FDA的实质性等同决定。

本指南草案文件识别了针对耶尔森菌属检测体外诊断器械的拟定分类条例和相关产品代码（请参见第4章-范围）。此外，本指南草案文件的其他章节列出了安全性和有效性问题，并描述了如果生产商遵循且结合通用控制时，通常能处理这些器械相关问题的措施，得到及时的上市前通知[510（k）]审查和认证。本草案文件最终将补充关于上市前通知提交资料特殊内容要求的其他食品药品监督管理局文件。贵公司也应参见21 CFR 807.87和CDRH的器械建议 http://www.fda.gov/MedicalDevices/DeviceRegulationandGuidance/default.htm.
4. 范围
本文件的范围限制于拟定21 CFR 866.3945中所述器械，有以下产品代码：

OIH [试验、核酸扩增、耶尔森鼠疫核酸扩增、鼠疫耶尔森菌]

本指南草案不用于解决测试环境样本的特殊问题。

§ 866.3945  耶尔森菌属检测体外诊断器械。

（a） 标识。耶尔森菌属检测体外诊断器械是一种用于检测和区分耶尔森菌属的器械，假定可识别培养的离体标本或临床标本中鼠疫耶尔森菌和其他耶尔森菌属，作为耶尔森菌感染造成的耶尔森菌属疾病所致瘟疫和其他疾病诊断的一种辅助工具，包括三种不同类型瘟疫（淋巴腺型、肺炎型和败血症型），由鼠疫耶尔森菌导致、以及胃肠道感染、由假结核病耶尔森菌和小肠结肠炎耶尔森菌导致的瘟疫。本器械可能包括与荧光染料（免疫荧光试剂）共轭的用于假定识别临川标本中的耶尔森菌样微生物的耶尔森菌属抗血清；或用于根据噬菌体裂解的易感性区分鼠疫耶尔森菌和其他耶尔森菌属的噬菌体；或用于识别血清中鼠疫耶尔森菌的抗体（Fraction 1）的抗原。

除了本指南文件外，食品药品监督管理局还提出，本器械的特殊控制包括限制分布于以下实验室：配备有经验的人员，这些人员应得到关于微生物培养识别方法和感染性疾病诊断的原理和使用方面的培训，且有适当生物安全性仪器和控制政策。（参见拟定21 CFR § 866.3945（b）和第9章，限制分布。）

5. 需要特殊控制的安全性和有效性问题

食品药品监督管理局已识别到假阴性测试结果的风险和假阳性测试结果的风险，作为与本器械相关且需要特殊控制的安全性和有效性问题，二者均可导致个体和公共卫生后果。此外，食品药品监督管理局已识别到对实验室工作人员的健康风险，这与样本和对照材料的处理有关，需要特殊控制。这些问题和处理这些问题的建议所在位置汇总于下表。

要阐述耶尔森氏菌属的失败 按照指示执行的设备或解释结果的错误可能导致错误诊断和不当的患者管理，或导致不正确的流行病学信息，可能导致不当的公共卫生反应。假阳性结果导致的医疗决策可能造成患者进行不必要或无效的治疗，以及关于社区中瘟疫疾病存在情况的不准确的流行病学信息。假阴性结果可能导致医师对疾病存在或进展情况的识别延迟，以及用于控制和预防其他感染的不准确的流行病学信息。假阴性结果还可导致潜在的鼠疫耶尔森菌或其他耶尔森菌属所致感染的诊断和治疗延迟。

暴露于可能存在于测试标本和用作对照材料的标本的微生物，会造成实验室工作人员的感染风险。因此，食品药品监督管理局提出，耶尔森菌属检测器械的使用应限制于以下实验室：配备有经验的人员，这些人员应得到关于微生物培养识别方法和感染性疾病诊断的原理和使用方面的培训，且有适当生物安全性仪器和控制政策。

下表中，食品药品监督管理局已识别到需要特殊控制的问题。推荐用于缓解这些已识别问题的措施请参见本指南文件中，如下图所示，并联合拟定的子章节21 CFR 866.3945（b）（2）。我们建议贵公司在提交贵公司的上市前通告之前还应进行风险分析，以识别针对于贵公司的器械的其他任何风险。上市前通告应描述风险分析方法。如果贵公司选择使用替代方法处理本指南文件中识别到的特别风险，或识别到本文件中所述风险以外的风险，贵公司应提供充分的详细信息以支持贵公司所使用的处理风险的方法。

