附件

中枢神经系统病原宏基因组测序试剂技术审评要点（征求意见稿）

本审评要点旨在指导注册申请人对中枢神经系统病原宏基因组测序试剂注册申报资料的准备及撰写，同时也为技术审评部门提供参考。

本审评要点是对中枢神经系统病原宏基因组测序试剂的一般要求，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。

一、适用范围

本审评要点适用于中枢神经系统病原宏基因组测序试剂注册申请和变更注册申请的情形，其他未尽事宜应当符合《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）等相关法规要求。鉴于宏基因组方法临床应用效果未得到大规模验证，因此本文仅讨论宏基因组方法用于脑脊液样本中DNA检测的内容。
由于此类产品的生信分析流程与数据库定期更新与优化，在产品申报时应明确代表性病原体的种类，并且采用定型的产品进行非临床研究及临床试验。特别应注意的是，应在体外诊断试剂产品定型后（数据库和阳性判断值等）再开展临床试验。
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》（国家市场监督管理总局令第48号）及相关法规的要求，如中枢神经系统病原宏基因组测序试剂盒（联合探针锚定测序法）。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。应详细说明产品所采用的技术原理及检测流程。提供代表性病原体确定的主要原则，建议包括：1.具有临床使用价值，在临床广泛应用、备受临床关注的病原体；2.具有系统生物学的代表性，覆盖病毒、细菌、真菌和寄生虫等主要系统大类；3.具有技术验证的代表性，技术层面较难检测的病原体；4.具有可及性，在临床上发生频率相对较高的病原体。基于以上原则，建议基于脑脊液样本的中枢神经系统感染的代表性病原体检测范围包括但不限于：

（1）病毒：建议至少包括巨细胞病毒、单纯疱疹病毒1型、单纯疱疹病毒2型、水痘-带状疱疹病毒、人疱疹病毒6型、人类细小病毒B19、EB病毒和人疱疹病毒7型。

（2）细菌：建议至少包括大肠埃希菌、流感嗜血杆菌、单核细胞增生李斯特菌、脑膜炎奈瑟菌、无乳链球菌、肺炎链球菌、布鲁氏菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、鲍曼不动杆菌、结核分枝杆菌和肺炎克雷伯菌。

（3）真菌：建议至少包括新型隐球菌、格特隐球菌、白色念珠菌、热带念珠菌和烟曲霉菌。

（4）寄生虫：建议至少包括广州管圆线虫、猪带绦虫、弓形虫、阿米巴或血吸虫五种寄生虫中的四种。

（5）非典型病原体：建议至少包括一种非典型病原体，可纳入梅毒螺旋体或钩端螺旋体等。
建议该类产品的预期用途限定为：用于体外定性检测疑似中枢神经系统感染患者脑脊液样本中的DNA病原体，用于中枢神经系统感染的辅助诊断，用于提供补充病原学证据以进行辅助诊断。

适用人群主要包括：常规检测手段无法确认病原体的中枢神经系统感染疑似患者、以及重症和危急重症患者。
（三）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，依据国家标准、行业标准及有关文献资料，结合产品特性按照《医疗器械产品技术要求编写指导原则》（2022年第8号）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。

中枢神经系统病原宏基因组测序试剂如有国家标准品，技术要求中应体现国家标准品的相关要求，并使用国家标准品对三批产品进行检验。

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。
（4） 分析性能研究

在分析性能研究开展前，需对mNGS的全流程检测方法进行选择和固定，并实施对全流程体系变化的有效控制。包括但不限于：样本核酸提取方法、是否有非特异性扩增步骤、是否去宿主核酸以及去宿主核酸方法、建库方法、测序方法、适用仪器、配套试剂和耗材的生产厂家和货号、软件（版本号，含生物信息分析算法和数据库）。
申请人应采用在符合质量管理体系的环境下生产的试剂盒进行所有分析性能研究，提交具体研究方法、试验方案、试验数据、统计分析等详细资料。研究资料应明确以下信息，包括但不限于DNA提取浓度、文库浓度、下机有效数据量和总数据量、Q30等。

如申报产品适用不同的机型，需要提交采用不同机型进行性能评估的资料。如申报产品包含不同的包装规格，需要对各包装规格进行分析或验证。

分析性能评估用阳性样本应来源于病原体培养物或临床样本；如使用稀释样本，应采用可充分模拟适用样本类型的阴性基质。对于各项性能中采用的样本，在下述各项性能研究资料中分别提供样本信息列表。分析性能评估所用样本的基本信息均需明确，例如样本来源、样本类型、采集和处理方式、稀释方式、定值过程及数据等。如果样本的阴阳性或浓度值由其他单位提供，需要由该单位出具盖章的样本信息文件。

