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mikroRNK
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Biogeneza microRNK
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mikroRNK

* U humanom genomu mikroRNK regulisu od 30-60% gena koji kodiraju
proteine

 vezivanjem za 3' nekodirajuce regione iRNK

dovode su supresije ekspresije gena: inhibicija translacije ili
degradacije ciljne iRNK

1 microRNK moze da regulise ekspresiju vise od jednog gena

« frenutni broj prema bazi https://www.mirbase.org/ je 1.917

* mikroRNK- molekule vodi¢i za post-traskripcionu regulaciju ekspresije
gena

« mikroRNK ucestvuju u requlaciji velikog broja bioloskih procesa:
rast, metabolizam Celije, diferencijacija, deoba, smrt Celije


https://www.mirbase.org/

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

RSN




Cirkulisu¢e mikroRNK

APOPIoLIC
cell

Apoptotic bodies Microvesicles Exosomes
1~5um 100 nm ~1 um 30 ~ 150 nm Lipid bilayer



Cirkulisu¢e mikroRNK

RNK mOIe.kUI' se . Cerebrospinal fluid
razgraduju u sekundama § e \ CTCs
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Pokazano je da
koncentracija razli¢itih
mikorRNK u krvi se
menja u patoloskim
stanjima, i pretpostavlja
se da mogu kao takve
sluziti kao biomarker:i!

~* Response
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Cirkulisu¢e mikroRNK

Ali... vrlo malo preklapanja postoji izmedu studija
Koji su uzroci?

Preanalitika
— izbor uzorka

— priprema uzorka, vreme od venepunkcije do obrade
uzorka i zamrzavanja

— izolacija
Analitika

— kvantifikacija
Analiza podataka
— normalizacija



Cirkulisuce mikroRNK:
Izbor uzorka- serum ili plazma
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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.

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



Koagulacija- oslobadanje mikrocestica

Sohikite = activators ol second messenger

- collagen ~ calcium ionophore
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Pre analiti¢ ki faktori: obrada uzorka

A B

Signal detection rate (%)

First centrifugation (820 xg)
Second centrifugation (16,000 xg)
Precipitation J

Agilent human miRNA V16.0
Total miRNA=1,347

45.7%
38.2%

Sample 1 Sample 2

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.



Cirkulisu¢e mikroRNK

Preanaliicki fakotri: obrada uzorka
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Mitchell AT, 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 osiromasena trombocitima
« T1x890xg IT 1x1900xg

« T1x890xg. IT 10.000xg-16.000xg

Platelet miRNA content
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Leukocyte Platelet activation Residual platelets
contamination during coagulation Platelet activation during preparation
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Metode za kvantifikaciju mikroRNK

* platforme zasnovane na specifi¢noj amplifikaciji:

— qRT-PCR
— ddPCR

7500 Real-time PCR

Real-time PCR
Kvantifikacija mikroRNK

Prevodenje mikroRNK u cDNK-
reverzna transkripcija

koriséenje standardne krive
procena efikasnosti reakcije
prisustvo inhibitora




digital droplet PCR

CONVENTIONAL PCR DIGITAL PCR

Sample 1 Sample 2 Sample 3 Sample 4

Medium
concentration concentration concentration
pe 0 positive p= 6 g 34 p= 70
143 total 143 143 143
Poisson corrected Poisson corrected Poisson corrected

6.2/143 38/143 96/143



Ch1 Amplitude

1000

digital droplet PCR

Ch1Pos:10977 Neg:-39468

EO2

10000

T T

20000 30000
Event Number

Apsolutna kvantifikacija!

Nema pravljenja St krive i
koriscenja standardal

Detekcija: opseg linearnosti od 1-
100.000 kopijal

Thnibitori nema;\u uticaj kao kod
Real-time PCR-al

U Kklinickim uzorcima- vea
preciznost i dijagnosti¢ka korist!

Posebno pogodno za uzorke sa
niskim koncetracijama ciljnih
sekvenci, kao $to su serum i
plazmal



Metode za kvantifikaciju mikroRNK

Microarray- specificna hibridizacija

» veliki broj ciljnih sekvenci u isto vreme, ali losa osetljiovst,
preciznost i losa reproducibilnost

« problemati¢no poredenje rezultata izmedu razlic¢itih platformi
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Metode za kvantifikaciju mikroRNK

Metode sekvencioniranja nove generacije:

« odli¢ne, otkrivanje novih miRNK, izoformi miRNK, ali velika koli¢ina
RNK neophodna, ¢ak 1 pg!

 problemati¢no za uzorke kao $to su serum/plazma

* novi protokoli sa malom koli¢inom materijala, 5 ng, ali zahtevaju
validaciju za svaku vrstu uzorka

 priprema biblioteke

RNA Sequencing (RNA-Seq)

4 rRNA Depletion
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Analiza podataka

Normalizacija:

« koristi se da bi se izbegla greska
nastala pri izolaciji uzroka,

reakcijama reverzne transkripcije DIFFICULT “aPIKE IV*

EXDGENOUS
SAmALES CoptroLs T

« 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

FDA APPROVES
FIRST RNA-BASED
THERAPEUTIC

Patisiran is the first
clinical treatment for
polyneuropathy of
hereditary
transthyretin-mediated
amyloidosisin adult
patients.




LEQVIO® Inclisiran

SIRNA
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Preanaliticki i analiticki izazovi u
kvantifikaciji cirkulisucih dugackih
nekodirajucih RNK

Prof. dr Miron Sopic
Prof. dr Ana Ninic
Doc. dr Jelena Munjas

Katedra za medicinsku biohemiju, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu




Kodirajuce vs nekodirajuce RNK
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Poreklo i funkcije dugackih nekodirajuce RNK
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Munjas J, Sopi¢ M, Stefanovic¢ A, KoSir R, Ninic¢ A, Joksic I, Antonic T, Spasojevi¢-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.



Dugacke nekodirajuce RNK kao biomarkeri

Prisutne u telesnim
tecnostima

Otpornije na degradaciju

Tkivno-specificnije u odnosu
na druge nkRNK



Pre-analiticki izazovi — izbor bioloskog materijala

Cell Snheak Peek

APREVIEW OF PAPERS UNDER REVIEW

Large-Scale Profiling of IncRNAs in Human Non-
Nucleated Cells: Tmplications in Cell Function and
Disease

i, bioRyiv

THE PREPRINT SERVER FOR BIOLOGY

New Results

Performance of RNA purification kits and blood collection tubes in the transcriptomes) using 189 synthetic spike-in RNAs as processing controls. When
Extracellular RNA Quality Control (exRNAQC) study comparing blood tubes, so-called blood preservation tubes do not stabilize RNA very
exRNAQC Consortium,  Jasper Anckaert, © Francisco Avila Cobos, @ Anneleen Decock, @ Jill Deleu, well, as is reflected by increasing RNA concentration and number of detected genes

@ Olivier DeWever, ® Jilke DeWilde, @ Bert. Dhendt, ® Thibaut D’huyvetter,@ Celine Everaert,

Carolina Fierro,  Hetty Hilde Helsmoortel, © An Hendrix, © Eva Hulstaert, Scott Kuersten, over time, and by compromised reproducibility. We also document large differences in

@ Pieter Hestdagh,@ Annelien Morlion, Nele Nijs, Justine Nuytens, Annouck Philippron, Thomas Piofczyk,
@ Kathleen Schoofs, ® Gary P. Schroth, Eveline Vanden E}'ﬂde.D JoVandesompele, @ TomVan Maerken,
@ Ruben Van Paemel, & Kimberly Verniers, Nurten Yigit

doi: http://sci-hub.tw/10.1101/2021.05.11.4426 10
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Pre-analiticki izazovi — hemoliza i lipemija
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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.