	已识别风险
	缓解措施

	假阴性结果可导致治疗延迟和疾病进展，以及社区在迅速识别疾病方面的流行病学失败。
	第6章（器械描述） - 推荐

第7章（性能研究） - 推荐

第8章（标签） - 推荐

第9章（限制分布） - 要求

	假阳性结果可导致不必要的治疗和错误的流行病学信息，造成不必要的预防和其他管理。
	第6章（器械描述） - 推荐

第7章（性能研究） - 推荐

第8章（标签） - 推荐

第9章（限制分布） - 要求



	耶尔森菌感染对处理测试标本和对照材料的实验室工作人员的生物安全性和传播风险
	第8章（标签） - 推荐

第9章（限制分布） - 要求




6. 器械描述

510（k）提交资料的关键元素为预期用途、测试标本类型、贵公司器械的技术特征，以及贵公司将与贵公司的器械进行比较的合法上市参比器械。此外，贵公司还应识别条例和产品代码。为帮助食品药品监督管理局有效审查贵公司的提交资料，我们建议贵公司纳入包含参比器械和贵公司器械之间相似性和差异的表格。针对贵公司器械的预期诊断用途和整合进器械设计的特殊测试原则，我们鼓励贵公司参考支持其使用的适当同行评审文章。我们建议贵公司详细描述这些器械元件中的每一种。
此外，我们还建议贵公司纳入描述性信息以充分表征贵公司用于耶尔森菌属检测的器械。

预期用途

贵公司的510（k）必须纳入拟定标签，描述贵公司产品的预期用途（参见21 CFR 807.87（e））。贵公司的510（k）必须标明测量值和试验测量值（例如，特定鼠疫耶尔森菌质粒中的鼠疫耶尔森菌细胞表面单边或靶DNA序列）（参见21 CFR 807.87（e）和21 CFR 807.92（a））。贵公司应明确说明将使用检测的临床适用症，以及检测预期的特定人群（如适用）。对于已表明临床性能的患者，贵公司应纳入其临床和人口统计学说明（如，性别、年龄、症状）。预期用途应表明测试是否为定性或定量（参见21 CFR 807.87（e）和21 CFR 807.92（a））。贵公司应确保预期用途的所有元素均明确说明，包括使用的特殊条件，如待测试的样本类型，例如，怀疑患有瘟疫的个体中采集置于柠檬酸盐中的全血、阳性血液培养物或在血液琼脂上生长的培养微生物。

贵公司也应在贵公司的预期用途下立刻重点提供以下声明：“供以下实验室使用：配备有经验的人员，这些人员应得到关于微生物培养识别方法和感染性疾病诊断的原理和使用方面的培训，且有适当生物安全性仪器和控制政策。”

试剂和其他器械组件

贵公司必须在标签中描述试剂盒其他器械组件（参见21 CFR 809.10）。我们建议贵公司遵循其他食品药品监督管理局指南文件中提供的通用指南。

使用贵公司器械的测试程序

贵公司的510（k）中，贵公司应详细说明适用于贵公司器械预期用途的操作原理。针对可产生假阳性和假阴性结果或显示有生物安全风险的条件，我们建议贵公司特别说明指定用于为这些条件提供安全保护的测试条件、程序和控制，这些说明包括但不限于，整合进贵公司使用说明中以缓解测试相关风险的程序、方法和实践（参见第8章 – 标签）[参考文件1]。

标本储存和运输条件

如果贵公司推荐了标本储存条件，贵公司应证明在整个推荐储存持续时间内几个时间点时，以及在贵公司推荐的温度范围2端时，贵公司的器械对所储存标本可生成等效的结果。如果推荐使用运送培养基进行储存和运输，贵公司应进行适当研究以证明当标本保存在运送培养基中时，器械应按照描述进行工作。

解释测试结果/报告

贵公司的510（k）中，我们建议贵公司描述如何确定假定的阳性、不明确和阴性结果，以及应如何进行解释（如适用）。贵公司应针对如何确定解释性算法，提供明确解释。

7. 性能研究

我们建议贵公司评估以下特征以记录性能，并按照21 CFR 809.10（b）（12）对贵公司的器械进行正确贴标。贵公司应在510（k）中描述本研究，并明确汇总结果，最好以表格形式（如适用）。可引用已发表文献中的相关结果。针对分子诊断测试中使用的器械和免疫测试方法中使用的器械，特殊的额外指南请参见CLSI/LA 18-A2第11章 [参考文件2]。

