
Cirkulišuće mikroRNK kao novi 
dijagnostički alati- problemi i izazovi

Jelena Munjas 
Farmaceutski fakultet 

Katedra za medicinsku biohemijuDruštvo medicinskih biohemičara Srbije

Nacionalni simpozijum

17. Konferencija o kvalitetu- Akreditovane laboratorije



mikroRNK

• predstavljaju deo epigenetske
regulacije ekspresije gena

• U epigenetske mehanizme se ubrajaju: 
metilacija DNK, modifikacija histona, 
regulacija ekspresije od strane 
mikroRNK



Biogeneza microRNK

Munjas J, Sopić M, Stefanović A, Košir R, Ninić A, Joksić I, Antonić T, Spasojević-Kalimanovska V, Prosenc Zmrzljak U. 
Non-Coding RNAs in Preeclampsia-Molecular Mechanisms and Diagnostic Potential. Int J Mol Sci. 2021 Sep 
30;22(19):10652. doi: 10.3390/ijms221910652. PMID: 34638993; PMCID: PMC8508896.



mikroRNK

• u humanom genomu mikroRNK regulišu od 30-60% gena koji kodiraju 
proteine

• vezivanjem za 3’ nekodirajuće regione iRNK
dovode su supresije ekspresije gena: inhibicija translacije ili    

degradacije ciljne iRNK

• 1 microRNK može da reguliše ekspresiju više od jednog gena

• trenutni broj prema bazi https://www.mirbase.org/ je 1.917

• mikroRNK- molekule vodiči za post-traskripcionu regulaciju ekspresije 
gena

• mikroRNK učestvuju u regulaciji velikog broja bioloških procesa:
rast, metabolizam ćelije, diferencijacija, deoba,  smrt ćelije 

https://www.mirbase.org/


Cirkulišuće mikroRNK



Cirkulišuće mikroRNK

Sohel MH. Extracellular/circulating microRNAs: release mechanisms, functions and challenges. 
Achievements in the Life Sciences. 2016 Dec 1;10(2):175-86.



Cirkulišuće mikroRNK



Cirkulišuće mikroRNK

• RNK molekuli se 
razgrađuju u sekundama 
u ekstraćelijskom
prostoru (RNaze) 

• Ekstraćelisjke
mikroRNK su izuzetno 
stabilne!

• Nalaze se u vezikulama
ili u kompleksima sa 
proteinima

• Pokazano je da 
koncentracija različitih 
mikorRNK u krvi se 
menja u patološkim 
stanjima, i pretpostavlja 
se da mogu kao takve 
služiti kao biomarkeri!



Cirkulišuće mikroRNK

• Ali... vrlo malo preklapanja postoji između studija
• Koji su uzroci?
• Preanalitika

– izbor uzorka
– priprema uzorka, vreme od venepunkcije do obrade 

uzorka i zamrzavanja
– izolacija

• Analitika
– kvantifikacija

• Analiza podataka
– normalizacija



Cirkulišuće mikroRNK:
Izbor uzorka- serum ili plazma

Wang K, Yuan Y, Cho JH, McClarty S, Baxter D, Galas DJ. Comparing the MicroRNA spectrum between serum and plasma. PLoS One. 
2012;7(7):e41561. doi:10.1371/journal.pone.0041561

Ge Q, Shen Y, Tian F, Lu J, Bai Y, Lu Z. Profiling circulating microRNAs in maternal serum and plasma. Molecular Medicine 
Reports. 2015 Sep 1;12(3):3323-30.



Koagulacija- oslobađanje mikročestica

• aktivacija 
koagulacije
– oslobađanje 

mikročestica iz svih 
ćelija krvi



Pre analitički faktori: obrada uzorka

Zheng XH, Cui C, Zhou XX, Zeng YX, Jia WH. Centrifugation: an important pre-analytic procedure that
influences plasma microRNA quantification during blood processing. Chinese journal of cancer. 2013 
Dec;32(12):667.



Cirkulišuće mikroRNK
Preanaliički fakotri: obrada uzorka

Mitchell AJ, Gray WD, Hayek SS, et al. Platelets confound the measurement of extracellular 
miRNA in archived plasma. Sci Rep. 2016;6:32651. Published 2016 Sep 13. doi:10.1038/srep32651



Centrifuguranje

• Plazma osiromašena trombocitima

• I 1x890xg      II 1x1900xg

• I 1x890xg.      II 10.000xg-16.000xg



Metode za kvantifikaciju mikroRNK

• platforme zasnovane na specifičnoj amplifikaciji:
– qRT-PCR

– ddPCR • Real-time PCR
• Kvantifikacija mikroRNK
• Prevođenje mikroRNK u cDNK-

reverzna transkripcija

• korišćenje standardne krive
• procena efikasnosti reakcije
• prisustvo inhibitora

7500 Real-time PCR



digital droplet PCR



digital droplet PCR

• Apsolutna kvantifikacija!

• Nema pravljenja St krive i 
korišćenja standarda!

• Detekcija: opseg linearnosti od 1-
100.000 kopija!

• Ihnibitori nemaju uticaj kao kod 
Real-time PCR-a! 

