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Resumo

Com a adog¢do de normas de qualidade nos laboratorios de genética forense, a Divisdo de Genética Forense do IGP-RS observou a
necessidade de estabelecer os procedimentos de validagdo e de verificagdo de seus métodos e insumos. Dessa forma, baseado em
recomendagdes de entidades nacionais e internacionais, foi elaborado um documento que orienta quando e qual tipo de validag@o oude
verificagdo deve ser realizado, como fazer o registro e sugere pardmetros a serem analisados em diferentes situagdes. Apresentamos,
aqui, uma proposta de procedimento inicial que inclui orientacdes basicas para a validagdo de métodos e verificacdo de equipamentos
comumente utilizados em laboratérios de genética forense. Este procedimento estd sendo implantado na DGF-/IGP-RS para o
desenvolvimento dos primeiros estudos de validagdo e verificagdo, representando um ponto de partida para o estabelecimento de uma
cultura de garantia da qualidade através do uso de métodos e insumos comprovadamente adequados.

Palavras-Chave: qualidade, validagdo de método, genética forense, verificagdo, procedimento.

Abstract

With the adoption of quality assurance standards in forensic genetic laboratories, the Divisdo de Genética Forense do IGP-RS
acknowledged it was necessary to establish validation and verification procedures. Thus, based on recommendations from national and
international entities, a standard operational procedure was created instructing when and what kind of validation or verification study
should be carried out, how to registerit and suggesting which parameters should be analyzed in different situations. Here, we present a
proposal for an initial procedure that includes basic guidelines for the validation of methods and verification of equipment commonly
used in forensic genetic laboratories. This procedure is being implemented at the -/IGP-RS for the development of the first validation
and verification studies, and it represents a starting point for the establishment of a quality assurance culture through the use of proven
fit to purpose methods and equipments.

Keywords:quality assurance; method validation; forensic genetics; verification, procedure.

1. INTRODUCAO

A genética forense vem tendo um papel crescente na
resolugdo de crimes: avangos tecnoldgicos permitem que a
analise de DNA fornega um grande volume de dados com
alta complexidade, exigindo o desenvolvimento de
ferramentas para interpretagao desses resultados. O uso de
bancos de dados como o Banco Nacional de Perfis
Genéticos (BNPQ), alimentado por perfis gerados pelos
laboratérios da Rede Integrada de Bancos de Perfis
Genéticos (RIBPG) e que realiza rotineiramente
confrontos nacionais e internacionais com perfis
originados de outros paises e encaminhados pela
INTERPOL [1],permite ainda que analises de diferentes
laboratdrios sejam utilizadas em conjunto na elucidacdo de

crimes. A necessidade de garantir que os resultados obtidos
e compartilhados sejam confiaveis, portanto, cresce com a
mesma intensidade. A validacao de métodos ¢ a gestdo da
qualidade sdo particularmente importantes nas ciéncias
forenses em func¢do do impacto que uma tinica andlise ou
comparacdo forense pode ter dentro do sistema judiciario
[2]. Através da qualidade, um laboratorio pode demonstrar
sua competéncia técnica em fornecer resultados validos e
confiaveis [3]. A RIBPG exige requisitos de qualidade dos
laboratdrios participantes [4] desde 2014 [5] e a ISO/IEC
17025 [6] vem sendo adotada internacionalmente por
laboratdrios forenses como uma ferramenta eficiente para
a garantia de resultados validos.
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A validagao de métodos ¢ procedimento recomendado
pelo Scientific Working Group on DNA AnalysisMethods
(SWGDAM), pela Organization of Scientific Area
Committees for Forensic Science (OSAC) e pelo European
Network of Forensic Science Institutes (ENFSI), consta no
Quality Assurance Standards for Forensic DNA Testing
Laboratories utilizado pelo FBI [7] e é requisito da ABNT
NBR ISO/IEC 17025 (item 7.2.2) [6]. A validagdo de um
método ¢ o processo através do qual um laboratorio
confirma, por exame e fornecimento de evidéncia objetiva,
que os requisitos especificos para um determinado uso
pretendido sdao atendidos, bem como determina suas
limitagdes [8]. Abrange o desenvolvimento de um novo
método, a adequacdo de um método existente para o uso
pretendido, quando um método validado que ja estd em uso
sofre modificagdes,[6] e a validacdo interna [9], quando o
laboratdrio demonstra que um método ja estabelecido tem
o desempenho esperado nas suas condi¢des de operagdo. A
ABNT NBR ISO/IEC 17025 [6] ainda apresenta o requisito
6.4.4, que exige que o laboratodrio verifique a conformidade
de seus equipamentos antes que sejam colocados em uso.
Dessa forma, instrumentos, softwares e reagentes
utilizados pelo laboratorio devem passar por uma
verificacdo de desempenho a fim de evidenciar que
satisfazem os requisitos especificados e que sdo
comprovadamente adequados para o uso pretendido antes
de sua introducdo na rotina.

