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（2023修订版）
（征求意见稿）

本指导原则旨在指导注册申请人对人红细胞反定型试剂注册申报资料的准备及撰写，同时也为技术审评部门审评注册申报资料提供参考。
本指导原则是对人红细胞反定型试剂的一般要求，申请人应依据产品的具体特性确定其中内容是否适用，若不适用，需具体阐述理由及相应的科学依据，并依据产品的具体特性对注册申报资料的内容进行充实和细化。
本指导原则是供申请人和审查人员使用的指导文件，不涉及注册审批等行政事项，亦不作为法规强制执行，如有能够满足法规要求的其他方法，也可以采用，但应提供详细的研究资料和验证资料。应在遵循相关法规的前提下使用本指导原则。
本指导原则是在现行法规、标准体系及当前认知水平下制定的，随着法规、标准体系的不断完善和科学技术的不断发展，本指导原则相关内容也将适时进行调整。
[bookmark: _Toc342306958]一、适用范围
人红细胞反定型试剂用于人ABO血型的反定型，测定被检者血液中有无相应的抗A和或抗B抗体，辅助正定型结果判断ABO血型。
本指导原则适用于人红细胞反定型试剂，同时适用于不同的检测方法,如试管法、柱凝集法等，但不适用于血源筛查用人红细胞反定型试剂。
本指导原则仅包括对人反定型红细胞试剂注册申报资料中部分项目的要求，适用于进行产品注册和相关变更的产品。其他未尽事宜，应当符合相关法规要求。
[bookmark: _Toc342306959]二、注册审查要点
（一）监管信息
1.产品名称及分类编码
产品名称应符合《体外诊断试剂注册与备案管理办法》及相关法规的要求。根据《体外诊断试剂分类规则》，该产品按照第三类体外诊断试剂管理，分类编码为6840。
2.其他信息还包括产品列表、关联文件、申报前与监管机构的联系情况和沟通记录以及符合性声明等文件。
（二）综述资料
综述资料主要包括概述、产品描述、预期用途、申报产品上市历史及其他需说明的内容。其中,产品描述应详述技术原理、产品主要研究结果的总结和评价、与同类和/或前代产品的比较等。与同类和/或前代产品的比较应着重从技术原理、抗原性、特异性、亲和力、溶血率、有效期、性能指标、临床应用情况等方面详细说明申报产品与已获批准的同类/前代产品之间的主要区别。
[bookmark: _Toc342306964]（三）非临床资料
1.产品技术要求及检验报告
注册申请人应当在原材料质量和生产工艺稳定的前提下，根据产品研制、前期评价等结果，依据相关文件资料，结合产品特性按照《医疗器械产品技术要求编写指导原则》的要求编写。该类产品作为第三类体外诊断试剂，应当以附录形式明确主要原材料以及生产工艺要求。
第三类体外诊断试剂应当提供三个不同生产批次产品的检验报告。有适用的国家标准品发布，技术要求中应体现国家标准品的相关要求。可提交以下任一形式的检验报告：
（1）申请人出具的自检报告。
（2）委托有资质的医疗器械检验机构出具的检验报告。
如有适用的国家标准、行业标准，产品技术要求的相关要求应不低于相应的要求。
产品技术要求的性能指标应至少包括红细胞的抗原性、红细胞的抗原强度、红细胞的特异性、直接抗人球蛋白试验、溶血率（性）、亲和力。
2.分析性能研究
注册申请人应提交在符合质量管理体系的环境下生产的试剂盒进行的所有分析性能评估资料，包括具体试验方案、试验数据、统计分析结果及结论等详细资料。有关试验的背景信息也应在申报资料中进行描述，包括试验地点，采用的配套试剂名称、规格和批号，仪器名称和型号，样本的背景信息（来源、样本编号、样本类型、已知血型结果及确认方式）等。
分析性能评估的试验方法可以参考国内或国际有关体外诊断产品性能评估的指导原则进行。
产品性能研究所采用的各种仪器、试剂或其他物品如可能均应采用境内或境外已批准上市的产品，如抗A、抗B、抗H、抗人球蛋白试剂等。
分析性能评估试验中应明确所有试验每种试剂的用量、试剂红细胞的浓度、采用的试验方法（试管法、柱凝集法等）。所有试验方法应符合配合使用的血型试剂的具体操作要求。
应对申报的反定型红细胞试剂声称适用的所有试验方法进行分析性能评估，如试管法、柱凝集法等。不同试验方法的性能研究均应采用至少三批产品进行。对于人红细胞反定型试剂，建议着重对以下分析性能进行研究：
2.1红细胞的抗原性：以表1的反应格局说明红细胞的抗原性。