对于性能评估用的所有样本，均应采用性能经验证确认的方法对含有病原体的种类和浓度水平进行确认，包括但不限于已上市PCR检测试剂、测序、数字PCR、GM试验、病原体特异性抗体或抗原的血清学试验等。
建议着重对以下分析性能进行研究。

1.反应体系

1.1 湿试验检测流程的研究

包括对待测样本进行前处理、核酸提取、文库构建、高通量测序，以获得核酸测序数据的实验室操作环节，具体如下。
样本采集、运输和接收方法的研究：明确样本采集方式、保存条件、运输条件和样本送达实验室后至检测前的保存条件，建议引用样本采集和保存的SOP。说明控制污染的具体措施，提供相应的验证资料，并在产品说明书的样本要求中明确。
样本前处理方法及核酸释放和纯化方法的研究：对于每类病原体，分别评价并比较不同的前处理方法及核酸释放和纯化方法对于产品性能的影响，以保证产品能够实现检测厚壁的真菌以及胞内寄生菌。其中包括对于病原体或其核酸的核酸释放方法（物理研磨、化学裂解、酶消化等）、核酸纯化方法（磁珠法或柱法）的研究及样本去除宿主基因组方法的研究。
在进行核酸检测之前，建议有核酸提取/纯化步骤。该步骤的目的除最大量分离出目的DNA外，还应有相应的纯化作用，尽可能去除PCR抑制物。需对各类病原体的核酸提取性能分别进行验证；包括核酸提取效率，提取后核酸浓度、纯度、精密度和抗干扰能力等研究及功能性试验。 若产品适用两种或以上核酸提取试剂，则每一种核酸提取试剂均需配合检测试剂进行抗干扰、精密度和检出限的验证。
文库构建及测序方法的研究：对临床样本用量、各试剂用量、建库反应条件（核酸投入量的下限和上限，标签、接头的连接质量等）、测序反应条件（包括测序读长以及单双端测序、检测数据量等）进行研究。明确文库质控要求及检测方法，应根据企业研究数据自行制定合理的质量控制指标，如文库片段大小以及测序读长、文库浓度、下机有效数据量和总数据量、Q30等参数。另外，建议对建库方法（TA连接法建库或转座酶建库等）、微生物是否需要进行片段化处理以及微生物占总数据量的比例进行研究。

不同适用机型的反应条件如果有差异应分别详述，并提交研究资料。

1.2 干实验流程的研究

是指对测序数据进行生物信息学分析及结果报告的过程，包括原始数据的存储与传输、数据预处理、过滤宿主序列、物种注释和参考数据库。应明确所使用的软件及数据库的版本。
详述生物信息分析的流程，每一个环节或软件模块的具体功能和质控参数。包括原始数据输入、标签识别、序列拆分、低质量和低复杂度序列过滤、去除宿主序列、去除接头、与参考数据库比对进行病原体注释以及过滤背景微生物的具体方法和验证结果，以及与阳性判断值的比对。每个步骤的流程均应经过选择、验证和确认，对每个步骤的关键参数进行详细的研究，以确保数据的准确性和完整性。mNGS检测到的病原体读数值受测序量、标本质量等因素的影响，并且同张芯片不同文库分配的下机数据量会有波动，所以有必要对读数值进行归一化处理。建议将每百万测序读长中匹配到某一病原体基因组的特异读数值 (RPM) 作为归一化指标。
1.3实验室标准操作规程
建议各个实验室为宏基因组测序产品建立一套标准化的标准操作规程以及管理要求，确保实验室操作的规范化、安全性及检测结果的质量。具体可参考《宏基因组高通量测序技术临床实验室规范化应用指南》。

2.样本稳定性

对采集后各阶段的样本进行稳定性研究，包括不同保存液、裂解液，不同灭活方式处理后的样本，研究内容包括冷藏保存时间，冷冻保存时间，冻融次数等。

如样本核酸提取后可不立即进行检测，还需对文库的保存条件和稳定性进行研究。

3.适用的样本类型
列明产品适用的样本类型。

4.精密度

应对精密度指标，如标准差或变异系数等的评价标准做出合理要求。应考虑不同研究地点、日内/日间、操作者间、产品批次间以及不同仪器间等影响精密度的因素，设计合理的精密度试验方案，采用涵盖全部代表性病原体的菌株、毒株或血清型的不同排列组合的样本进行评价。