为审查贵公司研究中的数据，我们建议贵公司提供用于生成数据的研究方案的特定详细信息。这些详细信息也有志于辅助用于解释贵公司标签中的性能数据。在美国临床实验室标准化协会（CSLI）方案或指南方面，我们建议贵公司说明贵公司遵循方案或指南的哪个具体方面。

A. 分析/实验室性能研究

适当类型的分析研究将取决于应用的技术、操作原理和可用的科学证据。以下为一些相关示例。这些示例不作为完整列表。其他类型的分析数据也可能适用，取决于器械类型。

（1） 试验/试剂特异性测定

对于用于识别培养物中鼠疫耶尔森菌的器械，我们建议贵公司对噬菌体和免疫荧光抗体试剂的试验性能进行表征，使用至少25种不同鼠疫耶尔森菌菌株（代表地理和时间多样性，包括已知的基因型和表型变异体）、10种假结核病耶尔森菌菌株和10种小肠结肠炎耶尔森菌菌株，以及其他代表性耶尔森菌属和非耶尔森菌的格兰阴性杆菌。如果贵公司的器械可用于直接标本测试方法，贵公司还应纳入预期可在采样部位发现的微生物（如咽喉正常菌群和其他潜在病原体）。用于表征试验/试剂特异性的菌株可从已明确表征的档案或资源库中选择。耶尔森菌属的确定性菌属识别可能需要结合表型和基因型方法（如，生物化学、抗原、形态学、质粒表征、基因分型）。

我们建议贵公司评估抗鼠疫耶尔森菌抗体的抗原，使用来自自然感染人体和使用瘟疫疫苗免疫人体的人血清。还应对来自至少200例人类样本的血清进行特异性测试，包括来自有共存疾病和病情个体的血清。

（2） 精密度/再现性

我们建议贵公司表征当日内、日与日之间、实验室内、实验室之间的再现性。再现性小组应包括测试临界值周围的样本，处于低和中等阳性浓度，以及处于高阴性浓度。如果贵公司对器械的结果进行目测解释，贵公司还应进行操作者间再现性。如果贵公司的器械使用一种仪器，则贵公司还应使用推荐用于与贵公司的器械一同使用的所有仪器进行精密度研究[参考文件3]。

（3） 干扰/抑制物质

我们建议贵公司提供信息和数据，以证明特殊标本类型中遇到的潜在干扰或抑制物质不会影响结果。参见表1，获取临床标本中可能存在的潜在内源性和外源性干扰物质列表，如，血液、痰液、培养物等。如果文献中已报告，或贵公司的研究中明显存在干扰或抑制，贵公司应提供可用于避免错误结果的经验证程序或方法。

表1.评估的潜在干扰物质列表

	内源性物质
	外源性物质

	血红蛋白

白蛋白

胆红素

甘油三酯

胆固醇（总）

免疫球蛋白

葡萄糖
	对乙酰氨基酚

阿莫西林

抗坏血酸

阿司匹林

头孢噻肟

氯喹

环丙沙星

强力霉素

红霉素

硫酸庆大霉素

布洛芬
	柠檬酸-葡萄糖溶液

柠檬酸（钠）

EDTA

肝素

聚茴香脑磺酸钠
（SPS）

沙丁胺醇

（柳丁氨醇）

色甘酸钠 
氟尼缩松（Flovent®）

	
	萘普生钠

利福平

链霉素

磺胺甲恶唑

四环素

妥布霉素

甲氧苄啶
	N-乙酰半胱氨酸

血液培养基

山羊血琼脂培养基

	溶剂*
	技术特异性物质

	丙酮

DMSO

乙醇

NH4OH
	漂白剂

DNAZap
Snap n’ 消化物
	IT 1-2-3TM试剂盒

缓冲液1

IT 1-2-3TM试剂盒

缓冲液1A

IT 1-2-3TM试剂盒

缓冲液1B

IT 1-2-3TM试剂盒缓冲液1C

IT 1-2-3TM试剂盒缓冲液2
	QIAGEN缓冲液AL

QIAGEN缓冲液AW1

QIAGEN缓冲液AW1
（不含EtOH）

QIAGEN缓冲液AW2

QIAGEN缓冲液AW2
（不含EtOH）


*这些溶剂用于在测试制备过程中溶解潜在的干扰物质。

贵公司的研究应纳入培养时间和培养基的影响，以及特异性抗体和培养物（固体或液体）中的核酸试剂测试。贵公司应在说明书的性能特征章节纳入结果，并作为局限性声明告知用户，培养时间多于指定天数的培养物可能导致假阴性结果。