Qiagen miRNaesy

serum/plasma RNA kit
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50 — 200 pL

Qiagen miRNaesy advanced
serum/plasma RNA kit

Serum/plasma

Add Buffer RPL

—af

Add Buffer RPP

Transfer supernatant

¢ Protein precipitation

l Add isopropanol

= Bind total RNA
including small RNAs

200 - 600 pL

Pre-analiticki izazovi — metoda izolacije

QlAamp ccfDNA/RNA Kit

1-4 ml Serum/plasma

| —
Add Buffer RPL =
=
—|
l Elute
i
E | s
Protein =
precipitation ? E
Transfer |
supernatant E ‘?
Add isopropanol l = Wash

Bind nucleic acids
to Midi column
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Cellfree
DNA/RNA

Wash

@i <) &g

1000 - 4000 pL



Analiticki izazovi — endogena ili egzogena kontrola
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Analiticki izazovi — endogena ili egzogena kontrola

NN/ mMRNA == ==
TRIzol IN ‘ RT Mix = L J *7
T < 4

I— d —-— ha

AN
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N J

ENDOGENA KONTROLA
EGZOGENA KONTROLA

Sta sve treba kontrolisati?

y Egzogena kontrola (,spike in®)

v’ Efikasnost izolacije (recovery) <

v’ Efikasnot reverzne transkripcije < | Egzogena kontrola (, spike in”)

v’ Efikasnot gPCR < | Egzogena kontrola (,,spike in“)

Contents of the RNA Spike-In Kit

Reagent

UniSp2, UniSp4, UniSp5 RNA Spike-in template mix: Synthetic UniSp2 RNA (22 nt)

Synthetic UniSp4 RNA (22 nt)

Synthetic UniSp5 RNA (22 nt)

MS2 total RNA

celmiR-39-3p RNA Spike-in template: Synthetic celmiR-39-3p RNA

MS2 total RNA




Analiticki izazovi — endogena ili egzogena kontrola

Kako pronadi stabilnu endogenu kontrolu?

& &

Pacijenti Kontrolna grupa
99 co0ceee Koju eqgzogenu kontrolu upotrebiti?

g @
Coen 000 &
0700 0000 00
0000000’ 5005

00000000 000 -
000 0000000 »
cel-miR-39-3p
cDNA =
"_{

ﬂ

§
§

0

-~

BRB Library v

llumina Na trzistu najveci broj reverznih transkriptaza je
Sequencing

specifican ili za miRNA ili za dugacke RNK transkripte!

Whole Genome Expression Data

Geni sa stabilnom
ekspresijom

gPCR
validacija




Analiticki izazovi — dizajn prajmera

Five basic mechanisms of alternative splicing
Grey rectangles denote introns, other color denote exons

5 é——k 3" Exon skipping _— ==
5’%3’ Mutual exclusion e

of exons T

AN O R
S IS S 3 AltematveS’  p—

donor site

AN A ——

acceptor site

57 A-_h 3 Intron retention NN

57 820 genes in total 196 520 transcripts in total
Coding genes Coding transcripts E‘ §
s &
=)
tha genes Others Inc transcripts g §
e
d NMD transcripts %
snc genes Pseudogenes Others b T 1T

1 7 14 22 30 38 46 55 63 78
Number of transcripts per gene

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?

v’ Targetovati jednu ili vise izoformi?

v’ Intra-genske dugacke nekodirajuc¢e RNK?

m@mw

Bidirectional IncRNAs

RNAPI =l
RNAPIII ¢

, Natural antisense

transcripts
Enhancer IncRNAs B el (e
I
RNAP 1]
RNAEI RNAPI

) 2 antlsense
{ slrand
,
\ = ' sense
\ Intergenic region ) y s‘(rand
‘ RNAP Il
JQ“EJIRK Promoter-associated Exonic IncRNAs

IncRNAs

Long intergenic ncRNAs

A CDKN2A/B locus

P14ARF ANRIL IncRNA (CDKN2B-AS1)
10
— <«
PI6INK4A p15INK4B (COKN28)
(COKN2A) b===== === === 4

B ANRIL IncRNA gene

1 23 456 78 91213 14 1719 2021
15-16

C Linear isoforms
NR_047537 F—HH——"—"—"—"7"HF
NR_047536 f—-H—— - I—
NR 047532 —H—HH—HHH—HE
NR_047535 4¥—-H4+—F+HH—§
NR_047534 p——H— HH—-B-
NR_003529 f—H—HH-HHH—H-H—HI-
NR_047543 -I—-I-I—I—I-I-I-—I—I-
NR_047538 } '
NR_047533 : I

NR_047539 -I—I-I—II-I—I-I—|-I-H—I—
NR 047540 40— HH—HH———
NR_047541 -I—I-I—I—I—I—
NR_047542 = It

NR_120536 I

D Common circular isoforms
67-5:6 H—
6-7-4-5-6
6-7-15-16-5-6*
6-7-10-5-6
6-5-6
6-4-5-6
6-16-5-6"*
16-4-5-6-7-16**
6-7-15-5-6
6-7-9-10-5-6

[l exon reported in linear isoforms.

[l exon reported in linear and circular isoforms




Analiticki izazovi — osetljivost

Prednosti ddPCR:

v' Apsolutna kvantifikacija
v' Povecana osetljivost

v' Otpornost ka inhibitorima




Standardi kvaliteta

MIQE & qPCR:¥%;, -
) '9

How to apply the MIQE

Guidelinesg- a visual, @&

interactive and practicalg
gPCR guide! @

ISO 20395:2019(en)

Biotechnology ¥ —  Requirements for
evaluating the performance of
guantification methods for nucleic acid
target sequences — qPCR and dPCR




XVII Konferencija NTK za
akreditovane laboratorije
Beograd, 10.06.2022.

