面向业界和美国食品药品管理局工作人员的指南
抗核抗体（ANA）检测系统上市前 (510(k))申报材料之建议
文件发布日期：2009年1月22日

本文件取代1992年9月颁布的“用于评价使用间接免疫荧光检测法（IFA）、免疫扩散法（IMD）和酶联免疫吸附试验法（ELISA）的抗核抗体（ANA）体外诊断器械的审查标准”
如对本文件有任何疑问，请联系Maria Chan，可拨打电话240-276-0848或发送电子邮件至Maria.Chan@fda.hhs.gov。
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序言
公众意见

为便于机构参考，你可在任何时间将书面意见和建议提交到美国食品药品管理局卷宗文件管理处，地址：美国马里兰州洛克维尔市5630 Fishers胡同第1061号房间（HFA-305），邮编20852。或者，可将电子版意见提交至http://www.regulations.gov。请确认您的意见适合于本指南文件。在下次修改或更新本文件之前，机构可能不会对意见采取行动。

额外的副本
额外的副本可从互联网下载：

http://www.fda.gov/cdrh/oivd/guidance/848.pdf。你也可以发送电子邮件申请至dsmica@fda.hhs.gov，以接收本指南的电子版副本，或将传真申请发送至240-276-3151，以接收硬拷贝。请使用文件编号848，以便找出你申请获取的指南。
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面向业界和美国食品药品管理局工作人员的指南
抗核抗体（ANA）检测系统上市前 (510(k)) 申报材料之建议

本指南代表美国食品药品管理局(FDA)关于这一主题的最新看法。它不给任何人确立任何权利，不对美国食品药品管理局或公众产生约束力。 如果替代性方法符合适用的法律法规的要求，您可以使用它。如欲讨论替代性方法，请联系负责实施本指南的美国食品药品管理局工作人员。
1.
前言

本指南旨在为器械制造商和FDA职员提供有关多种类型抗核抗体（ANA）诊断检测试剂盒的上市前文件申报材料。本文件是1992年颁布的指南“用于评价使用间接免疫荧光检测法（IFA）、免疫扩散法（IMD）和酶联免疫吸附试验法（ELISA）的抗核抗体（ANA）体外诊断器械的审查标准”的修订版。对本文件进行了更新，以解决与ANA测定最新进展有关的问题。本指南文件原本是为了解决可检测抗核抗体、作为自身免疫性疾病辅助诊断工具的体外诊断器械问题。本文件原本并不是为了解决可鉴别诊断自身免疫性疾病的试验问题（有关ANA检测系统的监管类别和产品代码，请参见本指南文件第4节-范围）。
包括本指南在内的FDA指南文件不确立强制性的法律责任。相反，指南描述了监管机构当前对于某个主题的意见，除非引用了特殊的监管或法定要求，否则，只能将其视为建议。在机构指南文件中使用了一个词“应当”，其含义是建议或推荐做某事，而不是强制要求。

最低负担方法
本指南文件中确认的问题代表了我们确信在你的器械可以上市之前应当解决的问题。在本指南的制定过程中，我们仔细考虑了监管机构作出决定需要考虑的相关强制标准。我们还考虑了你在尝试遵循本指南和解决我们已发现问题的过程中可能产生的负担。我们确信，我们已经考虑了解决指南文件中给出的问题的最低负担方法。但是，如果你确信，解决该问题还有负担更轻的方法，则你应遵照“解决最低负担问题的建议方法”文件中列出的程序。该文件可在我们中心的网页上下载：http://www.fda.gov/cdrh/modact/leastburdensome.html。 
2.
背景 - 上市前申报材料
拟上市销售本通用类型器械的制造商必须遵守联邦食品、药物和化妆品法案（法案）中列出的一般性控制措施，包括上市前通告要求，并在上市该器械之前，获得FDA作出的“确定实质性等价”结论（请参见21 CFR 807.81和807.87）。