表1  红细胞的抗原性
	抗体
	A1型试剂
红细胞
	A2型试剂
红细胞
	B型试剂
红细胞
	O型试剂
红细胞

	抗A
	4+
	4+
	—
	—

	 抗A1
	4+
	—
	—
	—

	抗B
	—
	—
	4+
	—

	抗H
	－/+
	弱阳
	－/+
	较强

	抗Rh（D、E、C）
	－/+
	－/+
	－/+
	4+



2.2红细胞的抗原强度：红细胞的抗原强度应不低于表2要求。

表2 红细胞的抗原强度（效价）
	抗体
	试剂红细胞
	凝集强度≥3+抗体最高稀释度
	凝集强度≥1+抗体最高稀释度

	抗A（效价在1:256～1:512之间）
	A1
	≥1:8
	≥1:64

	抗A（效价在1:256～1:512之间）
	A2
	≥1:8
	≥1:32

	抗B（效价在1:256～1:512之间）
	B
	≥1:8
	≥1:32

	抗H（效价在1:16～1:32之间)
	O
	≥1
	≥1:2



2.3亲和力
抗-A、抗-B、抗-H与试剂红细胞A1、A2、B、O混合后，应在多少秒内（如15秒内）出现肉眼可见的凝集，3分钟内凝集块达到1mm2以上（或凝集强度≥3+）。
2.4红细胞的特异性：以表3的反应格局说明红细胞的特异性。