精密度评价试验应包含核酸提取步骤。设定合理的精密度评价周期，例如为期至少20天的检测。对检测数据进行统计分析（如方差分析方法），获得重复性、实验室内精密度、实验室间精密度、批间精密度等结果。

应至少包含3个水平：阴性样本、临界阳性样本、中/强阳性样本。申请人应根据产品特性设定适当的精密度要求，并使用客观证据和有效的统计方法来验证这些指标设定标准。

5.分析特异性

5.1交叉反应

通过生物信息学识别具有序列同源性的病原体，至少应当包括人基因组和数据库中包含的病原体。应通过试验确认上述生物信息学分析所识别的病原体的交叉反应性。
样本验证：交叉反应研究样本除特殊说明外，应采用灭活的临床样本或添加了灭活病原体培养物的阴性临床样本，样本基质应可充分模拟适用样本类型的阴性基质，交叉反应研究用病原体种类主要考虑与报告病原体相邻种系的病原体（包括相同种属不同类型的病原体）以及经生信分析识别的可能存在交叉反应风险的病原体。极其罕见的病原体可采用假病毒进行交叉反应研究。
注：病毒培养液的浓度单位可采用TCID50或PFU/mL，细菌培养物浓度单位可采用CFU/mL，建议在病毒和细菌感染的医学相关水平进行交叉反应的验证。建议申请人参考相关文献等确定各种病原体感染的医学相关水平，一般为中强阳性浓度水平的病原体。
申请人应提供所有用于交叉反应验证的病毒和细菌的来源、种属/型别信息和浓度确认等试验资料。

5.2干扰研究

5.2.1干扰试验

应根据所采集样本类型，针对可能存在的内源/外源物质干扰情况进行验证，验证推荐物质见表1。建议申请人在每种干扰物质的潜在最大浓度（“最差条件”）条件下进行试验，检测包含临界阳性水平在内的代表性病原体样本。对结果进行合理的统计分析，对比添加干扰物质前后的检测结果差异。检测的潜在干扰物包括脑脊液样本中的原有物质及在样本采集、处理和检测期时可能引入的物质。

表1 用于干扰试验的物质

	类别
	具体物质

	样本中内源物质
	乳酸、白细胞、免疫球蛋白

	其他内源物质
	人全血和高浓度人类基因组 DNA、人源cfDNA

	样本采集、处理和检测期时可能引入的物质
	转运培养基、消毒剂

	
	其他已知的物质

	抗生素
	左氧氟沙星、头孢曲松、美罗培南

	解热镇痛药物
	对乙酰氨基酚、阿司匹林

	抗病毒药物
	伐昔洛韦、更昔洛韦

	抗真菌药物
	氟胞嘧啶、伏立康唑、氟康唑


5.2.2建议进行交叉污染的研究。可采用强阳性样本和阴性样本交叉放置的模式，至少连续检测5轮次。如阴性样本结果均为阴性，说明无样本间交叉污染。强阳性样本中应包含至少2种高浓度病原体（推荐常见的细菌、病毒），可使用病原体培养物。强阳性样本和阴性样本数量取决于仪器的通量，推荐阴阳性样本数量分别为仪器通量的一半。
6.检出限

6.1检出限的确定

每种病原体应进行充分的检出限研究。每一种病原体可使用至少3个不同来源的样本（如不同患者或者不同菌株、毒株），梯度稀释于与可充分模拟适用样本类型的基质中，进行检出限的确定。每个浓度梯度最少重复3次检测，以100%可检出的最低浓度水平作为估计检出限，在此浓度附近制备若干梯度浓度样本，每个浓度至少重复20次检测，将具有95%阳性检出率的最低浓度水平作为确定的检出限。

6.2检出限的验证

选择另外2个不同来源的样本在检出限浓度水平进行验证，应达到95%阳性检出率。

应对各个代表性病原体分别进行研究。如使用患者样本研究，检出限可以拷贝数表示；如使用菌株、毒株研究，细菌和真菌的检出限以CFU或细胞数表示，病毒的检出限以感染单位（如PFU）表示。同时明确宿主细胞或宿主DNA浓度，对不同浓度宿主含量条件下的检出限进行研究：包括将临床可见最高浓度宿主细胞或者宿主来源的DNA作为基质成分，对不同浓度病原体核酸进行检出限的确定和验证。
7.包容性