本文件就上市前通告申报材料的特殊内容要求对其他FDA文件作出了补充规定。你还应当参考21 CFR 807.87，指南 - 传统型和缩减型510(k)
 a的格式和CDRH的器械建议网页上名为上市前通告510(k)的部分。 
正如“新的510(k) 范例 - 上市前通告中证明实质性等价的替代性方法；最终指南”中解释的，
制造商可提交传统型510(k)，或选择提交缩减型510(k)或特殊型510(k)。当存在有指南文件时，当已经确立了特殊的控制措施时，或当FDA已经认可了相关的共识标准时，制造商可选择提交缩减型510(k)。考虑对其自己已经获批的器械进行某些修改的制造商可通过提交特殊型510(k)来减轻其监管负担。如需有关可提交至FDA的上市前通告510(k)类型的信息，请参见CDRH的器械建议网页，上市前通告510(k)。

3.
范围

本文件的范围仅限于根据21 CFR 866.5100抗核抗体免疫检测系统确认和分类的器械。
（a）确认抗核抗体免疫检测系统是一种器械，包含用于测定（通过免疫化学方法）血清、其他体液和组织中存在的、可与细胞核组分（存在于细胞核中的分子，如核糖核酸、脱氧核糖核酸或和蛋白等）反应的自身免疫性抗体的试剂。检测结果可用于辅助诊断系统性红斑狼疮（一种多系统性自身免疫性疾病，在该病中，抗体可攻击自身组织）、肝炎（一种肝脏疾病）、类风湿关节炎、修格兰氏综合征（关节炎，并伴有眼睛、眼睑和唾液腺炎症）和系统性硬化病（多种机体组织发生的慢性硬化和皱缩）。
（b）分类。II类（性能标准）。

以下是目前该器械类型的产品代码清单：

LRM
–
抗-DNA抗体（酶标记的）、抗原、质控品
LSW
–
抗-DNA抗体、抗原和质控品
KTL
–
抗-DNA间接免疫荧光固相
MQA
–
抗-核糖体P抗体
LKO
–
抗-RNP抗体、抗原和质控品
LKP
–
抗-Sm抗体、抗原和质控品
OBE
–
抗-ss-a 52自身抗体
LJM
–
抗核抗体（酶标记的）、抗原、质控品
LJK
–
抗核抗体、抗原、质控品
DHN
–
抗核抗体（间接免疫荧光抗体），抗原、质控品
NYO
–
自身抗体，抗核糖核酸聚合酶（rnap）iii 抗体
LLL
–
可提取的抗核抗体、抗原和质控品

4.
器械描述

我们建议你通过监管法规（凡合适的情况）和上面第3节描述的产品代码确认你的器械。你必须确认依法上市的已批准器械。21 CFR 807.87(f)。此外，我们还建议你包含以下内容：
· 器械及其既定用途的描述。描述应当包含器械设计、组件和方法学。

· 支持你的器械声明的相关参考文献。

· 确认用于评价与你的器械相关性风险的风险分析方法以及你如何解决风险问题的讨论。

· 如你的器械包含有分析仪器，则你应当描述仪器和软件，并通过你的测试证明器械的性能。

5.
性能特点

一般性建议
我们建议你在证明器械性能时解决以下问题：

•
对于以下描述的多种分析方案，包含来自于既定使用人群（即，诊断出患有自身免疫性疾病的患者和年龄匹配的正常对照）的患者样品或样品混合物。尽管可使用加标样品来补充分析研究，但是，FDA谨慎提醒不要在评价中仅使用加标样品，因为加标样品可能无法准确评价你的试验性能。
· 按照你计划在标签中给用户推荐的流程，执行你的所有研究。

· 提供有关研究中使用的方案的细节。你应当包含有关特殊临床实验室标准研究所（CLSI）方案或你所遵循的指导方针的信息，以及你修改的方案的所有特殊情况说明。

特殊的性能特点
精密度/再现性
定量的/半定量的ANA测定：
报告数字结果的试验可能是定量的或半定量的。如果通过认可的对照品对试验进行了标准化，则你可声明你的抗核抗体（ANA）测定是定量的。我们将未通过对照品进行标准化（并因此具有按任意单位报告的结果）的ANA测定视为是半定量的。

