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 使用自动和半自动染色体分析仪评估细胞遗传学分析的审查标准。



这是一个灵活的文件草案，其代表着当前有关用于细胞遗传学分析的体外自动化和半自动染色体分析仪的主要关注问题和建议。其基于（1）当前的基础科学，（2）临床经验，3）当前标准实验室实践，和4）制造商先前递交FDA的提交资料。随着科学和医学的进步，这些审查标准将进行重新评估和修订，以便适应新的知识。

目的：本文件旨在为用于染色体分析的器械许可上市前递交食品药品监督管理局（FDA）的信息提供指南。这些信息使FDA能够根据统一的数据库做出更合理的决定。



定义：这种通用类型器械的预期用于细胞遗传学实验室，帮助实验室人员执行中期/前中期人类染色体核型分析的某些过程，进行体外细胞遗传学分析。


产品代码： LNJ – 88

法规编号： CFR ~ 864.5260 自动细胞定位器械。

面板： 病理学

类别： II类

所需审查： 510（k）

法规问题：

鼓励制造商开发符合实验室监管组织指南的器械。

大多数细胞遗传学实验室和认证机构同意某些能力试验，或由国家监管。美国病理学家学会（CAP）和区域遗传网络理事会（CORN）提供自愿性能力试验。在纽约州，卫生部负责实验室试验和认证；俄勒冈州
则给细胞遗传学实验室签发许可。

在纽约州，使用图像分析计算机系统的细胞遗传学实验室必须开发符合实验室许可证质量控制标准的记录保存和检索系统。



I. 背景

A. 临床实践中的细胞遗传学

细胞遗传学分析是评估细胞染色体的体外临床实验室程序。临床细胞遗传学专门研究染色体及其与表型的相关性（可观察到的临床特性）。某些临床特性始终伴随着特定的染色体异常。这种表型-核型相关性有助于临床医生进行临床基因诊断和预后。

[bookmark: OLE_LINK1][bookmark: OLE_LINK2]染色体畸变有两种基本类型：数值畸变和结构畸变。染色体数目的常见异常包括非整倍体、嵌合体和多倍体。结构异常包括重复、删除、倒位、易位、脆性位点等。

研究者发现，染色体畸变与许多性发育异常有关，例如特纳氏综合征（XO）和克氏综合征（XXY）；智力迟钝（唐氏综合征中的21-三体综合症和脆性X综合征中的脆性X）；复合畸形综合征（13-三体综合症）；自然流产；以及恶性疾病（慢性骨髓性白血病中染色体9和22之间的染色体易位）。

除用于检测经典染色体异常的研究之外，最新生物技术为传统细胞遗传学分析增加了一个新的维度。细胞遗传学程序可以用于研究细胞周期相关现象、基因扩增（均匀染色区域和双微体）、染色体断裂剂激发、染色体断裂综合征、染色体脆性位点和多态性以监测器官/组织移植。位点特异性的DNA探针用于通过使用染色体特异性DNA探针的原位杂交以识别染色体异常以及进行基因作图。

临床医生要求具有临床发现或指示染色体异常的医学或家族史的个体进行细胞遗传学分析。在过去十年中，由于对产前染色体检测的需求以及染色体分析在癌症诊断和监测中的广泛应用，细胞遗传学研究的需求有所增加。



对于临床医生来说，准确的细胞遗传学分析对于准确的临床基因诊断和预后至关重要，可用于患者管理、妊娠规划和产前诊断。

诊断错误（包括假阳性和假阴性）将具有深远的医疗和法律影响。因此，用于细胞遗传学分析的任何器械必须具有灵敏度、特异性且安全有效，这一点至关重要。

B. 历史背景

人类的正确染色体数目（46）由Tjio和Levan在1956年确定2。在此之前，正常人染色体数目被认为是48。随着这种新知识的出现，研究者开始意识到某些染色体异常可与特定的先天性缺陷相关。

用于处理有丝分裂染色体的技术改进激发了研究者对人类细胞遗传学的兴趣。1959年Lejeune等人描述了首个与临床综合征相关的染色体异常，即唐氏综合征中的21三体综合征。随着染色体显带技术在20世纪70年代的出现，研究者可以识别所有染色体对，并可更准确地表征染色体数目和结构的异常。对于给定的显带技术，每个染色体对均显示出独特模式，即沿染色体长度出现的鉴别染色。