7.1应当采用生物信息学分析方法对产品检测的包容性进行研究，应当覆盖已公布的代表性病原体的主要亚型。

7.2每个代表性病原体，验证具有时间和区域特征性的5至10个不同来源的阳性样本，所选样本需能够代表病原体相关的种属或亚种。研究应包括检出限和重复性的验证，注意包容性研究样本和检出限研究样本不能重复。

常见寄生虫需采用临床样本研究，另外可以对少见的寄生虫进行生物信息学分析以预测其反应性。
8.企业参考品验证

根据主要原材料研究资料中的企业参考品设置情况，采用三批产品对企业参考品进行检验并提供详细的试验数据。

9.其他分析性能
描述结果分析数据库的存储方式以及生信分析平台的要求，包括计算机与服务器、软件和生信分析人员的要求。

需明确数据库的建立筛选标准、明确参考序列的组成、数量、种类及数据质量。明确如何对致病病原体、背景微生物等不同类型的病原体进行注释。结果分析数据库包括病原体鉴定数据库、人源基因序列数据库和背景微生物数据库。说明数据库更新的程序，验证影响关键性能的参数及对于各个系统大类的代表性病原体检测的准确度，确保更新后的数据库的性能不低于更新前。非必要不更新配套数据库，如涉及试剂盒预期用途中代表性病原体序列更新等情况，需要进行产品变更注册。产品说明书应载明数据库完整版本号。
（五）稳定性研究

申报试剂的稳定性主要包括实时稳定性（有效期）、开瓶稳定性及冻融次数限制等研究，申请人可根据实际需要选择合理的稳定性研究方案。稳定性研究资料应包括具体的实施方案、详细的研究数据以及统计分析结论。对于实时稳定性研究，应提供至少三批产品在实际储存条件下保存至成品有效期后的研究资料。
（六）阳性判断值研究

阳性判断值一般为申报产品检测代表性病原体核酸阳性的数值，用于区分定性检测的阴阳性结果。结果量值单位可为病原体特异性读数值（reads数）、标准化的每百万测序读数值中匹配到特定病原体的读数值（reads per million，RPM）、覆盖到参考基因组上非重叠区域的读数值或者每百万读数比值（RPM-r值），即临床样本中特定病原体的序列数相对于阴性/空白对照中该病原体序列数的比值等。另外需明确结果的判读方式，包括根据阳性判断值判定病原体定性检测结果及排除外源因素引入的背景微生物。建议采用多个指标作为阳性判断值的辅助判断参数，主要包括：物种的属内排序、基因组覆盖度和均一度、阴阳性质控、同批次其他标本检出情况以及环境背景微生物基线。在阳性判断值确定过程中，需充分考虑不同实验室背景微生物的情况，通过生信分析流程和质量体系实施相应的控制措施。
对于各个代表性病原体，建议分别进行阳性判断值建立和验证，研究用样本来源应具有多样性和代表性，应充分覆盖各个代表性病原体的亚种、基因型或血清型，尽量纳入较多弱阳性水平样本、阴性样本和高人源背景的样本。对于每个代表性病原体，可采用ROC曲线分析法或者其他权威文献报道的合理方法按病原体种分别建立阳性判断值。对于特殊病原菌（如结核分枝杆菌、布鲁氏菌等胞内菌，隐球菌等厚壁菌），需要建立单独的cut-off值和判读标准。每种代表性病原体需分别验证阳性判断值。
提交阳性判断值研究所用样本的背景信息列表，至少包括性别、年龄、唯一编号、样本来源机构、分子生物学检测结果等信息。分子生物学检测结果应来源于性能经验证确认的方法，如实时荧光PCR、一代测序、tNGS或数字PCR 方法等，并提交该方法的性能研究资料。
（七）其他非临床研究资料

1.主要原材料研究

该类产品的主要原材料包括PCR引物、标签接头、酶、PCR反应液、核酸分离/纯化组分（如有）、质控品、企业参考品等。应提供主要原材料的选择与来源、制备过程、质量控制标准等相关研究资料、质控品的定值试验资料等。如主要原材料为企业自制，应提供其详细制备过程；如主要原材料源于外购，应提供资料包括：选择该原材料的依据及对比筛选试验资料、供货方提供的质量标准、出厂检验报告，以及该原材料到货后的质量检验资料。供应商应固定，不得随意更换。