LABORATORUISKI INFORMACIONI
SISTEM — SAVREMENI TRENDOVI

Dr Vera Luki¢, spec.klinicke biohemije
Odeljenje za laboratorijska ispitivanja
ZZZR “Zeleznice Srbije”, Beograd




™ | Standard ISO 15189:2014

ISO 15189
ACCREDITATION

5.10.3 Menadzment informacionim sistemom:

* validacija LIS-a od strane isporucioca i verifikacija od
strane korisnika kako bi se obezbedilo pravilno
funkcionisanje veza izmedu LIS-a i laboratorijskih
analizatora i administrativnih sistema ustanove

 dokumentovanje svih segmenata rada LIS-a
 zastita od neovlascenog pristupa, gresaka ili gubitka,
e adekvatno odrzavanje

e uskladenost sa nacionalnim i medunarodnim
zahtevima o zastiti podataka




\L@ AZUS akreditacija

Standard 7

LIS u funkciji efikasnog pruzanja laboratorijske
dijagnostike :

* unos i obrada podataka
e kontrola kvaliteta

e sistem izvestavanja (izvestaji o pacijentima i
rezultatima po raznim kriterijumima, finansijski
izvestaji, pracenje izvrsenja i slicno)




- .A‘ YD A "‘ Q1LICI/1 1] N i "‘ D | L'A AL "‘ N ] CIC T L L'A .

» Softver koji prima, obraduje i Cuva informacije

vezane za sve faze procesa laboratorijskog
testiranja

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




Elektronski uput
Elektronski protokol pacijenata

Automatska Sstampa bar kod nalepnica, priznanica,
fiskalnog racuna

Automatsko generisanje e-fakture prema RFZO-u
Stampanje eIetronskog protokola




e Barkodiranje svih uzoraka
* Bez alikvotiranja — primarne epruvete

 Dvosmerna veza sa svim analizatorima - bez
lokalnog zadavanja testova na analizatorima i bez
prekucavanja rezultata u LIS
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* Podaci o pacijentu i dijagnozi

* Trenutni nalaz sa oznacenim abnormalnim
vrednostima
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* Prethodni rezultati za svaki parametar

* Delta check pravila
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* |[nverzne barkod nalepnice

* Prioritet pri verifikaciji
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NECPHODNGD je da se pacijent ODMAH javi ordinirajudem lekaru zbog vrednosti INR-a!
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Istorija promena

Korisnk ~ Vreme iz
| 129.03.20 09:25:46 | verifikaciia Y | | 7250 | 7.250] | | | 0,800 1,200 0800 1,200
Ia @+ & |- I | - e | | - | | | | A maas a mae | A AaAs | i mAR

Obavestenje primio : Critical:
lrM N amb.L | Obavestio:

Slika iz LIS-a ZZZR “Zeleznice Srbije”

INR=7.25

Dr Vera Luki¢, spe ' Vreme obavestavanja: 29.03.20
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* O laboratorijskim parametrima
* Finansijski i administrativni




Licha lozinka

Belezenje svih aktivnosti u sistemu po imenima

korisnika

Belezenje detalja komunikacije sa analizatorima

Back—up podataka

| Racunar{ PRUEMDESNO

Slike iz LIS-a ZZZR “Zeleznice Srbije”

| Numericka vrednost
Korisnk ~ Vreme Akcija Zn Sa Zn Na
MR 02.10.2017 11:30:45 [kompletna &tamp| | 1,170( | 1,170
™ (02.10.2017 11:18:02 |Verifikacjia | | 1,170 [ 1,170
Analizator  [02.10.2017 10:23:43 |Azuriranje | | 1,170 Detalji razmene podataka sa analizatorom
R 02.10.2017 06:20:08 | Generisanje | | ] BarCode:| 0172750004

Dilucija:

Analizator:| 0001

- | Architect

Metod:| SPFT - | Spektrofotometrijski

Sent: -

02.10.2017 09:539:10

Received : -

02.10.2017 10:25:18
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Znacajno brzi prijem pacijenata
Prevencija identifikacionih gresaka

Prevencija gresaka pri ukucavanju zahteva na
analizatore i prekucavanju rezultata sa analizatora

Prevencija gresaka u fakturisanju
Trajno Cuvanje rezultata u e-formi
Usteda vremena; bolja organizacija osoblja
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* Definisano u LIS-u da se svaka epruveta za
biohemijske analize takode testira i na
interferente

* (Osoblje ne zadaje HIL test, LIS ga sam zahteva od
biohemijskog analizatora

e Rezultati sa analizatora se salju u LIS i dostupni su
biohemicaru zajedno sa svim ostalim rezultatima
za tog pacijenta Rt




| a1 god | 24.05.201612:28 | 6 [0 T

TU Naziv In Mumeritka Tekstualna HQELFlag Donja  Gornja JM PmVr Analiz Bp N Sifra Grupa G I K §
S |LDH 296,000 | | 125000 220,000(U/L | \Archit | I_I-:melmu Ef ﬁ
S |Hemoliza 1,450 -— [

Pravila w:nﬁnaa]e

Hemoliza interferira sa LDH!
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International Federation

;:f {’_Qﬁgi,f:,‘;ﬂ}"gﬂ.’.}cm Leading the fields of Clinical Chemistry and laboratory Medicine worldwide

Congresses and | Publications and ' Quality Indicators \ LBaIn
Conferences Comunications | Project | o8

Presentation Contacts

IFCC - Education and Management Division

Quality Indicators in Laboratory Medicine

Izvestaj indikatora kvaliteta

%Requests % Samples %Results Occurences Requests  Samples  Resulsts

) [ 06049 | 2| Can|

i

Indicator; 21 -{Percentage of "Number of samples with free Hb>0,5 g/LJ Total number of samples (clinical chemistry)”

F1-OK, Esc-KRAJ
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* automatska verifikacija od strane LIS-a

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

Normal ranges ==

= e

QC Westgard =——
Delta checks seu—

Instrument flags -—




Clinical Biochemistry 73 (2019) 11-25

Contents lists available at ScienceDirect

Clinical Biochemistry

journal homepage: www.elsevier.com/locate/clinbiochem

Review

Autoverification of test results in the core clinical laboratory )

Check for
| updales

Edward W. Randell®*, Sedef Yenice”, Aye Aye Khine Wamono®, Matthias Orth®

Table 2
Data considerations for laboratory test verification.
Focus Detail
Test result ® Change in result (Delta)

® Reference range

® Critical values

® Compatibility with life

® Degree of unusualness
Assay and instrument ® Instrument status

® Environment status

® QC/Calibration status

® Moving averages
Specimen ® Type or source

® Collection date and time

® Anticoagulant used

® Centrifugation status

® HilL/interference vulnerabilities
Patient ® Age and sex

® [npatient/outpatient status

® Medication history

® Clinical care/treatment unit

® Diagnosis

® Other samples collected




Odeljak 5.9.2

AUTO15

Autoverification of Medical Laboratory Results
for Specific Disciplines

1SO15189

e dizajn, implementacija, validacija i prilagodavanje
pravila i algoritama za autoverifikaciju




LIS - PBRTQC

 kontrola kvaliteta zasnovana na rezultatima
pacijenata (PBRTQC)

* kompleksna softverska podrska

AT
&
Intemafional Federofion
of Elimcal Chematy
and Laoboratory Medicine

Communications and Publications Division (CPD) of the IFCC
i Editor: Katherina Psarra, MSec, PhD
Department of Immunclogy - Histocompatibility
Evangelismos Hospital, Athens, Greece