• U kliničkim uzorcima- veća 
preciznost i dijagnostička korist!

• Posebno pogodno za uzorke sa 
niskim koncetracijama ciljnih 
sekvenci, kao što su serum i 
plazma!



Metode za kvantifikaciju mikroRNK

Microarray- specifična hibridizacija
• veliki broj ciljnih sekvenci u isto vreme, ali loša osetljiovst, 

preciznost i loša reproducibilnost
• problematično poređenje rezultata između različitih platformi

uzorak 1 uzorak 2

RNK

Obeležena 
cDNK

Mešanje
Hibridizacija

Detekcija

Analiza 
podataka



Metode za kvantifikaciju mikroRNK

Metode sekvencioniranja nove generacije:

• odlične, otkrivanje novih miRNK, izoformi miRNK, ali velika količina 
RNK neophodna, čak 1 μg!

• problematično za uzorke kao što su serum/plazma
• novi protokoli sa malom količinom materijala, 5 ng, ali zahtevaju 

validaciju za svaku vrstu uzorka
• priprema biblioteke



Analiza podataka

Normalizacija:

• koristi se da bi se izbegla greška 
nastala pri izolaciji uzroka, 
reakcijama reverzne transkripcije

• endogene kontrole: housekeeping
geni: problem za serum/plazmu

• egzogene kontrole: spike in, c. 
elegans 39-3p

• nema konsenzusa oko toga koje 
kontrole koristiti i koliko ih je 
dovoljno

https://www.youtube.com/watch?v=pSBG4c79Y_U



Terapija male inhibitorne RNK- small
inhibitory RNA, siRNA

• ONPATTRO® (patisiran), GIVLAARI® (givosiran), OXLUMO® 
(lumasiran), Alnylam® Pharmaceuticals

• LEQVIO® Inclisiran, Novartis ®, Alnylam® Pharmaceuticals



LEQVIO® Inclisiran

N-acetylgalactosamine
(GalNAc)-conjugated 
siRNAs
Vezuje se za iRNK 
PCSK9 i dovodi do 
degradacije iRNK
Smanjenje 
koncentracije LDL-
holesterola



Preanalitički i analitički izazovi u 
kvantifikaciji cirkulišućih dugačkih 

nekodirajućih RNK 

Prof. dr Miron Sopić 

Prof. dr Ana Ninić 

Doc. dr Jelena Munjas 
Katedra za medicinsku biohemiju, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu 



Kodirajuće vs nekodirajuće RNK 

CardioRNA COST action MoU 2017 



Poreklo i funkcije dugačkih nekodirajuće RNK 

POREKLO 

FUNKCIJE 

Munjas J, Sopić M, Stefanović A, Košir R, Ninić A, Joksić I, Antonić T, Spasojević-Kalimanovska V, Prosenc Zmrzljak U. Non-coding RNAs in preeclampsia—molecular 

mechanisms and diagnostic potential. International Journal of Molecular Sciences. 2021 Jan;22(19):10652. 



Dugačke nekodirajuće RNK kao biomarkeri 

Prisutne u telesnim 

tečnostima 

Otpornije na degradaciju 

Tkivno-specifičnije u odnosu 
na druge nkRNK 



Pre-analitički izazovi – izbor biološkog materijala 

X 

? 



Pre-analitički izazovi – hemoliza i lipemija 

? 

Pathania AS, Challagundla KB. Exosomal 

long non-coding RNAs: emerging players in 

the tumor microenvironment. Molecular 

Therapy-Nucleic Acids. 2021 Mar 

5;23:1371-83. 

? 



Pre-analitički izazovi – metoda izolacije 

Qiagen miRNaesy 

serum/plasma RNA kit 

Qiagen miRNaesy advanced 

serum/plasma RNA kit 
QIAamp ccfDNA/RNA Kit 

50 – 200 μL 200 – 600 μL 1000 – 4000 μL 



Analitički izazovi – endogena ili egzogena kontrola 

Target = 25.000 kopija 

Target = 50.000 kopija 

Target  

Referentni gen 1 

Referentni gen 2 

„Unutrašnja kontrola“ kompletnog preanalitičkog i analitičkog procesa 
 Referentni gen 



Analitički izazovi – endogena ili egzogena kontrola 

Šta sve treba kontrolisati? 

 Efikasnost izolacije (recovery) 

 Efikasnot reverzne transkripcije 

 Efikasnot qPCR 

Egzogena kontrola („spike in“) 

Egzogena kontrola („spike in“) 

Egzogena kontrola („spike in“) 

ENDOGENA KONTROLA 
EGZOGENA KONTROLA 



Analitički izazovi – endogena ili egzogena kontrola 

Kako pronaći stabilnu endogenu kontrolu? 

Pacijenti Kontrolna grupa 

Geni sa stabilnom 

ekspresijom 

Koju egzogenu kontrolu upotrebiti? 

qPCR 

validacija 

Na tržištu najveći broj reverznih transkriptaza je 

specifičan ili za miRNA ili za dugačke RNK transkripte! 



Analitički izazovi – dizajn prajmera 

Li W, Dai C, Kang S, Zhou XJ. Integrative analysis of many RNA-seq 

datasets to study alternative splicing. Methods. 2014 Jun 

1;67(3):313-24. 

