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Legislativni pozadavek

Zikon €. 373/2011 Sb.,
o specifickych zdravotnich sluzbach (od 1.4.2012)

genetickd laboratorni vySetreni 1ze provadét pouze v laboratotich,
jejichZ odborna zpiisobilost byla posouzena podle
harmonizované normy CSN EN ISO 15 189.2007 akreditujici
osobou (CIA 0.p.s.)

Mezinarodni normy rizeni kvality

Validace metod je vyzadovana normami fizeni kvality

CSN EN ISO/IEC 17025
VSeobecné pozadavky na zptisobilost zkuSebnich a kalibra¢nich laboratofi
CSN EN ISO 15189:2007
Zdravotnické laboratote - Zvlastni pozadavky na kvalitu a zpusobilost




Validace a verifikace

CSN EN ISO/IEC 17025, 5.4.5.1

Validace je potvrzeni piezkousenim a poskytnutim
objektivniho diukazu, Ze jsou jednotlivé pozadavky na
specifické zamysSlené pouziti splnény

potvrzeni zkoumanim

Verifikace je potvrzeni, ze data o analytickych znacich
poskytnuta vyrobcem, jinou laboratofi nebo referencni
instituci jsou v dané laboratofi dosazena

potvrzeni ovérovanim




Validace metod
CSN EN ISO 15189.2007

0.5.1

Laboratof musi pouzivat takove postupy vySetieni... ktere
jsou vhodné pro dané pouziti.

5.5.2

K potvrzeni toho, Ze postupy vysetfeni jsou vhodné pro
dany UcCel, musi laboratof pouZzivat

pouze validované postupy.

Normy Fikaji co je treba udélat,
ale ne jak se to ma udélat a v jakém rozsahu

l 29779977



Smérnice a dokumenty tykajici se analytickeé validaci
metod

Eurogentest: A standardized framework for the validation and verification of
clinical molecular genetic tests. Ch.J. Mattocks a kol. European Journal of Human
Genetics (2010) 18, 1276-1288

Analytickd validace metod molekularni genetiky uréenych pro analyzu lidského
genomu. R. Brdicka a kol. Klinicka biochemie a metabolismus 1/2007

Validace a verifikace molekularné biologickych metod zalozenych na analyze
extrahumanniho genomu. (www.cskb.cz)

B. Friedecky a kol. Klinicka biochemie a metabolismus 2/2006

ICH Guideline: Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology -
Q2(R1) (1995, 1996, revised 2005)

Eurachem: Vhodnost analytickych metod pro dany tcel. Laboratorni ptirucka pro
validaci metod a souvisejici ¢innosti ( ), (1999)



http://www.eurachem.cz/

« zaruCit vzajemnou kompatibilitu vysledku vySetieni
provedenych na rtiiznych pracovistich a to 1 na
mezinarodni Grovni

Pro¢ validujeme ?
* jeden ze zakladnich prvku zajistovani kvality
e musime se ujistit, Ze metoda je vhodna pro dany ucel
» dat urcité garance za nasSe vysledky

* u akreditovanych subjektu je validace metod
pozadovana normou fizeni kvality




Kdo validuje ?

vyrobci diagnostik - vyvojova validace

Ustanoveni dle direktivy IVD 98/79 EC musi vyrobce
uvadét na trh EU pouze validované méfici systémy.
Rozsah validace je dan normou (EN 13612:2002)

laboratore - interni validace

. Konec¢na odpovédnost za validaci metody je na laboratoi1



Kdy validujeme ?

e pied tim, neZ je metoda uvedena do rutinniho pouzivani
e pokud se zméni metoda
(pfistroj s jinymi parametry, jiny typ biologického vzorku atd.)

e pokud vysledky internich nebo externich kontrol kvality
nevyhovuji

¢ naplnéni pozadavku normy — validace jiz pouzivanych
metod v laboratof1 (retrospektivni validace)




V jakém rozsahu validujeme?

