Magdalena Spoélnicka, Renata Zbiecé-Piekarska

Proces walidacji
w kryminalistycznych
badaniach

Jakosé nie jest dzietem przypadku,

zawsze jest wynikien wysitku czlowieka

John Ruskin |

Wprowadzenie

Biorac pod uwage moc dowodowa, jaka daje profilo- |

wanie DNA, niezmiernie waznym staje sie utrzymywa-

nie wysokich standardéw badan i stosowanie spraw- |

dzonych zasad postepowania. W celu zapewnienia wy-
sokiej jakosci wynikow badan laboratoria kryminali-
styczne musza:
® stosowa¢ standardy i wytyczne ustalone przez
miedzynarodowe stowarzyszenia,

profilowania DNA

® poddawaé systematycznej kalibracji urzadzenia
badawcze,
® przeprowadza¢ walidacje stosowanych metod,
urzadzen i oprogramowan komputerowych,
® prowadzi¢ dokumentacje wynikow,
@ przystepowac do testoéw biegtosci,
® poddawac sig audytom,
@ uczestniczy¢ w procesie akredytaciji.
Wymienione elementy przenikajg sig, gwarantujac
wielopoziomowg kontrole oraz optymalne funkcjono-
wanie laboratorium (ryc. 1) [1]. Celem tego opracowa-
nia jest przyblizenie zagadnienia walidacji w laborato-
riach kryminalistycznych zajmujacych sie profilowa-
niem DNA.

Akredy-
tacja

Standardy
wytyczne

Testy
biegtosci

Ryec. 1. Elementy kontroli laboratorium [1]
Fig. 1. Elements of control in laboratory [1]
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Charakterystyka procesu walidacji

Termin walidacja pochodzi od facifnskiego stowa va-
lidus, czyli silny, mocny, skuteczny. W odniesieniu
do procedur laboratoryjnych oznacza nadawanie im
cech trafnosci, sprawdzenie ich wiarygodnosci, ustale-
nie celowosci badania oraz okreslenie doktadnosci
urzadzenia pomiarowego. Proces ten weryfikuje samag
metode, dopasowuije ja do postawionych celdw, identy-
fikuje krytyczne aspekty procedury, ktére powinny byc¢
uwaznie kontrolowane [2]. Walidacja metod stosowa-
nych w kryminalistycznych badaniach DNA odgrywa
istotng role, dajgc gwarancje uzyskania wiarygodnych
i powtarzalnych wynikéw.

Walidacja, jako nieodzowny etap procesu wdroze-
niowego, gwarantuje optymalng jakos$¢ rezultatéow pra-
cy. Laboratoria muszg by¢ pewne otrzymywanych wy-
nikow, jakosci aparatury badawczej oraz oprogramo-
wania. Walidacja wigze si¢ z okreslonymi kosztami,
ktore sg jednak niewspdtmiernie mniejsze niz wynika-
jace z niej korzysci. Poniesione naktady finansowe
obejmujg w gtéwnej mierze zakup niezbednych do ba-
dan materiatlow oraz prowadzenie szkoler: personelu
(tab. 1) [3].

Niezaprzeczalng korzyscig walidacii jest fakt, ze
dzigki niej cata spoteczno$é naukowa otrzymuje nie-
zbedne informacje pozwalajace zaréwno na oszaco-
wanie zdolnosci procedury do uzyskiwania wiarygod-
nych rezultatow, ustalenie warunkéw, w jakich bedg
one otrzymywane, jak réwniez zdefiniowanie ograni-
czen metody. Z problematykg walidacji wiaze sie wiele
utartych stereotypow (tab. 2) [6].

W celu zredukowania zrodet niepewnosci organiza-
cie miedzynarodowe daza do ujednolicenia technik
analitycznych, praktyk i metod laboratoryjnych. Opra-
cowuja takze wytyczne i standardy dotyczace procedur
walidacyjnych (tab. 3) [1].