Kako dizajnirati prajmere? 

 Targetovati jednu ili više izoformi? 

 Intra-genske dugačke nekodirajuće RNK? 

 



Analitički izazovi – osetljivost 

Pre-amplifikacija Kvantifikacija 

ddPCR 

Prednosti ddPCR: 

 Apsolutna kvantifikacija 

 Povećana osetljivost 
 Otpornost ka inhibitorima 

 



Standardi kvaliteta 

ISO 20395:2019(en) 

Biotechnology — Requirements for 

evaluating the performance of 

quantification methods for nucleic acid 

target sequences — qPCR and dPCR 



LABORATORIJSKI INFORMACIONI 
SISTEM – SAVREMENI TRENDOVI

XVII Konferencija NTK za 
akreditovane laboratorije 
Beograd, 10.06.2022.

SISTEM – SAVREMENI TRENDOVI

Dr Vera Lukić, spec.kliničke biohemije
Odeljenje za laboratorijska ispitivanja
ZZZR “Železnice Srbije”, Beograd



Standard ISO 15189:2014 

5.10.3 Menadžment informacionim sistemom:5.10.3 Menadžment informacionim sistemom:

• validacija LIS-a od strane isporučioca i verifikacija od 
strane korisnika kako bi se obezbedilo pravilno 
funkcionisanje veza između LIS-a i laboratorijskih 
analizatora i administrativnih sistema ustanoveanalizatora i administrativnih sistema ustanove

• dokumentovanje svih segmenata rada LIS-a

• zaštita od neovlašćenog pristupa, grešaka ili gubitka,

• adekvatno održavanje

• usklađenost sa nacionalnim i međunarodnim 
zahtevima o zaštiti podataka



AZUS akreditacija

Standard 7

LIS u funkciji efikasnog pružanja laboratorijske 
dijagnostike :dijagnostike :

• unos i obrada podataka 

• kontrola kvaliteta

• sistem izveštavanja (izveštaji o pacijentima i 
rezultatima po raznim kriterijumima, finansijski 
izveštaji, praćenje izvršenja i slično)



LABORATORIJSKI INFORMACIONI SISTEM 
(LIS)

• Softver koji prima, obrađuje i čuva informacije 
vezane za sve faze procesa laboratorijskog 
testiranja

• Interfejs sa laboratorijskim analizatorima, ali i • Interfejs sa laboratorijskim analizatorima, ali i 
drugim informacionim sistemima (npr. BIS)



LIS - PRIJEMNI ŠALTER

• Elektronski uput

• Elektronski protokol pacijenata

• Automatska štampa bar kod nalepnica, priznanica, 
fiskalnog računa

• Automatsko generisanje e-fakture prema RFZO-u

• Štampanje elektronskog protokola



KOMUNIKACIJA IZMEĐU LIS I 
ANALIZATORA

• Barkodiranje svih uzoraka

• Bez alikvotiranja – primarne epruvete

• Dvosmerna veza sa svim analizatorima - bez 
lokalnog zadavanja testova na analizatorima i bez lokalnog zadavanja testova na analizatorima i bez 
prekucavanja rezultata u LIS



OLAKŠAN UNOS REZULTATA 
MANUELNIH TESTOVA

Slika iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



EKRAN ZA VERIFIKACIJU
• Podaci o pacijentu i dijagnozi

• Trenutni nalaz sa označenim abnormalnim 
vrednostima

Slika iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



UVID U PRETHODNE REZULTATE

• Prethodni rezultati za svaki parametar

• Delta check pravila

Slike iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



HITNI SLUČAJEVI

• Inverzne barkod nalepnice

• Prioritet pri verifikaciji



KRITIČNE VREDNOSTI

Slika iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



VREME JAVLJANJA KRITIČNE VREDNOSTI

Slika iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



LIS - KONTROLA KVALITETA

Slika iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



LIS - IZVEŠTAJI

• O laboratorijskim parametrima

• Finansijski i administrativni



BEZBEDNOST I SLEDLJIVOST

• Lična lozinka

• Beleženje svih aktivnosti u sistemu po imenima 
korisnika

• Beleženje detalja komunikacije sa analizatorima

Back–up podataka• Back–up podataka

Slike iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



PREDNOSTI LIS-a

• Značajno brži prijem pacijenata

• Prevencija identifikacionih grešaka

• Prevencija grešaka pri ukucavanju zahteva na 
analizatore i prekucavanju rezultata sa analizatora

• Prevencija grešaka u fakturisanju• Prevencija grešaka u fakturisanju

• Trajno čuvanje rezultata u e-formi

• Ušteda vremena; bolja organizacija osoblja



NAPREDNE OPCIJE



VEZIVANJE HIL TESTA U LIS

• Definisano u LIS-u da se svaka epruveta za 
biohemijske analize takođe testira i na 
interferente 

• Osoblje ne zadaje HIL test, LIS ga sam zahteva od 
biohemijskog analizatorabiohemijskog analizatora

• Rezultati sa analizatora se šalju u LIS i dostupni su 
biohemičaru zajedno sa svim ostalim rezultatima 
za tog pacijenta