Tendo em vista a necessidade de estabelecer uma rotina
de trabalho que inclua estudos de validagdo, garantindo
assim que métodos e equipamentos fornecam resultados
validos e confiaveis, a Divisdo de Genética Forense elaborou
um documento em seu Sistema de Gestdo da Qualidade que
orienta a execucdo de validagdes de seus métodos e
verificagcdes de seus insumos. Para isso, com base em
normas e orientagdes internacionais, bem como em
literatura cientifica, foi estabelecido um procedimento para
a execugdo dos estudos de validagdo e de verificagdo. O
presente artigo descreve a proposta de trabalho que esta
sendo adotada na Divisdo de Genética Forense do IGP-RS para
a gradual validagdo de seus métodos e insumos.

2. TIPOS DE ESTUDOS
2.1. Validagdo de métodos

Os métodos utilizados devem ser validados para uso
forense. Quando o método for desenvolvido para esse fim,
¢ esperado que a validagdo de desenvolvimento esteja
publicada em periddico cientifico [9]. Quando um método
tiver sido validado em outro laboratdrio forense, € esperado
que o laboratério analise criticamente os registros para
garantir que a validagdo realizada foi adequada [10].
Meétodos ja validados para uso forense devem ser validados
internamente no laboratorio. Métodos que sofram

alteragdes devem ser revalidados quando as alteragdes
sugerirem impacto nos resultados.

2.2. Verificacdo de equipamentos e softwares

A Divisdo de Genética Forense (DGF) classifica os
equipamentos ¢ softwares conforme seu impacto e
importadncia nos Quando a variagdo nas
especificagdes e no desempenho pode impactar a validade
dos resultados do ensaio, sdo chamados de equipamentos ¢
softwares controlados e devem ser verificados antes do

ensaios.

uso. Um equipamento ou software que tiver alta relevancia
em um ensaio especifico deve ser validado dentro do
método do ensaio.

2.3. Verificacdo de reagentes

De forma semelhante a utilizada para equipamentos e
softwares, a DGF classifica os reagentes conforme sua
importancia nos ensaios. Reagentes que constituem o
proprio método, como kits comerciais utilizados para
extracdo, amplificagdo ou quantificac¢@o, por exemplo, sdo
considerados reagentes criticos. Demais reagentes sdo
avaliados caso a caso, visto que diferencas entre diferentes
fornecedores podem, ou nio, gerar impacto nos ensaios.

3. PROCEDIMENTOS

Conforme a ABNT NBR ISO/IEC 17025 (requisitos
7.2.1.5 e 7.2.2.4) [6], todo processo de validacdo e todo
processo de verificagdo devem ser registrados. Assim, a
DGF optou pelo uso de dois documentos de registro: um
plano de estudo e um relatdrio de estudo. Devem ser
armazenados também todos os registros técnicos gerados
durante os ensaios realizados para o desenvolvimento do
estudo. A unica excegdo ¢ feita para equipamentos nao
controlados, que podem ter seu registro de verificagdo feito
apenas através de um relatorio. O quadro 1 lista as etapas
do procedimento de  validagdo/verificagdo, do
planejamento a conclusdo [3, 8,9, 11, 12].

