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Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim
rozpoCtem Ceské republiky.

Mezinarodni doporuceni pro
N provadéni validaci ve forenzné
' genetickych laboratofich

[ Zpracoval: Vlastimil Stenzl

Definice validace z ISO normy

[J Validace je potvrzeni
prezkousenim a poskytnutim

NG objektivniho dikazu, Ze jsou
: jednotlivé pozadavky na specifické
(1 zamyslené pouziti spinény

Tento projekt je spolufinancovén Evropskym sociéinim fondem a stétnim rozpotem Ceské republiky

5]

“ Filozofie validace

[J Validace by méla byt zaloZzena na
objektivnich kritériich, které
G, eliminuji subjektivni rozhodnuti

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidinim fondem a stétnim rozpoitem Ceské republiky:
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“ Je validace potfebna?

csoue [ Bez validace nevite, nakolik spravné
vysledky vydavate (a mozna délate
chyby)

Progresivni forenzni laborator

Nové metody (multiplexy, software,
extrakce), stéle je co validovat
Védecké ptistupy-nastaveni limit{
Konkurenéni tlak

£ Narodni DNA databaze jako sbirka
pouze ,validnich® DNA profilu

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky

v s

Ef Predpoklady pro provadéni
=4

lidaci
- va

[ Aplikace je provadéna na vhodném
zarizeni, které je dobfe udrzované a
kalibrovane

Y&,

[J Personal je kompetentni

) O A
;7 O Vlaboratofi nejsoy zaznamenavany
] odchylky ani zadné rusive vlivy
i

1o~ [ Vzorky pouzité k validaci jsou
primérene stabilni

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoitem Ceské republiky.
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“ Jednotlivé typy validace

~evs [ \lyvojova (developmental)
validace - nové metody; jak se
N metoda chova?

I Interni validace (verifikace),
dodavatel kitu jiz zvalidoval;
chova se metoda tak, jak je
deklarovano?

Pfevzato — Butler -STRbase

Jaky rozsah interni validace je
adekvatni?

[J John Butler: 50 cilenych
amplifikaci

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky.

Ef PoZadavky na validovanou
4

todu
B —

pesas [ Robustni metoda — UspéSné vysledky
P 2 ya Vo Ve v v o

jsou ziskané ve vétsine pripadu bez
nutnosti opakovani

Spolehlivd metoda - ziskané vysledky
jsou presné a odrazi skute¢nou realitu

7% O Reproducibilni metoda - stejné nebo
or v podobné vysledky jsou ziskany pfi
kazdém testovani (reprodukovatelnost

Qwrﬁ a opakovatelnost)

Kroky interni validace

[ Instalace zafizeni nebo softwaru a
nakup reagencii
[0 Studium metody

NES 3
" [0 Validace z pohledu rozsahu a
spolehlivosti

[ Vytvoreni SOP a interpreretaci
vychazejicich z interni validace

=== Skoleni dal$iho personalu
Wr- [0 Kvalifikacni testy personalu
[1 Proficien¢ni testy dle schvaleného planu

Ef Kroky interni validace

“ O Interni validace je provadéna v kazdé laboratofi
s cilem prokazat spolehlivost a limitace metody

[0 Inter. validace musi byt dostatecné dokumentovéana a
; sumarizovana.
s

[0 Inter. validace musi nastavit parametry kvality a
intepretacni navody

[0 Regiondlni laboratofe musi vytvorit vlastni validacni
....... protokoly nezavislé na hlavni laboratori

[0 Zakladni valida¢ni data (popula¢ni) mohou byt sdileny

A~
Y et PR o . M . ] .
*. Ll O Koln&pletnl zména komercniho kitu vyzaduje novou interni
validaci

Co ma smysl interné validovat

1 Validuje se vzdy cela akreditovana
metoda




m Co ma smysl interné validovat

ceesevs [ Tzolaéni metody
[0 Kvantifikacni metody
&, [l Test .matr{ceilcykl_éry (s,ouvis{ _
s kalibraci pristroju a zasadnimi

opravami)