Miedzynarodowa Organizacja Normalizacyjna (In-
ternational Standards Organization) w normie I1SO
PN/EN 17025:2005 stwierdza, ze laboratoria powinny
przeprowadzac¢ walidacje metod badawczych oraz
oszacowaC zakres niepewnos$ci wynikow badan.
Punkt 5.4.5. normy méwi, ze laboratorium powinno
przeprowadzi¢ walidacje metod nieznormalizowanych
(opracowanych lub zmodyfikowanych w laboratorium),
natomiast metody standardowe powinny by¢ zatwier-
dzone do stosowania po uzyskaniu potwierdzenia, ze
laboratorium potrafi wiasciwie je stosowaé. Norma 1SO

Tabela 1
Koszty i korzysci wynikajace z Przeprowadzania procesu walidacji [3]
Costs and benefits from validation process [3]
Korzysci Koszty
= Zwigkszenie wydajnosci walidowanej metody. * Materiaty.
* Duza powtarzalnosé wynikow. * Utrzymanie standardéw i zapewnienie jakosci.
* Mnigjsza liczba powtérzen badarn. * Prowadzenie migdzylaboratoryjnych badan
* Wieksza pewnos¢ rezultatéw dla personelu, innych poréwnawczych.
laboratoriow i klientow. * Spotkania w grupach roboczych.
* Koszty szkolen personelu.
[ - Testy biegtosci.
Tabela 2

Stereotypy dotyczace procesu walidacji [6]
Stereotypes concerning validation process [6]

* Walidacja jest prowadzona wszedzie tak samo.

uzytkowania sprzetu badawczego.

doswiadczonego personelu.

* Do przeprowadzenia walidacji niezbedne sg setki, a nawet tysigce probek.

* Kazdy etap badan genetycznych musi zostaé zwalidowany oddzielnie.
* Walidacja ma na celu znalezienie wszelkich niedoskonatosci w danej technice oraz nieprawidtowosci w sposobie

* Nauka metod i technik pracy oraz szkolenie pracownikéw Sg czegscig walidacii.
* Walidacja jest nudna i powinna byC prowadzona wytacznie przez stazystéw i nie dotyczy¢ wykwalifikowanego,

* Sporzgdzenie dokumentaciji z przeprowadzonej walidacji jest trudne i diugotrwate.
* Walidacje sporzadza sig tylko raz i nie podlega ona zmianom.
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Lista organizacji zajmujacych sie problematyka walidacji [1]
Organisations dealing with validation issues [1]

International Standards Organization (ISO)

AOAC International

Eurochem

VAM (Valid Analytical Measurement)

CCQM (Comite Consultatif la Quantite de Matiere)

ASTM International (American Society for Testing and Materials)
CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

ANSI (American National Standards Institute)

ILAC (International Laboratory Accreditation Cooperation)

FDA (U.S. Food and Drug Administration)

t

CITAC (Co-Operation on International Traceability in Analytical Chemistry)

http://www.iso.ch
http://www.aoas.org
http://www.eurochem.ul.pt
http://vam.org.uk
http://www.bipm.org/en/committees//cc/ccam/
http://www.citac.cc
http://www.astm.org
http://www.clsi.org
http://www.ansi.org
http://www.ilac.org
http://www.fda.gov

PN/EN 17025:2005 nie okresla sposobu, w jaki walida-
cja powinna zosta¢ przeprowadzona, wskazuje tylko
dziatania i narzedzia mogace jej stuzy¢ [13]. Dyrektywa
ta naktada obowiazek wykonywania walidacji, nato-
miast konkretne wytyczne co do sposobu przeprowa- |
dzania walidacji w laboratoriach kryminalistycznych,
wykonujacych badania DNA, zostaty sformutowane
w postaci wytycznych i standardéw pracy.

Po raz pierwszy rekomendacje dotyczace walidaciji
w laboratoriach kryminalistycznych wykonujacych ba-
dania genetyczne zostaty sformutowane w 1989 roku
w USA przez Techniczng Grupe Roboczg ds. Analizy
DNA (Technical Working Group on DNA Analysis Me- |
thods — TWGDAM), utworzona przez FBI, i dotyczyly
one walidacji metody analizy dtugosci fragmentow re- |
strykeyjnych (Restriction Fragment Length Polymorphi- |
sms — RFLP). Punktem przetomowym byt proces prze-
ciwko Dianie Hernandez Casto, podczas ktorego zwro- |
cono uwage na jakos¢ badan DNA w laboratoriach kry- |
minalistycznych. Zainicjowalo to dziatania TWGDAM
prowadzace do wypracowania jednolitych wytycznych.
Wraz z rozwojem technik DNA rozszerzano zakres re- |
komendacji dotyczacych walidacji nowych metod.
W 1991 i 1995 roku TWGDAM dostarczyto wytycznych |
dotyczacych wprowadzonej do powszechnego stoso-
wania reakcji fancuchowej polimerazy (Polimerase |
Chain Reaction — PCR).