Quadro 1. Etapas dos procedimentos de validacio e de
verificacio
1. Planejamento do estudo e elaboragdo do plano de estudo
* Definir objetivo e escopo do método ou uso pretendido
do equipamento/software.
* Definir os requisitos do usudrio: expectativas de
resultado do método ou insumo; podem ser tanto
obrigatdrias quando desejaveis.
* Definir os pardmetros de desempenho adequados para
avaliar o atendimento aos requisitos.
* Definir os critérios de aceitagdo para cada parametro de
desempenho.
* O estudo deve ser sempre suficientemente abrangente
para avaliar se o método ou insumo ¢ capaz de gerar
resultados validos para o escopo pretendido.
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* Verificar se as caracteristicas de desempenho dos
equipamentos disponiveis estdo compativeis com o
exigido pelo método em estudo.
* Definir quais materiais serdo utilizados (sejam materiais
certificados ou amostras de referéncia), determinar a
quantidade necessaria de cada um para a execucdo de
todos os ensaios planejados, bem como possiveis
repeti¢des de analises.
* Planejar os experimentos de forma a maximizar a
obtenc¢do de dados, incluindo o tratamento estatistico a ser
utilizado, ou de que forma os dados sero analisados, ¢ a
ordem de andlise dos pardmetros (alguns sdo mais
informativos quando avaliados no inicio).

2. Revisdo e aprovagdo do plano pela Geréncia Técnica

3. Realizagdo dos ensaios

4. Processamento dos dados
e Realizar a analise critica dos resultados obtidos,
considerando os critérios de aceitagao.
* Concluir se 0 método ¢ adequado ao uso pretendido.

5. Elaboragao do relatorio

6. Revisdo e aprovagao do relatorio pela Geréncia Técnica

7. Implementagdo ou reprovagdo do método ou insumo.
A avaliagdo quanto ao atendimento dos requisitos
especificados ¢ feita com o objetivo de definir se um
método deve ser implementado da forma ja existente,
deve ser modificado (e eventualmente revalidado) ou
mesmo ndo deve ser implementado. Da mesma forma, um
equipamento ou software verificado deve ser avaliado
quanto ao atendimento aos requisitos especificados com
o objetivo de definir se devem ser utilizados totalmente,
apenas para determinados procedimentos ou ndo
utilizados. Ao final do processo, deve ser avaliado se
algum documento instrutivo do Sistema de Gestdo da
Qualidade precisa ser revisado ou um novo documento
precisa ser criado. E importante que o método seja
implementado de maneira clara, minimizando a
introdugdo de variagdo acidental, e os equipamentos e
softwares possam ser utilizados corretamente; caso
contrario, o desempenho real do método, equipamento ou
software pode ndo corresponder aquele previsto nos
dados de validag@o. Pode ser necessario um periodo de
utilizagdo monitorada do método, equipamento ou
software, com objetivo de verificar que o desempenho
observado ¢ mantido quando aplicado a casuistica e
avaliar se sdo necessarias alteragdes nos documentos
instrutivos relacionados.

4. PARAMETROS UTILIZADOS NA VALIDACAO
DE METODOS

Métodos podem ser validados por comparagdo com
outros métodos ja estabelecidos [13, 14], utilizando
materiais de referéncia certificados (aqueles cujas
caracteristicas foram determinadas por procedimentos
técnicos validados e que sdo rastreaveis a ou
acompanhados por certificado de um o6rgao certificador,
como o National Institute of Standards and Technology -
NIST)[7, 15] ou amostras conhecidas(material biologico
cujas caracteristicas do DNA sdo conhecidas)[9], ou ainda
incluir ensaios sem material (geralmente chamados de
brancos ou controles negativos)[16]. Podem ser criadas
“amostras simuladas” com objetivo de mimetizar a
variedade e complexidade comumente encontradas em
amostras forenses (como degradag@o e mistura de material

genético de varios individuos, por exemplo) [17]. Quando
possivel e apropriado, vestigios reais podem ser utilizados
para confirmar o desempenho do método [17]. A validacao
pode ocorrer ainda através da comparagdo com o0s
parametros declarados na validagdo de desenvolvimento,
no caso de uma validag@o interna, ou com os parametros
conhecidos do método original, no caso de uma
revalidagdo, por exemplo.