HIL – PRAVILA VERIFIKACIJE

Slika iz LIS-a ZZZR “Železnice Srbije”



INDIKATORI KVALITETA





LIS - AUTOVERIFIKACIJA

• automatska verifikacija od strane LIS-a 

• precizno dizajniran algoritam koji se sastoji od 
niza jasno definisanih pravila i kriterijuma 





AUTOVERIFIKACIJA - STANDARDI

Odeljak 5.9.2

• dizajn, implementacija, validacija i prilagođavanje
pravila i algoritama za autoverifikaciju



LIS - PBRTQC

• kontrola kvaliteta zasnovana na rezultatima 
pacijenata (PBRTQC)

• kompleksna softverska podrška



• mogućnost ekstrakcije podataka u realnom vremenu

• inkorporiranje kompleksnih algoritama za izračunavanje 
kontrolne vrednosti na osnovu rezultata pacijenata

• generisanje alarma koji u realnom vremenu signaliziraju 
operateru problem sa QC

• grafički prikaz vrednosti PBRTQC kontrole

• mehanizam za resetovanje alarma nakon korektivnih mera



• elektronsko povezivanje svih segmenata 
medicinske brige o pacijentu 



• elektronski zdravstveni karton pacijenta (electronic health 
record, EHR): sistematično prikupljanje elektronski čuvanih record, EHR): sistematično prikupljanje elektronski čuvanih 
zdravstvenih informacija u digitalnom formatu

• demografski podaci, lična anamneza, terapija i vakcinacija, 
rezultati laboratorijskih testiranja, radiološki snimci, klinički 
status, osiguranje... 

• razlika između EMR (electronic medical record) i EHR -
interoperabilnost između svih instanci koje pružaju 
medicinsku uslugu pacijentu



LIS i EHR

• Elektronski laboratorijski izveštaji: prenosivi u EHR, • Elektronski laboratorijski izveštaji: prenosivi u EHR, 
mašinski čitljivi, dobro strukturisani, interpretabilni

• LIS mora zadovoljiti zahteve semantičke 
interoperabilnosti (nedvosmisleni identifikatori za 
softversku interpretaciju rezultata)softversku interpretaciju rezultata)

• Izdvojen pojedinačni rezultat iz laboratorijskog nalaza 
mora sadržati sve informacije neophodne za 
interpretaciju (npr. merna nesigurnost)

• Interpretativni komentari (1. vezani za diff dg, 2. 
vezani za mernu nesigurnost, interferencije, kvalitet 
uzorka i sl, 3. upozorenja vezana za referentni opseg, 
kritične vrednosti)



LIS I SISTEMI PODRŠKE KLINIČKOM 
ODLUČIVANJU

• Clinical decision support systems – CDSS: 
kompjuterski programi koji analiziraju podatke iz EHR-
a kako bi za svakog pacijenta obezbedili upozorenja i 
podsetnike zdravstvenim radnicima u implementaciji 
kliničkih vodiča baziranih na dokazimakliničkih vodiča baziranih na dokazima







KLINIČKO-BIOHEMIJSKE LABORATORIJE – STANDARDI KVALITETA



KLINIČKO-BIOHEMIJSKE LABORATORIJE

PRIMENA DOBRE 
LABORATORJSKE 

PRAKSE

3 OSNOVNE FAZE 
RADA

SISTEM 
UPRAVLJANJA 
KVALITETOM



UNUTRAŠNJA KONTROLA (IQ) / SPOLJAŠNJA KONTROLA (EQA)

Unutrašnja kontrola kvaliteta (IQ)

Kontrola analitičkog kvaliteta

Spoljašnja kontrola kvaliteta (EQA)

Komercijalni kontrolni materijal (više 
različitih nivoa – normalne/patološke 

vrednosti parametara)

Važan „alat“ za procenu analitičkih 
performansi pojedinačnih laboratorija



- Procena ukupnog analitičkog kvaliteta

- Validacija metode/testa

- Dugoročno praćenje/poboljšanje performansi testa 

- Procena tačnosti/nesigurnosti (Bias, preciznost)

Šema EQA
02

PRIMARNA ULOGA EQA: 



KBC „Dr Dragiša Mišović-Dedinje“ –

od 2015. god. BIO-RAD EQAS Program Klinička Hemija

External Quality Assurance Services (EQAS)



PREDNOSTI EQAS PROGRAMA:

Slični uzorcima pacijenata 
na klinički relevantnim 

nivoima 

Sveobuhvatni izveštaji koji se lako 
tumače pomažu da se pojednostavi 
radni tok

Tehnička podrška iskusnih 
profesionalaca - sigurnost

Pomaže u povećanju pouzdanosti 
i učvršćuje posvećenost kvalitetu 

Sveobuhvatni katalog analita nudi širok 
spektar testova za kliničke laboratorije

Dve opcije elektronskog izveštavanja, 
EQAS Online i EQAS Mobile-dodatna 
pogodnost

Kontrolni uzorciIzveštaji

Podrška

Akreditacija

Različiti analitiElektronsko izveštavanje



EQAS Ispunjavaju zahteve za 
akreditaciju ISO 15189

Akreditovani programi prema 
standardu ISO/IEC 17043:2010

02

01

03
EQAS Klinička hemija – 12 
kontrolnih uzoraka/1-godišnji ciklus 



EQAS – PROCES/TOK RADA





Uzorak

KOJE SVE VRSTE IZVEŠTAJA PRUŽA EQAS?