Rada Doradcza do spraw DNA (DNA Advisory Bo- |
ard — DAB), ustanowiona przez Kongres USA, w la-
tach 1998-99 przedstawita standardy okreslajgce spo- |
séb przeprowadzania walidacji. Te podstawowe wy-
tyczne zostaty rozszerzone w 2004 roku przez Nauko- |
wa Grupe Roboczg ds. Analizy DNA (Scientific Wor-
king Group on DNA Analysis Methods — SWGDAM), |
dziatajgcg przy FBI, i na tej podstawie stworzono obec-
nie obowigzujgce wytyczne do przeprowadzenia wali- |
dacji [7].

Rodzaje walidaciji

Walidacja jest procesem, w ramach ktérego proce-
dura zostaje poddana ocenie celem okreslenia jej efek-
tywnosci i wiarygodnosci dla analizy kryminalistycznej
[9]. Proces ten jest nieodzownym elementem wdrazania
nowej technologii. Aby wprowadzi¢ lub zmodyfikowaé
technologie analizy DNA w kryminalistyce, wymagane
sg dwa typy walidacji — rozwojowa i wewnetrzna (ang.
validation — developmental and internal) (ryc. 2) [1].

Walidacja rozwojowa
Wprowadzajgc nowe metody na potrzeby typowania

DNA, producenci, organizacje techniczne, instytucje
akademickie czy laboratoria naukowe muszg przepro-

]

-

Badanla

!

Rozwdj
v

Optymalizacja

7

~

[ Ponowna walidacja ]

Ryc. 2. Proces wdrazania nowej technologii [1]
Fig. 2. Process of implementation of new technology [1]

[ Implementacja

\
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wadzi¢ walidacje rozwojowg. W procesie tym koniecz-
ne jest ustalenie dokiadnosci oraz powtarzalnosci ta-
kiej technologii. Ten typ walidacji obejmuje testowanie |
nowych markerow STR i ich zestawéw, nowych par
starterow oraz technologii oznaczania alleli. Kazdy
etap procesu musi by¢ doktadnie udokumentowany [9],
a wyniki tych prac opublikowane w branzowej literatu-
rze. W procesie walidacji rozwojowej, zgodnie z reko-
mendacjami SWGDAM, powinny zawieraé sie wy-
szczegolnione ponizej elementy:

1. Charakterystyka markeréw genetycznych, w tym:

® Mapowanie — zlokalizowanie markeréw genetycz-
nych na chromosomie, podane przez Komitet Nomen-
klatury Organizacji Ludzki Genom (Nomenclature
Committee of the Human Genome Organization
— HGNC) (ryc. 3) [11].

® Mutacyjno$¢ — okreslenie czestosci mutacji mar-
kerow DNA demonstrowane za posrednictwem
badan rodzinnych (tab. 4) [11].

2. Swoisto$¢ gatunkowa — badanie potencjalnegj
mozliwosci powigzania ludzkiego DNA w $ladach z ob-
cogatunkowym DNA. Nalezy okresli¢ mozliwosé wykry-
cia profili DNA z gatunkéw niebedacych przedmiotem
badan. Jednoczesnie obecnosé niespecyficznych pro-
duktow amplifikacji gatunkow niestanowiacych przed-
miotu badan nie musi eliminowaé¢ markera z wykorzy-
stania go do analizy DNA w kryminalistyce.

3. Badania czutosci — nalezy okresli¢ zakres iloscio-
wy DNA umozliwiajacy otrzymanie kazdorazowo wiary-
godnych rezultatow.

4. Stabilno$¢ — metoda powinna mieé okreslong
mozliwo$¢ otrzymywania pozytywnych rezultatow
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Ryc. 3. Lokalizacja markeréw CODIS (Combined DNA Index System) STR na poszczegéinych chromosomach
Fig. 3. Location of CODIS (Combined DNA Index System) STR markers on specific chromosomes

® Detekcja — technologiczne podstawy do identyfi- |
kacji markeréw genetycznych. ‘
® Polimorfizm — analiza wystepujacych typow ‘,
Zmienno$ci. ’

z profilowania DNA, pochodzgcego ze $Sladéw biolo-
gicznych, sktadowanych na réznych podiozach zalez-
nych od $rodowiskowych oraz chemicznych czynni-
kow. W wielu przypadkach ocena efektéw ich dziatania
w nowych procedurach badawczych DNA w Kryminali-
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Mutacyjno$¢ poszczegolnych loci [11]