对于半定量的和定量的ANA测定，我们建议你使用患者样品或样品混合物，表征分析批试验内、批试验间和总的精密度。通常适合于使用“定量测定方法的精密度性能指标评价；批准的指导方针”CLSI文件EP5-A2中提供的方案。文件包含了有关试验设计、计算以及性能声明格式的指导意见。

我们建议你评估精密度，包括在可报告分析范围内的相关性ANA浓度水平上，以及在接近于医学相关的、可将阳性和阴性结果加以区分的决策点（临界浓度）水平上的再现性。你应当描述以下与你的精密度研究相关的内容：

· 测试的样品基质。

· 评估精密度的方案，例如，每一轮批试验中的试验天数、批试验数和重复样品数。

· 目标浓度。

· 计算精密度结果所使用的计算方法。结果应包括观测到的批试验内、批试验间和总精密度的标准差（SD）和% CV，以及预先规定的精密度验收标准。

· 校正所使用的流程和材料，以及质控品的评估结果（如合适）。

· 对于应用了新技术或使用主观解释来确定结果的测定，你应当评估三个检测中心的实验室间再现性。你应当提供检测中心的描述、每个检测中心的操作员数量以及每个检测中心执行的方案。

定性的ANA测定：
定性的ANA测定可产生二元制的报告结果，例如，阳性或阴性结果，而不是数字结果。我们建议你遵照CLSI文件EP12-A“评估定性试验性能的用户方案；批准的指导方针”来确立这些类型测定的精密度估值。通常你应当使用非常接近于临界水平的阳性和阴性样品来证明再现性。您应当描述你的研究设计的所有相关方面，包括上述公告中列明的参数（如合适）。
分析特异性-干扰
我们建议你表征分析潜在干扰物质对试验性能的影响。试验设计的举例，包括选择测试的干扰物质的指导方针，请参见CLSI文件EP7-A“临床化学中的干扰试验；批准的指导方针”之描述。

可能的干扰来源包括抗凝剂、防腐剂、抗体（例如，人抗鼠抗体（HAMA）），以及通常可在血清中发现的化合物，如甘油三酯、血红蛋白和胆红素等。你还应当确定你的特殊试验是否容易受到来自其他来源的干扰，如拟进行试验的特殊患者人群有可能使用的常用药物。

我们建议你提供以下与你的干扰研究有关的信息：

· 样品基质。根据测试的样品不同，存在特殊的干扰问题。你的干扰研究应当考察与样品基质（拟进行分析的）相关的干扰类型。

· 测试的特殊干扰物质及其在样品中的浓度。典型情况下，干扰研究包括将潜在干扰物质加入样品，并测定任何回收率偏差（相比于没有加入干扰物质的对照样品）。但是药物的代谢副产物通常是干扰来源，因此，建议使用获自药物（进行干扰评价的）服用人的样品。

· 样品中的ANA浓度。你应当在ANA浓度接近于临界浓度的样品中评估干扰作用。

· 计算干扰作用的方法、%偏差的验收标准以及结果。我们建议你找出观测到的任何偏差趋势（即，负和正），并显示存在有特定干扰物情况下观测到的回收率范围。与单独列出平均回收率相比，本方法可提供更多参考信息。

