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Wskazowki do walidacji wewnetrznej multipleksowych
zestawow STR

Wstep Celem walidacji wewnetrznej jest zweryfikowanie uzy-
skanych w laboratorium wynikow z deklaracjami produ-

Wdrozenie do badarn nowej metody jest procesem wie- centa zestawu odczynnikowego [3]. Obowiazek przepro-
loetapowym, a jego integralng czescig jest proces walida- wadzenia walidacji wewnetrznej przez laboratorium, ktére
cji (ryc. 1) [1]. Walidacja to proces Sprawdzenia przydatno- wdraza nowg metode zostat natozonv przez Miedzynaro-
$ci metody przez zbadanie | przedstawienie obiektywnego dowg Organizacje Normalizacyjna (International Standards
dowodu, ze walidowana metoda spetnia wszystkie wyma- Organization — ISO) w Normie PN-EN SO 17025:20085.
gania oraz umozliwia niezawodnie i w sposéb odtwarzalny Norma ta jednak nie okresla sposobu jaki walidacja
realizacje czynnosci, jakie ma na celu [2]. powinna zostaé przeprowadzona, a wskazuje tylko dzia-

tania i narzedzia mogace jej stuzy¢. Sposdb i zasady jej

przeprowadzania w laboratoriach kryminalistycznych wy-

Badania konujgcych badania DNA zostaty sformutowane w postaci

wytycznych i wskazéwek organizacji zajmujacych sie ta

tematyka, tj. Naukowej Grupy Roboczej ds. Analizy DNA

=) (Scientific Working Group on DNA Analysis Methods —

SWGDAM) czy Grupy Roboczej ds. DNA Europejskiej

Sieci Laboratoriow Nauk Sadowych (DNA Working Group

! J of the European Network of Forensic Science Institutes

¢ — DNA WG ENFS) [4, 5, 6, 7]. W ramach walidacji we-

wnetrznej nowa metoda Zostaje poddana wszechstronnej
Optymalizacja ocenie efektywnosci, niezawodnosgci i wiarygodnosci.

Tematem tego opracowania jest przedstawienie mi-

L nimalnych zalecer walidacyjnych, ktérymi laboratorium

genetyczne moze sie kierowag, opracowujgc wtasny plan
walidacji dla nowych zestawéw multipleksowych STR.

Rozwoj

Producent

v

Pr—f— Przebieg procesu walidacji wewnetrznej

Badania wewnetrzne muszg by¢ nalezycie udokumen-
towane i prowadzi¢ do ustalenia parametréw zapewnia-
jacych jakogé uzyskiwanych wynikéw oraz wytyczne do
ich interpretacii. Walidacja jest procesem wieloetapowym
i nie powinno sie jej ograniczaé jedynie do wykonania do-
$wiadczen.

Gtowne etapy walidacji wewnetrzne;j to:
* okreslenie przeznaczenia metody i jej zakresu,
* zdefiniowanie testowanych parametréw analitycz-

Ponowna
walidacja

Laboratorium

Implementacja

Rye. 1. Proces wdrazania nowej metody
Fig. 1. Process of implementation of new method

Zr6dio (ryc. 1-4): autorki nych oraz Kryteriéw ich oceny (kryteria akceptacji),
* Opracowanie planu do$wiadczen walidacyjnych,
Walidacja rozwojowa powinna zostaé przeprowadzo- * SPrecyzowanie charakterystyki sprzetu,
Na przez producenta zgodnie ze wytycznymi SWGDAM, * przeprowadzenie doswiadczen,
a jej wyniki opublikowane w branzowej literaturze. * obliczenia, interpretacja wynikéw,
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- okreslenie czy metoda spetnia stawiane jej wyma-

gania,

« opracowanie standardowej procedury dla badanej

metody,
sporzadzenie raportu.

Kazde laboratorium powinno poddaé ocenie para-
metry, ktoére sg istotne z punktu widzenia prowadzonych
w nim rutynowo badan biologicznych. Nalezy pamigtac
o tym, ze walidowanie innych metod badawczych lub urzg-
dzen badawczo-pomiarowych wigze sie z oceng innych
parametrow.