Varios parametros de desempenho podem ser avaliados
em uma validagdo. Devem ser incluidos no estudo aqueles
aplicaveis ao método em questdo. Os seguintes parametros
de desempenho sdo os mais comumente estudados, embora
ndo sejam os Unicos que possam ser abordados em uma
validagdo [8]: Seletividade/Especificidade, Linearidade /
Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade,
Limite de Detecgdo (LD), Limite de Quantificagdo (LQ),
Tendéncia/Recuperagao, Precisdo (repetibilidade, precisdo
intermediaria, reprodutibilidade), Exatiddo e Robustez.
Estudos qualitativos, como observagdo de concordéncia de
perfil genético, verificagdes de presenca/auséncia (de
amplificagdo, de dropouts, de artefatos, etc) ou deteccao de
eventos de contaminacdo, também sdo utilizados para
validagdes [9]. Os parametros de desempenho aqui citados
seguem o Vocabulario Internacional de Metrologia [18-
20], exceto quando informado o contrario.

4.1. Validacio de métodos de triagem de material
biologico

Os métodos de triagem s@o, geralmente, métodos
qualitativos e que dependem da leitura do resultado feita
por um analista — testes colorimétricos e
imunocromatograficos sdo frequentes. Dessa forma, o
estudo deve incluir a participagdo dos analistas como
instrumentos de medi¢do. E recomendado que os
resultados sejam categorias nominais como, por exemplo,
“positivo” e “negativo” [21], sendo que discordancias entre
diferentes analistas podem ser listadas como inconclusivos
para fins de estudo. Os requisitos definidos para métodos
de triagem devem corresponder ao seu uso no laboratério
como exame presuntivo e, quando houver intengdo ou
possibilidade de uso do método de forma complementar a
outro, isso pode ser levado em consideragdo na avaliagdo
final do estudo.

E sugerida que a sensibilidade do teste seja avaliada
utilizando amostras de mais de wuma fonte. A
especificidade, robustez e tendéncia podem ser analisadas
verificando a possibilidade de rea¢do cruzada com material
bioldgico oriundo de outras espécies animais, com outros
fluidos corporais humanos, investigando se diferentes
suportes e embalagens podem interferir de alguma forma
no resultado, ou mesmo se diferentes condigdes em que os
vestigios podem ser encontrados apresentam interferéncia
no método (por exemplo, vestigios podem apresentar
sujidades diversas e serem encontrados enterrados ou
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mergulhados em lagos e rios). A precisdo pode ser estudada
quanto a repetibilidade e quanto a reprodutibilidade [22] e
¢ recomendado realizar a analise por categoria de resultado
[23], uma vez que resultados claramente positivos ou
negativos costumam gerar uma maior concordancia do que
aqueles proximos ao limite de detecgdo. Os termos
especificidade e sensibilidade sdo também utilizados para
métodos qualitativos como a probabilidade de obtengdo de
um resultado negativo quando a substinciando estd
presente e a probabilidade de obten¢do de um resultado
positivo quando a substincia esta presente na amostra,
respectivamente e, nesse caso, podem ser calculadas
através das taxas de erros falsos positivos e falsos
negativos [21, 24]. As taxas de falsos positivos e de falsos
negativos podem ser usadas ainda para avaliar a eficiéncia
e abordar a confiabilidade do método de uma forma ampla
[11]. Neste estudo, ainda pode ser verificado se ha alguma
caracterizagdo de tipo de amostra que resulta inconclusiva:
por exemplo, amostras com baixa quantidade do material
bioldgico alvo, ou oriundas de vestigios com alguma
caracteristica especifica, que, quando geram dividas no
resultado de forma recorrente, podem ser descritas como
uma limitagdo do método. Um estudo de correlagdo com o
resultado da analise de DNA ¢ um complemento bastante
util para a defini¢do de rotina de analise: verificar se ha
existéncia de uma correlagdo das categorias de resultados
e a quantidade de DNA extraida, uma vez que em métodos
de triagem sao detectados outros componentes biologicos,
sendo interessante avaliar se ha a ocorréncia de linearidade,
caso exista correlagdo, além da avaliagdo da qualidade do
perfil genético obtido.