我们建议你说明不会发生干扰作用的条件，并在你的标签中包含该信息。例如，“在含有[说明浓度]ANA的样品中，在[说明浓度]水平上，未见来自类风湿因子（RF）的干扰作用”。
分析特异性-交叉反应性
我们建议你通过测试来自已知患有自身免疫性疾病和感染性疾病的患者的血清来评估试验特异性，并证明伱的试验不会与其他自身抗体和感染性疾病抗体发生交叉反应。你应当在你的510(k)申报材料中描述研究设计和评估结果。
前带影响（钩状效应）
你应当显示高的抗体滴度对你的试验所导致的影响，并在使用说明书里面提出可进行评估、且没有钩状效应的最高抗体浓度。我们建议你描述你已执行的任何控制措施，以提醒用户，样品可能需要进行稀释和再次检测。
线性
对于定量和半定量试验，我们建议你通过评估具有已知自身抗体浓度的样品来表征分析试验的线性范围。在你的研究设计描述中，我们建议你包含样品类型和准备、浓度、测试的重复样品数以及使用的统计学分析方法。你应当说明验收标准，并给出数据来证明你已经满足了该标准。我们建议，你的数据包含线性回归直线的斜率和截距以及95%置信区间、线性范围，以及在整个范围内观测到的线性偏差。我们还建议你包含评估的每种浓度水平的观测值对比预期值。
分析敏感度（检测限） 
如果你的ANA试验是定量的，则你应当报告你的试验的空白限（LoB）和检测限（LoD）。我们建议你遵照CLSI文件EP17-A“确定检测限和定量限的方案：批准的指导方针”中推荐的定义和研究设计来获得这些估值。
预期值/临界值
你应当说明确定你的试验临床决策点（试验临界值）的合理性。这应当包括用于确定你在正常人群和患病人群中评估的样本数所使用的统计学方法。如可能，我们建议你提供评估的患者的年龄、性别和人口统计学特点总结。你应当证明，你的临界值可恰当区分阳性和阴性样品。如你的试验检测范围似是而非，则你应当说明得出该模糊结果的基础，并显示具有该模糊结果的样品是如何处理的，例如，应对具有该模糊结果的样品进行复验。你应当说明用于确定临界值的统计学方法，并给出受试者工作曲线（ROC）分析（如合适）。
校验品和质控品
我们建议你提供检测试剂盒中的校验品和质控品的以下信息：

· 开封和未开封校验品和质控品的实时和加速稳定性研究方案和验收标准。这应当包含你使用的方法或分析，以及在失效期时点上回收率符合要求的判定标准。

· 对多种浓度水平的校验品和质控品进行赋值和验证使用的方案和验收标准。这应当包含使用的方法和分析。

· 国内或国际标准参比物质的可追溯性。FDA建议，通过WHO对照标准品Wo80，对抗-ANA检测试剂盒进行标准化。

有关根据862.1150、按II类器械单独上市的校验品信息，请参见指南“体外诊断校验品的缩减型510(k)申报材料”，http://www.fda.gov/cdrh/ode/calibrator.html.。
样本采集和处理条件
你应当证实，标签中有关样本保存和运输的建议，可在建议的保存时间和温度范围内产生一致的结果。例如，合适的研究可包含一小份保存在你标签中建议的时间、温度或允许的冻/融循环数等条件下的样品分析。你应当说明在建议的保存和处理条件下回收率范围符合要求的判定标准。

6.
方法比较

一般性建议
你应当将通过你的器械获得的结果与通过具有相似使用适应证的已上市器械获得的结果进行比较，并包含与认可的参比标准品（如有）进行的比较。与参比标准品比较可公正评价拟用器械的性能特点，尤其是当新器械与已上市器械之间的方法学/技术存在很大差异时。

我们建议你评估具有分布于可报告检测范围内的ANA浓度的患者样品，包括接近于临界浓度的样品。我们建议你提供统计学分析方法合理性依据，以支持你使用的研究样本量。如有表征分析样品的信息（例如，性别、年龄、临床诊断结果等），则库存的（回顾性的）样品可能适合于某些研究。你应当提供选择样品所使用的入选和排除标准的明确说明。

当提供方法比较研究的结果时，我们建议你包含以下内容：

对于定量/半定量测定：新的检测试剂盒（y-轴）与已上市器械（x-轴）的比较结果分析图，包括所有数据点、估计的回归直线和同一性直线。数据点应代表每个检测值。我们建议你应用Deming回归、Passing-Bablok分析方法或另一种方法来解释两种检测系统中的变异性。你应当提供用于拟合回归直线的分析方法以及回归分析结果的描述，包括直线的斜率和截距及其95%置信区间、估计的标准误（在y-方向上计算的）和校正系数。