Laborator sama zhodnoti, jak konkrétni metodu
bude validovat/verifikovat a v jakém rozsahu.
Citované smérnice maji charakter doporuceni.

Cilem je
ziskat dostatek udaju k rozhodnuti, ze
metoda poskytuje spravné vysledky a ze je
vhodna pro zamySleny ucel.

Pt1 rozhodovani o rozsahu validace by mély byt
I zohlednény 1 naklady a technické moznosti.



PIna validace

Mistni postupy - metody vyvinuté v laboratof1
(,,in-house*)

Metody prevzaté (napr. publikované v literature)

Metody vyuzivajici komer¢ni Kity (CE/IVD) s
upravenym postupem




Verifikace - zkraceny postup validace

Metody vyuzivajici komer¢ni kity (CE/IVD)
e presné dle navodu vyrobce — druh materialu (vzorku), proces izolace DNA,
objem pipetovanych komponent

e v souladu se zamySlenym pouzitim, které je vyrobcem jasné deklarovano

e dodrzeni doporu€eny systém internich kontrol kvality

Metody jiz pouzivané a validované v laboratori
(napf. sekvenace) rozSifeni o nove geny

Standardizované metody

u diagnoz, pro které existuji doporuceni v ramci smérnic pro spravnou laboratorni
praxi je doporucena metoda povaZzovana za normalizovanou.



Vyhodnotime vysledky a zdokumentujeme vypracovanim
valida¢niho reportu

Jak postupujeme ?
Vypracujeme valida¢ni/verifikacni plan
Provedeme experimenty

Soucasti jsou primarni data méfeni a laboratorni

protokoly.




Plan validace

rozhodneme, zda ptjde o validaci nebo verifikaci
urc¢ime, k jakému ucelu bude metoda pouzivana

definujeme pracovni postup ( dostatecné presny — princip metody,
rozsah pouziti, ptistroje — rezim udrzby, reagencie atd.) vCetné
1zola¢ni metody DNA

zvolime validac¢ni parametry dle charakteru metody

kontrolni vzorky a jejich pocet, s kterymi provedeme experimenty



Provedeni, vyhodnoceni a dokumentovani

® experimentalni ¢innost, provedena v laboratofi na kvalifikovanych
piistrojich (pipety), proskolenymi pracovniky.

® |[imity metody — napi. délka fragmentu, obsah GC, mnozstvi vstupni
DNA, pouzity izola¢ni postup, selektivita — rozliSeni F508del a
1507del atd.

® valida¢ni report — zprava: laboratorni protokoly, kdo provedl
meéfeni a kdy, dolozit primarni data. Definujeme i rezim internich a
externich kontrol kvality.

Z validace musi byt zifejmé, zda metoda, pouzita v podminkach
laboratore, je vhodna pro dany tcel.

Po validaci metody nasleduje vypracovani SOP.




Validacni parametry

Accuracy = presnost

Precision = preciznost
Trueness = pravdivost
Bias — vychyleni, strannost
Specificity = specifi¢nost

Senzitivity = citlivost

CSN ISO 3534-2:2010 Statistika - slovnik a znacky. Cast 2 aplikovan4 statistika

Mezinarodni metrologicky slovnik (International Vocabulary of Metrology VIM3:2008)




Presnost Accuracy

"Tésnost shody mezi naméfenou hodnotou veli€iny a pravou hodnotou
méfene veliCiny."

V tradi¢ni analytické literature se "accuracy" prekladalo jako

"spravnost"

Presnost se da vyjadfit jako preciznost a pravdivost, tj. zhodnocenim
vlivii nahodnych a systematickych faktora.