Podstawowe parametry analityczne badane podczas
walidacji wewnetrznej zestawdéw multipleksowych sg na-
stepujace [4]:

prog analizy,
= liniowos¢,
= zakres metody,
» czulose,
« balans heterozygotyczny,
e oznaczenie sktadnikow mieszaniny DNA,
* PO 1in0S¢,
odtwarzalnosgé,
ocena jakosci profili DNA,

ocena zgodnosci profili DNA (w przypadku porow-
nania z innym systemem).

Podczas walidacji badaniom moga zostaé poddane
rowniez inne parametry, takie jak czuto$¢ metody na in-
hibitory czy czuto$¢ zestawu w stosunku do zdegradowa-
nego DNA.

Przyktadowy projekt walidacji wewnetrznej

W tej czesci przedstawiony zostanie przyktadowy spo-
sob przeprowadzenia do$wiadczen walidacyjnych. Wy-
brane parametry zostang omoéwione oraz zaprezentowany
bedzie sposbb ich oceny.

Prog analizy

Kazdemu pomiarowi dokonywanemu na analizatorach
genetycznych towarzysza tzw. szumy tta, ktére nie sg zwig-
zane z badanym materiatem genetycznym.

Z tego wzgledu jednym z najtrudniejszych aspektow
analizy DNA, w przypadku materiatu dowodowego zawie-
rajgcego jego niewielkie ilosci, jest interpretacja wyniku,
poniewaz trudno odrézni¢ wiasciwy sygnat pochodzg-
cy od badanego materiatu od szumu tta. W tej sytuaciji
warunkiem koniecznym profilowania genetycznego jest
uprzednie wyznaczenie progu analizy DNA i konsekwent-
ne uwzglednianie go podczas kazdej kolejnej analizy.
Prég analizy pozwala na wiarygodne oddzielenie sygnatu
badanych fragmentéw DNA od sygnatu bedagcego szu-
mem tta.

W celu okreslenia progu analizy dla danego analizatora
genetycznego nalezy okresli¢ dwa parametry:

- limit detekcji dla tego urzadzenia (/imit of detection

— LOD),

+ limit oznaczalnosci (/imit of quantitation — LOQ).

Limit detekcji — nazywany takze limitem wykrywalnosci
— podawany jest w jednostkach RFU (relative fluorescent
units). Jest to najnizszy sygnat fluorescencji odpowiada-
jacy najmniejszej ilosci badanego materialu w probce,
ktéry moze by¢ wykryty, lecz niekoniecznie wiarygodnie
oznaczony. Parametr ten mozna wyznaczy¢, poddajgc
obserwagciji linie bazowg (indywidualnie dla odcinkow zna-
kowanych danym barwikiem fluorescencyjnym) w probce
negatywnej PCR (tzw. probie Slepej lub kontroli odczyn-
nikowej). Limit detekcji mozna scharakteryzowa¢ dwoma
parametrami: srednig arytmetyczng i odchyleniem stan-
dardowym, wedtug nastepujgcego wzoru (1):

LOD= x+3s (1),
gdzie:
LOD — limit detekcii,
x — $rednia wartos$¢ dla poziomu szumoéw tta (zaktécenia
linii bazowej),
s — odchylenie standardowe dla wartosci x.

Prég analizy nie powinien spada¢ ponizej wyznaczo-
nego limitu detekcji [7].

Limit oznaczalnosci (podawany w jednostkach RFU)
jest progiem, powyzej ktdérego sygnat fluorescencji moze
by¢ wykryty i wiarygodnie oznaczony. Warto$¢ te mozna
obliczy¢ wykorzystujac wzér (2):

LOQ=x+ 10s (2)
gdzie:
LOQ - limit oznaczalnosci,
x — $rednia warto$¢ dla poziomu szumow tta (zaktocenia
linii bazowej),
s — odchylenie standardowe dla wartosci x [8].

Przyktadowe doswiadczenie

W celu wyznaczenia progu analizy nalezy przeprowa-
dzi¢ amplifikacje walidowang metoda pieciu negatywnych
probek (préb odczynnikowych). Podczas oceny uzyska-
nych wynikéw prég analizy powinien zosta¢ obnizony do
wartosci 1 RFU. Nastepnie dla kazdego z barwnych pane-
li powinna zostaé¢ wyznaczona $rednia warto$¢ poziomu
szumow tta oraz odchylenie standardowe od tej Sredniej.
Przyktadowy wykres obrazujgcy wyniki uzyskane w tym
do$wiadczeniu przedstawiono na rycinie 2.