E-mail: enews@ifcc.org

International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine

Introducing the WG on Patient Based Real Time Quality Control

by Tony Badrick

WG Chair




Clinica Chimica Acta 495 (2019) 625-629

Contents lists available at ScienceDirect

Clinica Chimica Acta

journal homepage: www.elsevier.com/locate/cca

Review
Recommendations for laboratory informatics specifications needed for the )
application of patient-based real time quality control =

Tze Ping Loh®, Mark A. Cervinski™", Alex Katayev®, Andreas Bietenbeck”, Huub van Rossum®’,
Tony Badrick®", on behalf of the International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory

Medicine Committee on Analytical Quality

mogucnost ekstrakcije podataka u realnom vremenu

inkorporiranje kompleksnih algoritama za izraCunavanje
kontrolne vrednosti na osnovu rezultata pacijenata

generisanje alarma koji u realnom vremenu signaliziraju
operateru problem sa QC

graficki prikaz vrednosti PBRTQC kontrole
mehanizam za resetovanje alarma nakon korektivnih mera




0

(gﬁ diagnostics @fy

Opinion

Preparing Laboratories for Interconnected Health Care

Andreas Bietenbeck 1'* and Thomas Streichert 2"

e elektronsko povezivanje svih segmenata
medicinske brige o pacijentu




elektronski zdravstveni karton pacijenta (electronic health
record, EHR): sistematicno prikupljanje elektronski cuvanih
zdravstvenih informacija u digitalnom formatu

demografski podaci, licna anamneza, terapija i vakcinacija,
rezultati laboratorijskih testiranja, radioloski snimci, klinicki
status, osiguranje...

razlika izmedu EMR (electronic medical record) i EHR -
interoperabilnost izmedu svih instanci koje pruzaju
medicinsku uslugu pacijentu




Elektronski laboratorijski izvestaji: prenosivi u EHR,
masinski Citljivi, dobro strukturisani, interpretabilni

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

lzdvojen pojedinacni rezultat iz laboratorijskog nalaza
mora sadrzati 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,
kriticne vrednosti)




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
klinickih vodi€a baziranih na dokazima

e —
- -

R

; EMR DATABASE

“— I
. I

Simulate
/ Decisions







17. KONFERENCIJA NTK- AKREDITOVANE LABORATORIJE

ISKUSTVO SPROVODJENJA SPOLJASNJE KONTROLE
KVALITETA — EQAS U AKREDITOVANOJ LABORATORIJI
KBC “Dr DRAGISA MISOVIC-DEDINJE"

Dr sci. med. Iva Perovic Blagojevic
subspec. Lab. endokrinologije



KLINICKO-BIOHEMIJSKE LABORATORIJE — STANDARDI KVALITETA

Elementi analitickog kvaliteta

Unapreaenje
analitickog kvaliteta

N

Stvaranje analitickog Kontrola analitickog

kvaliteta kvaliteta




KLINICKO-BIOHEMIJSKE LABORATORIJE

& =

* Tagnifvalidni rezultati

&




UNUTRASNJA KONTROLA (10) / SPOLJASNJA KONTROLA (EQA)

UnutraSnja kontrola kvaliteta (1Q)

Kontrola analitickog kvaliteta

spoljasnja kontrola kvaliteta (EQA)

as.



PRIMARNA ULOGA EQA:

Procena ukupnog analitickog kvaliteta
Validacija metode/testa
Dugorocno pracenje/poboljSanje performansi testa

Procena tacnosti/nesigurnosti (Bias, preciznost)

ASSESS
PERFORMANCE

[:] A
i A 1/ VALIDATION, PREPARATION AND

DISTRIBUTION OF SAMPLESAND

INDIVIDUAL 3 | MOCK INFO
FEEDBACK . 1

4/ ASSESSMENT BY A
TEAM OF EXPERTS

2/ SAMPLE ANALYSIS

6/ DISCUSSION WITH
THE LABORATORY

3/ RESULT
SUBMISSION + 5/ GENERAL
CLINICALREPORTS REPORT, INDIVIDUAL

COMMENTS AND
CERTIFICATE

VALIDATE )
TEST METHODS

DRUSTVO MEDICINSKIH BIOHEMICARA SRBIJE

NACIONALNI PROGRAM SPOLJASNJE KONTROLE KVALITETA ~ 1997-2013
SNEQAS — MEDICINSKA BIOHEMIJA




External Quality Assurance Services (EQAS)

KBC ,,Dr DragiSa MiSovi¢-Dedinje" -
od 2015. god. BIO-RAD EQAS Program Klinicka Hemija




PREDNOSTI EQAS PROGRAMA:

Pomaze u povecanju pouzdanosti
i ucvrs€uje posvecenost kvalitetu

s®
—H—_’

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

Sveobuhvatni izvestaji koji se lako Sli¢ni uzorcima pacijenata
tumace pomazu da se pojednostavi na klinicki relevantnim
radni tok nivoima
°—
°—
°—
Sveobuhvatni katalog analita nudi Sirok Tehnicka podrska iskusnih
spektar testova za klinicke laboratorije profesionalaca - sigurnost



Akreditovani programi prema
standardu ISO/IEC 17043:2010

Fully accredited EQAS
programs

Ispunjavaju zahteve za
akreditaciju 1ISO 15189

EQAS Klinicka hemija - 12
kontrolnih uzoraka/1-godisnji ciklus



EQAS — PROCES/T

OK RADA

Participating in EQAS is simple:

B\

Contact your local Bio-Rad office Register your test methods A specimen package

to place an order and receive a unique at eqasonline.qcnet.com is shipped to you

laboratory number
Test samples as a patient Submit results online Review your reports and assess
sample and under routine by the pre-determined date your performance within 3 days
laboratory conditions of statistical analysis
Repeat the process until Helps assure reliability of A Certificate of Achievement
all samples have been your test configurations and is issued if the minimum
tested in the cycle make necessary changes amount of acceptable data