用于分析染色体的传统方法较为耗费劳力。到20世纪60年代初，用于中期染色体的4个自动化分析工具的开发进展顺利。研究者的主要目标是开发自动化系统，且该系统的性能应与细胞遗传学家使用的常规技术一样，更快速且更具成本效益。



由于细胞遗传学实验室的工作负载快速增加以及用于图像处理的计算机能力不断改进，这些器械越来越多地被人们使用，使部分手动过程自动化。5.6现今，各种计算机硬件和软件功能可供使用，其中这些硬件和软件旨在协助II.C中所述程序的一个或多个步骤。

C. 常规细胞遗传学分析中的基本步骤7，8，9

1. 样本类型和细胞制备。（自动染色体分析仪不参与此步骤。）

a. 获得具有大量周期（分裂）细胞的样本

可在未进行培育的情况下采集含有快速分裂的细胞（例如骨髓、实体瘤和绒毛膜绒毛）的样本（直接方法）。其它类型的组织（例如，外周血淋巴细胞、皮肤成纤维细胞和羊水细胞）必须在采集前于营养培养基和受控环境中进行培养。

b. 采集细胞

通过加入可抑制纺锤体纤维形成的秋水仙碱或类似试剂，在细胞周期的中期阶段停止细胞分裂。使用低渗剂处理细胞，使细胞膨胀，并且当其滴在显微镜载玻片上或在盖玻片上生长时使中期染色体更好地扩展。使用固定剂处理细胞并杀死，理清染色体形态，并增强染色体的嗜碱性。

c. 准备载玻片和染色细胞



2. 选择和分析中期染色体的细胞
染色体（自动染色体分析仪可以修改或辅助一个或多个此类程序）

a. 选择预定数量的并具有合适质量的中期染色体涂片，研究染色体并计数，确定模态染色体数目。

b. 选择几个代表性染色体涂片进行详细分析。所选择的细胞数量根据个体实验室实践和试验的临床适应症改变。

c. 为代表性中期染色体涂片拍摄照片，并制作适当数量的相片。

d. 从相片中切割单个染色体。按照人类细胞遗传学命名的国际体制（ISCN），1985指南，将染色体以标准格式配对并排列。10

e. 使用标准命名法编制最终报告，报告需纳入保存的总结和说明以及所计数和分析的细胞数。将报告发送给转诊临床医生。在个别机构或其他监管机构确定的一段时间内保留永久记录（包括有关最终报告的副本、原始中期图像和核型以及显微镜载玻片的记录）。





II. 器械描述

A. 一般原则和功能

对这些器械的审查中，关键问题集中于具体的预期用途声明和要求，用途声明和要求取决于制造的器械类型。



以下功能/性能属于已在美国上市或正在开发以用于临床使用的器械代表性功能/性能。应在51OK提交资料的标签部分中详细说明所声明的这些和任何其他功能。
工作站
硬件/软件
带自动对焦显示器的电子摄像机
显示器（彩色，单色）
文字处理器
特殊决策功能
自动核型分析
中期发现
染色体发现
随体分析
原位杂交分析
姐妹染色单体交换（SCE）分析
自动切割和/或分离染色体
图像处理
定位
旋转
移动
消除工件（匀光） 
扩大所选中期，染色体对或单个染色体
增强
对比
电视摄像机的图像捕获过程
解决灰度（灰度级别）
打印机接口 
显微镜接口
网络容量
数据存储机制和容量
能够识别和分析前期染色体的能力
可以使用工具的染色方法
染色体识别能力
培训功能

B. 具体功能说明：



1. 中期检测仪/扫描仪可帮助细胞技术学家快速定位适用中期染色体，用于分析。这些工具自动扫描显微镜载玻片，找出可能的中期染色体涂片。工具可以根据质量对中期细胞进行排序，并将其显微镜载片坐标存储在计算机数据库中。中期检测/扫描工具并不总是准确的。在一些情况下，工具的使用限于特定类型的染色，并且可能不适合用于某些类型的异常。