4.2. Validagdo de métodos de extracio de DNA

E sugerida a validagdo por comparagio com método ja
validado em uso no laboratdrio, e/ou com os dados gerados
pelo desenvolvedor. E esperado que o método em
avaliacdo seja capaz de extrair quantidades de DNA
comparaveis ao método ja validado e que os perfis tenham
qualidade semelhante ou melhor [13]. O estudo deve
incluir os tipos de amostras comumente analisadas e
quaisquer tipos novos que pretendam ser utilizados com o
método em avaliacio. E recomendada a avaliacio de, pelo
menos, 0s seguintes parametros [13]: repetibilidade (5
replicatas de uma amostra), reprodutibilidade (5 replicatas
extraidas em outro momento por outro analista),
sensibilidade/limite de detecgdo (5 diluigdes seriadas em
triplicata — onde pode ser avaliada a quantidade de DNA
obtida, comparando entre as replicatas e com o método ja
validado). E interessante avaliar também se ha influéncia
do tipo de suporte onde esta o material biologico e utilizar
diferentes tipos celulares (por exemplo, sangue, epitélio,
sémen).

4.3. Validacdo de métodos de quantificacio de DNA

Embora seja ideal utilizar material de referéncia
certificado, qualquer DNA padrio comercial de
caracteristicas conhecidas pode ser utilizado (neste caso, os
resultados serdo sempre em referéncia ao DNA padrdo
comercial utilizado) [13]. Quando um sistema de
quantificacdo for trocado, deve ser comparado com o
sistema ja validado a fim de verificar se os métodos de
amplificagio e analise devem ser modificados [13]. E
recomendada a avaliacdo de, pelo menos, os seguintes
pardmetros [13]: repetibilidade e reprodutibilidade (5
replicatas do DNA padrdo processadas por duas vezes por
analistas diferentes, por exemplo), sensibilidade/limite de
detecgdo (5 diluigdes seriadas em triplicata), relagdo entre
o sistema de quantificagdo ¢ os sistemas de amplificagdo
em uso (relag@o entre ndo quantificacdo e auséncia de perfil
genético). E interessante avaliar ainda a sensibilidade do
sistema para presenca de inibidores e DNA degradado e a
detecgdo de propor¢do em misturas de DNA de origem
masculina e feminina (quando o kit apresenta essa
possibilidade). Os dados gerados durante a validagdo serdo
utilizados para estabelecer os parametros de aceitagdo da
validade do ensaio ¢ a faixa de concentragdo de DNA onde
sd0 obtidos perfis genéticos passiveis de comparagdo,
validos e de boa qualidade.

4.4. Validacdo de métodos de amplificacio de DNA e de
genotipagem

Os parametros recomendados para a validagdo interna
de sistemas de amplifica¢ao sdo, pelo menos, dependendo
do escopo de utilizagdo do sistema [13]: repetibilidade (5
replicatas da mesma amostra), reprodutibilidade (5
replicatas processadas em outro momento por outro
analista) e sensibilidade/limite de detec¢do (5 diluigdes
seriadas em triplicata). Além disso, ¢ recomendado realizar
uma analise de mistura [9] (triplicatas de diferentes razdes
de mistura de forma a incluir as situagdes mais
frequentemente encontradas no laboratorio), verificar o
balango entre picos (tanto entre alelos de heterozigotos,
quanto entre alelos de todo o perfil), calcular a razdo de
stutter, identificar a presenga de artefatos, conhecidos ou
ndo, e realizar estudos de concordancia de perfil genético
(utilizando amostras de perfil conhecido ou avaliar a
exatidio utilizando materiais de referéncia certificados). E
interessante ainda verificar a sensibilidade a presenca de
inibidores, DNA degradado e misturas de DNA masculino
e feminino. Para este estudo, recomenda-se a utilizagdo de
perfis cujos loci sejam heterozigotos e oriundos de mais de
uma fonte. Quaisquer alteragdes no uso em relagdo aquelas
determinadas pelo fabricante devem ser avaliadas e, se
necessario, validadas. Os dados gerados durante a
validagdo serdo utilizados para estabelecer os pardmetros
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de analise, tais como: limiar de detecc¢do, limiar analitico,
limiar estocastico, PHR(razdo entre picos do heterozigoto).