Preciznost Precision

Tésnost shody mezi namérenymi hodnotami ziskanymi opakovanym
méfenim

Napf. v jedné sérii, v jednom dni, jednim pracovnikem
opakovatelnost (repeatability)
intra —run, within — run, intra- batch, intra-assay

Napft. vzajemné porovnani mezi s€riemi v raznych dnech
reprodukovatelnost (reproducibility)
inter — run, between — run, inter — batch, inter-assay

Vyjadriuje se u kvantitativnich metod nejcastéji smérodatnou odchylkou,
rozptylem nebo variacnim koeficientem.

V tradi¢ni analytické literature se "precision" prekladalo jako
"presnost”




Pravdivost Trueness

Tésnost shody mezi aritmetickym primérem méfeni a referenéni hodnotou

Referenc¢ni hodnota Referenc¢ni hodnota Referenc¢ni hodnota
Konstantni vychyleni Proporcionalni vychyleni Proporcmnalnl’ a k’()nstantnl
vychyleni

Mirou pravdivosti je obvykle vychyleni (bias)
Vychyleni predstavuje kvantifikaci systematickeé chyby méfeni

(korekéni faktor)



TN/(TN+FP)

Citlivost - sensitivity

pravdépodobnost pozitivniho vysledku testu v pfipad¢ pritomnosti hledané
varianty testovancho znaku.

Specificnost - specificity
pravdépodobnost negativniho vysledku testu v piipad¢ nepfitomnosti
hledané varianty testované¢ho znaku.
Je vyjadfovana jako pomér mezi spravnou negativitou (TN) a souctem
spravné negativity a falesSné positivity (FP)

Je vyjadfovana jako pomér mezi spravnou positivitou (TP) a souc¢tem
spravné positivity a falesSné negativity (FN)
TP/(TP+FN)




Robustnost

Ovéfujeme vnimavost metody na ptripadné odchylky od
optimalnich nebo béZnych podminek jejiho provadéni

operator
termocykler
DNA koncentraci
PCR master mix




Validaci je treba vhodné a efektivné naplanovat

Vzorky analyzované v ramci robustnosti a reprodukovatelnosti metody lze
vyuzit 1 pro vyhodnoceni citlivosti a specifi¢nosti metody.

Metodu, ktera je jiz pouzivana laboratofi a je zahrnuta do EQA, je mozZné¢
validovat retrospektivé vyhodnocenim vysledkiit EQA

(specifi¢nost, citlivost, reprodukovatelnost, robustnost)

Snizi se tim vyrazné pocet analyzovanych vzorkii.




VySetreni 50 nejcastéjSich mutaci a Tn polymorfismu genu CFTR
pomoci kitu ELUCIGENE CF - EU2
CE IVD kit — zavedeni metody v laboratofi

Kit ELUCIGENE CF-EU2 je ur¢en pro simultanni in vitro detekci a identifikaci 50
nejcastéjSich lidskych mutaci v CFTR genu a CFTR polymorfismu Tn, a jejich wild type

sekvenci v Evropské populaci.
Specifickd hybridizace primerii metodu fluorescenéni ARMS — amplifikac¢ni refrakéni

mutacni systém. Fragmentacni analyza na genetickém analyzatoru.
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VySetieni 50 nejéastéjSich mutaci a Tn polymorfismi genu CFTR pomoci
kitu ELUCIGENE CF - EU2
CE IVD

Metoda CE IVD — validace provedena vyrobcem kitu — vysledky uvedeny v navodu pro
pouziti (Performance characteristics).

Metoda bude pouzita presn¢ dle navodu vyrobce

Verifikace metody — zkracena validace

Ve své podstaté je to metoda kvantitativni —separace fluorescencné€ znacenych fragmentii dle
velikosti kapilarni elektroforézou. Vyhodnoceni pomoci software pro fragmenta¢ni analyzu za
pouziti velikostnich standardi.