Wyznaczony w powyzszym doswiadczeniu limit ozna-
czalno$ci bedzie stanowit wtasciwy prég analizy i powinien
byé konsekwentnie wykorzystywany do analizy wynikow
profilowania DNA w kolejnych doswiadczeniach.

Limit detekcji oraz prég analizy powinny by¢ oznacza-
ne indywidualnie dla kazdego analizatora genetycznego
w laboratorium.
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Rye. 2. Przyktadowy histogram ukazujgcy rozklad poziomu szumoéw tia

dla panelu czerwonego, mierzony w RFU; zebrany dla pigciu negatywnych

prob

Fig. 2. Exemplary block diagram with distribution of background noise level

for red panel, measured in RFU: collected for five negative samples

Liniowos¢ i zakres metody

Szczegoblnie waznym parametrem opisujgcym metode
badawczg jest liniowo$é. Jest to parametr, ktory wskazu-
je na wprost proporcjonalng zalezno$é wartosci sygnatu
(w jednostkach fluorescencji) od stezenia DNA w probce.
Wraz ze wzrostem stezenia DNA w probce wartosé sygna-
tu fluorescencji wzrasta liniowo, jednak tylko do pewnego
momentu, ktéry nazywany jest limitem liniowosci.

Limit liniowosci (/imit of linearity— LOL) jest to wartosg,
orzy ktorej nie obserwuje sie liniowego wzrostu sygnatu
luorescencji, pomimo zwigkszajacej sie ilosci matryco-
wego DNA w prébce. Wartosé te mozna wyznaczyé na
wykresie przedstawiajacym $rednie wartosci sygnatu flu-
orescenciji (w jednostkach RFU) w stosunku do ilosci ma-
trycowego DNA uzytego do reakciji.

Wraz z liniowoscia powinien by¢ wyznaczony réwniez
zakres metody, czyli przedziat (W zakresie stezen DNA),
w obrebie ktdrego metoda daje wiarygodne wyniki. Zakres
ten obejmuje dolng granice oznaczalnogci (limit oznaczal-
nosci) i géra granice liniowosci (limit liniowo$ci).

Przyktadowe doswiadczenie

W celu oznaczenia liniowosci | zakresu metody nalezy
przeprowadzi¢ amplifikacie szeregu rozciericzen jednej
probki DNA walidowang metodg w kilku powtdrzeniach.
Przyktadowy schemat rozcienczen jednej probki DNA
przedstawiono w tabeli 1.

Nastepnie wyniki powinny zostaé poddane analizie
statystycznej okreslajgcej $rednie wysokosci pikéw alleli
(w RFU) dla wszystkich powtérzen, ktére Zawieraty takie
samo stezenie DNA oraz odchylenie standardowe. Warto-
Sci te nalezy zaznaczyé na wykresie wzgledem ilogci ma-
trycowego DNA poddanego amplifikacji. Konieczne jest
Zaznaczenie liniowego przebiegu tej zaleznosci.

Szczegblne znaczenie ma moment, w ktorym obserwo-
wany jest na wykresie spadek liniowego wzrostu sygnatu,

gdyz bedzie on istotny dla okreslenia zakresu metody.
Mozliwe jest rowniez zaobserwowanie w tym punkcie
wzrostu odchylenia standardowego od $rednich wysoko-
sci pikéw alleli. Wzrost odchylenia standardowego moze
by¢ spowodowany preferencyjna amplifikacja loci o malej
masie czasteczkowej w stosunku do loci o wiekszej masie
czagsteczkowej, co widac¢ podczas amplifikacii zbyt duzej
ilosci materiatu genetycznego. Przyktadowy wykres obra-
zujgey wyniki uzyskane w tym doswiadczeniu przedstawio-
no na rycinie 3.