PCR引物、标签接头：原材料选择的研究还应评价标签接头对于混合文库的拆分能力。需明确PCR引物和标签接头的序列信息。

酶：包括DNA聚合酶、多聚核苷酸磷酸激酶、Taq酶、连接酶、末端修复酶。

其他：包括Klenow片段、磁珠等。
1.2阴性对照和阳性对照、内参和样本标签
试剂盒一般包含阴性对照和阳性对照。阳性对照可采用含有人源核酸和典型病原体核酸，或含有人源细胞和灭活病原体的样本，建议根据病原体基因组大小、有无细胞壁、是否胞内菌及其它病原体特性分别纳入典型病原体核酸片段。可采用假病毒或质粒制备混合病原体核酸序列，病原体浓度应为弱阳性。阴性对照可采用包含一定浓度人基因组DNA且未掺入病原体的样本。

对照品需参与样本处理、核酸的平行提取和检测的全过程，以对整个样本处理、核酸提取纯化、文库构建及测序过程可能引入的试剂/设备、人员环境、样本污染等环节进行合理质量控制。阳性对照用于监测对阳性病原体（特别是弱阳性）的检测能力。阴性对照用来监测mNGS试剂（核酸提取、建库和测序试剂等）、环境、耗材引入微生物或气溶胶污染以及交叉污染。
提交试剂盒对照品有关原料选择、制备、定值过程、浓度范围等试验资料，并明确阴性、阳性对照的在控和失控标准。
试剂盒还包括内参和样本标签。内参用于监测每个样本检测过程的有效性，需与人源序列、样本中存在的病原体无交叉干扰，并应建立内参结果合格的判定标准。样本标签用于区分样本并监测样本间交叉污染。

建议限定配合使用的其他需要未提供的试剂和耗材（提取试剂等）的生产厂家和货号。
1.3企业参考品制备

申请人应根据产品性能验证的实际情况自行设定企业内部参考品，包括阳性参考品、阴性参考品、检出限参考品、精密度参考品。应提交企业参考品的原料来源、选择、制备、阴阳性及浓度确认方法或试剂等相关验证资料。

阳性参考品应包括代表性病原体的主要亚型，且应设置包含弱阳性在内的不同病原体浓度及高人源背景浓度。

阴性参考品则主要涉及对分析特异性（交叉反应）的验证情况，建议包括各个代表性病原体的近缘病原体等。

检出限参考品应包含各个代表性病原体95%阳性检出水平或略高于检出限的水平，至少应设置高人源背景浓度。
精密度参考品应根据病原体基因组大小、有无细胞壁、是否胞内菌及其它病原体特性分别设置。包括高、低两个浓度的样本，其中一个浓度应为检出限附近的浓度。

如果涉及将病原体DNA提取后打断制备企业参考品，还应对打断后核酸片段的长度进行研究，以证明可以充分模拟临床样本中的病原体游离DNA。另外明确企业参考品的人源核酸背景基质并合理设置参考品中的人源细胞浓度 (如105 cells/ml)。如为模拟基质，需说明的制备方法和组成情况，并提交能够充分模拟真实样本的证据。
2.生产工艺研究资料

介绍产品主要生产工艺，可用流程图结合文字的方式表述。提交主要生产工艺的确定及优化研究资料。

生产企业应实施对于不同批次试剂背景微生物的控制措施，明确检测放行标准，并对每批次试剂均进行背景微生物（或其核酸片段）的确认，并附背景微生物列表。
（八）临床试验
该类产品的临床试验应至少包括如下3部分：
1.同一临床样本集在不同临床试验机构间的一致性研究
鉴于该类试剂的检测结果受实验环境和质量控制水平的影响较大，临床试验中还应采用同一临床试验样本集确认试验体外诊断试剂在不同临床试验机构间检测结果的一致性，该部分临床试验要求如下。