表3红细胞的特异性
	抗体
	A1型试剂
红细胞
	A2型试剂
红细胞
	B型试剂
红细胞
	O型试剂
红细胞

	抗A
	4+
	4+
	—
	—

	 抗A1
	4+
	—
	—
	—

	抗B
	—
	—
	4+
	—

	 抗AB
	4+
	4+
	4+
	—

	抗H
	－/+
	弱阳
	－/+
	较强

	AB型人血清
	—
	—
	—
	—



2.5直接抗人球蛋白试验
使用抗-IgG和抗-补体或多特异性抗人球蛋白试剂进行试剂红细胞直接抗人球蛋白试验时，结果应为阴性。
2.6溶血率（性）
明确每种试剂红细胞溶血率的试验方法、使用物品、测量方法、结果计算方法等内容。
可采用百分比进行结果报告，也可采用浓度单位报告结果。
2.7样本抗凝剂的选择。
2.8溶血、脂血、黄疸等样本的干扰评价。
[bookmark: _Toc375311138]3.阳性判断值
给出不同凝集强度的研究方法，并明确不同凝集强度代表的具体意义，并应包含溶血、混合视野双群等情况，明确具体的试验方法、实验步骤，提供不同凝集强度的图例或相片。
[bookmark: _Toc342306968]4.稳定性研究资料
稳定性研究资料主要涉及两部分内容，申报红细胞试剂的稳定性和适用样本的稳定性研究。前者主要包括实时稳定性（有效期）、运输稳定性、开瓶稳定性等研究，申请人可根据实际需要选择合理的稳定性研究方案，实验项目应至少包括红细胞抗原性、凝集强度、特异性、溶血率、无菌试验。
稳定性研究资料应包括研究方法的确定依据、具体的实施方案、详细的研究数据以及结论。对于实时稳定性研究，应提供至少三批样品在实际储存条件下保存至成品有效期后的研究资料。
应对样本稳定性进行研究，主要包括室温保存、冷藏和冷冻条件下的有效期验证，可以在合理的温度范围内选择温度点（温度范围），每间隔一定的时间段对储存样本进行全性能的分析验证，从而确认不同类型样本的稳定性。适于冷冻保存的样本还应对冻融次数进行评价。
试剂稳定性和样本稳定性两部分内容的研究结果应分别在说明书【储存条件及有效期】和【样本要求】两项中进行详细说明。
5.其他资料
5.1主要原材料研究资料
主要原材料研究资料应包括主要组成成分（红细胞及细胞保存液成分等）的选择、制备及其质量标准的研究资料。
5.1.1红细胞的选择及质量标准。需详细描述红细胞的来源。红细胞来源应稳定、可靠，采集时间期限明确。红细胞的选择应遵循以下原则：
5.1.1.1如红细胞Rh表型为阳性(D+、C+、E+)，则应在A1、B红细胞外增加Rh阳性的O型红细胞。
5.1.1.2如只包含A1、B红细胞，则两支红细胞均应为Rh表型阴性（D－、E－、C－ ）的混合细胞悬液。
应对试剂红细胞进行以下基本特性的研究：
红细胞献血员应进行血型正反定型检测，只有在正反定型结果一致的情况下，其红细胞才能用于生产。
红细胞的抗原性：反定型红细胞至少要包括A1和B细胞，使用A2和O细胞测定可解决部分血型测定中的异常情况，A2细胞可测定A2亚型，O细胞可在测定中作为抗原阴性对照。
红细胞的抗原强度：通过考察不同凝集强度时抗体试剂（抗-A、抗-B、抗-H）的稀释度，说明试剂红细胞的抗原强度。
亲和力：通过与相应抗体（抗-A、抗-B、抗-H）反应在多少秒（如15秒）内出现凝集，3分钟内凝集块达到1mm2以上（或凝集强度≥3+）等指标体现细胞亲和力，可参照相关规定进行试验及结果判断。抗体效价应符合国家规定。
红细胞的特异性：使用抗-A、抗-A1、抗-B、抗-H抗体进行特异性验证。不与ABO血型系统非对应抗体发生阳性反应。
直接抗人球蛋白试验：使用抗-IgG和抗-补体或使用多特异性抗人球蛋白试剂对试剂红细胞进行直接抗人球蛋白试验（DAT）时，结果应为阴性。
溶血率（性）：明确溶血率的试验方法、实验所需物品及溶血率的要求。可采用溶血率或游离血红蛋白浓度的作为评价指标。
红细胞浓度的确定：说明红细胞悬浮液的浓度和限度（如3%±0.2%）。
5.1.2红细胞保存液的选择：说明红细胞保存液的选择过程，提交试验数据说明最终确定的保存液在保证细胞的抗原性（抗原性不发生明显减弱）、减少溶血等方面的性能。需明确保存液组分的基本作用，如何防止溶血、抗原减弱、补体激活等。另外应对红细胞保存液的以下性能进行研究：
（1）PH值。
（2）在选定的保存液环境中进行试剂红细胞稳定性的研究，进行详细的效期稳定性、开瓶稳定性的研究。
5.1.3生物安全性。
[bookmark: _Toc342306965]5.2主要生产工艺及反应体系的研究资料
5.2.1主要生产工艺介绍，可用流程图方式表示，并简要说明主要生产工艺的确定依据。
5.2.2产品基本反应原理介绍。
5.2.3主要生产工艺过程的研究资料、每一步生产工艺的确认资料及试验数据。
5.2.4主要反应体系（不同的实验原理、实验方法）的研究资料、每一步反应体系的确认资料及试验数据。
反应体系的设置应符合《全国临床检验操作规程》等公认标准操作规范、指南或标准的要求。
[bookmark: _Toc375311140]（四）临床试验
临床试验总体要求及临床试验资料的内容应符合《体外诊断试剂注册与备案管理办法》《医疗器械临床试验质量管理规范》《体外诊断试剂临床试验技术指导原则》《关于公布体外诊断试剂注册申报资料要求和批准证明文件格式的公告（2021年第122号）》等相关文件的规定，以下仅结合人红细胞反定型试剂的具体特点对其临床试验中应重点关注的内容进行阐述。
1.研究方法
建议选择境内已批准上市、临床普遍认为质量较好的同类产品作为对比试剂，采用试验用体外诊断试剂（以下称考核试剂）与之进行比较研究试验，证明本品与已上市产品检测结果的一致性。如申报产品所用方法学尚无同类产品批准上市，建议选择试管法或柱凝集法已上市产品作为对比试剂。