对于定性测定：显示新的检测试剂盒（排）与对照方法或已上市器械（列）之间符合率的2 x 2表，以及阳性百分率、阴性百分率和方法之间总体符合率的计算结果，包括95%置信区间。如你的检测试剂盒或已上市器械应用了模糊区间，则你应当说明，你是如何认定表中的这些结果的，并将该信息纳入结果的描述中。

你应当在你的申报材料中提供行数据，并遵照CLSI、文件EP9-A2“使用患者样品进行方法比较和偏差估计；批准的指导方针”中提供的指导方针。在启动你的研究之前，你可联系OIVD，以获得有关你提议的研究计划的输入信息。

抗-DNA抗体测定的特殊考量 
抗-双链DNA（dsDNA）抗体
抗-双链DNA（dsDNA）抗体测定值是系统性红斑狼疮（SLE）的重要辅助性诊断指标。美国类风湿病学协会（ACR）已将抗核抗体测定或双链DNA测定得出的阳性结果纳入可能的11项SLE分类判据中，作为其中的两项指标。（更多信息请参见ACR网站http://www.rheumatology.org/）。
有几种因素可导致患者样品中的抗-双链DNA抗体水平出现变化。抗-双链DNA抗体在亲和力、免疫球蛋白类别、阳离子电荷和补体固定能力方面具有异质性。患者的临床状况也可导致抗体水平出现变化，这取决于自身免疫性疾病的类型以及获取样品时的疾病活动性（例如，在疾病进展和转移过程中，抗体水平升高，然后，在疾病恶化或加重过程中，由于抗原/抗体复合物形成减少了循环系统中的抗-DNA双链抗体水平而导致抗体水平降低）。

就FDA审查你的检测试剂盒的性能而言，FDA考虑的主要问题是在你的检测试剂盒和已上市器械之间进行方法比较中可能观测到的、由于两种试验之间的方法学变化所导致的性能差异。方法学中的该种变化可能包括：

· dsDNA抗原的来源，例如，生物学来源（如犊牛胸腺或绿蝇短膜虫等），或人工合成的抗原；

· 抗原的杂质，例如，纯化后由于残留蛋白导致的污染，或存在单链DNA（ssDNA）。

· 捕捉抗原的递呈，如：

· 纯化后的或存在于溶液中的捕捉抗原，例如，Farr试验可检出高亲和力的dsDNA抗体，并可检出 IgG和IgM dsDNA抗体；

· 吸附在固定相（在ELISA或EIA方法中）上的捕捉抗原，可检出抗-dsDNA高和低亲和力抗体；或

· 天然状态的捕捉抗原，与IFA试验中固定在玻片上的绿蝇短膜虫全虫体作用相同。

为帮助解决这些问题和帮助克服这些差异，我们建议，在你的器械与已上市器械的背对背比较中，评估具有已知抗-dsDNA抗体浓度的参比物质（例如，WHO Wo80）。应使用Deming回归统计或其他相似的、合适的统计学回归分析方法来分析和呈现结果。你应当将每条回归直线的斜率和y-轴截距及其95%置信区间，以及所得的回归分析图和散点图以及行数据纳入510(k)申报材料中。
如果你的标签中包含了测定高亲和力抗--dsDNA抗体的声明，则你应当描述你是如何证明该试验仅测定高亲和力抗体的。我们还建议你比较您的试验和Farr试验得出的结果。
抗-单链DNA（ssDNA）抗体
如新器械包含测定抗--ssDNA抗体的声明，则你应当描述抗原，包括来源和生产方法，例如，通过热变性犊牛胸腺dsDNA生产的生物源性抗原，或通过合成ssDNA（已知序列的寡聚核苷酸）获得的人工合成抗原。如果捕捉抗原也能与抗-dsDNA抗体结合，则必须作出声明，即抗-ssDNA抗体检测结果必须结合抗-dsDNA结果进行解释（检测ssDNA和dsDNA的抗体），应将其作为使用适应证和既定用途声明的一部分。你应当在标签中包含与测定和解释抗-ssDNA抗体结果相关的困难讨论。