Mutation of specific loci

Tabela 4

[ STR System Mejoza matczyna (%) Mejoza ojcowska Liczba od Catkowita liczba Mutacyjnoéé
(%) obydwojga mutacji
CSF1PO _:— 95/;0;’3;7_(0_037*7” 982/643,118 (0. 15) 7410 1,487/947,425 0.16%
el S el o -
FGA | 205/408,230 (0.05) 2, 210/592 776 (0.32) 710 3,125/1,101,006 0.28%
THO1 e 31/32_77172 (0.009) ' 41/452,382 (0.009) 28 100/779,554 0.01%
TPOX ¥ 5 18/400,061 (0.004) 1[ 54/457,420 (0.012) 28 100/857,481 0.01%
WA = v_;;ojsis; /398 (0.03) ‘ 1,482/873,547 (0.17) = 814 2,486/1,437,945 0.17%
D 513_§~ i 60/405 452 (0.015) 713/558,836 (0.13) 379 1,152/964,288 0.12%
D55818 : 111/451,736 (0.025) _ 763/655,603 (0.12) 385 1,259/1,107,339 0.11%
D75820 s 59;!6 ;é;_((;013) *'_;;15/644,743 (0.12) 285 1,089/1,085,305 0.10%
D851179 ! 96/409,869 (0.02) 779/489,968 (0.16) 364 1,239/899,837 0.14%
5 N

D135317 : 192/482,136 (0.04) 881/621,146 (0.14) ( 485 1,558/1,103,282 0.14%
D165539 : V i;9/467,774 (00‘;)_“ 540/494,465 (0.11) 372 1,041/962,239 0.11%
D18S51 4 186/;;6727;14 (0. 0767)H- 1,094/494,098 (0.22) [ "“466 1,746/790,342 0.22%
; @ T_m4f;4/435 388 (0.11) 772/526,708 (0.15) 580 1,816/962,096 0.19%
| Pen_taDWT i 12/18,70:_(;)567)7ﬁ—_21/22,501 (0.09) 24 57/41,202 0.14%
; 'é_’mig i 29/;4,311 (0.065) { 75/55,719 (0.135) 59 163/100,030 0.16%
;7 ;2‘?1;!38—— _15/72,830 (0.021) 157/152,310 (0.10) 90 262/225,140 0.12%
{”1;)195433 38/70,001 (0.05) 78/103,489 (0.075) 71 187/173,490 0.11%
r SE33 0/330 (<0.30) 330/51,610 (0.64) Brak 330/51,940 0.64%

i (ACTBP2) doniesieri

styce nie jest wymagana. Jezeli jednak w jakikolwiek
spos6b mogtyby one wplynaé na proces analityczny,
wéwczas nalezy go oszacowaé przy uzyciu znanych
probek, w celu okreslenia efektéw, jakie wywarly czyn-
niki srodowiskowe i chemiczne na profilowanie DNA.
5. Powtarzalno$¢ — metoda powinna byé oszacowa-
na w laboratorium w celu zapewnienia zgodnosci rezul-
tatow. Powtarzalno$¢ metody oznacza, ze te same lub
podobne wyniki badan powinny byé otrzymywane
za kazdym razem, ilekro¢ badanie zostanie przeprowa-

dzone w tym samym lub innym laboratorium. Do tej
oceny nalezy zastosowac¢ probki od dawcéw o znanych
genotypach.

6. Wiarygodnosé — pozytywne wyniki powinny byé
otrzymywane dla duzego odsetka badan, natomiast je-
zeli pojawiajg sie wyniki negatywne, to nalezy oszaco-
wag, ile probek wymaga powtérnego badania.

7. Prébki procesowe — wiarygodnos¢ wynikéw po-
winna byé oceniona przy uzyciu probek ze Sladow,
standardowo badanych w testujgcych je laboratoriach.
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Ich ilos¢ powinna by¢ reprezentatywna. Gdy jest to
mozliwe, zgodnos¢ rezultatow uzyskanych z zastoso-
waniem walidowanej metody powinna byé sprawdzona
przez poréwnanie z wynikami poprzednio stosowanych
procedur.

8. Badania populacyjne — nalezy je przeprowadzi¢
w powigzanych grupach populacyjnych, trzymajac sie
okreslonego schematu (ryc. 4) [1].