（4） 使用噬菌体试剂时培养物接种密度对结果的影响（使用培养物涂板方法的噬菌体试验）

我们建议贵公司进行研究，以证明使用噬菌体特异性试验时，是否有重度培养物接种导致假阴性结果的风险。一种技术可能是将可疑的培养物连续分离，并用不同量的接种物向噬菌体区域添加噬菌体。贵公司也应评估噬菌体效价和噬菌体试剂的稳定性。

B. 临床信息

本指南讨论从存在可疑感染个体中采集的临床标本。

贵公司应提供信息证明贵公司的器械用于检测以下菌属的可靠性：贵公司指明适用于测试贵公司器械的每种临床标本类型中的耶尔森菌属。通常，当可用于临床测试的人体临床样本数量极低或不存在时，食品药品监督管理局上市前审查的可用证据可（如必须）从分析研究或回顾性临床研究获取；稀释的人体样本进行灵敏度研究即已足够。本情况下，尤其重要的是获得设计良好的分析研究。动物研究为可选，可用作补充分析研究，如适用。性能分析应相对于已知存在或不存在的表征后耶尔森菌属，或相对于明确标识的培养物生长。为适当识别/表征一种使用培养方法从人体标本中复苏的耶尔森菌属，或从人体标本中直接检测到的耶尔森菌属，可能需要多种测试和方法。我们建议贵公司在开始研究前联系微生物器械部，以讨论适当的研究设计选择。

我们建议贵公司也应提供来自预期用途人群（如，有发热性疾病或皮肤损伤的患者）中测试标本的数据。由于不能前瞻性评估中对瘟疫进行预期，这些数据不能表示为特异性，而是按协议，有预期阴性结果。

对于用于鉴定培养物分离物或生长的装置，只要对培养物种的研究合理地代表新鲜的培养物生长和测试条件，实验室评价就足够了（如，在5%羊血琼脂平皿中12-18 h开始生长）。

8. 标签
耶尔森菌属检测的IVD器械与其他器械一样，均遵循标签的法定要求（FD&C法案，第502（a）、201（n）节；21 USC §§ 352（a），321（n））。这些器械的贴标必须提供充分的使用指南和充分的警告和注意事项。（FD&C法案，第502（f）节；21 USC § 352（f））。所有IVD器械的具体标签要求已在21 CFR 809.10中说明。

510（K） 提交资料必须包括足够详细的拟定贴标，以满足21 CFR 807.87（e）的要求。一种体外诊断器械的最终标签在引入州际贸易前必须符合21 CFR 809.10的要求；然而，最终标签的提交不要求进行510（k）认证。

确保与FD&C法案第502章和21 CFR 809.10的依从性，食品药品监督管理局建议，耶尔森菌属检测IVD器械的标签应处理以下已识别项目。这些标签建议还有助于缓解本指南中此前已识别的风险，因此有助于确保这些器械的安全和有效使用。

A. 预期用途

一份明确的预期用途说明至关重要。我们建议贵公司间预期用途声明中整合预期标本类型，应进行的测试是否为定性、定量、半定量测试，和测试方法学，以及适用的患者人群和其他使用条件。

· 贵公司也应在预期用途下立刻重点提供以下声明：

“供以下实验室使用：配备有经验的人员，这些人员应有过关于微生物培养识别方法或感染性疾病诊断的原理和使用方面的培训，且有适当生物安全性仪器和控制政策。”
B. 使用说明