2.临床试验单位的选择
应选择符合法规要求的临床试验机构进行临床试验，不得选择血站或采供血机构进行临床试验。
3.病例选择
入组受试者应来自临床输血前需要进行血型鉴定的患者。建议根据试验体外诊断试剂预期临床性能水平，采用单组目标值法公式对总样本例数进行估算：
[image: 图片1]
公式中，n为总样本例数；Z1-α/2、Z1-β为显著性水平和把握度的标准正态分布的分数位，P0为评价指标的临床可接受标准，PT为试验体外诊断试剂评价指标预期值。
根据此类产品临床需求和已报道的研究数据，建议总符合率目标值（P0）不低于0.997。根据同类产品性能水平估算，建议总例数不少于3000例。其中不同血型样本例数应符合中国人群ABO血型分布规律。
还应纳入对反定型检测易产生干扰的病例，如各种疾病患者（肿瘤患者、自身免疫病患者、血液病患者等）、老人、儿童（不同年龄段）、孕妇、正反定型不一致的病例等。建议肿瘤疾病患者、自身免疫病患者和血液病患者分别不少于100例，孕妇不少于100例，正反定型不一致病例不少于20例。
4.试验过程
在进行反定型红细胞试剂临床试验的过程中除与对比试剂进行比较外，应同时给出该样本的正定型试验结果，以进一步判断反定型结果的准确性。
产品如适用于不同的试验方法（如试管法、柱凝集法等），每种试验方法均应分别进行样本量估算并分别完成临床试验，明确配合使用的试剂产品，配合使用的试剂均应是境内已上市产品。
5.统计学分析
建议采用R×C表格总结对比试验结果，并分别计算A、B、AB、O型符合率和总符合率，并计算符合率的95%置信区间。此外还应进行正反定型结果一致性分析。
6.结果差异样本的验证
对于两种试剂检测结果不一致（包括正反定型结果不一致、考核试剂与对比试剂结果不一致、与对比试剂凝集强度差异2+或2+以上）的样本，应采用临床上公认较好的第三种同类试剂进行确认试验，同时应结合样本的正定型结果进行综合分析，最终应采用适合的方法进行样本血型确认。
7.临床试验数据表应作为临床试验小结附件提交，表格中应列明所有病例的具体临床诊断信息、凝集强度和血型正反定型结果，如有不符样本应列明第三方确认的结果。申请人应按照法规要求提交数据库。
[bookmark: _Toc342306961]（五）产品说明书和标签样稿
产品说明书的格式应符合《体外诊断试剂说明书编写指导原则》的要求，境外产品的中文说明书除格式要求外，其内容应尽量保持与原文说明书的一致性，翻译力求准确且符合中文表达习惯。产品说明书的所有内容均应与申请人提交的注册申报资料中的相关研究结果保持一致，如某些内容引用自参考文献，则应以规范格式对此内容进行标注，并单独列明参考文献的相关信息。
人红细胞反定型试剂说明书编写应重点关注以下内容。
1.【预期用途】
1.1写明本试剂用于人血型的反定型检测，同时明确不用于血源筛查，仅用于临床检验。
1.2明确产品的检测结果必须结合正定型的检测结果才能进行ABO血型的准确定型。
1.3说明与预期用途相关的临床适应症背景情况，说明相关的临床或实验室诊断方法。
2.【储存条件及有效期】
说明试剂的储存条件及有效期、开瓶稳定性、运输稳定性等。
3.【样本要求】
明确溶血、脂血、黄疸样本是否可以使用，或提供使用此类样本的最低要求。依据稳定性研究结果写明样本稳定性。
明确适用的抗凝剂的要求。
明确具体的样本采集、处理方法及过程。
4.【阳性判断值】
明确各种试验方法的结果判断方法及标准，并通过不同凝集强度的图例或照片进行详细解释。
5.【检验方法】
如适用于不同的试验方法请分别写明具体方法及操作步骤。如配合其他试剂进行试验，需注明试验方法应完全符合配合试剂的试验操作要求。
质控要求：为确保试剂测定的准确性，每天要使用已知弱反应性抗血清测定试剂细胞的反应性。每次测定时用自身细胞进行同步对照是有意义的。应根据相关规定进行每日质控试验。
6.【检验方法的局限性】
6.1老年人及儿童ABO 抗体弱，某些疾病患者如肿瘤、多发性骨髓瘤、消化道疾病等反定型会出现弱反应，甚至阴性反应，结果应慎重解释。
6.2必须与正定型血型检测同时进行，正反定型结果一致才能确定ABO血型。正反定型不一致时需要进一步检测，单独的反定型结果不能作为判断ABO血型的依据。
6.3绝大多数A、B和O型血的ABO抗体凝集强度均较强，如凝集强度为2+以下，应对弱阳性反应进行确认，以排除干扰或亚型，确保正确的ABO定型。
（六）质量管理体系文件
质量管理体系文件主要包括生产制造信息、质量管理体系程序、管理职责程序、资源管理程序、产品实现程序质量、管理体系的测量/分析/改进程序、其他质量体系程序信息、质量管理体系核查文件。申请人应按照相关法规要求建立相应的质量管理体系，确保产品在符合质量管理体系的环境下生产。
三、参考文献
[1]国家市场监督管理总局.体外诊断试剂注册与备案管理办法:国家市场监督管理总局令第48号[Z].
[2]国家市场监督管理总局.关于公布体外诊断试剂注册申报资料要求和批准证明文件格式的公告:国家药品监督管理局公告2021年第122号[Z].
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[4]国家药品监督管理局. 体外诊断试剂临床试验技术指导原则:国家药监局通告2021年第72号[Z].
[5]原国家食品药品监督管理总局.体外诊断试剂说明书编写指导原则:国家食品药品监管总局通告2014年第17号[Z]. 
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