Zazwycza) wigce niz

Ic.
rasowe/etniczne S00/na grune

[ Okreslenie liczby prébek i pogrupowanie w populaci;J

¥

Zebranie prébek

Y

!
)
|
)

Podsumowanie typéw DNA

Y
Okreslenie frekwenc]l allell w kazdym locus

v

| Testy statystyczne
Populacja
rasowa/stniczna 1

Uzycie baz danych do oszacowania czgstoscl ]

Badanle dystansu
genetycznego

Populacja ]
pomigdzy populacjami

rasowa/etniczna 2

wysigpowania obserwowanych profill DNA

Ryc. 4. Schemat badan populacyjnych [1]
Fig. 4. Scheme of population study [1]

9. Badania mieszanin — powinna byc okreslona
zdolnos¢ otrzymywania wiarygodnych rezultatéw z pro-
bek mieszanin DNA.
10. Precyzja i doktadnos¢ — nalezy okreslié rzetelnosé
procesu badawczego oraz zakres uzyskiwanych wyni-
kéw badan.
11. Charakterystyka procedur opartych na reakciji
PCR, w tym:
® Specyficznos¢ i rzetelno$¢ — zakres badan powi-
nien objgé okreslenie: profilu termicznego, steze-
nia starterow, stezenia chlorku magnezu, steze-
nia polimerazy DNA i innych sktadnikéw reakcji.

® Potencjat — powinna zosta¢ wyznaczona wydaj-
nos¢ reakcji dla poszczegdlinych markeréw. Istot-
ne jest réwniez scharakteryzowanie amplifikacii
preferencyjnej oraz efektu stochastycznego, czyli
funkciji losowej, wystepujacej w procesie.

® Koamplifikacja — w przypadku amplifikacji wiecej
niz jednego locus nalezy okresli¢ mozliwo$é wy-

stgpowania niespecyficznych produktow amplifi-
kacji (np. artefaktow).

® Sprawdzenie pozytywnych i negatywnych kontro-

li.

@ Detekcja produktow PCR [4].

Dla kazdego komercyjnego zestawu markerdow
STR, sprzetu i oprogramowania stosowanego w labo-
ratoriach kryminalistycznych wykonujacych analizy
DNA zostaly opracowane i przedstawione w fachowej
literaturze wyniki badan walidacyjnych, ktére stanowig
referencje do ich stosowania (tab. 5) [15].

Walidacja wewnetrzna

Walidacja wewnetrzna musi zostaé przeprowadzo-
na przez laboratorium, ktore zamierza stosowacd dang
procedure. Jest ona wewnetrznym testem niezawod-
nosci metody i bada jej ograniczenia. Podczas tego
procesu weryfikuje sie metode, zwalidowang przez
producenta, co pozwala sprawdzié, na ile procedura
jest skuteczna w warunkach pracy konkretnego labora-
torium.

Badania wewnetrzne musza byé udokumentowane
i prowadzi¢ do ustalenia parametrow zapewniajgcych
jakos¢ uzyskiwanych wynikéw oraz wytyczne do ich in-
terpretacji. Walidacja powinna obejmowacé pewne state
etapy (tab. 6) [10].

Przed wprowadzeniem procedury do laboratorium
caly personel zaangazowany w proces analityczny po-
winien przejs¢ odpowiednie przeszkolenie i testy kom-
petencji. Nalezy pamieta¢, ze wszelkie modyfikacje
procedury wymagaja ponownej walidacji, co powinno
zostac¢ odnotowane w stosownej dokumentaciji [9].

Do procesu walidacji nalezy przystapi¢, majgc
na uwadze ponizsze zatozenia:

® Wyposazenie, ktére bedzie wykorzystywane

do badan walidacyjnych, powinno by¢ skalibrowa-
ne i sprawne technicznie.

® Osoby zaangazowane w prace walidacyjne po-

winny mieé¢ odpowiednie kompetencje.

® Warunki panujgce w laboratorium muszg by¢ sta-

te.

® Probki wykorzystywane do badan walidacyjnych

muszg by¢ znane [5].

Wazne jest, aby proces walidacji nie byt sztucznie
rozciggniety w czasie.

Zgodnie z wytycznymi SWGDAM proces walidaciji
wewnetrznej powinien objgé nastepujgce aspekty:

1. Prébki wykorzystywane do badan walidacyjnych
— badania powinny zostaé przeprowadzone na grupie
co najmniej 50 probek. Prébki te powinny pochodzié ze
znanego zrédta i stanowié reprezentatywng grupe dla
codziennej pracy laboratorium. Jezeli probki zostaty
wczesniej oznaczone metoda poréwnywalng z proce-

10
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Tabela 5
Lista referencji dla r6znych badan walidacyjnych dotyczgcych uzycia komercyjnych zestawow markerow STR,
sprzetu i oprogramowania [15]
Reference list for various validation studies concerning the use of commerial STR marker kits,
hardware and software [15]