我们建议贵公司在使用说明中处理以下内容：

· 强调试剂的适当储存条件，并为试剂标识温度、湿度和/或光敏感。

· 测试耶尔森菌属的培养物时，指明用于测试生长的适当培养基类型、孵育条件和孵育时长（包括最小和最大孵育时间）。

· 提供使用产品所提供对照试剂的说明，以及可能使用但未提供的所需或推荐对照材料。描述受控测试程序的每个方面。提供对照试剂测试的可接受值和贵公司所选值的理由。

· 提供标本处理和测试程序的生物安全性预防措施指南。指明在哪一个程序步骤时测试样本为非传染性。

· 对于在测试程序中依赖于抗原/抗体反应的产品，纳入减少由于前带或钩状效应所致假阴性结果的建议。

C. 注意事项

我们建议贵公司在说明书的注意事项章节纳入以下类型的声明：“测试结果的解释需要由有经验的临床人员进行，这些人员应接受过关于微生物培养识别方法或感染性疾病诊断的原理和使用方面的培训，且有必要的意识以报告鼠疫耶尔森菌识别并配合当地或州公共卫生负责人。”

D. 试验结果的解释和报告

我们建议贵公司纳入以下内容：

· 我们建议贵公司定义每种可能的测试结果：阳性、不明确或不确定以及阴性。贵公司还应描述操作者应如何解释这些测试结果，并给出对照的验收/拒绝标准。纳入关于如果结果不可接受，应如何继续进行的建议。

· 我们建议贵公司提供明确和精确的标准，以评估测试结果为阳性、阴性或不明确/不确定。我们建议使用照片和/或图像说明，针对给出不明确结果的测试，如何解释结果。此外，我们建议贵公司根据鼠疫耶尔森菌识别的似然性（培养物识别试剂）、感染的似然性（检测特异性抗鼠疫耶尔森菌抗体）或存在鼠疫耶尔森菌的似然性（直接在患者标本中检测鼠疫耶尔森菌的试剂），提供对预期结果的充分描述。本信息可通过来自文献或其他来源的可用可靠信息进行支持。
· 对于依赖于抗原/抗体相互作用以检测细菌细胞组成或细菌产品的测试，贵公司应纳入针对减少非最优初始接种密度所致假阴性测试结果风险的建议。

· 对于检测对鼠疫耶尔森菌抗体反应的测试，贵公司应该包括一个关于阳性测试的解释的警告声明，以及它本身如何决定性地确定最近的感染，以及其如何不能通过自身最终确立近期感染，因为使用瘟疫疫苗免疫者可能在无任何鼠疫耶尔森菌自然暴露的情况下，使用本测试测为阳性。标签还应指明，耶尔森菌早期感染时使用抗生物治疗可能减少抗体反应，因此使用本测试可能得到阴性结果。

贵公司的标签应包含鼠疫耶尔森菌是国家法定传染病的声明
，其必须按照国家和当地法律报告给公共卫生部门。如果怀疑有鼠疫耶尔森菌或瘟疫，用户应在其区域中验证报告要求，通知其国家或当地公共卫生实验室、疾病控制与预防中心以及任何其他在认证指南中指明的部门。

E. 性能特征

我们建议贵公司在说明书中纳入第6章中所述可辅助用户解释测试结果的研究设计和研究结果汇总。这包括临床和分析性能特征。如果试验未使用来自表现出瘟疫体征和症状个体的标本进行评估，应指示用户确立本测试对前瞻性采集临床标本的临床灵敏度，如果这些标本可用。应纳入阴性协议/临床特异性数据并向用户明确说明。

9. 限制分布

如果拟定21 CFR 866.3945（b）（2）完成，按照特殊控制的需要，耶尔森菌属检测体外诊断器械的分布限制于以下实验室：

配备有经验的人员，这些人员应接受过关于微生物培养识别方法和感染性疾病诊断的原理和使用方面的培训，且有适当生物安全性仪器和控制政策。
10. 使用核酸扩增的耶尔森菌属器械的特别注意事项

通过检测耶尔森菌属专有的且可将耶尔森菌病原体与其他微生物相区分的核酸序列和区域，使用核酸扩增的耶尔森菌属检测器械可用于在人体标本和/或血液或来自临床标本的菌落培养物中直接测定致病耶尔森菌属的存在情况。这些器械包含用于扩增的引物、探针、酶和特殊控制，旨在用于特定仪器系统。使用核酸扩增检测系统进行的鼠疫耶尔森菌检测，联合其他实验室结果和临床表现，可辅助进行感染患者中鼠疫耶尔森菌的明确识别。以下为适用于本类型耶尔森菌属检测IVD的特殊注意事项。