at eqasonline.qcnet.com has been submitted

v

Start next cycle



Sample Summary Report Sample Summary Report
Lab 937326 Clinical Chemistry (Monthly) Program Cycle 19 Lab 833441 Clinical Chemistry (Monthly) Program Cycle 19
KBC 70R DRAGSAMISOWC - DED 3 2020 - Ju 2021 KBC 720R DRAGSAMISOVIC - DEOINJE' 2020 - 2021
EQAS
CIELYY) HEROAMEANA TEPCA | Samplata 10 BIO-RAD JESEIIENTE S SampiaNo:$
BEOGRAD 1100 SampleDa: B A21 = SEOGRAD 11000 oyt =
— Lot No 211800 Lot No: 211800
Abbott A--:. Siomons Sorios
Ansiyte Unit Result Mean 2-score  RMZ Comparator Analyte Unit Result Mean 2-score  RMZ Comparator
V/ Owtestsedd, Torsd . 25 2 104 104 ol v soan st 23 ns owr
Abbott (ori-ch modele) 5 tre Poghoroe uL ) " o
{evis w
Analyte Unit Result Mean 2Z-score RMZ Comparator chonpied w :: :.‘ :
V' mbamin e B 24 0 Poer v ssTrc0T w " " P
X apaine mosphatase uL ® o7 0 o V pinte, oot i na "a o
VAT MATIOT) uL » ) 10 o V Bt Tod A °s € P
Vo uL * * -225 foer v ciom ot 2 2w o
v asTIGOT u » x4 25 Peer V' Owlesrdd, HOL i o can e
X gitrwin, OFect et 7 " 425 Peer V Ovdeered, Tod it . amn e
v eitnsin, Toul et 6 21 -9 o V Oustie Knae e " w pou
¥/ Cakcm oL 148 14 0 reer v Cestree b - = P
v/ Chlorite oL [ "y 019 L v G-Gmpraston: u m - P
¥/ Cnalesterdl, HOL . o can .2 v v Gume e an an P
v/ Creatine Kinase w n o 0.8 e v L 07 4 ke
v/ Creatiios it £ n ose e T w s » N
v G-Guamperansterase w L na 147 e v Magream —t e o s
X Ghcose B v - am e P - Py 2 = preos
v ron ot 0 ©e 9,04 o V/ Pron, Totd o “y 0,18 o
v LM [ " " am e  Tec s »3 °% pros
V/ magresiom oL 0 048 oz oo v Triyanss —t, 3% ‘ s
7 regpows oL (4 s 27 Poer Vo ey o e
v/ Potasstem ot w (%] am B Vv k. - il P
 Protetn, Total ”® » »2 .20 v
v/ sottum . " " [ e
v/ Trighycerides R as am s e Unit Mean 2-score RMZ Comparator
v uec it m "y 8 e v ootk mmat wa 0 0.08 -
Vs o 23 wn s v  roeam — 2w 012 o et
v/ wric ack ot 1" " - oo v/ sodum i e oa oM o
gt ¢ tovanhg MO mbdgRmt L LeeRedh ¥ 20¢ 2wl (2> Siemens IMMULITE
* menced partcpresroqe) o et dromtetdie N Analyte Unit Mean Z-score RMZ Comparator
e e v D.hw pma an 0,08 012 oz
v/ 1, o ot . o % Mo
Legore ¢ o Wamings o pmbdgieat L LwRmis V20 2o < X 2aomiz
* Amonded Rendt (jer ptprET o) T Mot detemi Sl e 50 »
Problem Problem
Action: Action:
by: Date: by: Date:
Copright & 2021 Bio-Flad Laborseren ine. Al nghtsreserved. *Expances .ncenact; cove-age tactce «-2 Copyrights 2021 Bio-Rag Labarones. 10 Al ighes resacend * Expantes ncwmrt; comrage tactse v-2
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KOJE SVE VRSTE IZVESTAJA PRUZA EQAS?

N

Specifikacija Kratak pregled
kvaliteta metoda
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ZBIRNI IZVESTAJ REZULTATA ISPITIVANIH PARAMETARA ZA

POJEDINACNI UZORAK EQAS-a
|

Interpretation

Perfect comparison with consensus group.

Acceptable.

Warming. Investigation of the test system is recommended.

Unacceptable performance, Remedial action usually required.

Lab 33441 Clinical Chemistry (Monthly) Program __ Cycle
D " Series

Analyte Unit Result Mean 2-score Comparator
v/ doamin st 73 ns 0.0 e
v diaiire Phosphotaoe uL 3 15 -0,1 [
VAT (MATIT) w M MA 0,17 [
v smoe w w2 21 o8 [
v sTicoT w L] "w 0,26 [
v/ Btntin, Diect i A 14 0,08 Pose
v/ Btintan, Towd ndL ) X %) s
v cdoum mmat U ¥ -0,1% P
V' Ovdesterol, HOL st ) A on Poar
V' Ovdesterol, Tord ke : Paat
v/ Creatie bnaze w ? [
v Ceatine et ‘ [
V' G-Guamytransfene uL e [
v Gumse it 3 Pl
v o et - s
v Lo w e » [
v —_ 0,743 o738 b
V Proghows oot L LM Posr
V Froten, Totd gt “‘ Powr
v Tiec et hpas i Powr
V' Trigyndes it ". :':.. Prasr
v s et :;‘ -0.08 Prasr
Vv Uricacd it (]

) Sismens-Di ion-Xpand/EXL Series

Analyte Unit Result Mean 2-score RM2Z Comparator
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IZVESTAJ 0 SVAKOM POJEDINACNOM ANALITU

Glucose Report
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PRIKAZ SVIH REZULTATA ZA SVE ISPITIVANE ANALITE UNUTAR EQAS CIKLUSA

Podaci - lzvestaj godisnjeg ciklusa EQAS-a za odredeni aparat
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PREGLED IZVESTAJA NA KRAJU CIKLUSA
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Certificate of Achievement
EQAS External Quality Assurance Services
KBC ?Dr Dragisa Misovic - Dedinje’
Laboratory 933441
Has successfully completed the Quality Assessment Program for
Clinical Chemistry (Monthly) Program
Cycle 19: July 2020 - July 2021

£

70
S5

o

Certificate of Achievement
EQAS External Quality Assurance Services

KBC ?Dr Dragisa Misovic - Dedi
Laboratory 937326

Has successfully completed the Quality Assessment Program for
Clinical Chemistry (Monthly) Program
Cycle 19: July 2020 - July 2021



ZAKLJUCAK
EQAS:

] *
; - ldentifikacija izvora greske u Procena performansi operatora u
svim fazama analitickog procesa laboratorijama (laboratorijski
tehnicari/biohemicari)

A Procena performansi testova N Procena unapredenja kvaliteta
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http://bit.ly/2Tynxth
http://bit.ly/2TyoMsr
http://bit.ly/2TtBDfr

17. Konferencija NTK-Akreditovane laboratorije, JUSK 2022, 10. jun 2022. godina

Metroloska sledljivost i merna nesigurnost
u laboratorijskoj medicini

Docent dr Neda Milinkovi¢, EuSpLM

Univerzitet u Beogradu-Farmaceutski fakultet



KljuCne tacke predavanja

* Osnovni pojmovi vezani za metrolosku sledljivost u laboratorijskoj
medicini

* Odgovornost rutinske laboratorije u pogledu metroloske sledljivosti

* Osnovni pojmovi vezani za mernu nesigurnost u laboratorijskoj medicini

e Kako proceniti mernu nesigurnost rezultata merenja

* Kakva je prakticna primena procenjene merne nesigurnosti



Metroloska sledljivost

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

e Svaka vrednost kalibratora ili rezultat testa mora da
potice od kalibrisane metode ispitivanja

 Svaki kalibrator mora imati vrednost koja je dodeljena
kalibrisanim metodom ispitivanja

Internacionalni
standard

Definitivni
metod

Referentni
metod

) = 4
Metod

proizvodaca

Rutinski
metod



Zasto je vazna metroloska sledljivost?