1.1 临床试验机构
该部分试验应在至少3家进行样本检测的临床试验机构开展，严格按照试验体外诊断试剂的产品说明书进行试验。
1.2 临床试验适用人群和样本集
1.2.1临床试验适用人群
应入组各种疑似中枢神经系统感染的患者，采集其脑脊液样本进行临床试验。
1.2.2临床试验样本集
临床试验样本集应来自开展本次临床试验的机构，至少包括6种病原体，覆盖病毒、细菌、真菌、寄生虫和非典型病原体不同病原体大类，同时纳入技术层面检测难度较高的病原体，每种病原体至少纳入3例。
1.3 其他
各临床试验机构根据临床试验进展开展样本集的检测，建议每家临床试验机构完成样本集检测后，再将样本集转运至下一家机构，保证每家临床试验机构的研究者均能对样本集中的所有样本根据产品说明书的要求进行检测和结果判读，最终各机构的数据形成该部分研究的数据集，用于后续统计分析。
应在临床试验方案和小结中明确该部分试验的具体情况，包括样本来源、试验方法和结果统计等，确保设计科学、流程规范和结果可追溯。

2.与其他分子生物学方法的比较研究
2.1 对比方法的选择
临床试验中应采用适宜的分子生物学方法作为对比方法进行比较研究，包括但不限于已上市病原体核酸检测试剂或自建的经充分评价的病原体核酸检测方法，如：实时荧光PCR方法、一代测序、NGS或数字PCR 方法等，以确认试验体外诊断试剂的临床检测性能。
如对比方法为自建检测方法，应提供其详细的建立与性能验证资料，并从检测原理、靶标区域、阳性判断值和最低检测限等方面，充分论证对比方法与试验体外诊断试剂的异同，确认二者具有良好的可比性，临床试验机构应牵头建立并对自建检测方法的真实性和科学性负责，并签章确认。如采用对比试剂，也应确认对比试剂的可比性。如自建检测方法涉及委托，还应提供临床试验机构与被委托方的委托协议。
2.2 临床试验机构
应选择至少3家经备案的医疗器械临床试验机构开展临床试验。临床试验机构应具有宏基因组方法学检测的技术优势，试验操作人员应有足够的时间熟悉检测系统的各环节，熟悉评价方案。在整个临床试验过程中，试验体外诊断试剂和对比方法均应处于有效的质量控制下，以最大限度保证试验数据的准确性及可重复性。各临床试验机构应建立相关管理制度，明确各方职责，加强培训和管理，确保临床试验结果真实、准确、完整和可追溯。
为保证入组受试者代表性和临床试验的可操作性，如临床试验参与机构较多，可选择其中部分机构开展检测试验，其他机构则仅负责入组受试者并采集样本。开展检测的临床试验机构应不少于3家，且上述机构的样本量应相对均衡。
如涉及样本转运，应在方案中明确各方职责和任务分工，如受试者入组、知情同意签署、样本采集、样本转运、样本检测、数据记录、数据传输以及数据统计分析等，并经各临床试验机构伦理委员会审查批准。
如涉及样本转运，应由开展样本检测的临床试验机构完成临床样本的检测、数据记录和数据传输，应由负责收样的临床试验机构完成受试者入组、样本采集、样本转运和本中心数据的统计分析。所有临床试验机构应分别完成各自的临床试验小结。

2.3 临床试验适用人群、样本和代表性病原体
2.3.1临床试验适用人群和样本
应入组各种疑似中枢神经系统感染的患者，包括常规检测手段无法确认病原体的中枢神经系统感染疑似患者、以及重症和危急重症患者，采集其脑脊液样本进行临床试验。
临床试验可前瞻性或回顾性入组受试者，不可使用人工制备的样本。临床试验用样本的采集和保存应符合相应说明书的要求。