Tabela 1.
Przyktadowy schemat rozciericzen jednej probki
DNA wykonywanych celem badania liniowosci
i zakresu metody

Exemplary scheme of dilutions of a DNA sample
performed in order to examine the method’s linearity
and range
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Ryc. 3. Przyktadowy wykres zaleznosci Srednich wysokosci alleli (w RFU)
dla powtérzen, ktére zawieraly takie samo stezenie matrycowego DNA,
wzgledem ilosci matrycowego DNA poddanego amplifikacji

Fig. 3. Exemplary diagram of relationship of mean allelic heights (in RFU)
for repetitions which contained the same concenlration of template DNA
and the amount of template DNA subject to amplification

PowyZzsze doswiadczenie powinno by¢ przeprowadzo-
ne z wykorzystaniem matrycowego DNA o znanym steze-
niu i profilu oraz z mozliwie jak najwigksza liczbg hetero-
zygotyeznych loci. Stezenie matrycowego DNA powinno
by¢ okreslone za pomocy standardowej metody ilo$ciowej
stosowanej w danym laboratorium.
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Badanie czutosci

Badanie czutosci polega na okresleniu najmniejszej,
mozliwej do wykrycia ilosci matrycowego DNA w probce
wystarczajgcej do tego, aby uzyskaé¢ peten profii DNA
z wysokosciami pikéw powyzej wyznaczonego progu ana-
lizy na danym analizatorze. Wartos¢ te mozna okreslié
dodwiadczalnie, analizujac probki zawierajgce znane lecz
zmienne stezenie DNA.

Przykiadowe doswiadczenie

W tym przypadku mozna skorzysta¢ z wynikéw am-
plifikacji szeregu rozcienczen DNA przeprowadzonych
w poprzednim dos$wiadczeniu, poddajac probki ponownej
analizie. Analiza powinna umozliwi¢ wytypowanie probki
z minimalnym stezeniem DNA, dla ktérego — w kazdym
powtorzeniu — mozliwe jest uzyskanie petnego profilu.

Najmniejsza iloS¢ matrycowego DNA wystarczajaca
do uzyskania profilu wyznaczana jest dla locus hetrozygo-
tycznego, w kiorym zaobserwowano allele o najnizszych
Srednich wartosciach sygnatu. Wartos¢ te nalezy pomniej-
szyc o trzy odchylenia standardowe, wedtug nastepujgce-
go dziatania (3):

P
(¥

x—3s (3),

gdzie:

x — Srednia wysokos¢ alleli o najnizszych wysokosciach
pikow zaobserwowanych w locus heterozygotycznym dla
wszystkich powtorzen, ktére zawieraly takie samo (mini-
malne) stezenie DNA,

s — odchylenie standardowe dla wartosci x [9].

Kryterium akceptacii:

Najmniejsza ilo§¢ matrycowego DNA w probce, kto-
ra wystarcza do uzyskania petnego profilu DNA, to ta,
dla ktérej obliczona wartos¢ (x — 3s) bedzie wigksza niz
uprzednio wyznaczony prog analizy:

x—-3s>1L0Q (4).

Efekt stochastyczny

Efekt stochastyczny rozumiany jest jako niepozadane
zjawisko charakterystyczne dla reakcji PCR mogace wy-
stapi¢ w sposob losowy podczas badania zbyt matej ilosci
DNA. Polega on na nieréwnomiernej amplifikacji widocz-
nej w obrazie pikéw w przypadku uktadu heterozygotycz-
nego. Oznacza to, ze jeden allel w locus hetrozygotycz-
nym jest amplifikowany z wiekszg wydajnoscia niz drugi
(allel siostrzany), przez co otrzymuije sie w locus pare alleli
o réznych wysokosciach i polach powierzchni pikow.

Oceniajac efekt stochastyczn, nalezy bra¢ pod uwa-
ge stopien zbalansowania heterozygot (peak height ratio

— PHR). Oblicza sie go oddzielnie dla kazdego uktadu
i nie ma zastosowania dla loci homozygotycznych. Zba-
lansowanie heterozygoty wyraza sie stosunkiem wysoko-
sci mniejszego piku do wysokosci wiekszego piku wediug
wzoru (5):

wpn
PHR% = P
wpw

x 100% (5),

gdzie:

PHR% — zbalansowanie heterozygot (stosunek heterozy-
gotyczny),

wpn — wysokos¢ piku nizszego allela w locus heterozygo-
tycznym,

wpw — wysokos¢ piku wyzszego allela w locus heterozy-
gotycznym.