A. 试剂和其他器械组件

基于核酸扩增的器械预期用于在人体标本或血液或来自临床标本的液体培养物中进行鼠疫耶尔森菌DNA的假定检测。我们建议贵公司描述器械的设计要求，其用以处理或缓解核酸测试程序中用于检测鼠疫耶尔森菌中靶DNA片段的引物、探针、仪器和对照的相关风险。一些示例显示如下：

· 设计贵公司的试剂冻干设置或其他封闭管测试系统（如自带试剂盒）以最小化污染或遗留导致的假阳性。

· 设计一种或以上靶向于不同鼠疫耶尔森菌专有DNA序列的试验

· 开发阳性对照、阴性对照和抑制对照以确保测试结果准确

· 开发可通过人体标本或血液或来自临床标本的液体培养物生成适当质量和数量DNA的提取和纯化方法，以用于使用贵公司实际的测试系统。

· 针对推荐的仪器，最优化贵公司的试剂和测试程序。

· 如适用，纳入任何非标准设备或方法的插图或照片。

在贵公司的510（k）中，贵公司应提供性能信息以支持结论：贵公司的设计要求已得到满足。我们建议贵公司提供具体DNA靶序列选择和引物及探针选择的理论依据（参见第7章 – 性能研究）。

推荐用于每种标本类型的具体提取方法应按照名称和类别编号列于贵公司器械的说明书中（参见第8章 – 标签）。

B. 测试程序

我们建议贵公司在510（k）申请中纳入以下信息：

· 测试程序的总体设计，包括整合进推荐测试程序的对照元素。这些对照应接近临床相关耶尔森菌DNA水平的较低范围，并应使用与临床标本相同的方式进行处理。

· 对其他用于监测污染和提取效率的外部或内部阳性和阴性控制的描述或建议（如一种内部控制，作为核酸提取和抑制的控制）。

· 减少失败以识别对扩增和检测条件有不良影响的程序错误或因素（如，反应混合物降解）的特征和其他控制。

C. 对照
当进行下述性能研究时，我们建议贵公司在分析和临床研究的持续时间中，每天对测试运行适当的外部对照。贵公司可在食品药品监督管理局联系OIVD的微生物器械部门获取关于对照进一步信息。对于基于核酸技术进行的器械，我们通常推进贵公司纳入以下类型的对照：

（1） 阴性对照
空白或无模板对照
空白或无模板对照含有缓冲液或样本运送培养基，以及除核酸外的所有试验组分。本对照用于排除目标核酸的污染物，或扩增反应中的背景增加。单独测试一次性试剂盒或试管中进行的试验可能不需要本对照。

阴性样本对照
阴性样本对照含非目标核酸，或如果用于评估提取程序，其可含有整体微生物（非鼠疫耶尔森菌）。其显示非特异性引物结合或检测，表明在无靶序列的情况下不能获得信号。可接受的阴性样本对照材料的举例包括：

· 来自非鼠疫耶尔森菌感染个体的患者标本

· 含非目标微生物的样本

（2） 阳性对照
用于完整试验的阳性对照
阳性对照含目标核酸，用于对照整个试验过程，包括DNA提取、扩增和检测。其旨在模拟一种患者标本，并作为一项独立试验运行，与患者标本同时使用，通过实验室质量体系（QS）确定频率。可接受的阳性试验对照材料的举例包括：

· 来自鼠疫耶尔森菌感染个体的患者标本或活鼠疫耶尔森菌稀释矩阵。

· 鼠疫耶尔森菌培养离体标本

用于扩增/检测的阳性对照

用于扩增/检测的阳性对照含纯化的目标核酸，浓度处于或接近定性试验的检测限。其在获得阴性结果时，可对照样本和反应组分的完整性。这表明，如果样本中存在，则可检测到目标。

（3） 内部对照
内部对照为非目标核酸序列，与目标核酸序列一同提取并一同扩增。其可对照试剂的完整性（聚合酶、引物等）、设备功能（热循环仪）和样本中存在的扩增抑制物。可接受的内部对照材料示例包括与人乳头瘤病毒共同处理的人类核酸，以及扩增人管家基因的引物（如，RNaseP，β-actin）。应在病例个例分析的基础上确定器械的内部对照[参考文件4]。