2. 染色体计数器通过自动计数给定中期染色体涂片中的染色体数量来确定染色体数目。

3. 显微照相术和摄影暗室过程减少了核型分析时对显微照相术、摄影暗室工作和切割和粘贴染色体的需要。该过程使用数字图像处理，通过将图像划分为像素网格来数字化中期图像。分辨率和细节由图像中的像素数量和对比度级别（灰度）的范围确定。灰度水平理论上可以在0至256的范围内。有关每个像素的光学信息及其位置可以进行处理并存储在计算机数据库中。对中期染色体进行操作（切割）并成对排列（粘贴）于核型卡上（投影到计算机显示器上）。一些工具用于自动进行“切割和粘贴”（请参见下面的B.4.b.部分） - 其他工具则需要操作者对图像进行操作（请参见下面的B.4.a部分）。

4. 交互式和自动核型分析

a. 交互式系统不具决策能力，并且依赖于操作者从计算机屏幕中分类染色体并将染色体排列在计算机化的核型表上。



b. 自动核型分析系统具有不同的决策能力。应基于染色体尺寸（例如，短臂与长臂的比率）以及显带核型详情对染色体进行分类。

5. 增强、更改和操作功能。一些工具具有可增强或对比中期和/或单个染色体中的染色体图像以改善染色体的显带特性的功能。其他功能可更改或允许操作者更改染色体形态和/或其它细胞特性。这些功能包括：矫直、扩大、修整、“镜像”、“增强”（选择性改变中期染色体涂片内或染色体区内的染色模式），以及匀光/增强细胞质背景。

6. 专业分析（开发中）。一些工具能够执行针对专门研究（如染色体随体、原位杂交和姐妹染色单体交换（SCE））的分析。一些染色体分析仪可自动计算每个中期细胞的随体或SCE的数目或每个间期或中期细胞的杂交探针位点的数目。尽管该功能目前已用于研究目的，但尚未被FDA许可用于临床应用。

7. 硬拷贝打印。大多数系统能够生成接近照相质量的、打印机生成的中期图像和核型的硬拷贝。

8. 生成报告。许多工具具有为转诊临床医生生成（编制和打印）最终总结以及处理计费过程和其他簿记的性能。



9. 计算机化患者数据存储、检索和归档系统。数据库可以包括中期图像和核型、患者识别信息和最终报告。

10. 培训功能（开发中）。该功能允许操作者教系统识别给定实验室的特定染色体制片。其允许操作者“训练”工具以识别不同的染色制片。尽管该功能目前已用于研究目的，但其尚未被FDA许可用于临床应用。

11. 通信功能允许站点与站点进行图像传输。

12. 网络功能提供工作站和本地区域之间的网络连接。


III. 具体性能特性

通过器械生成的数据，支持对工具运行极为重要的特定参数。证明该器械实质等同于合法销售的等同器械。通过将器械的性能与染色体分析的手动参考方法进行对比，进行性能研究，证明该器械安全且有效。有关特定功能所需的性能特性的详细信息，请参见第II.B.节“器械描述”。

处理标签的性能特性部分中第III.C.节所述的性能特性所有方面。提供以下有关工具的复现性/精确性和准确性的具体信息，其中，这些工具的功能可用于进行此类研究。请纳入详细的研究方案、生成的数据和任何提交资料中数据的统计分析，在标签的性能特性部分纳入性能数据的总结


A. 分析/实验室/体外研究

1. 复现性研究

对具有染色体异常或所声明的特性类型（例如，正常、非整倍体、结构重排、脆性位点、姐妹染色质交换等）的足够数量对照样本和供试品进行研究，证明：

a. 样本复现性范围内

器械对给定程序的重复试验（分析）是否给出相同结果？ 例如，是否可在给定载片上定位相同细胞、以相同方式对细胞进行排序、在给定细胞上给予相同染色体计数、对给定细胞生成相同核型等。

b. 工具复现性之间

不同器械对给定程序是否给出相同结果？ 例如，其是否可在给定载片上定位相同细胞、以相同方式对细胞进行排序、在给定细胞上给予相同染色体计数、对给定细胞生成相同核型等。