5. PARAMETROS UTILIZADOS PARA A
VERIFICACAO DE DESEMPENHO DE
EQUIPAMENTOS E SOFTWARES

5.1. Equipamentos controlados

Equipamentos controlados sdo submetidos a uma
verificacdo de desempenho antes de serem inseridos na
rotina a fim de demonstrar que o equipamento apresenta o
funcionamento exigido de acordo com o uso que tem no
laboratoério. Por exemplo, um bloco de aquecimento pode
ter sua temperatura de utilizagdo conferida através do uso
de um termémetro certificado. Ja para equipamentos que
apresentam funcionamento mais complexo, passa a ser
necessario avaliar alguns dos pardmetros de desempenho
listados para as validagdes bem como, possivelmente,
utilizar um método do laboratdrio para obter os dados. Por
exemplo, para um termociclador — onde ndo apenas a
temperatura atingida, mas também a velocidade de
alteracdo da temperatura e uma possivel diferenca entre as
posicdes dos tubos podem interferir no resultado — ¢
recomendado um estudo de precisdo, através de
repetibilidade e reprodutibilidade, onde um método de
amplificagdo em uso no laboratorio sera utilizado como
ferramenta para obtengao de dados. O tipo de verificacdo e
sua abrangéncia sdo determinados pelo nivel de impacto
que as caracteristicas passiveis de variagdo entre
equipamentos equivalentes possam ter nos métodos em que
os mesmos sdo utilizados.

5.1.1. Verificagdo de equipamentos de automagdo

E recomendado incluir, pelo menos, os parametros de
reprodutibilidade e de repetibilidade na verificagdo de
equipamentos de automacdo [13]. Cabe ainda avaliar a
homogeneidade do procedimento na placa (ou outro
suporte usado), a rastreabilidade das amostras (se ndo ha
trocas) ¢ se nao ha contaminagdo cruzada [13]. As
recomendagdes sdo validas independentemente da etapa de
analise em que o equipamento sera utilizado no laboratorio.

5.1.2. Verificagdo de equipamentos de amplificacdo

Novos equipamentos podem ser verificados por
comparagdo com O0s equipamentos j4 em UsSO no
laboratoério. Espera-se obter perfis genéticos de qualidade
semelhante ou melhores. Os parametros recomendados sdo
[13]: sensibilidade/limite de deteccdo (triplicata de
diluicdo seriada), repetibilidade (triplicatas da mesma
amostra distribuidas no bloco de aquecimento),
reprodutibilidade (3 repeticdes da mesma amplificagdo
usada no teste de sensibilidade). Também ¢ recomendado

avaliar a homogeneidade do bloco de aquecimento (por
verificagdo de temperatura ou comparagao das replicatas)
e taxas de drop out.