_______ [ Citlivost detekce (analyticky threshold,
e dynamicky rozsah, stochaticky

- threshold, analyza smési)
W20 O Statistické vyhodnoceni (software)

Validace izolac¢nich metod

[ Stanoveni zékladni izola¢ni metody (robustnost)

[l Efektivita izolace porovnavana pomoci pozitivni
\.1“ kontroly
Tl

[0 Validovana metoda ma nizké riziko kfizové
kontaminace (negativni kontrola)

2. [ Automatizace zjednodusuje validaci a zavadi
nové pristupy k validaci

Ef Validace extrakcnich metod
4

1 Pouziti extraké&nich kitl

[ Odchylky od protokold vy’/robce v SOP

NE | Reprodukovatelnost vysledkl - vyuziti
" homogennlch vzorkl (krev) v kazdé

extrakéni sérii — pozitivni kontrola

=1 [ Homogenni vzorek musi poskytovat
2 vzdy srovnatelné hodnoty vytézku DNA

[~ [ Kontrola kontaminace - 1 blank na
7 extrakcni sérii — kontrola pres

| el kvantifikaci

""gl Validace kvantifikace DNA

Feesone L1 Spolehlivost vysledkd pfi nizkych
koncentracich = zavedeni spodniho
eliminac¢niho limitu (30-100 pg)

NI E Navaznost na vysledky amplifikage STR
1l lokust (obdobna délka amplikonu pFi
gPCR a pfi STR PCR)

[ Oblast Ilnearlty vyslede

[ Navaznost méfeni (certifikovany
standard, napf. NIST)

[0 Spolehliyost hodnoty C;- reproducibilita
vysledkl (pocet paralelnich méreni)
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Validace kvantifikace

creesame L1 Rozhodnuti, zda kvantifikace v pripadé
negativniho vysledku bude ukoncovat dalsi kroky

\-1? [0 Alespon 2 replikaty
I

[0 Nalezeni minimalni hodnoty koncentrace pro
Lnegativni* vysledky (pocty alel pro jednotlivé
T body fedici fady)

[ Napojeni kvantifikace na proficiencni testy

Lze validovat LCN/LTDNA?

[J Pozadavek relevantnosti a
- .- o
spolehlivosti dukazu
\"ﬂ = Je provadéno empirické testovani?
= Je metoda publikovana a recenzovana?
=, = Jeznama chybovost (etnost chyb)?

_______ = Je metoda a teorie vSeobecné pfijimana
bt védeckou komunitou?

*"' ;:;". americké soudy: Frye, Kelly-Frye a Daubert standard




Ef Kdy se validac¢ni data uplatni

[
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Detekcni limit

[0 Detekcni limit (LOD) = nejnizsi
koncentrace analytu, kterd méze byt
zmérena s primérenou jistotou
Prmér vysky pikl baseline + 3x standardni

odchylka nebo 2x nejvyssi pik baseline = 5 vzorkd
negativni kontroly v 5 rliznych amplifikaénich runs.

Limit kvantitativniho méreni (LOQ) -

nejnizsi koncentrace analytu, ktera

muZe byt stanovena s akceptovatelnou

presnosti za danych podminek testu
Jak nizko je mozné jit

"gl Detekcni limit (LOD)

co< [ LOD - nejnizsi koncentrace
7 O v 7 v v
analytu, ktera muze byt zmérena

X, s pfimérenou jistotou
Primér vysky pikd baseline + 3x
3 standardni odchylka (LOD = p, + 33,)

nebo 2x nejvy&si pik baseline z 5 vzorkd
negativni kontroly v 5 rznych
amplifikacnich runs.