2.3.2临床试验代表性病原体
为最大程度验证该类产品对适用范围内的所有病原体的检测能力，临床试验中需验证的病原体范围应具有充分的代表性。代表性病原体的选择应遵循以下原则：一是具有临床检测价值，临床常见且重点关注的病原体；二是具有系统生物学代表性，覆盖病毒、细菌、真菌、寄生虫或非典型病原体等主要病原微生物大类；三是具有技术验证的代表性，涵盖技术层面检测难度较高的病原体；四是具有临床可及性，为临床发生频率相对较高的病原体。基于以上原则，建议基于脑脊液样本的中枢神经系统感染的代表性病原体检测范围包括但不限于：
（1）病毒：建议至少包括巨细胞病毒、单纯疱疹病毒1型、单纯疱疹病毒2型、水痘-带状疱疹病毒、人疱疹病毒6型、人类细小病毒B19、EB病毒和人疱疹病毒7型。
（2）细菌：建议至少包括大肠埃希菌、流感嗜血杆菌、单核细胞增生李斯特菌、脑膜炎奈瑟菌、无乳链球菌、肺炎链球菌、布鲁氏菌、铜绿假单胞菌、金黄色葡萄球菌、鲍曼不动杆菌、结核分枝杆菌和肺炎克雷伯菌。
（3）真菌：建议至少包括新型隐球菌、格特隐球菌、白色念珠菌、热带念珠菌和烟曲霉菌。
（4）寄生虫：建议至少包括广州管圆线虫、猪带绦虫、弓形虫、阿米巴或血吸虫五种寄生虫中的四种。
（5）非典型病原体：建议至少包括一种非典型病原体，可纳入梅毒螺旋体或钩端螺旋体等。 
2.4 临床试验样本量
（1）总阳性和总阴性样本量
临床试验建议采用单组目标值法分别估算总阳性和总阴性样本的例数，同时考虑脱落情况，估算最低样本总量。阳性符合率和阴性符合率的目标值（临床可接受的最低标准）建议均不低于90%。
（2）每大类病原体（病毒、细菌、真菌、寄生虫和非典型病原体）的阳性样本量
针对病毒、细菌和真菌，每大类病原体的阳性样本量可采用抽样精度的公式进行估算。针对寄生虫和非典型病原体，每大类病原体应至少纳入20例阳性样本。

同时，每大类病原体中拟验证的每种病原体均有一定阳性例数。
3.与临床参考标准的比较研究
3.1 临床参考标准
除上述与分子生物学方法的比对研究外，还应开展试验体外诊断试剂与临床参考标准的比对研究。
临床参考标准包括但不限于病原微生物培养鉴定、涂片镜检、抗原检测（如：隐球菌）或临床综合诊断等，建议优先采用病原学方法（如：培养鉴定）作为临床参考标准，应详细说明临床参考标准的确定依据。
试验体外诊断试剂与临床参考标准的检测结果应为同期检测的结果，后者的检测结果可来自同步开展的临床试验，也可来自临床诊疗过程中的诊断结果。
3.2 临床试验机构
该部分临床试验要求同2.2临床试验机构要求。
3.3 临床试验适用人群和样本
该部分临床试验要求同2.3.1临床试验适用人群和样本要求。
3.4 临床试验样本量
原则上，纳入“2.与其他分子生物学方法的比较研究”中的每个病例均应有临床参考标准的结果，因此，该部分临床试验的样本量同“2.4 临床试验样本量（1）总阳性和总阴性样本量”的要求。
4.统计分析
试验体外诊断试剂的检测结果应为根据试验体外诊断试剂产品说明书的阳性判断值得到的各病原体的阴阳性判定结果，以此结果进行定性统计分析。
针对与对比方法/临床参考标准的定性统计分析，一般以2×2表的形式基于每种病原体、每大类病原体和所有病原体，分别对结果进行总结，并据此计算阳性符合率/临床灵敏度、阴性符合率/临床特异度、总符合率及其95%置信区间。如临床试验中涉及样本转运，针对经过转运的样本，还应进行分层统计分析，以确认样本转运未对临床试验结果产生影响。针对与临床参考标准的比较分析，还应基于不同的临床参考标准（病原学方法或非病原学方法），进行试验体外诊断试剂与临床参考标准的分层统计分析。
针对同一样本集在不同机构间一致性研究的定性统计分析，建议将各家机构的检测结果进行两两一致性比对分析。
在统计分析中，对于检测结果不一致的样本，可采用合理方法进行复核，并结合临床诊断和实验室检测结果等对差异原因进行充分分析。

5.其他
5.1 有关临床试验中背景微生物的要求 

各临床试验机构应提供背景微生物的控制过程，明确各临床试验机构实验室的背景微生物情况，同时，在临床试验小结和报告中明确数据分析中背景微生物的应用和控制情况。
5.2 有关临床试验中实验室管理要求
各临床试验机构应严格按照《医疗器械临床试验质量管理规范》的相关要求进行临床试验，同时，基于该类产品的特点，申请人还应根据试验体外诊断试剂产品检测过程中可能存在的风险，在产品说明书中明确实验室管理要求，包括人员、病原体污染控制和室内/室间质量控制要求等。
针对开展样本检测的临床试验机构，应对照试验体外诊断试剂产品说明书中确定的实验室管理要求，确认开展样本检测的临床试验机构是否满足上述要求，并提供相关支持性资料，该部分资料应由临床试验机构出具并签章确认。
（9） 产品说明书和标签样稿
产品说明书格式应满足《体外诊断试剂说明书编写指导原则》的要求。产品说明书中技术内容应与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，应以规范格式进行标注，并单独列明文献的相关信息。应重点关注以下内容。
1． 【预期用途】
本产品用于体外定性检测疑似中枢神经系统感染患者脑脊液样本中的DNA病原体，用于中枢神经系统感染的辅助诊断，用于提供补充病原学证据以进行辅助诊断。
适用人群主要包括：常规检测手段无法确认病原体的中枢神经系统感染疑似患者、以及重症和危急重症患者。本产品检测结果不作为患者临床诊断、治疗或其他管理决策的唯一依据，仅供临床参考。阴性结果不能排除中枢神经系统感染，阳性结果不能排除检测指标外其他病原体混合感染情况。
以下代表性病原体经过系统的验证和确认：
2.【检验原理】