5.1.3. Verificagdo de equipamentos de eletroforese para
analise de STR

Novos equipamentos podem ser verificados por
comparagdo com O0s equipamentos j4 em UsSO no
laboratdrio. Espera-se que a sensibilidade seja, pelo menos,
igual ao equipamento ja em uso € a menor concentragao
que gera perfil genético completo no novo equipamento,
seguindo os procedimentos vigentes no laboratorio, seja
igual ou menor. E recomendado incluir, pelo menos, os
seguintes parametros [13]: repetibilidade (5 replicatas),
reprodutibilidade (5 replicatas processadas em momentos
diferentes), sensibilidade/limite de detec¢do (5 diluigdes
seriadas em triplicata), precisdo (posi¢do dos alelos em
numero de pares de bases em relagdo a escada alélica).
Além disso, é recomendado realizar uma analise de mistura
(triplicatas de diferentes razdes de mistura de forma a
incluir as situagdes mais frequentemente encontradas no
laboratorio), verificar o balanco entre picos (tanto entre
alelos de heterozigotos, quanto entre alelos de todo o
perfil), calcular a razdo de stutter, identificar a presenga de
artefatos, conhecidos ou ndo, ¢ realizar estudos de
concordancia de perfil genético (utilizando amostras de
perfil conhecido).

5.2. Softwares controlados

Os softwares controlados incluem aqueles que sdo
componentes de instrumentos, softwares para analise e
interpretacdo de dados genéticos e softwares utilizados
para estatistica forense [7]. Ferramentas criadas dentro de
softwares comerciais (por exemplo, uma macro criada em
editor de planilhas) podem ser também submetidas a
verificagdo, sem necessidade da avaliagdo do software
completo. A verificagdo ¢ feita em sofwares novos, em
novos modulos de softwares ja em uso e quando
modificagdes forem feitas pelo fabricante, na medida em
que apresentarem possibilidade de impacto nos resultados.
Softwares tém seu desempenho verificado através de testes
funcionais (quanto a sua performance na aplicagdo
pretendida) e de confianga (quanto a sua operacionalidade
dentro do laboratério — sua compatibilidade com sistema
operacional, rede, demais softwares, usudrios, etc) nas
maquinas em que serdo utilizados [7]. Entre os testes
funcionais, pode ser feita a inser¢do de dados invalidos,
incorretos e corretos, onde se espera que o software
apresente a resposta apropriada a cada tipo de dado
inserido (por exemplo, mensagens de erro para dados
invalidos, identificagdo do dado incorreto e resultado
adequado para dados corretos) [25]. Os testes funcionais
podem ser executados pelos desenvolvedores ou por
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terceiros e €, entdo, recomendado que o laboratério avalie
a verificacio apresentada quando a sua adequagdo. E
recomendado que seja verificada a gerac@o de registros e a
seguranca de sua integridade. softwares de
analise/interpretagdo de perfis de DNA, ¢ recomendado
incluir também, conforme aplicavel, estudos de precisdo,
exatiddo, sensibilidade e especificidade [7]; para softwares
utilizados para calculos estatisticos, ¢ recomendado incluir
estudos de precisdo e exatidao [7]. Além disso, ¢
importante elaborar documentos instrutivos que delimitem
0 escopo de uso dos softwares a partir dos resultados
obtidos, bem como, quando necessario, a fonte das

Para

frequéncias alélicas populacionais que serdo utilizadas.
Softwares que sdo componentes de instrumentos, ou seja,
sdo utilizados para operagdo de equipamentos, sio
verificados em conjunto com o equipamento.

5.3. Equipamentos e softwares ndo controlados

Os equipamentos e softwares nao controlados também
passam por verificagdo de desempenho antes de serem
inseridos na rotina, embora a verificagdo de seu
funcionamento seja feita de forma simplificada, através de
inspecdo  visual, observando se apresentam as
caracteristicas descritas pelo fabricante quanto a
funcionalidade e operag@o. Podem ser feitas simulagdes de
procedimentos comumente realizados no laboratério, com
objetivo de atestar que o equipamento ou software pode ser
colocado em uso, e deve ser verificado que especificagdes
oferecidas pelo fabricante sdo atendidas (por exemplo, se a
voltagem est4 correta, se valores maximos e minimos de
faixa de uso estdo de fato disponiveis para selegdo de uso,
se todas as funcionalidades descritas estdo acessiveis para
uso e podem ser selecionadas, etc). Como exemplos, um
agitador que tenha duas velocidades deve funcionar em
ambos os ajustes ¢ uma workstation que possua op¢ao de
luz UV deve ter essa funcionalidade operante.