Zestaw, badanie lub sprzet Referencje

Profiler Plus Frank et al. (2001), LaFountain et al. (2001), Tomsey et al.
(2001), Holt et al. (2002), Frageau et al. (2003), Bouse et al
(2003), Wallin et al. (2002), Pawlowski et al. (2002), Moretti
et al. (2001)

COfiler LaFounatin et al. (2001), Tomsey et al. (2001), Holt et al.
(2002), Bouse et al (2003), Wallin et al. (2002), Moretti et al.
(2001)

SGM Plus Cotton et al. (2000)

AmpFISTR Blue Wallin et al. (1998)

AmpFISTR Green | Holt et al. (2002)

Profiler Holt et al. (2002)

Profiler Plus 1D Leibelt et al. (2003)

Identyfiler Collins et al. (2004)

SEfiler Coticone et al. (2004)

PowerPlex 1.1 Micka et al. (1999), Tomsey et al. (2001), Greenspoon et al.
(2001)

PowerPlex 1.1 + D16 primer Nelson et al. (2002)

PowerPlex 2.1 Tomsey et al. (2001), Levedakou et al. (2002)

PowerPlex 16 Krenke et al. (2002), Tomsey et al. (2001)

PowerPlex 16 BIO Greenspoon et al. (2001)

Y-PLEX 6 Sinha et al. (2003a)

Y-PLEX 5 Sinha et al. (2003b)

Y-PLEX 12 Shewale et al. (2004)

PowerPlex Y Krenke et al. (2004)

genRES MPX-2 Junge et al. (2003)

Reduced volume PCR for Profiler Plus STR kit Gaines et al. (2002), Frageau et al. (2003)

SGM Sparkes et al. (1996a), Sparkes et al. (1996b), Kimpton et al.
(1996)

THO1,vWA, F13A1, FES Lygo et al. (1994), Clayton et al. (1995), Andersen et al.
(1996)

CTT Budowle et al. (1997)

D3S51358, D8S1179, D18S51 Potter (2003)

THO1, vWA, F13A1, FES, LPL Pestoni et al. (1995)

STR sets Crouse and Schumm (1995), Micka et al. (1996)

THO1 Van Oorschot et al. (1996), Wiegand et al. (1993)

D12S391 Junge et al. (1999)

Amelogenin LaFountain et al. (1998)

Y-STR 4plex Prinz et al. (2001)

Y-STR 10plex Johnson et al. (2003)

19-locus Y-STR system Daniels et al. (2004)

ABI 377 Frasier et al. (1996), Frageau et al. (1999)

ABI 310 Lazaruk et al. (1998), Isenberg et al. (1998), Moretti et al.
(2001)

ABI 3100 Sgueglia et al. (2003), Koumi et al. (2004)

ABI 3700 Gill et al. (2001), Koumi et al. (2004)

MegaBACE Koumi et al. (2004)

DNA quant (RT-PCR Alu) Nicklas and Buel (2003)

DNA quant (RT-PCR CSF) Richard et al. (2003)

DNA gquant (AluQuant) Mandrekar et al. (2001)

BodeQuant Fox et al. (2003)

Quantifiler Applied Biosystems (2003)

Biomek 2000 with DNA 1Q Greenspoon et al. (2004)

mtDNA sequencing Wilson et al. (1995), Holland and Parsons (1999)

mtDNA minisequencing Moriey et al. (1999)

TrueAllele software Kadash et al. (2004)

CompareCallas software Ryan et la. (2004)
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Tabela 6

Gtowne kroki walidacji wewnetrznej [10]
Main steps of internal validation [10]

* Zgromadzenie niezbednej aparatury i odczynnikow.
« Zebranie prébek.

* Przeprowadzenie badan walidacyjnych.
* Sporzadzenie stosownej dokumentacii.

» Zaplanowanie niezbednych szkolen.

Gtoéwne etapy walidacji wewnetrznej
* Zebranie niezbednej literatury i zapoznanie sie z technika.

* Okreslenie zakresu badar walidacyjnych (zalecana liczba probek — co najmniej 50).

+ Podsumowanie badan i przekazanie do zatwierdzenia kierownikowi technicznemu.
* Stworzenie procedury badawczej z uwzglednieniem charakterystyki kontroli, standardow, kluczowych odczynnikow,
aparatury, jak rowniez wymaganych danych interpretacyjnych.

* Zaprojektowanie testow kwalifikacyjnych lub kompetencyjnych.

durg poddana walidacji nalezy otrzymane wyniki oce-
ni¢ wzgledem siebie.

2. Powtarzalnos¢ i precyzja — laboratorium powinno
mieC udokumentowane dane dotyczace powtarzalno-
Sci wynikow i rzetelnosci badanej procedury.