Podgrupe

Specifikacija 
kvaliteta

Kraj ciklusa

Kratak pregled 
metoda



Pregled izveštaja EQAS-a analiziranog uzorka

- 5 delova



ZBIRNI IZVEŠTAJ REZULTATA ISPITIVANIH PARAMETARA ZA 
POJEDINAČNI UZORAK EQAS-a



IZVEŠTAJ O SVAKOM POJEDINAČNOM ANALITU



PRIKAZ SVIH REZULTATA ZA SVE ISPITIVANE ANALITE UNUTAR EQAS CIKLUSA  

Podaci - Izveštaj godišnjeg ciklusa EQAS-a za određeni aparat



PREGLED IZVEŠTAJA NA KRAJU CIKLUSA



SERTIFIKAT O USPEŠNO ZAVRŠENOM EQAS CIKLUSU



ZAKLJUČAK

Procena unapređenja kvaliteta

Procena performansi operatora u 
laboratorijama (laboratorijski 
tehničari/biohemičari)

EQAS:

Identifikacija izvora greške u 
svim fazama analitičkog procesa

Procena performansi testova
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Docent dr Neda Milinković, EuSpLM

Univerzitet u Beogradu-Farmaceutski fakultet

Metrološka sledljivost i merna nesigurnost 
u laboratorijskoj medicini



Ključne tačke predavanja

• Osnovni pojmovi vezani za metrološku sledljivost u laboratorijskoj 

medicini

• Odgovornost rutinske laboratorije u pogledu metrološke sledljivosti

• Osnovni pojmovi vezani za mernu nesigurnost u laboratorijskoj medicini

• Kako proceniti mernu nesigurnost rezultata merenja 

• Kakva je praktična primena procenjene merne nesigurnosti



Metrološka sledljivost

• Svojstvo rezultata merenja pri čemu se rezultat može 
povezati sa referencom kroz dokumentovani neprekinut 
lanac kalibracija, od kojih svaka doprinosi mernoj 
nesigurnosti [VIM3, 2.41].

• Svaka vrednost kalibratora ili rezultat testa mora da 
potiče od kalibrisane metode ispitivanja

• Svaki kalibrator mora imati vrednost koja je dodeljena 
kalibrisanim metodom ispitivanja

Internacionalni 
standard

Definitivni
metod

Referentni 
metod

Metod
proizvođača

Rutinski 
metod



Zašto je važna metrološka sledljivost? 

• Za uspostavljanje kvaliteta merenja

• Definisati adekvatno merenu veličinu (da li je ono što se meri 
homogena ili heterogena veličina)

• Prikazati pouzdane rezultate (tačne i precizne) 

• Poređenje rezultata u prostoru i vremenu (između različitih 
laboratorija, izmereno u različitim uslovima, korišćenjem istog 
referentnog materijala)

• Na osnovu pouzdanih rezultata omogućiti korisne kliničke informacije

• Standardizacija i harmonizacija



Metrološka sledljivost do čega?

• Klasifikacija analita

SI 

kg

m

sA

mol

SI
sledljive

SI
nesledljive

Analiti koji su SI sledljivi:
• Jasno definisano jedinjenje
• Rezultati ne zavise od metode
• Moguć je kompletan lanac sledljivosti

Analiti koji nisu SI sledljivi:
• Heterogena jedinjenja
• Proizvoljne ili konvencionalne jedinice
• Kompletan lanac sledljivosti nije praktičan



Šta je neophodno za metrološku sledljivost?

Referentni materijali (kalibratori) Referentne merne procedure

Primarni referentni materijal (čista supstanca) Primarna referentna merna procedura

Primarni kalibrator (SI sledljiv) Sekundarna referentna merna procedura

Sekundarni kalibrator Odabrana procedura proizvođača

Radni kalibrator Rutinska laboratorijska merna procedura

❑Referenca višeg reda



https://www.bipm.org/jctlm/



https://www.bipm.org/jctlm/



Kalibraciona hijerarhija/lanac sledljivosti

Rutinski 
uzorak

Master 
kalibrator 

proizvođača

Rezultat 
pacijenta

Materijal 
(kalibracija)

Procedura
(dodeljivanje 

vrednosti) Rutinska MP 
krajnjeg 
korisnika

Odabrana MP 
proizvođača

SI 
jedinice

Instituti za metrologiju/Referentna laboratorija IVD Metod proizvođača Rutinska laboratorija

Radni 
kalibrator

MP proizvođača 
validirana za 

analitičku 
specifičnost
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Primarni SRM
(NIST SRM 917, 

kristalna glukoza)

Primarna RMP
(gravimetrija, 

kalibrisani NIST 

maseni standard)

Primarni 
kalibrator

(glukoza u vodi, 
1, 3, 6, 11 mmol/L)

Procena 
čistoće

(Glukoza mmol/L)

Sekundarna RMP 
(Izotopska dilucija 

masena 
spektroskopija)

Sekundarni
SRM (NIST SRM 
965b glukoza u 

humanom 
serumu)



Proces uspostavljanja sledljivosti

Karakteristika 
merne 
veličine

Metod za 
poređenje

Validacija
Komutabilnost 

kalibratora

Sledljivost 
za svaku 
veličinu

Procena 
nesigurnosti
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Komutabilnost kalibratora

✓Odabrati materijal za procenu sledljivosti merne 

veličine

✓ Sakupiti uzorak (serum, plazma, urin...)