e Za uspostavljanje kvaliteta merenja

* Definisati adekvatno merenu veliCinu (da li je ono sto se meri
homogena ili heterogena veliCina)

* Prikazati pouzdane rezultate (tacne i precizne)

* Poredenje rezultata u prostoru i vremenu (izmedu razlicitih
laboratorija, izmereno u razlicitim uslovima, koris¢enjem istog
referentnog materijala)

* Na osnovu pouzdanih rezultata omoguciti korisne klinicke informacije
e Standardizacija i harmonizacija



Metroloska sledljivost do cega?

e Klasifikacija analita

Analiti koji su Sl sledljivi:
e Jasno definisano jedinjenje
S S| * Rezultati ne zavise od metode

. glukoza, elektroliti, urea, * Moguc je kompletan lanac sledljivosti
Iedl]'ve holesterol, steroidni hormoni

Analiti koji nisu Sl sledljivi:

faktori koagulacije, * Heterogena jedinjenja
" tumorski markeri, enzimi * Proizvoljne ili konvencionalne jedinice
 Kompletan lanac sledljivosti nije praktican




Sta je neophodno za metrologku sledljivost?

-l Referenca viseg reda

Referentni materijali (kalibratori) Referentne merne procedure

Primarni referentni materijal (Cista supstanca) Primarna referentna merna procedura
Primarni kalibrator (S| sledljiv) Sekundarna referentna merna procedura
Sekundarni kalibrator Odabrana procedura proizvodaca

Radni kalibrator Rutinska laboratorijska merna procedura



https://www.bipm.org/jctim/

Bureau
Iternational das Database of higher-order reference materials, ]CT LM
Poid measurement methods/procedures and services
T oids et Accurate results
} Mesures for patient care

> You are here : JCTLM-DB

N JCTLM Newsletters

Issue 8 - April 2021 R
Previous Issues

JCTLM database: Laboratory medicine and in vitro diagnostics

N JCTLM Members and
Stakeholders Meeting

Save the date for Webinar
on 6 - 10 Dec 2021

N JCTLM Database

Search Form

List of reference materials
no longer listed in the JCTLM

Database "%

T+ 7]+

N Analyte keyword search for reference materials, measurement

methods/procedures and services

Type an analyte name in part or full, e.g. cholesterol

lucose )

Refine search by analyte category Refine search by matrix category

[ An v [ An

Please select your requirement :

@ Higher-order reference matenals

() Reference measurement methods/procedures
(f) Reference measurement services

X Search =

D

v




https://www.bipm.org/jctim/

Bureau
International des Database of higher-order reference materials, ]( :TLM
% measurement methods/procedures and services
Poids et

Accurate results
for patient care

> You are here : JCTLM-DB > Reference materials > List T+| v | + |

4 Mesures

N JCTLM Newsletters

Issue 8 - April 2021 =&

A
S—

Previous Issues

N JCTLM Members and
Stakeholders Meeting

Save the date for Webinar
on S - 10 Dec 2021

™ JCTLM Database

Search Form

List of reference matenals
no longer listed in the JCTLM
Database &

List of reference

measurement methods no
longer listed in the JCTLM
database =&

Contact us
Survey Form

N JCTILMmM

Preamble R

- : 2 :

Your search criteria: Higher-order reference materials; Analyte: glucose; Analyte category:
Metabolites and substrates; Matrix category: Blood serum

Save as PDF Modify your selection

N Results of the search

glucose in frozen human serum
Laboratoire National de Métrologie et d'Essais (LNE), France

Phone: =22 (0)1 40 42 40 75
Fax: +33 (0)1 40 43 37 0S5

Email: vincent.delatour@line.fr
Web: http://vwwwi.lne.eu/

LNE CRM Bio 1013, Glucose, creatinine, total
cholesterol, total glycerides, HDL-cholesterol, LDL-
cholesterol in frozen human serum

Amount-of-substance concentration
4.148 mmol/l to 11.663 mmol/l
0.064 mmol/l to 0.165 mmol/l

Name of the reference material

Quantity
Analyte certified/assigned value

Expanded uncertainty
(level of confidence 95 %)

GO TS T e T S T ST Commutability assessment of external quality
assessment matenrials with the difference in bias
approach: are acceptance criteria based on medical
requirements too Strict?

Delatour et al., Clinical Chemistry, 2016, 62(12),
1670-1671

Traceability | o
CRM listing | (=41




JCTLM

Accurate results

Kalibraciona hijerarhija/lanac sledljivosti for patient care

Procedura
iivani Primarna RMP i ¢
(dodeljivanje Procena . Sekundarna RMP MP p.r<?|zvodaca Rutinska MP
vrednosti) ve o 2 (gravimetrija, (Izotopska dilucij Odabrana MP validirana za . .
Cistoce kalibrisani NIST -0 opska ciiticlja krajnjeg
(Glukoza mmol/L) masena proizvodaca AL korisnika
maseni standard) spektroskopija) specifichost
Ga) NN SV A [
pacijenta
jedinice
Primarni )
Primarni SRM Kali Sekundarni Master : I
alibrator ) Radni Rutinski
(NIST SRM 917 SRM (NIST SRM kalibrator
Crictalnn eluk ') (glukoza uvodi, g5y glukoza u vodat kalibrator uzorak
ristalna glukoza) ;"3 ¢ "9 mol/L) S proizvodaca )
\ 1 / serumu) \ /
Materijal — - — . N . .
(kalibracija) Instituti za metrologiju/Referentna laboratorija IVD Metod proizvodaca Rutinska laboratorija




Proces uspostavljanja sledljivosti

February 2006

Metrological Traceability and Its
Implementation; A Report

\ A A
AEENERTISHE Metod za N Komutabilnost sleelfes Procena
merne : Validacija : za svaku : :
y. poredenje kalibratora oy nesigurnosti
velicine velicinu

- ) s ) \.. ) - ) o ) -




Komutabilnost kalibratora

Odabrati materijal za procenu sledljivosti merne

veliCine

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

Odabrati dve merne procedure

(jedna moze biti referentna procedura viseg reda
reference)

Dobiti i analizirati rezultate dobijene s obe merne

procedure

Merna procedura 2

® Referentni materijal

B Uzorak pacijenta

— 95% granica predikcije

Merna procedura 1



Ko je odgovoran za postizanje sledljivosti?

r

e Definisati granice
klinicke odluke i
analiticke zahteve

Internacionalno
prepoznati
eksperti

=

\

Nacionalni
Instituti za

A

e Lista dostupnih

materijala i
metoda

metrologiju

.

e Obezbediti referentni
materijal i referentnu
metodu viseg reda
reference

s

Gobalna baza
podataka
referentnih

L materijala i metodaj

\

Vs

Instituti za
standardizaciju

Akreditaciona
T\ tela

~

e Definisu

____kvaliteta

analitiCke i
klinicke ciljeve

J

——>



Ko je odgovoran za postizanje sledljivosti?