3. Kryteria dopasowania — laboratorium powinno
przedstawi¢ i udokumentowac kryteria dopasowania
oparte na danych doswiadczalnych.

4. Czulosc i badania stochastyczne — w przypadku
amplifikacji metodg PCR badania powinny uwzgled-
nia¢ obserwacje efekiu stochastycznego i poziomu
czutosci.

5. Badania mieszanin — nalezy wyznaczyé kryteria
analizy mieszanin.

6. Kontaminacja — laboratorium poprzez uwzgled-
nienie miedzy innymi wszelkiego rodzaju kontroli
i okreslonych procedur stanowigcych »dobrg praktyke
laboratoryjng” powinno wykazaé, ze ryzyko kontamina-
cji zostato zminimalizowane.

7. Testy jakosci — sprawdzeniu metody powinno to-
warzyszyC przeprowadzenie testow biegtosci [4].

Dokumentacja

Rekomendacje odno$nie do procesu walidaciji zale-
cajg kazdorazowo tworzenie dokumentacii obejmujacej
otrzymywane w trakcie walidacji wyniki, opis zastoso-
wanej procedury i podsumowanie w postaci wnioskow
koncowych [18]. Jest to niezwykle istotne, aby techno-
logia mogta by¢ jednoznacznie i jasno zaimplemento-
wana. Sporzadzenie takiej dokumentacji gwarantuije,
ze metoda bedzie stosowana za kazdym razem w ten

sam sposob, nawet po diuzszej przerwie w jej wykony- |

waniu. Brak dokumentacji mégtby spowodowaé brak
spojnosci w kolejnym stosowaniu metody, przyczynia-
jac sie do zachwiania wiarygodnosci uzyskiwanych wy-

nikow. Dokumentacja ogranicza mozliwosé wprowa-
dzania przypadkowych zmian w metodzie, dlatego jest
wymogiem bezwzglednym. Prawidiowa dokumentacja
moze zosta¢ rowniez wykorzystana w procesie audytu
oraz do celow regulacyjnych [2, 8, 9].

Oprogramowanie stuzace do usprawnienia
procesu walidacji

Poniewaz proces walidacji jest bardzo istotnym ele-
mentem w prawidtowym funkcjonowaniu kazdego la-
boratorium, istotne znaczenie ma tworzenie oprogra-
mowan usprawniajacych ten etap pracy.

Oprogramowanie jest projektowane w celu wprowa-
dzenia zintegrowanych narzedzi do efektywne] oceny
wykonania i zarzadzania walidacjg, ktdrej zwiencze-
niem jest raport koncowy. Oprogramowania zZnaczaco
minimalizujg czas walidacji i implementacji nowych
technologii. Ich zastosowanie pozwala na bardziej
efektywne i kompletne badania walidacyjne wprowa-
dzanych metod. Programy tego typu wspomagajg labo-
ratorium w procesie walidacji poprzez zaplanowanie
schematéw doswiadczen [8].

Przyktadem takiego typu oprogramowania stuzgce-
go do walidaciji jest VALID Software stworzony przez
firmg Applied Biosystems. Program ten ma na celu
wsparcie, uproszczenie i standaryzacje badan walida-
cyjnych zgodnie z wytycznymi SWGDAM i DAB. Bada-
nia profilowania DNA ztozone s3 z izolacji DNA, iloscio-
wego oznaczenia DNA w ekstrakcie, reakcji amplifika-
cji PCR, elektroforezy i analizy wynikéw. Program po-
zwala na zintegrowanie kazdego wymienionego etapu
badan walidacyjnych, jak réwniez umozliwia analize
statystyczng. Ponadto koordynuje caty proces poprzez:

® stworzenie wstepnego projektu do$wiadczenia,

® analize danych walidacyjnych,
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@ dostarczenie narzedzi graficznych, ktére pomaga-
ja ustali¢ optymalne parametry,

@ scharakteryzowanie niezbednych wymagan
do standaryzacji procedury oraz wskazowek inter-
pretacyjnych,

@ tworzenie arkuszy roboczych dla poszczegolnych
etapow badan [14].

Podsumowanie

Srodowiska naukowe, eksperci kryminalistyki oraz
wymiar sprawiedliwosci widzg koniecznos¢ utrzymania
bardzo wysokich standardow jakosci pracy w laborato-
riach kryminalistycznych i zmierzajg do ich ujednolice-
nia na catym swiecie. Wraz z rozwojem nowych tech-
nologii pojawig sie z catg pewnoscig nowe zestawy
do profilowania DNA, wymagajgce walidacji i imple-
mentacji. Dlatego tez prowadzone sg dalsze prace
nad standaryzacjg walidacji, poprzez ustalenie mini-
malnego zestawu kryteriow dla oszacowania wiarygod-
nosci metody [15].