D. 性能研究

对于预期测定基于核酸扩增的器械性能特征的研究，我们建议贵公司在510（k）申请中纳入下述信息。本章节补充了本文件此前所述对性能研究的建议。

（1） 核酸提取

不同的提取方法可能产生不同数量和质量的鼠疫耶尔森菌DNA，因此，提取方法对于成功的结果至关重要。从血液、痰液或任何其他标本或液体血液培养物或菌落培养物标本中纯化鼠疫耶尔森菌DNA具有挑战性，因为生物样本可能在人体基因组DNA背景中包含较低的细菌负荷，以及较高水平的蛋白和其他污染物。

由于这些原因，贵公司应评估在试验预期用途的满意鼠疫耶尔森菌DNA数量和质量方面，贵公司选择的提取方法对试验性能的影响。此外，贵公司应使用贵公司推荐用于试验的完整分析过程（包括提取过程）评估贵公司试验的分析和临床性能特征。这应包括证明每种提取过程中贵公司试验的检测限（LoD）和再现性。进行LoD研究的建议在“检测限”下提供（参见第10D（4）节 – 分析灵敏度）。此外，外部中心研究（包括再现性和临床研究）应包括贵公司标签中所述的提取程序。

我们建议贵公司进行这些评估，无论贵公司是否预期在贵公司的测试是结合中实际提供用于提取和制备核酸的试剂，或贵公司是否就适当的试剂而简单指导用户。

如果贵公司推荐或纳入了多种提取方法，贵公司应证明每种方法的LoD和再现性。假设提取方法对总体试验性能引入了极小变异性，贵公司可结合将提取方法变量与每个可用研究中心的性能相结合。例如，如果贵公司推荐了3种不同提取方法，贵公司可通过在每个测试中心评估3种提取方法之一，设计一项再现性研究：中心1使用测试提取方法1、中心2使用方法B，中心3使用方法C。如果上述测试组生成的结果未显示显著差异，无需进行进一步再现性研究。然而，如果3个研究中心的初始提取等效性研究表明实验性能有统计学显著差异，则应将再现性研究进行扩展，以包括在3个研究中心测试每种分析方法（如，中心1使用提取方法A、B和C；中心2使用提取方法A、B和C；中心3使用提取方法A、B和C）。

除分析研究（LoD和再现性）外，临床试验期间每种提取方法均应在至少1个研究中心进行使用，以生成临床性能数据。如果扩展后再现性测试的结果表明提取方法的效率有显著拆，则每个临床测试中心的数据（使用一种不同核酸提取方法）不被视为等效，不能汇总，而仅应分别分析。因此，可能需要其他前瞻性临床样本以支持所声明测提取方法。

（2） 试验临界值
我们建议贵公司应解释如何确定临界值（也请参见第10D（3）节测试结果解释/报告）以及如何对其验证。应使用适当统计方法确定临界值。为支持贵公司确定的临界值，针对贵公司试点研究中无任何鼠疫耶尔森菌DNA的临床样本，贵公司可提供，例如，结果分布、第95和第99百分位、

非阴性（阳性或不明确）结果的百分比等信息。适当临界值的选择可根据对使用临床样本的试点研究进行的接受者操作曲线（ROC）分析，通过相对灵敏度和特异性水平进行证明（关于ROC分析的详细信息，请参见CLSI文件GP10-A [参考文件5]）。如果试验有不明确区，贵公司应解释贵公司如何确定不明确区的界限。贵公司使用预确定临界值（和不明确区，如适用）的器械性能应在与贵公司的器械已定义预期用途已知的独立人群中进行验证。

（3） 解释测试结果/报告
我们建议贵公司描述如何确定假定的阳性、阴性、不明确或无效结果，以及应如何进行解释（如适用）。应有针对如何确定解释性算法的明确解释。

我们建议贵公司提供用于定义试验阴性结果的临界值。如果试验仅有2个输出结果（阴性/阳性），本临界值也可定义试验的阳性结果。

如果试验有不明确区，我们建议贵公司提供不明确区的临界值（界限）。如果贵公司第初始不明确结果的解释需要测试，贵公司应提供（1）关于再次测试是否应从相同核酸制备、新提取物或新患者标本开始重复的一份建议，（2）用于通过结合初始不明确结果和再次测试后结果定义最终结果（注意，本算法应在评估试验临床性能的关键临床研究前开发）的一种算法。如果贵公司试验报告的输出之一可为不明确结果，则贵公司应提供针对用户应如何随访不明确结果的解释。