简述产品的核酸提取和扩增原理，检测的代表性病原体目标基因序列特征。简要描述防污染措施。
3.【主要组成成分】
明确试剂盒中各组分及具体成分。明确需要但未提供的材料，例如核酸提取试剂，通用测序试剂等的产品名称，生产厂家，货号及注册证号、备案号等信息。
4.【样本要求】
需详细描述样本采集、分离和质量控制方式，描述样本的保存稳定性。
5.【检验方法】
明确核酸提取用的样本体积、文库浓度与上样量等，阴、阳性对照与待测样本同步进行核酸提取操作。明确各适用机型的反应参数设置。明确试验有效性的质控标准。
6.【检验结果的解释】
6.1列明判读规则以及结果阴性、阳性、复测、无效等所有情形。
6.2对于结果报告中的全部微生物，建议临床使用单位结合临床信息以及背景数据库对其潜在的临床意义进行注释。
6.3针对代表性验证病原体之外检出的病原体，应在报告中进行注释，仅作为临床检测的提示，不作为临床诊断的病原学证据，明确该部分检测未经过验证，应结合其他方法学进行确认。

7.【检验方法的局限性】

7.1本试剂盒的检测结果仅供临床参考，对患者的临床诊治应结合其症状/体征、病史、其他实验室检查及治疗反应等情况综合考虑。
7.2 本技术无法区分检出核酸来源于活菌、死亡裂解病原体核酸残留、既往感染遗留核酸；无法区分微生物属于致病感染、人体定植、一过性感染、样本采集带入、实验室环境污染。条件致病菌检出，需结合宿主免疫状态、样本类型、临床症状评估临床意义。
7.3有关假阳性结果的可能性分析，阳性结果不能直接等同于临床感染。
7.4受样本质量、核酸提取效率、宿主核酸占比、测序深度、参考基因组数据库覆盖度影响，可出现病原体漏检；阴性结果不能排除感染。

7.5序列数、相对丰度、RPM值仅为参考参数，不能单独用于判定致病性。

7.6受参考基因组数据库完整性影响，数据库未收录的病原体、变异株、未知新发病原可发生漏检；高占比人源宿主核酸、样本核酸降解、病原体核酸含量过低、破壁提取效率不足，均可造成假阴性，阴性结果不能完全排除感染性疾病。

7.7宏基因组测序结果的解读应结合临床症状、体征、其他检查结果及病原体特性等综合进行判定。
7.8 不合理的样本采集、运输、储存及处理过程均有可能影响检测结果。
8.【产品性能指标】
简述以下性能指标：
8.1国家标准品（如有）和企业参考品的符合率。
8.2检出限：简要介绍评价方法、所用样本情况以及评价结果。
8.3对包容性的研究情况进行总结。
8.4对精密度的研究情况进行总结。
8.5分析特异性
8.5.1交叉反应：详述交叉反应验证的病原体种类，及有/无交叉反应的浓度水平。
8.5.2干扰试验：说明验证的干扰物质种类及有/无干扰反应的浓度水平。
8.6临床试验：简要介绍试验方法、受试者及样本、试验结果和结论等。
9.【注意事项】
9.1 实验室应用要求
本试剂盒应在符合《医疗机构临床基因扩增检验实验室管理办法》的实验室开展相关检测，并符合《宏基因组高通量测序技术临床实验室规范化应用指南(2026版)》要求。
9.2 生物安全要求
本试剂检测样本应视为具有传染性物质，操作和处理均应符合《微生物生物医学实验室生物安全通用准则》和《医疗废物管理条例》相关要求。
9.3其他
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