临床敏感度和特异性
如果你的试验可检测某种FDA很少有或没有监管历史的ANA分析物（即，某种“新的”分析物），则你应当在你的上市前申报材料中显示你是如何确立临床性能（包括临床决策点）的。对于这些情况，我们建议你提交为支持将分析物用于目标人群（在该人群中，预期有部分患者的抗体呈阳性）所开展的临床研究得出的数据（临床敏感性）。我们也建议在含有其他免疫性疾病抗体、感染性疾病抗体的患者血清中测试分析性能，同时在年龄和性别匹配的、通常预期抗体分析结果呈阴性的正常受试者中测试分析性能（临床特异性）。应当使用这些研究组来确立和验证试验的临界抗体水平以及模糊区（如合适）。我们强烈建议你联系OIVD，以获取有关你计划的研究的反馈信息，并/或在开始你的510(k).支持性研究之前，提交拟用的研究方案，以备审查。

7.
标签

上市前通报必须包含内容详尽的标签，以满足 21 CFR 807.87(e)之要求。在将某种医疗器械引入州际贸易之前，最终的标签还必须符合21 CFR 809.10之要求。其中的某些要求在下面进行了进一步讨论。以下建议旨在帮助你准备满足这些要求的标签。
既定用途
你必须明确说明产品的既定用途。21 CFR 809.10(a)(2), (b)(2)。既定用途应当代表测试的目标人群，以及检测试剂盒的性能特点。

方法原理
你必须明确说明检测方法的原理。21 CFR 809.10(b)(4)。你应当包含特定器械技术特点的简明描述，以及器械应如何与患者样品一起使用。
使用说明
你必须分步列出建议的流程。21 CFR 809.10(b)(8)。包含简明扼要的试验流程描述。如果你指令用户稀释浓度值超过了最高浓度校验品的样品，则你应当包含验证过的稀释流程。对于结果落在模糊区或灰色区内的样品，你应当指令用户使用相同的样品或在后续时间采集的新鲜样品重复进行检测。使用说明应当鼓励开展本地/机构培训项目，以使用户熟悉该器械的功能特点，以及如何以安全而有效的方式使用该器械。

质量控制
分步列出的流程必须包括所需质量控制流程和材料类型、校正的详细信息。21 CFR 809.10(b)(8)(v)和21 CFR 809.10(b)(8)(vi)。你应当确保给用户建议的校正和质量控制流程细节是确保性能声明所必需的细节。

局限性
你必须提供流程的局限性声明。21 CFR 809.10(b)(10)。我们建议你全面讨论试验的局限性，并包含以下内容（如合适）：
· 声明尚未在儿科人群中确立测定的性能。

· 声明阴性结果并不能排除自身免疫疾病的可能性。

· 声明某些患者可能有自身免疫抗体，且不表现出疾病的临床症状。

· 说明任何可能的干扰源，如来自异嗜性抗体（例如，人抗小鼠抗体（HAMA））的干扰等。

· 声明检测结果本身并不是自身免疫疾病的诊断结论，应当结合其他的实验室检查结果以及患者的临床表现来进行诊断。

· 假阳性结果的可能原因，例如，某些药物，包括普鲁卡因胺或肼苯哒嗪；或假阴性结果，例如细胞核免疫荧光染色模式的前带或掩蔽效应（当存在多种抗体时）。

性能特点　
你必须包含测定的特殊性能特点。21 CFR 809.10(b)(12)。对于第5和第6节中讨论的每种性能特点，我们建议你提供结果和研究方案的简要说明。你应当包含在这些章节中引用的、可能与帮助用户了解试验性能有关的信息。

对于定量试验，你应当总结你的方法比较研究的回归分析数据；包括样品数量、斜率、截距、标准误、相关系数以及测试的浓度范围。对于定性试验，你应当显示2x2表和阳性百分率、阴性百分率以及总体符合率。
� http://www.fda.gov/cdrh/ode/guidance/1567.pdf


� http://www.fda.gov/cdrh/devadvice/314.html


� http://www.fda.gov/cdrh/ode/parad510.pdf