- )
e Napraviti metodu

koja moze biti
sledljiva u
referentnom
sistemu

| EQA
4 [ proizvodaé

3

e Koristiti komutabilne
materijale za pracenje
karakteristika metode

Proizvodac IVD
metode

Rutinska
laboratorija




JCTLM

Accurate results

Odgovornost rutinske laboratorije for patient care

1. Odabrati metode bazirane na karakteristikama kvaliteta

2. Proveriti status sledljivosti metode koja se rutinski koristi

3. Kontinuirano pratiti podatke sledljivosti i njihova azuriranja u
laboratorijskoj medicini

4. Proveriti da li proizvodac EQA koristi komutabilan materijal

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

sledljivost moze da uti¢e na izmereni rezultat



N
IS0
=

15115 11.100 » 11.100.99

Merna nesigurnost 150 15195:2018

Laboratory medicine — Requirements for the
competence of calibration laboratories using reference

(nesigurnost rezultata merenja)

- Ne-negativni parametar koji karakterise rasipanje
vrednosti koje mogu biti pripisane mernoj komponenti,

bazirano na koris¢enim informacijama [VIM3, 2.26] el L,
* Note: Parametar moze biti, na primer, standardna devijacija (ili
njena viSestruka vrednost), ili polovina Sirine intervala sa NI
naznacenim nivoom intervala pouzdanosti (1ISO 15195). AN ssn

Evaluation des données de mesuire —
Guide pour 'expression de Fincertitude de
mesure

-1 Odgovarajuca procena preciznosti i biasa



KONCEPT MERNE NESIGURNOSTI REZULTATA

Metroloski koncept (nauka o merenju i primeni)

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

Kvalitet krajnjeg proizvoda - laboratorijski rezultat

Krajnji cilj - smanijiti dijagnosticku nesigurnost

p
e Priprema pacijenta

e Uzorkovanje

—
Preanaliticka

e Bioloska varijacija analita

_J

Analiticka {

e Merna
procedura

e Interpretacija
rezultata

Postanaliticka {

e |shod
pacijenta

w Dijagnosticka

|




RAZVOJ KONCEPTA MERNE NESIGURNOSTI KROZ DOKUMENTA

* Guide to the Expression of Uncertainty in Measurement, GUM: 1993 (JCGM, ISO)
BIPM, IEC, IFCC, ILAC, ISO, IUPAC, IUPAP, OIML ... (VIM)

> Standard i vodic za primenu u akreditacionom procesu zdravstvenih laboratorija u

Australiji

Australasian Association of Clinical Biochemists, AACB
* daje generalni pregled koncepta merne nesigurnosti
* minimum metroloske terminologije

e prakticni vodic koji pomaze laboratorijama da zadovolje zahteve prilikom akreditacije



TERMINOLOGLA

* Interval oko izmerene vrednosti Xi, u kome se, Merna nesigurnost
| Xi—U....Xi+U

sa odredenom verovatno¢om, nalazi prava Greska = Xi - Xp

vrednost Xp

N
4 I
Xi-U Xi+U

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

* Polovina intervala i nikad nije negativna

* Nije greska merenja, vec kvantifikacija sumnje u Vrednost
Xp Xi analita, X

rezultat merenja / \

PRAVA VREDNOST IZMERENA VREDNOST



MERNA NESIGURNOST U ANALITICKOJ FAZI

* Optimizacijom merne procedure dobijamo vrednost koja je bliska pravoj vrednosti

e Kvantifikovan kvalitet izmerene vrednosti

Tip greske

Sistematska greska
L

Karakteristike
izvodenja metode

Kvantitativni izraz karakteristike
izvodenja metode

Istinitost
Q

Ukupna greska } {

Tachost

—
Slucajna greska

—
Preciznost

Bias
S

Nesigurnost merenja

T
Nepreciznost




STRATEGIJE PROCENE MERNE NESIGURNOSTI (REZULTATA) MERENJA

Nesigurnost koja je povezana sa vrednoscu rezultata testa zbog
slucajnih gresaka se normalno desava u toku izvodenja postupka
Uz propisno izvodenje test-metode
U slucaju medicinskog testiranja ovo rasipanje je oznaceno kao
nepreciznost
Strategije procene merne nesigurnosti:

1. Proceniti izvore nesigurnosti

2. Koristiti lako dostupne podatke

3. Proceniti sluCajne i sistematske greske merenja



|zvori nesigurnosti rezultata merenja

Tacnost _)
o . 2 -
5\ Preciznost |\ = Rok '®
o < Q| X .
=4 9:" 93| Cuvanje
o o -
Temp. |3\ 3. L.
® Temp. | ©®\ Stabilnost

MERNA NESIGURNOST REZULTAT
Opse
Kalibratori psee L
& y. A Varijacije
8/ uzorak _é? Uzorak <& izmedu osoba
& g $
Kontrole /& & 0
S/ sl.proba /O Varijacije kod

iste osobe

- Veliki broj etapa pojedinacnih
laboratorijskih procesa

- Razlicita zastupljenost i problem
kvantifikacije svakog izvora

- Preanaliticki, analiticki, postanaliticki

- Kvantifikacija izvora analiticke faze

Karakteristike metode merenja



Ucestalost

Ucestalost

Ucestalost

Ucestalost

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI DETEKCIJOM
SLUCAJNE | SISTEMATSKE GRESKE

Prava
vrednost

| Bias

lzmerena
vrednost

<&
<

n
[ >

Prava
vrednost

Preciznost Vrednost

lzmerena
vrednost

=1

b

>

Preciznost  Vrednost

Bias

DN

n

<&

»
»

Preciznost

=4

Vrednost

»

Preciznost

|

Vrednost

Preciznost Tacnost SIuc:i\jna
greska

Niska Niska Znacajna
Visoka Niska Nv”e.

znacajna

Niska Visoka Znacajna
Visoka Visoka Nv”e.

znacajna

Sistematska
greska

Znacajna

Znacajna
Nije
znacajna
Nije
znacajna

Merna
nesigurnost

lzrazita

Postoji

Postoji

Niska

 Slucajna greska je nepredvidiva i javlja se bez pravilnosti

- uticaj se smanjuje ponavljanjem merenja

* Sistematska greska se moze predvideti

- uticaj se ne eliminise ponavljanjem merenja

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



PROCENA MERNE
NESIGURNOSTI NA OSNOVU
DOSTUPNIH PODATAKA

» Procena preciznosti
e Kontrolni uzorak + uzorak pacijenta

* Podaci unutrasnje kontrole kvaliteta

* Svakodnevno u duzem vremenskom periodu

Vrednost uzorka

Vremenski period

Gornja

kontrolna
g

granica

Srednja
vrednost

€

Donja
kontrolna
granica

* koncentracije analita u ¢itavom mernom opsegu (normalne, abnormalne niske i visoke)



PROCENA MERNE NESIGURNOSTI NA | |
OSNOVU DOSTUPNIH PODATAKA LSt

> Procena tacnosti

Metroloske agencije
Internacionalni standardi

* Podaci spoljasnje kontrole kvaliteta

Primarne metode
Primarni RM
Metroloske laboratorije

e Odstupanje (bias)