5.4. Orientacoes para reagentes

Reagentes sdo as solugdes comerciais e aquelas
preparadas dentro do laboratorio, incluindo os Kkits
comerciais fechados, de composi¢do conhecida ou ndo.
Reagentes novos sdo avaliados durante a validagdo dos
métodos dos quais fazem parte. Se reagentes criticos ou
considerados importantes dentro de um método (ou seja, se
suas caracteristicas individuais podem influenciar o
resultado) sofrerem alteragdo, o método serd revalidado —
como, por exemplo, um novo kit de quantificacdo ou
reagente cuja composicdo ndo seja divulgada pelo
fabricante. Reagentes criticos passam ainda por verificagdo
de cada lote recebido antes de serem disponibilizados para
uso na rotina, enquanto os demais reagentes sdo avaliados
de forma indireta durante a rotina nas verifica¢cdes dos
métodos do qual participam (uso de controles positivos e

negativos nos ensaios). Reagentes que ndo sejam
considerados criticos e cujas caracteristicas individuais ndo
variem de forma a influenciar o resultado de um método
ndo sdo verificados antes do uso no laboratdrio — como
exemplo, diferentes fornecedores de uma solucdo de
composi¢ao conhecida.

6. CONCLUSOES

As formas de averiguagdo dos pardmetros
recomendados para cada estudo ndo se restringem aos
exemplos aqui citados, uma vez que existem opgdes
diversas para o mesmo fim. O documento elaborado para
uso na Divisdo de Genética Forense ndo pretende abordar
todas as técnicas aplicaveis as validagdes e as verificagoes,
cabendo sempre ao responsavel pela execugdo de um
estudo buscar a abordagem mais adequada. Além disso, foi
incluso no procedimento da DGF um anexo com conceitos
metrologicos, a fim de facilitar a compreensdo dos
parametros avaliados durante os estudos de validacdo e de
verificacdo (ndo reproduzido aqui, mas disponivel se
solicitado as autoras). O conteudo reproduzido neste artigo
almeja ser apenas um ponto de partida para os laboratérios
forenses que ainda ndo tém procedimentos de validagdo
estabelecidos em seus Sistemas de Gestdo da Qualidade,
bem como estimular o debate dos métodos que podem ser
utilizados para os estudos de validacado e verifica¢do dentro
da genética forense. Recentemente, vem sendo proposto
que os estudos de validagdo sejam colaborativos [26], visto
que sdo estudos trabalhosos que consomem tempo e
recursos. A colaboragdo entre laboratorios forenses
permitiria a redugdo de investimento redundante, a
disseminacdo de boas praticas e a oportunidade de
combinagdo de conhecimento, elevando a qualidade dos
estudos realizados. Assim, a publicacdo dos dados e
resultados dos estudos ¢ valiosa, permitindo o crescimento
conjunto dos laboratérios da RIBPG, especialmente
considerando o frequente uso de métodos e equipamentos
idénticos e a variagdo de disponibilidade de recursos ¢ a
experiéncia de cada unidade. Com um proposito
semelhante, a ASCLD (4dmerican Society of Crime
Laboratory Directors) criou recentemente um repositorio
online onde podem ser disponibilizadas validagdes
realizadas por laboratorios forenses e universidades,
buscando reduzir repetigdes desnecessarias de estudos e
beneficiar toda a comunidade forense [27]. A publicacdo
de estudos de validagdo também aumenta a transparéncia e
0 acesso a confiabilidade associada as analises forenses,
bem como aumenta a qualidade cientifica dos estudos,
permitindo a a¢do dos mecanismos de autocorregdo da
ciéncia [28]. A publicagdo do procedimento adotado pela
Divisdo de Genética Forense neste artigo, portanto, vai ao
encontro das caracteristicas inerentes do método cientifico,
buscando o aperfeicoamento e a andlise critica constantes
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aos procedimentos propostos, visando sempre garantira
obtengdo de resultados validos.
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