W trakcie prowadzonych badan walidacyjnych powi-
nien zosta¢ wyznaczony prég stochastyczny definiowany
jako wysoko$c¢ sygnatu (w RFU) pochodzacego z matry-
cowego DNA poddanege amplifikacji, ponizej ktorego ob-
serwuje sie brak zbalansowania alleli na rekomendowa-
nym poziomie w lacus heterozygotycznym (PHR > 60%),
tj. wzrost dysproporcji w wysokosciach pikow wsrad alleli
siostrzanych.

Prog stochastyczny moze by¢ réwniez zdefiniowany
jako ilos¢ matrycowego DNA, dla ktérej ustalony odsetek
loci heterozygotycznych pokazuje dysproporcje w wysoko-
Sciach pikéw. Prog stochastyczny mozna wyznaczyé, spo-
rzgdzajac wykres stosunku heterozygotycznego dla alleli
siostrzanych wzgledem obserwowanej najnizszej wysoko-
sci piku (w RFU) dla tej pary alleli w heterozygotycznym
locus albo wzgledem ilosci amplifikowanego w kolejnych
rozcienczeniach matrycowego DNA [9].

Przyktadowe doswiadczenie

W tym przypadku mozna skorzysta¢ z wynikéw ampli-
fikacji szeregu rozcienczen DNA (tab. 1) przeprowadzo-
nych w poprzednich doswiadczeniach, poddajgc probki
ponownej analizie, ktéra powinna pozwoli¢ na okresle-
nie balansu heterozygotycznego dla alleli siostrzanych
w kazdym locus heterozygotycznym i wyznaczenie ich
na wykresie wzgledem najnizszej wartosci piku dla pary
alleli siostrzanych albo wzgledem stezenia matrycowe-
go DNA.

Przyktadowy wykres obrazujgcy wyniki uzyskane w tym
doswiadczeniu przedstawiono na rycinie 4.

Na wykresie tym nalezy zaobserwowac przy jakiej
wartosci RFU nastepuje wzrost dysproporcji alleli sio-
strzanych lub jaki procent loci heterozygotycznych ma
PHR nizsze niz 60%, (przy niskich ilosciach matrycowego
DNA, szczegolnie ponizej 250 pg matrycy).

Kryterium akceptaciji:
Stosunek wysokosci allela mniejszego do allela wiek-
szego nie powinien wynosi¢ mniej niz 60%.
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Ryc. 4. Przyktadowy wykres balansu heterozygotycznego w kazdym locus
heterozygotycznym (PHR) wzgledem ilosci matrycowego DNA uzytego do
reakcji

Fig. 4. Exemplary diagram of heterozygotic balance in each heterozygotic
locus (PHR) and the amount of template DNA used in reaction

Odtwarzalnos¢ i powtarzalnosé

Powtarzalnos¢ (repeatability) jest to zréznicowanie
wynikow uzyskanych w ciagu wielokrotnego badania tej
samej probki w tych samych warunkach pomiarowych (to
samo laboratorium i urzgdzenie badawczo-pomiarowe,
ten sam analityk, te same odczynniki i warunki srodowi-
skowe laboratorium).

Odtwarzalnos¢ (reproducibility) jest to zroznicowanie
wynikow uzyskanych w ciagu wielokrotnego badania tej sa-
mej probki z zastosowaniem tej samej metody przez anali-
tykow roznigcych sie wiedzg i doswiadczeniem, w odstepie
czasowym, z wykorzystaniem réznego wyposazenia.

Przyktadowe doswiadczenie

W celu oznaczenia powtarzalnosci i/lub odtwarzalno-
Sci mozna wykonac pieciokrotng amplifikacje tej samej
probki. W przypadku powtarzalnosci mogg zostaé wy-
korzystane wyniki dla probki powtarzanej w poprzednich
doswiadczeniach (np. kontrola pozytywna PCR). W przy-
padku badania odtwarzalnosci badana probka powinna
zosta¢ poddana amplifikacji przez réznych analitykdw.
Kolejne amplifikacje nalezy wykona¢ w odstepie czaso-
wym, wykorzystujgc rozne termocyklery. Nastepnie trzeba
podda¢ kazdg probke rozdziatowi elektroforetycznemu.
Muszg zosta¢ okreslone Srednie diugosci alleli (w parach
zasad) oraz odchylenie standardowe.

Kryterium akceptaciji:
Warto$¢ trzykrotnego odchylenia standardowego dla
Srednich diugosci alleli powinna by¢é mniejsza niz 0,5 bp.