Vysledkem analyzy je uréeni genotypu na zikladé zhodnoceni pritomnosti pikti v mixu A a
mixu B. Pritomnost mutantnich a normalnich alel je odliSena také barevné (zelené piky wt,
modré mutované)

Vzorky DNA izolované z periferni krve, Guthriecho karticek, kultivované bunky plodové vody
a choriovych klkl — izolacni postup

Vzorky znamého genotypu — pozitivni/negativni

Kit obsahuje kontrolni DNA — normalni (wt pro vySetfované mutace)

Cena a Casova narocnost vySetieni

Valida¢ni parametry - citlivost, specificnost, reprodukovatelnost, opakovatelnost a
robustnost

Analyzované vzorky byly zaslepené



Vzorek Genotyp Tn Typ vzorku Matrice vzorku | Metoda izolace vzorku Ovéreni Datum [Datum analyzy Validaéni
poly- genotypu - analyzy | validacniho parametr
morfismus metoda analyzy parametru
Tt W-type homozygot Krevni skvrny InnuPrepForensic kit***** X X 29.6.2010, Opakovatelnost
494SA2 wi/wt 28.7.2010
210SA1 7T/9T W-type homozygot Krevni skvrny QIAamp DNA mini kit CFEU1 15.12.2010 21.7.2010 Specificita
wi/wt Qiagen
2325C Tt W-type homozygot Krev Gentra* CF Roche strips | 2.12.2008 22.7.2010 Specificita
wi/wt
751SA-A wi/wt TIT W-type homozygot Krevni skvrny InnuPrepForensic Kit***** CFEU1 12.7.2010 9.8.2010 Specificita
T W-type homozygot | Nativni buiiky plodové Guanidin HCI*** X X 1.9.2010 Matrice vzorku
2577X wi/wt vody
wi/wt W-type homozygot [Kultivované buiiky plodové Gentra* X X 27.7.2010 Matrice vzorku
2565X vody
wi/wt 7T9T W-type homozygot (Kultivované buiiky plodové Gentra* X X 19.7.2010 Matrice vzorku
vody
2563X
T M-type, heterozygot Krev Gentra* CFEU1, 2.9.2009 13.7.2010 Citlivost
1898C R117H sekvenace, digesce
1783D CFTR dele 2,3 1T/9T mut/wt heterozygous Krev Gentra* CFEU1 2.9.2009 22.7.2010 Citlivost
1783A 77T slozeny heterozygot Krev X F508del, 1.9.2005,13. 22.7.2010 Citlivost
CFTRdele2,3 9.2005,6.9.2
005,13.9.20
F508del/ CFTR dele 2,3 05
785SA = TT9T slozeny heterozygot Krevni skvrny InnuPrepForensic kit***** F508del, 20.7.2010 28.7.2010 Citlivost
2559A F508del/ CFTR dele 2,3 CFTRdele2,3
TT9T slozeny heterozygot Krev Gentra* F508del, 20.7.2010 20.7.2010 Citlivost a k ovéfeni
2559A= CFTRdele genotypu vzorku 785SA|
785SA | F508del/ CFTR dele 2,3
236SA1 F508del/1717-1G>A 7T9T slozeny heterozygot Krevni skvrny InnuPrepForensic Kit***** 21.7.2010 Citlivost
2569A 7T9T slozeny heterozygot Krev Gentra* F508del, 2.8.2010, 2.8.2010 Citlivost
F508del/ CFTR dele 2,3 CFTRdele 3.8.2010
7T/9T slozeny heterozygot Krev X 22.7.2010 Citlivost
0100A F508del/2184del A
723SA F508del 9T/9T M-type homozygot Krevni skvrny InnuPrepForensic Kit***** F508del 8.7.2010 29.6.2010 Citlivost
2095A F508del 7T/9T M-type, heterozygot Krev neni izolaéni protokol sekvenace 22.7.2010 Citlivost
2450A G551D 7T M-type, heterozygot Krev Autogenflex**** sekvenace 13.7.2010 Citlivost
1647X 9T/9T slozeny heterozygot Nativni buiikky Guanidine HC| *** CFEU1 26.8.2009 22.7.2010 Citlivost a matrice
F508del, N1303K choriovych klki vzorku
5T/9T slozeny heterozygot Krev Gentra* F508del, digesce, |26.4.2010,| 21.7.2010 Citlivost
499SA1 F508del, G542X 10.5.2010
7T/9T M-type, heterozygot| Kultivované buitky Gentra* F508del 8.7.2010 13.7.2010 Citlivost a matrice
2549X1 F508del choriovych klki vzorku
7T/9T M-type, heterozygot| Kultivované buiiky Gentra* F508del 23.8.2010 1.9.2010 Matrice vzorku
1855X1 F508del choriovych klki