✓Odabrati dve merne procedure

(jedna može biti referentna procedura višeg reda 

reference)

✓Dobiti i analizirati rezultate dobijene s obe merne 

procedure

EFLM Syllabus Course Neda Milinković September, 2021

Merna procedura 1

M
e

rn
a 

p
ro

ce
d

u
ra

 2

Referentni materijal

Uzorak pacijenta

95%  granica predikcije



Ko je odgovoran za postizanje sledljivosti?

• Definisati granice 
kliničke odluke i 
analitičke zahteve

Internacionalno 
prepoznati 

eksperti
• Obezbediti referentni 

materijal i referentnu 
metodu višeg reda 
reference

Nacionalni 
Instituti za 

metrologiju

• Lista dostupnih 
materijala i 
metoda

Gobalna baza 
podataka 

referentnih 
materijala i metoda

• Definišu 
analitičke i 
kliničke ciljeve 
kvaliteta

Instituti za 
standardizaciju

Akreditaciona 
tela

EFLM Syllabus Course Neda Milinković September, 2021



Ko je odgovoran za postizanje sledljivosti?

• Napraviti metodu 
koja može biti 
sledljiva u 
referentnom 
sistemu

Proizvođač IVD 
metode

• Koristiti komutabilne 
materijale za praćenje 
karakteristika metode

EQA
proizvođač

• ?

Rutinska 
laboratorija

EFLM Syllabus Course Neda Milinković September, 2021



Odgovornost rutinske laboratorije

1. Odabrati metode bazirane na karakteristikama kvaliteta

2. Proveriti status sledljivosti metode koja se rutinski koristi

3. Kontinuirano pratiti podatke sledljivosti i njihova ažuriranja u 

laboratorijskoj medicini

4. Proveriti da li proizvođač EQA koristi komutabilan materijal

5. Kritički analizirati karakteristike EQA da bi se procenilo u kojoj meri 

sledljivost može da utiče na izmereni rezultat
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Merna nesigurnost 
(nesigurnost rezultata merenja)

❑ Ne-negativni parametar koji karakteriše rasipanje 
vrednosti koje mogu biti pripisane mernoj komponenti, 
bazirano na korišćenim informacijama [VIM3, 2.26]

• Note: Parametar može biti, na primer, standardna devijacija (ili 
njena višestruka vrednost), ili polovina širine intervala sa 
naznačenim nivoom intervala pouzdanosti (ISO 15195). 

❑ Odgovarajuća procena preciznosti i biasa

EFLM Syllabus Course Neda Milinković September, 2021



KONCEPT MERNE NESIGURNOSTI REZULTATA 

• Metrološki koncept (nauka o merenju i primeni)

• Za merenja u fizici, biologiji i hemiji ... Laboratorijskoj medicini

• Kvalitet krajnjeg proizvoda - laboratorijski rezultat 

• Krajnji cilj - smanjiti dijagnostičku nesigurnost

• Priprema pacijenta

• Uzorkovanje

• Biološka varijacija analita

Preanalitička • Merna 
procedura

Analitička

• Interpretacija 
rezultata

Postanalitička • Ishod 
pacijenta

Dijagnostička



• Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, GUM: 1993 (JCGM, ISO)

BIPM, IEC, IFCC, ILAC, ISO, IUPAC, IUPAP, OIML … (VIM)

➢ Standard i vodič za primenu u akreditacionom procesu zdravstvenih laboratorija u 

Australiji

Australasian Association of Clinical Biochemists, AACB

• daje generalni pregled koncepta merne nesigurnosti

•minimum metrološke terminologije

• praktični vodič koji pomaže laboratorijama da zadovolje zahteve prilikom akreditacije

RAZVOJ KONCEPTA MERNE NESIGURNOSTI KROZ DOKUMENTA



• Interval oko izmerene vrednosti Xi, u kome se, 

sa određenom verovatnoćom, nalazi prava

vrednost Xp

• Standardna merna nesigurnost: U(x) = 1 Sd

• Polovina intervala i nikad nije negativna

• Nije greška merenja, već kvantifikacija sumnje u 

rezultat merenja

TERMINOLOGIJA 

Vrednost 
analita, X

PRAVA VREDNOST IZMERENA VREDNOST

Xi - U

XiXp

Xi + U

Greška = Xi - Xp

Merna nesigurnost
Xi – U ...... Xi + U



MERNA NESIGURNOST U ANALITIČKOJ FAZI 

• Optimizacijom merne procedure dobijamo vrednost koja je bliska pravoj vrednosti