如果试验有无效结果，我们建议贵公司描述如何定义无效结果。如果内部对照为测定无效结果的一部分，我们建议贵公司对用于定义无效结果的每种可能对照结果组合提供解释。贵公司应提供关于如何随访任何无效结果的建议，如，结果是否应作为无效报告，或是否建议进行再次测试。如果建议进行再次测试，贵公司应提供类似于对不明确结果进行再次测试的信息（即，再次测试是否应从相同核酸制备、新提取物或新患者标本开始重复）。

（4） 分析灵敏度（检测限）

我们建议贵公司在临床前阶段，使用CLSI EP17-A所述方法，确定贵公司试验的检测限（LoD）[参考文件6]。贵公司应确定使用的器械在适当标本类型中，鼠疫耶尔森菌检测的最低水平。研究应包括测试有生活力的（活） 鼠疫耶尔森菌系列稀释，有3-5份重复。每份稀释均应使用鼠疫耶尔森菌阴性汇总人体样本进行制备，如血液或痰液或等效矩阵。我们建议贵公司将LoD报告为可给出95%检测率的鼠疫耶尔森菌水平。根据滴度结果，通过制备至少50份LoD浓度的额外重复，并标明可在95%的时间里检测到鼠疫耶尔森菌，可进一步确认LoD。LoD应对应于鼠疫耶尔森菌中存在的CFU/ml和DNA复制数。最低水平的鼠疫耶尔森菌DNA标本应接近LoD浓度，且对应于CFU/mL和DNA复制数。

（5） 遗留和交叉污染研究（对于需要仪器仪表的多样本试验和器械）

我们建议贵公司证明贵公司的器械不会出现遗留和交叉污染。在一项遗留和交叉污染研究中，我们建议根据器械的运行功能，将高阳性样本与高阴性样本按顺序交替使用。我们建议贵公司交替使用高阳性和高阴性样本进行至少5次运行。我们建议研究中高阳性样本应足够高，在预期用途人群中超过95%或高于患病患者中获得的结果。我们建议，所含分析物浓度低于临界值从而重复本样本测试的高阴性样本在约95%的时间里为阴性。随后可估算遗留和交叉污染影响，使用遗留研究中高阴性样本阴性结果与95%相比的百分比。

（6） 干扰/抑制物质

我们推荐贵公司测试血液或人体样本、菌落培养物或来自临床标本的液体培养物中曾遇到的潜在内源性干扰物质的影响，或可在样本纯化或反应体系设置时引入外源性干扰物质的影响。这些干扰物质可能影响试验性能。贵公司应在提交资料中纳入器械中所评估内源性和外源性干扰物质的列表数据。所测试的每种物质的浓度均应按照CLSI EP7- A2，使用相对浓度表示[参考文件7]。

（7） 精密度/再现性/可重复性

我们建议贵公司进行实验室内精密度研究，纳入仪器或自动组件。贵公司应表征当日内、日与日之间、实验室内、实验室之间的精密度。作为通用指南，我们建议使用以下方案进行核酸扩增试验：

· 贵公司应在3个研究中心进行再现性研究（2个外部，1个内部研究中心）。

· 贵公司应使用5天测试方案，包括每天至少2次运行（除非试验设计排除了每天多次运行）和每次运行每种测试组成员3份重复。

· 贵公司在每个机构需至少2位操作者进行测试。

我们建议贵公司通过稀释每种矩阵制备再现性测试组（如，血液、人体标本、菌落培养物或来自临床标本的液体培养物），矩阵含低（接近LoD）、中等或高水平的鼠疫耶尔森菌。我们建议，阴性样本组应每种矩阵的未稀释标本。

每个小组均应包含6-9例样本，包括3个水平的分析物，如下所述：

· 一种“高阴性”样本，分析物浓度低于临床临界值，从而使本样本的重复测试应在约95%的时间里为阴性。

· 一种“低阳性”样本，分析物浓度恰好高于临床临界值，从而使本样本的重复测试结果应在约95%的时间里为阳性。

· 一种“中度阳性”样本，此浓度可预期在约100%时间里均为阳性结果。

贵公司可参见CLSI文件EP15-A2 [参考文件8]、EP5-A2 [参考文件3]和EP12-A2 [参考文件9]获取关于再现性研究设计的指南。
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