Molekularné genetickeé vySetreni trombofilnich mutaci
soupravou RHA thrombo fy. LBP

(reverzni hybridizace na stripech)

Metoda vyuzivajici komercni kit CE/IVD
Metoda pouzivana v laboratof1 piesné dle instrukci vyrobce
Retrospektivni zpuisob validace

Metoda zaloZena na principu reverzni hybridizace — vyhodnocujeme
vizualn¢€ ptritomnost jasné viditelné linie na prouzku (stripu) dle predlohy

. Kontrolni vzorky EQA — pozitivni/negativni

. Vzorky DNA izolované z periferni krve — izola¢ni postup

Valida¢ni parametry - Citlivost, specifi¢nost, reprodukovatelnost a

robustnost vyhodnocenim vysledki EQA
Validacni zprava obsahuje mimo jiné laboratorni protokoly s vysledky

EQA a osvédcCeni o ucasti v EQA.




Vzorky EQA

Molekularné geneticke vySetreni trombofilnich mutaci
soupravou RHA trombo fy. LBP

EQA 2004 - 2007

Genotype N of samples
FV Leiden negative 13
FV Leiden heterozygote 10
FV Leiden homozygote 9
FIl 20210G>A negative 16
FII 20210G>A heterozygote 12
FIl 20210G>A homozygote 4
MTHFR 677C>T negative 5
MTHFR 677C>T heterozygote 5
MTHFR 677C>T homozygote 4
Total 78




Prehled hodnoceni valida¢nich parametriu pro

retrospektivni verifikaci

Validation Parameter Sample |Repetition| N of Analysis
Specificity (EQA results) 34 1 34
Sensitivity (EQA results) 44 1 44
Reproducibility
1st day 5 1 5
2nd day 5 1 5
3rd day 5 1 5
Robustness, different operators
VN 5 1 5
1A 5 1 5
HK 5 1 5
Total N of Analysis 108




HRM analyza variant MTHFR genu
genotyplzace malych amplikonu (45 a 50 bp)

rs1801133: C>T C. rs1801131: A>C
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Fig. 1. Normalized plots, and normalized and temperature shifted difference plots

P.Norambuena; J. A. Copeland; P.Krenkova; A. Stambergova; M. Macek. Diagnostic method validation:
High resolution melting (HRM) of small amplicons genotyping for the most common variants in the

MTHFR gene. Clinical Biochemistry, volume 42, Issue 12, August 2009, Pages 1308-1316




Validace HRM analyzy variant MTHFR genu

Metoda vyvinuta v laboratofi — ,,in-house* metoda
Interni plna validace provedena v laboratofti

Ve své podstaté je to metoda kvantitativni — méfime mnozstvi fluorescence v
zavislosti na zvySujici se teploté (heteroduplexni analyza).

Vysledkem analyzy je urceni genotypu na zakladé porovnanim tvara kiivek
tani (wt/mut).

Metoda HRM — v ramci konsorcia Eurogentest byla provedena technicka
validace metody HRM.

Vzorky DNA 1zolované z periferni krve — izola¢ni postup
Dostupnost DNA vzorkll — pozitivni/negativni

Metoda PCR s interkalacnim ¢inidlem provadéna v jedné zkumavce. PCR i
analyza HRM na jednom pfistroji.