• Kvantifikovan kvalitet izmerene vrednosti 

Sistematska greška

Ukupna greška

Slučajna greška

Istinitost

Tačnost

Preciznost

Nesigurnost merenja

Nepreciznost

Bias

Tip greške 
Karakteristike 

izvođenja metode

Kvantitativni izraz karakteristike
izvođenja metode



• Nesigurnost koja je povezana sa vrednošću rezultata testa zbog 

slučajnih grešaka se normalno dešava u toku izvođenja postupka

• Uz propisno izvođenje test-metode 

• U slučaju medicinskog testiranja ovo rasipanje je označeno kao 

nepreciznost

• Strategije procene merne nesigurnosti:

1. Proceniti izvore nesigurnosti

2. Koristiti lako dostupne podatke

3. Proceniti slučajne i sistematske greške merenja

STRATEGIJE PROCENE MERNE NESIGURNOSTI (REZULTATA) MERENJA



Izvori nesigurnosti rezultata merenja
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- Veliki broj etapa pojedinačnih 

laboratorijskih procesa

- Različita zastupljenost i problem 

kvantifikacije svakog izvora 

- Preanalitički, analitički, postanalitički

- Kvantifikacija izvora analitičke faze

Karakteristike metode merenja



PROCENA MERNE NESIGURNOSTI DETEKCIJOM 
SLUČAJNE I SISTEMATSKE GREŠKE

U
če

st
al

o
st

VrednostPreciznost

Prava 
vrednost

Izmerena
vrednost

Bias

U
če

st
al

o
st

VrednostPreciznost

Prava 
vrednost

Izmerena
vrednost

Bias

U
če

st
al

o
st

VrednostPreciznost

Bias

Vrednost

U
če

st
al

o
st

Preciznost

Bias

Preciznost Tačnost
Slučajna 
greška

Sistematska 
greška

Merna 
nesigurnost

Niska Niska Značajna Značajna Izrazita

Visoka Niska
Nije 

značajna
Značajna Postoji

Niska Visoka Značajna
Nije 

značajna 
Postoji

Visoka Visoka
Nije 

značajna
Nije 

značajna
Niska

• Slučajna greška je nepredvidiva i javlja se bez pravilnosti

- uticaj se smanjuje ponavljanjem merenja

• Sistematska greška se može predvideti

- uticaj se ne eliminiše ponavljanjem merenja

- ako je poznata njihova veličina mogu da se koriste za korekciju



➢ Procena preciznosti

• Kontrolni uzorak ≠ uzorak pacijenta

• Podaci unutrašnje kontrole kvaliteta

• Svakodnevno u dužem vremenskom periodu

• koncentracije analita u čitavom mernom opsegu (normalne, abnormalne niske i visoke)

PROCENA MERNE 
NESIGURNOSTI NA OSNOVU 

DOSTUPNIH PODATAKA  

Gornja
kontrolna

granica

Donja 
kontrolna 

granica

V
re

d
n

o
st

 u
zo

rk
a

Vremenski period

Srednja
vrednost



• Odstupanje (bias)

- Nesigurnost kalibratora

• Dodatni korisni podaci od strane proizvođača              

(In Vitro Diagnostic, IVD): podaci o analizatoru, 

lot reagensa, kalibrator, kontrolni uzorak, metoda

BIAS =
ഥX − Xref

Xre𝑓

➢ Procena tačnosti

• Podaci spoljašnje kontrole kvaliteta

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI NA 
OSNOVU DOSTUPNIH PODATAKA  



1. Specifikacija merene veličine

• Definisati analit/merena veličina

• Definisati analitički princip (metoda)

• Navesti jedinice u kojima se iskazuju 

rezultati

2. Identifikacija izvora nesigurnosti

• Identifikovati svaki potencijalni izvor koji 

je u vezi sa mernom veličinom

• Identifikovati druge moguće izvore

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI: 
I DEO

Analit Glukoza

Merena veličina Koncentracija glukoze u serumu

Princip testa
Spektrofotometrija 
(enzimski UV test sa heksokinazom i 
glukoza-6-fosfat dehidrogenazom)

Karakteristike opreme
Olympus AU480 biohemijski analizator
(Beckman Coulter, USA)

Jedinice mmol/L

Referentni interval
Odrasli: 4,1-5,9
Deca: 3,3-5,6

Ograničenja testa

Askorbinska kiselina: ˂3% do 200 mg/L
Bilirubin: manje od 10% do 648 µmol/L
Hemoglobin: manje od 3% do 5 g/L
Intralipidi: manje od 10% do 700mg/dL

Klinički značajne 
interferencije

Godine starosti, pol, tip uzorka, ishrana, 
geografska lokacija, Procena rezultata 
zajedno sa medicinskom istorijom i 
drugim kliničkim ispitivanjima pacijenta

Sledljivost kalibratora
Podaci od proizvođača 

NIST SRM 965 HK G6P-DH, 
gravimetrijski

5,5 ± 0,08
24,2 ± 0,37



3. Kvantifikacija izvora nesigurnosti

• Svaki izvor (komponenta) nesigurnosti se kvantifikuje 

(meri ili procenjuje) i izražava kao standardna nesigurnost u(x) - 1Sd

• Većina informacija se može dobiti iz podataka o verifikacije/validaciji metode,

kontrole kvaliteta ili drugih ispitivanja vezano za karakteristike izvođenja metode