Oznaczanie sktadnikéw mieszaniny DNA

Badanie mieszanin jest niezmiernie istotne z punktu
widzenia pracy laboratorium kryminalistycznego czesto

zajmujgcego sie probkami bedgacymi mieszaninami DNA
pochodzacego od kilku dawcéw. Dlatego tak wazne jest
przebadanie walidowanego zestawu pod kgtem jego czu-
tosci wzgledem sktadnikow mieszanin DNA.

Celem tego doswiadczenia jest wyznaczenie najniz-
szej proporcji mieszaniny, dla ktérej moze by¢ wyznaczo-
ny peiny profil DNA mniejszosciowego sktadnika.

Przykiadowe do$wiadczenie
W celu oznaczenia sktadnikow mieszaniny DNA po-

winno sie wykona¢ kilkukrotng amplifikacje przygoto-
wanych wczesniej mieszanin DNA w okreslonych pro-
porcjach ilosciowych. Do przygotowania tych mieszanin
powinna by¢ wykorzystana meska (A) i zeriska (B) probka
DNA o znanym stezeniu i profilu. Mieszaniny te odpowied-
nio oznaczone moga by¢ przygotowane wediug schematu
przedstawionego w tabeli 2.

Tabela 2.
Przyktadowy schemat zmieszania dwdéch prébek DNA
celem eksperymentalnego badania micszanin DNA

Exemplary scheme of mixing DNA samples in order to
examine DNA mixtures experimentally

Oznaczenie | Sktadnik Sktadnik llosc
probki meski (A) | zenski(B) | powtdrzen
M1 1 0 1
M2 0 1 1
M3 1 1 3
M4 1 4 3
M5 4 1 3
Mé 1 9 3
M7 9 1 3
M8 1 19 3
M9 19 1 3

Catkowita masa matrycowego DNA, w kazdej probce
powinna by¢ rowna okreslonej uprzednio w tescie czutosci
optymalnej iloSci matrycowego DNA dla danego systemu.
Mieszaniny DNA 1 : 0i 0 : 1 stanowig prébki referencyjne
podczas analizy mieszanin, ktore stuzg oznaczeniu profilu
DNA kazdej z nich.

Badaniezgodnosciorazocenajakos$ciprofiliDNA
Badanie jakosci profili DNA wykonuje sie dla prébek

materiatu biologicznego bedacych reprezentatywng gru-
pa dla danego laboratorium genetycznego i o0znaczonych
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walidowanym systemem. Natomiast celem badania zgod-
nosci profili DNA jest potwierdzenie, ze profile oznaczane
przez walidowany zestaw odczynnikéw sg zgodne z profi-
lami oznaczonymi z wykorzystaniem innego komercyjne-
go (uprzednio zwalidowanego) zestawu o porownywalnym
zestawie loci.

Przyktadowe doswiadczenie

W celu zbadania zgodno$ci oraz jakosci profili DNA
probki zazwyczaj wystepujace w danym laboratorium na-
lezy poddac pojedynczej amplifikacji walidowanym zesta-
wem. Badanym materiatem (izolatami) moga by¢ zaréwno
prébki referencyjne, jak i zakodowane probki pochodzace
ze $ladow biologicznych stanowigcych materiat dowodowy
do ekspertyz, np. wymazy ze Sluzéwki jamy ustnej, plamy
/, $lina, substancja potowo-ttuszczowa, sperma,
gradowane oraz probki z inhibitorem.
JIna oS¢ takich probek powinna zawieraC sie
w przedziale od 15 do 25 probek (od 3 do 5 probek na
kazdy rodzaj hadanego $ladu).

Analiza powinna uwzglednia¢ oceng nastepujgcych

parametrow:

- Zbalansowanie wysoko$ci alleli: nalezy oceni¢ zba-
lansowanie wysokosci pikow alleli siostrzanych w lo-
cus heterozygotycznym oraz zbalansowanie wyso-
kosci pikow alleli pomiedzy wszystkimi loci.
Wartos$¢ stosunku heterozygotycznego (PHR) po-
winna wynosi¢ powyzej 60% zaréwno dla heterozy-
gotycznego locus, jak i dla alleli pomigdzy wszyst-
kimi loci.

+ Piki zwane stutterami — przez obliczenie stosunku
wysokoséci piku stuttera do wysokosci piku allela
macierzystego.