Cena a Casova narocnost vySetireni

Hodnocené parametry:

Citlivost, specificnost, reprodukovatelnost, opakovatelnost a robustnost
Analyzované vzorky byly zaslepené




Validace HRM analyzy variant MTHFR genu

Specifi¢nost: 178 negativnich vzorki (rs1801133:C>T)
46 negativnich vzorkt (rs1801131:A>C)
Citlivost: 203 pozitivnich vzorkt (rs1801133:C>T)
58 pozitivnich vzorkt (rs1801131:A>C)
Opakovatelnost: 10 x kazdy genotyp

Reprodukovatelnost: 3x kazdy genotyp v prubéhu 3 dnti

Robustnost: rizné mnozstvi DNA (3x kazdy vzorek), anelacni teplota (+-1°C), pocet cykla
PCR, rlizni pracovnici, objem master mixu a DNA.

Zavér: U vSech vzorkl spravné ur€en softwarem genotyp. VSechna opakovand méteni u
obou variant a tfech genotypii poskytla spravné tvary kiivek tani, které umoznily jejich
jednoznacnou diferenciaci a to jak pii provedenim opakovani v jednom dni za stejnych

podminek, tak i v pritbéhu vice dnii. Metoda poskytuje spravné vysledky pii DNA
koncentraci 10 ng — 50ng DNA. Zména v anelacni teploté ani v poctu cykla v PCR reakci

neovlivnila spravnost vysledkt. AvSak zména v mnozstvi pfidaného master mixu (ul) a

objemu ptidané DNA zplisobila zménu tvaru kiivky. Pfesna piiprava master mixu dle
laboratorniho protokolu a pouZzivani kalibrovanych pipet je nutna.

Metoda je v podminkach laboratotfe pouzitelna pro diagnosticke tcely, poskytuje spravné a
spolehlive vysledky.




Prima sekvenace dle Sangera

,2old standard* — referencni metoda pro identifikaci a charakterizact DNA
variant.
Metoda - genotypizace — cilena analyza znamé mutace
- mutacni skenovani
Metoda jiz zavedena v laboratori
Uéast EQA: EMOQN, DGKL
Odkaz na referen¢ni sekvenci vySetiovaného genu
Kvalita sekvenacni analyzy
- design vhodnych primert (BLAST)
- pritomnost znamych SNP v misté nasedani primert
- odhad pravdépodobnost chyby ,,base call“ (PHRED score 20 — 1%
pravdépodobnost chyby, PHRED score 30 — 0,1%).

Practice guidelines for Sanger sequencing Analysis and Interpretation.
CMGS - Clinical Molecular Genetic Society.



molecular genetic tests. Ch.J. Mattocks a kol. European Journal of Human
Genetics (2010) 18, 1276-1288

Validation report
Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA)
The MLPA validation of NoE by EuroGentest

EuroGentest
http://www.eurogentest.org/
Laboratories
Quality Management and Accreditation/Certification of Genetic Testing
(Unit 1).
Diagnostic validation
Standardised framework for the validation and verification of clinical

Automated DNA extraction — Chemagenic method — technology and
validation report.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20664632

High resolution melting - HRM

Evaluation of High-Resolution Melting (HRM) for Mutation

Scanning of Selected Exons of the CFTR Gene
(CFTR / high-resolution melting / HRM / mutation detection)

Petra Kienkova, Patricia A. Norambuena, Alexandra §tambergové, Milan
Macek Jr.

Folia Biologica (Praha) 55, 238-242 (2009)

Diagnostic method validation: High resolution melting (HRM) of small
amplicons genotyping for the most common variants in the MTHFR gene
Patricia A. Norambuena, Joshua A. Copeland, Petra Kfenkova,

Alexandra Stambergova, Milan Macek Jr.

Hum Mutat.2009 Jun;30(6):899-909.

Diagnostic guidelines for high-resolution melting curve (HRM) analysis:
an interlaboratory validation of BRCA1 mutation scanning using the 96-
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