X — Xref
BIAS =

Xre f

Sekundarne metode
Sekundarni RM

- Nesigurnost kalibratora Referentne laboratorije
* Dodatni korisni podaci od strane proizvodaca

Radne metode
Radni RM

lot reagensa, kalibrator, kontrolni uzorak, metoda Medicinsko-biohemijske laboratorije

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



PROCENA MERNE NESIGURNOSTI:
| DEO

1. Specifikacija merene velicine
* Definisati analit/merena velicina
» Definisati analiticki princip (metoda)
* Navesti jedinice u kojima se iskazuju

rezultati

2. Identifikacija izvora nesigurnosti

 |dentifikovati svaki potencijalni izvor koji
je u vezi sa mernom velicinom

* |dentifikovati druge moguce izvore

Analit

Merena velicina

Princip testa

Karakteristike opreme

Jedinice

Referentni interval

Ogranicenja testa

Klinicki znacajne
interferencije

Sledljivost kalibratora
Podaci od proizvodaca

Glukoza
Koncentracija glukoze u serumu

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

Olympus AU480 biohemijski analizator
(Beckman Coulter, USA)

mmol/L

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

Askorbinska kiselina: <3% do 200 mg/L
Bilirubin: manje od 10% do 648 umol/L
Hemoglobin: manje od 3% do 5 g/L

Intralipidi: manje od 10% do 700mg/dL

Godine starosti, pol, tip uzorka, ishrana,
geografska lokacija, Procena rezultata
zajedno sa medicinskom istorijom i
drugim klinickim ispitivanjima pacijenta
NIST SRM 965 HK G6P-DH,
gravimetrijski

5,5+0,08

24,2 £ 0,37



Bioloska varijacija

PROCENA MERNE NESIGURNOSTI: /\preananﬁeka varijacila
Il DEO Analiticka varijacija
/\Postanalitiéka varijacija

3. Kvantifikacija izvora nesigurnosti Dijagnostitka nesigurnost

e Svaki izvor (komponenta) nesigurnosti se kvantifikuje
(meri ili procenjuje) iizrazava kao standardna nesigurnost u(x) - 1Sd
 Veéina informacija se moze dobiti iz podataka o verifikacije/validaciji metode,

kontrole kvaliteta ili drugih ispitivanja vezano za karakteristike izvodenja metode



PROCENA MERNE NESIGURNOSTI:
Il DEO

C ' i - 3sd -28d -1Sd X +1Sd +25d +3Sd
4. lzraCunavanje merne nesigurnosti X +15d +25d +

* u(x) se izraCunava iz parametara najcesce normalne raspodele (Sd) za svaki

izvor nesigurnosti

U, () = AU (%) + U, (X5)7 U (X5)% +. o1 (X,

* Kombinovana nesigurnost, u_(x)

* ProSirena merna nesigurnost, U(x)

dobija se mnozenjem kombinovane nesigurnosti sa faktorom k

k = 2 verovatnocéa 95% (odgovara + 1,96 Sd) U(x) = u(x) - 2
C




PRIMER:
MERNA NESIGURNOST ZA GLUKOZU

1. Ponovljivost

X,=4,5 Sd,=0,13  Kv,=2,8%
2. Reproducibilnost
sd, = [2EX - 0,07 Kv, = 1,5%

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

Glukoza | 4,7 4,6 4,3 4,7 4,6

mmol/L | 456 4,4 4,5 4,4 4,3

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

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

Sd 0,10 0,12 0,15 0,15 0,15
Sd, 0,13

Kv 2,2 2,5 3,4 3,3 3,4
Kv 2,8

3. Ukupna laboratorijska nepreciznost — merna nesigurnost u_(x)

Sd, = /nT_l(Sdp2+Sdr2) -0,13

u

kv, [ux)] =2 - 100 = 2,8%

U(x) =2 - u.(x)

U(x) =5,6%




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

Bioloska varijacija

KV;(95%Cl)  Kv, (95% Cl)

5,0 8,1
(2,7-10,8) (4,1-12,0)

Kv; - Intra-individualna varijacija
Kv, - Inter-individualna varijacija

Za Kv, od 3,0% za glukozu:

Interval pouzdanosti RCV (%)
90 13,6
95 16,2

99 21,3

Literaturni Analiticka specifikacija
podac %)  B(%)  TE(%)
Minimalna 3,8 3,6 9,8
ke Pozeljna 2,5 2,4 6,5
Optimalna 1,3 1,2 3,3

| (%) - Nepreciznost metode
B (%) - Netacnost metode
TE (%) - Ukupna analiticka greska

* Vrednost referentne promene (Reference change value, RCV)

v procena klini¢ki znacajne promene za serijske rezultate osobe

RCV =2Y2.7Z . [Kv,2 + Kv;2]%/2




PROCENA MERNE NESIGURNOSTI: 1l DEO

Podaci pozeljne specifikacije za
nepreciznost, bias i ukupnu gresku
odredivanja (izvedeni iz Kv; i Kv,)

Analiticka nepreciznost
(podaci iz unutrasnje kontrole kvaliteta)
za period: 01/09/2020 — 01/03/2021

Analiticko odstupanje (bias)
Klinicka primena (fit for purpose)

Podatak MN rezultata merenja
za informaciju korisniku

| (%) - 2,5
B (%) -2,4
TE (%) - 6,5
X Sd Kv (%)
Nivo 1 4,3 0,13 3,0
Nivo 2 11,6 0,28 2,4

Prosec¢no: 0,1 mmol/L
RIQAS-klinicka hemija, ciklus 64

Prihvatljivo za gornju granicu referentnog
intervala (< 75% Kv;) (3,75%)
Prihvatljivo za patoloske vrednosti (< Kv;) (5%)

+ 0,1 mmol/L za vrednosti ispod gornje granice
referentnog intervala
+ 0,3 mmol/L za patoloske vrednosti



PRAKTICNA PRIMENA U KLINICKOJ PRAKSI

Svrha testa Primer

Poredenje sa referentnim

. Hormoni
intervalom

Poredenje sa klinicki znacajnom

vrednosti (cut off) Glukoza, Na, K, C|

Pracenje rezultata u vcemenu  Tumorski markeri,
(poredenje sa predhodnim imunosupresivni
rezultatom) lekovi, troponin

Komponente koje treba uzeti
u obzir pri proracunu MN

Nepreciznost

Nepreciznost, bias,
nepreciznost biasa

Nepreciznost,
RCV



ZAKLJUCAK

Sprovoditi kontrolu kvaliteta laboratorijskog procesa

|dentifikovati i korigovati izvore nesigurnosti rezultata merenja

Proceniti nesigurnost rezultata merenja (konstantan dinamicki proces)
Obezbediti pouzdan laboratorijski rezultat

Obezbediti podatak nesigurnosti rezultata merenja krajnjem korisniku