- Zakres, w jakim powinny miesci¢ sie wysokosci
stutterow w stosunku do wysokosci wiasciwych
alleli loci badanego zestawu, zazwyczaj wskazany
jest przez producenta tego zestawu i jest rézny dla
kazdego locus w zestawie.

« Czutosé metody na inhibitory reakcji PCR i zdegra-
dowane DNA.

- Wyniki (oznaczone w profilach DNA poszczegol-
ne allele) — uzyskane w réznych lecz porownywal-
nych systemach — powinny by¢ ze soba poréwnane
(w przypadku badania zgodno$ci profili DNA).

Raport walidacyjny

Po zakonczeniu badan walidacyjnych powinien by¢
sporzadzony raport z walidacji wewnetrznej danej me-
tody badawczej. Jest on nieodtgcznym etapem walidacii
wewnetrznej dokumentujgcym jej wykonanie. Raport ten
musi zawieraé istotne informacje dotyczgce przeprowa-
dzonych badan.

Elementy sktadowe raportu walidacyjnego:

- przedmiot i zakres walidacji,

- opis walidowanego zestawu multipleksowego oraz
jego przeznaczenie,

- zdefinjowanie testowanych parametrow,

+ liczba przebadanych prébek (ilo§¢ wykonanych re-
akeji) i rodzaj wykorzystanego materiatu biologicz-
nego,

» rodzaj zastosowanych odczynnikow,

- charakterystyka wykorzystanego wyposazenia (pro-
ducent, typ),
przedstawienie uzyskanych wynikéw dla badanych
parametrow (wykresy, tabele, diagramy),

- informacje, czy poszczegolne parametry spetniaja
zatozone kryteria akceptacii,

« wnioski koncowe zawierajace informacje, czy wa-
lidacja zostata zakonczona wynikiem pozytywnym
i czy metoda spetlnia stawiane jej wymagania,
dane os6b wykonujacych walidacje metody.

Wyniki doéwiadczen walidacyjnych nalezy zebraé

i przechowywaé w taki sposdb, aby materiat ten byt w kaz-
dej chwili dostepny dla pracownikéw laboratorium.
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Streszczenie

Nicodzownynt elementem wdrazania kazdej nowej metody czy
technologii przez laboratorium kryminalistyczne posiadajace zaimple-
mentowany system kontroli jakoici jest walidacja tej metody przez pra-
cownikéw. Walidacja metod badawczych stosowanych w laboratoriach
kryminalistycznych daje gwarancje uzyskania wiarygodnych i powta-
rzalnych wynikéw badati, zapewniajgc réwnoczesnie ich optymalng ja-
kosé. Réwniez dzigki wyznaczeniu i ocenie odpowiednich parametrow
charakteryzujacych dzialanie metody badania walidacyjne dostarczajq
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zasadniczych infornacji pozwalajqcych na oszacowanie mozliwosci oraz
ograniczen danej metody. Wychodzqc naprzeciw celont wdrozeniowym
nowych zestawow multipleksowych i koniecznosci walidacji tych netod
przez laboratoria kryminalistyczne, autorzy niniejszego opracowania po-
stanowili zebrac i uzupetnic serig rekomendacji formulowanych na temat
walidacyi zestawoiw do identyfikacji osobniczej, ktorymi laboratoria geie-
tycznemoga sig kierowac, opracowujqc whasny plan badai walidacyjnych.

Stowa kluczowe: walidacja wewnetrzna, projekt doswiadezen wa-

lidacyjnych

Summary
Validation of the method by personnel constitutes an essential ele-
ment of implementation of a new method or teclnology in the forensic

laboratory having its quality managentent system in place. Validation
of examination methods used in forensic laboratories is a guarantee of
reliable and repeatable results of examination whilst ensuring the best
quality possible. Furthermore, through the determination and cvalu-
ation of relevant parameters characterizing the method operation, va-
lidation provides basic information allowing to estimate the potential
and limitation of a given method. Facing the implementation goals of
new multiplex kits and the necessity of validation of these methods by
forensic laboratories, the authors of the study decided to collate and cont-
plete a munber of quidelines for validations of human identification kits
which can be used by DNA laboratories in development of their valida-
tion schemes.

Keywords: internal validation, validation experintent project
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