Stale rosnace wymagania co do jakosci pracy labo-
ratoriow zajmujgcych sie profilowaniem DNA powodu-
ja, ze walidacja staje si¢ bardzo waznym, wregcz nie-
odzownym elementem prawidtowego funkcjonowania
kazdej organizaciji.

BIBLIOGRAFIA

1. Butler J.M.: (20086) Validation Workshop, HID Universi-
ty/ABl Future Trends in Forensic and Technology,
www.cstl.nist.gov/biotech/strbese/training.htm.

2. EURACHEM Guide (1998) The Fitness for Purpose of
Analytical Methods: A Laboratory Guide to Method Validation
and Related Topics.

3. Taylor J.K.: (1987) Quality Assurance of Chemical Me-
asurements. Lewis Publishers: Chelsea, MI.

4. SWGDAM Revised Validation Guidelines (2004).

5. Roper P. et al.: (2001) Applications of Reference Mate-
rials in Analytical Chemistry. Royal Society of Chemistry,
Cambridge, UK.

6. Butler J.M.: (2006) Debunking Some Urban Legends
Surrounding Validation Within the Forensic DNA Community,
Profiles in DNA (Promega Corporation), vol. 9 (2), pp 3-6.

7. Presley L.A.: (1999) The Evolution of Quality Stan-
dards for Forensic DNA Analyses in the United States, Profi-
les in DNA (Promega Corporation), vol. 3 (2), pp 10—11.

8. Reeder D.J. et al: (2007) The Evolution of Forensic
DNA Laboratories and The Challenges They Face, Forensic
Magazine.

9. DNA Advisory Board (DAB) (1998) Quality Assurance
Standards for Forensic DNA Testing Laboratories.

10. Ragsdale R.: (FDLE) (2005) Validation Workshop.

11. American Association of Blood Banks (AABB) 2003
Annual Report.

12.13 CODIS Core STR Loci with Chromosomal Posi-
tions. National Institute of Standards and Technology,
www.cstl.nist.gov/biotech/strbese/images/codis.jpg.

13. PN-EN ISO/IEC 17025 (2005) Ogodlne wymagania do-
tyczace kompetencji laboratoriow badawczych i wzorcuja-
cych.

14. Product bulletin Human Identification, VALID™ So-
ftware v1.0, Validation Workflow. Automated™.

15. Butler J.M. et al.: (2004) Can the Validation Process
in Forensic DNA Typing Be Standardized?, 15" International
Symposium on Human Identification (October 6, 2004).

Streszczenie

Walidacja jest nieodzownym elementem pracy kazdego labo-
ratoriunt. Proces ten powinien by¢ przeprowadzony wediug jed-
nolitych wskazéwek. W przypadku laboratoriéw kryminali-
stycznych wykonujqcych profilowanie DNA podstawaq do prze-
prowadzenia walidacji sq wytyczne Naukowej Grupy Roboczej
ds. Analizy DNA (SWGDAM) oraz standardy Rady Doradczej
do spraw DNA (DAB). Zgodnie z tymi dokumentami wdroze-
nie nowej metody obejmuje dwa typy walidacji — rozwojowq,
przeprowadzang przez producenta, i wewnetrzng, wykonywang
przez kazde laboratorium implementujqce nowaq technologie.
Obecnie dostepne sq komercyjne programy komputerowe wspo-
magajace proces walidacji, poprzez zaplanowanie schematu do-
$wiadczen i sporzqdzenie niezbednej dokumentacji.

Stowa kluczowe: profilowanie DNA, walidacja, system ja-
kosci

Summary

Validation is an indispensable element of every laboratory
daily work. The process should be performed in accordance with
uniform procedures. In case of forensic DNA profiling laborato-
ries the validation procedure is based on the Scientific Working
Group on DNA Analysis Methods (SWGDAM) guidelines, as
well as the DNA Advisory Board (DAB) standards. According
to these documents implementation of a new method undergoes
two types of validation — developmental, carried out by a manu-
facturer and internal, carried out by every laboratory implemen-
ting a new technology. At present commercial software suppor-
ting validation execution by assisting proficiency planning pro-
cesses and documentation preparation is available.

Keywords: DNA profiling, validation, Quality System
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