Biološka varijacija

Preanalitička varijacija

Analitička varijacija

Postanalitička varijacija

Dijagnostička nesigurnost

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI: 
II DEO



4. Izračunavanje merne nesigurnosti

• u(x) se izračunava iz parametara najčešće normalne raspodele (Sd) za svaki 

izvor nesigurnosti

• Kombinovana nesigurnost, uc(x)

• Proširena merna nesigurnost, U(x)

dobija se množenjem kombinovane nesigurnosti sa faktorom k 

k = 2 verovatnoća 95% (odgovara ± 1,96 Sd) U(x) = uc(x) · 2

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI: 
II DEO



Glukoza
mmol/L

1. dan 2. dan 3. dan 4. dan 5. dan

4,7 4,6 4,3 4,7 4,6

4,6 4,4 4,5 4,4 4,3

4,5 4,6 4,6 4,6 4,5

ഥ𝐗 4,6 4,5 4,5 4,6 4,5

ഥ𝐗p 4,5

Sd 0,10 0,12 0,15 0,15 0,15

Sdp 0,13

Kv 2,2 2,5 3,4 3,3 3,4

Kvp 2,8

PRIMER:
MERNA NESIGURNOST ZA GLUKOZU

1. Ponovljivost

2. Reproducibilnost 

3. Ukupna laboratorijska nepreciznost – merna nesigurnost uc(x)

Kvp = 2,8%ഥXp = 4,5 Sdp = 0,13

Kvr = 1,5%Sdr = 
Σ(ഥX𝑛 −ഥX)2

𝑛 −1
= 0,07

Kvu [uc(x)] = 
ഥXp

Sd
u

· 100 = 2,8% U(x) = 2 · uc(x) U(x) = 5,6%Sdu = 
𝑛−1

𝑛
(Sdp

2+Sdr
2) = 0,13



Biološka varijacija
Literaturni 

podaci

KVi (95% CI) Kvg (95% CI)

565,0 8,1

(2,7-10,8) (4,1-12,0)

Analitička specifikacija

I(%) B(%) TE(%)

Minimalna 3,8 3,6 9,8

Poželjna 2,5 2,4 6,5

Optimalna 1,3 1,2 3,3
Kvi - Intra-individualna varijacija
Kvg - Inter-individualna varijacija I (%) - Nepreciznost metode

B (%) - Netačnost metode
TE (%) - Ukupna analitička greška

https://biologicalvariation.eu/PRIMER: ANALITIČKI CILJEVI ZA GLUKOZU

Interval pouzdanosti RCV (%)

90 13,6

95 16,2

99 21,3

Za Kva od 3,0% za glukozu:

RCV = 21/2 · Z · [Kva
2 + Kvi

2]1/2

• Vrednost referentne promene  (Reference change value, RCV)

✓ procena klinički značajne promene za serijske rezultate osobe



Podaci poželjne specifikacije za 
nepreciznost, bias i ukupnu grešku
određivanja (izvedeni iz Kvi i Kvg)

I (%) - 2,5
B (%) - 2,4
TE (%) - 6,5

Analitička nepreciznost 
(podaci iz unutrašnje kontrole kvaliteta) 
za period: 01/09/2020 – 01/03/2021

ഥ𝐗 Sd           Kv (%)     
Nivo 1          4,3        0,13 3,0
Nivo 2         11,6       0,28 2,4

Analitičko odstupanje (bias)
Prosečno: 0,1 mmol/L
RIQAS-klinička hemija, ciklus 64

Klinička primena (fit for purpose)
Prihvatljivo za gornju granicu referentnog 
intervala (< 75% Kvi) (3,75%)
Prihvatljivo za patološke vrednosti (< Kvi) (5%)

Podatak MN rezultata merenja 
za informaciju korisniku

± 0,1 mmol/L za vrednosti ispod gornje granice 
referentnog intervala 
± 0,3 mmol/L za patološke vrednosti

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI: II DEO



PRAKTIČNA PRIMENA U KLINIČKOJ PRAKSI

Svrha testa Primer
Komponente koje treba uzeti 

u obzir pri proračunu MN

Poređenje sa referentnim 
intervalom

Hormoni Nepreciznost

Poređenje sa klinički značajnom 
vrednosti (cut off)

Glukoza, Na, K, Cl
Nepreciznost, bias, 
nepreciznost biasa

Praćenje rezultata u vremenu 
(poređenje sa predhodnim 

rezultatom)

Tumorski markeri, 
imunosupresivni 
lekovi, troponin

Nepreciznost,
RCV



ZAKLJUČAK

Sprovoditi kontrolu kvaliteta laboratorijskog procesa

Identifikovati i korigovati izvore nesigurnosti rezultata merenja

Proceniti nesigurnost rezultata merenja (konstantan dinamički proces)

Obezbediti pouzdan laboratorijski rezultat

Obezbediti podatak nesigurnosti rezultata merenja krajnjem korisniku 