2. 对比研究

对比研究可提供与用于染色体分析的手动方法相比，有关工具准确确定特定结果的能力的数据。（如果非使用手动方法，请说明该方法的选择依据，并包括相关的参考文件。）

对具有染色体畸变和无染色体畸变的足够数量样本进行试验，并计算以下参数：

a.	相对诊断灵敏度：工具通过参考方法正确识别被确定为异常的畸形的概率。



b.	相对诊断特异性：工具通过参考方法正确识别被确定为正常的正常样本的概率。

3. 质量标准

说明相对质量：与ISCM（1985）指南10中的参考方法相比，工具是否达到相同的（或更高的）显带分辨率？

B. 软件文件

所有计算机软件都应符合FDA的计算机产品法规政策。有关一般信息，请联系FDA小型制造商部门（电话：800-638-2041）。有关具体信息，请联系产品监控部（电话：301-427-8156）。

C. II.B.中所述特定功能的特殊注意事项

具有任何决策功能的所有器械还应具有一个允许操作者交互、编辑和覆盖由器械生成的工作的功能。

成像分析计算机系统的几个功能需要给予特别考虑，下面将对这些功能进行讨论。

对于以下每个功能，若无其它规定，请提供复现性和对比研究、质量标准和软件文件。

在标签（例如，预期用途、方法、限制等）中酌情纳入以下注意事项。



1. 中期染色体检测仪

a. 说明可与器械配合使用的染色方法。说明可以分析的制片类型（例如，风干、在盖玻片上生长、初级菌落等）

b. 提供数据，证明该器械在就染色体数目（例如，非整倍体、多倍体）、核内复制、一些恶性细胞中的不良染色体形态、结构染色体异常（例如易位、双着丝粒、断片等）或染色体染色因子选择中期染色体时不会产生偏差。

c. 提供数据，证明中期染色体排序功能的性能。在标签中说明中期染色体检测仪是否会检测某些细胞异常，如微核、核仁组织区（NOR）变更和细胞质或细胞核的其他异常，这些异常将由精密观测仪观察。

d. 因为这些工具并不总是准确地对中期染色体进行定位和排序，所以应在标签的限制部分标明以下或（类似）声明。

“细胞遗传技术专家/细胞遗传学家应在不使用中期染色体扫描仪/检测仪的情况下对载玻片进行审查。”

e. 说明其是否适用于使用中期染色体检测仪进行研究，如药物敏感性、肿瘤硬组织等。在标签的限制部分中说明所有限制。




2. 染色体计数器

a. 说明可与器械配合使用的染色方法。

b. 说明由染色体扩散的程度（例如，染色体重叠、扩散过度、细胞破裂、一个位置中太多的中期染色体等）所造成的限制。

c. 提供数据，证明不会因非整倍体、多倍体、核内复制、放射形成、染色体粉碎、一些恶性细胞中的不良染色体形态、结构染色体异常（例如双着丝粒、断片等）而使染色体计数产生偏差。如果生成了任何不正确的染色体计数结果，应在包装说明书的限制部分中说明。

d. 在标签的限制部分中纳入以下或类似的声明：

“一般来说，确定所研究细胞群体的正确染色体数目时会有一个或多个错误，操作者有责任确定正确的模态染色体数目。


3. 交互式核型分析系统（无决策能力）

因为该功能不具决策能力，所以无需进行复现性和对比研究。

4. 自动核型分析

仅需针对器械的决策特性进行复现性和对比研究。



在标签的限制部分中纳入以下或类似声明：

“一般来说，计算机生成的核型会有一个或多个错误，因此，必须始终由合格的细胞遗传学家或细胞遗传学技术人员对其进行检查和编辑，作为最终的交互式手动操作。

5. 增强、变更和操作功能

以任何方式变更染色体形态（除改善培养和染色技术外）不属于细胞遗传学分析中专业实践的公认标准。

a. 增强、变更和操作功能无需对比数据。

b. 如器械具有以任何方式改变染色体形态的功能，那该器械也应当具有自动和永久标记/指定核型中的这些变更的内置功能。

c. 染色体的数字化拉直通常可人为诱导额外显带生成，因此不可能明确地确定拉直的染色体是否正常。将任何拉直的染色体指定为stat。

d. 确保器械不具有诱发伪像产生的能力。

e. “凸显”细胞背景的功能不应自动开启，并且应具有需要操作者激活的内置功能。除非操作者已经检查了细胞以确保待凸显的材料为真实伪影而不是染色质材料（例如双微体），否则不得使用这种功能。