S Y

O Vi

(LOQ)

Ef Limit kvantitativnhiho méreni -
4

Fwos [ LOQ - nejnizsi koncentrace
analytu, kterd mdze byt
X, stanovena s akceptovatelnou
presnosti za danych podminek
testu (LOD = p, + 103,)

Ef Nastaveni LOD, LOQ, LOS
_ ) L | g | |

0 [

o] [
&

LOS Limit of stochastic efect
LOD, LOQ muZze byt uréeno na zakladé negativnich kontrol
LOS je urgeno ze samostatné validace
Jakykoliv pik pod LOS musi byt ovéfen naslednou amplifikaci
Jakykoliv pik pod LOQ musi byt ovéfen naslednymi 2 amplifikacemi

i

[

LOD 104 LOQ

Ef Analyticky threshold (senzitivita), dynamicky

- rozsah, stochaticky threshold

- ° [0 Redici amplifika¢ni fada (ng, 1ng,0.5ng,
0.25ng, 0.1ng, 0.05ng nebo 0.03ng) & 5 replikatl
NG, - znamy pro_fil, vysoka
heterozygozita
, LI Stanoveni limitu detekce a limitu
& i linearity g im

O Vi =

0 S0 1000 150 2000 2500
DNATemplate Amount (pg) &
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Stanoveni meze citlivosti

~—=u= ] Nejnizsi hodnota koncentrace, pfi
které je zachycen opakované .
NE jesté cely profil s vyskami piku
bl nad limitem detekce (LOD)

______ [] Stfedni vyska pik( u nejhife
L=z detekovatelného lokusu bude po
- odecteni trojndsobku smérodat.

P2 odchylky nad limitem detekce

Stanoveni stochastického
thresholdu

o
=

] Vy$ka pikd nebo koncentrace
templatu, pfi kterém dochazi

N k porugeni peak height ratio kvdli
nizké kvantité DNA
v nevybalancované PCR -
stanoveno z fedici Fady

[ Souvisi s pipetovaci chybou

0[] Pozor na subjektivitu

Dalsi faktory

£3]
m 1 Vliv kvantifikace DNA - nepresna
na urovni LCN/LTDNA
X%, [ V&tsi nerovnovaha pikl pfi
amplifikaci malého mnozstvi DNA
1 Vyskyt drop-in pfi vysce pikQ
kolem stochastického limitu

Ef Stanoveni stochastického
=4

thresholdu

cresame L1 Peak height ratio stanovit u optimalni
koncentrace pro amplifikaci - napf. 0,5 ng

(81%)
NE [1 ,Nizsi"* hladinu nastavit na hodnotu o 3
N smérodatné odchylky (9%) nizsi tj. napf.62%

[ Pokud je peak height ratio pod touto hodnotou,
je nutné vytvofrit vlastni interpretace

[] VsSe je zavislé také na injekci pfi CE a pfistroji —
hodnoty je nutné nastavovat vzdy pfi vyméné
laseru

[ O Nastaveni stochastického thresholdu pomoci
*q__:\:'u koncentrace neni zavislé na injekci a pristroji,
= vyzaduje vSak konzistentni kalibrator
L4

Presnost a reprodukovatelnost

FEUE [ VyuZiti vzorkd z Fedici Fady (i
laddery) - 5-10 vzorkd
%, [ RGzné b&hy (rdznd plata)
1 Maximalni odchylka v délkach alel
; by méla byt mensi nez 0,5 bp

| ===_. [1 Pouzitelnost reprodukovatelnosti
o pro stanoveni peak height ratio

0 vyuziti pozitivni kontroly z kit

Validace smési

£3]
m [] Testovani meze, kdy je mozné ve
smési zachytit Uplny profil
N minoritni slozky
1 Radici fada -
1:0,19:1,9:1,4:1,1:1,1:4,1:9,1:1
19,0:1 - ve 2 paralelach




Ef Kvalifika¢ni test, nedUkazni
4

“ testovani

=0 [ Testovani profilu predem
znamého vzorku
s, [ Je soucasti proficiencniho
e testovani
[ Nedlkazni (nonprobative)
& testovani by mélo zahrnovat
L.z, testovani interpretaci
1 Dizkuze, zda je treba provadét
samostatné

™3

Ef Validacni zprava
=4

O O o

Co ma obsahovat
Rozsah
Jednotlivé grafy

Komerc¢ni feseni — napf. VALID
software (ABI)