f. 说明这些功能的用途时，请在标签的限制部分和操作员手册中的其他地方纳入有关各功能滥用可能性的声明。对本节中列出的功能请使用以下或类似声明：

 
“细胞遗传学技术人员和/或细胞遗传学家有责任按照标准实验室规范和法规准则使用所有功能。

6. 显微照相术和暗室程序

a. 无需提供复现性和对比数据。

b. 将数字化图像的分辨率与ISCN，1985指南10分辨率标准（400，500和850显带）的标准显微分辨率进行比较。

c. 对于不具决策能力的器械，请在标签的预期用途部分纳入以下或类似声明：

“该器械无法定位中期染色体涂片；器械不根据质量对给定细胞进行排序； 不会对染色体进行自动分类；其需要完全依赖操作者来操作数字化显微镜图像。”



7. 硬拷贝相片

a. 无需提供复现性和对比数据。

b. 在标签的“过程原则”部分中说明硬拷贝相片的质量和分辨率。说明计算机生成的相片的质量/分辨率是否等同于（相当于）标准显微镜（灰度级）以及器械是否符合ISCN，1985指南设定的最小分辨率标准。

c. 说明照片图像纸的成分、质量和耐久性，以及对比度是否随着时间推移而变差。

i. 对于含有汞或其他有毒物质的纸张，需要在标签的“预防措施”部分提供预防/警告声明。

ii. 说明照片可保留档案质量的时间。这些硬拷贝照片的耐久性极为重要，因为一些专业/许可代理机构需要长期存储中期染色体图像（纽约州，时间长达25年）。

8. 计算机化患者数据存储、检索和归档系统。

a. 无需提供复现性和对比数据。

b. 此特点应符合本文件第III.B节的要求。以下问题特别值得关注，并应在标签的“程序原则”部分对其进行讨论：

i. 充分的安全控制措施，其可能需要几个级别的“密码”安全，以确保患者信息得到保护并保密； 



ii. 充分的安全措施，以防止因意外或病毒而删除数据

iii. 说明数据存储的位置和方式；以及

iv. 建议使用多个识别代码（例如，用于患者识别数据、中期染色体、核型、最终报告等），确保来自数据库和档案系统的信息可正确有效存储和检索。

IV. 标签注意事项

标签（操作者手册或包装说明书）应包括体外诊断标签法规21 CFR〜809.10（b）（6）以及21 CFR〜809.10（b）其他相关标题中列出的所有信息：

A. 预期用途声明

请简要说明器械的功能/特性。须明确指出，合格的细胞遗传技术专家和/或细胞遗传学家必须编辑和/或确认所有计算机生成的数据/结果，并做出最终判断/决定。

对于不具决策能力的器械，请在本节中纳入以下或类似声明：

“该器械无法定位中期染色体涂片；器械不根据质量对给定细胞进行排序； 不会对染色体进行自动分类；其需要完全依赖操作者来操作数字化显微镜图像。”


B. 器械的限制包括：

1. 声明，即工具的决策能力不能使细胞遗传学家/细胞遗传学技术人员免于审查和编辑由器械产生的所有工作的责任，且必须由合格的细胞遗传学家做出最终决定；

2. 适当在性能特性部分（III-C）中声明为每个功能提出的预防措施。在一些情况下，可纳入有关功能（一个以上）的限制声明；以及

3. 对具有决策能力的所有器械做出的一般性声明：

“一般来说，计算机生成的数据/染色体核型中会有一个或多个错误，因此，必须始终由合格的细胞遗传学人员进行检查和编辑，作为最终的交互式手动操作。”

“最终临床诊断必须由合格的医务人员进行。”


C. 性能特性

按照第III节的要求进行研究时，对所有复现性和对比研究（灵敏度和特异性）进行总结。

还涉及与特定功能相关的其他性能特性（如第III-C节所述）。
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