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VALIDACIJA LABORATORIJSKIH DIJAGNOSTI^KIH
METODA U SISTEMU KVALITETA*

LABORATORY DIAGNOSTIC METHODS, SYSTEM OF QUALITY AND

VALIDATION

Ru`ica A{anin, Branka Vidi}, D. Krnjai}**

Poznato je da se na osnovu laboratorijskih ispitivanja, kona~na
potvrda kvaliteta rada ostvaruje dobijanjem sigurnih i pouzdanih rezul-
tata. Ideje, planiranje, znanje, ve{tina, iskustvo i okru`enje, uz dobru
laboratorijsku praksu, kontrolu kvaliteta i pouzdanost kvaliteta ~ine
oblast biolo{kih ispitivanja veoma slo`enom. Poslednjih godina kon-
trola kvaliteta je uklju~uju}i i kontrolu rada u laboratoriji, zasnovana na
me|unarodnim standardima i na tom nivou se i koristi. Primena {iroko
priznatih me|unarodnih standarda, kao {to je Internacionalni standard
ISO/IEC 17025 (9) i implementiranje sistema kvaliteta serije ISO/IEC
9000 (7), postala je imperativ na osnovu koga laboratorije imaju for-
malni, vidljiv i odgovaraju}i sistem kvaliteta. Dijagnosti~ke metode koje
se primenjuju moraju konstantno da daju rezultate koji identifikuju `ivo-
tinju kao pozitivnu ili negativnu, na osnovu ~ega se odre|uje ta~an
status `ivotinje sa prethodno definisanim stepenom statisti~ke sigur-
nosti.Metode primenjene na odabranu populaciju, smanjuju rizik od
dobijanja la`no pozitivnog i la`no negativnog rezultata. Uslov za to su
dobro osmi{ljene i dokumentovane metode uz primenu odgovaraju}ih
reagenasa i rad sa stru~nim i obu~enim osobljem. Ovaj proces zahteva
i doslednu primenu najrigoroznijih eksperimentalnih planova, epidemi-
olo{kih i statisti~kih podataka i procena, uz stalan monitoring validnosti
primenjenih metoda. Ovakvi pristupi su potrebni radi smanjenja po-
gre{nih pretpostavki i slu~ajnih gre{aka kada je u pitanju referentna
populacija `ivotinja na kojoj se proverava validnost metode. Kada se
validne metode uvrste u svakodnevna rutinska ispitivanja, neophodno
je da se primenom stalnog monitoringa, sprovodi interna kontrola kvali-
teta kako bi se na adekvatan na~in procenila njegova ponovljivost i
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pouzdanost. Tako|e je potrebno sprovoditi i uporedna me|ulaborato-
rijska ispitivanja o reproducibilnosti kori{}enih metoda najmanje dva
puta godi{nje. Imaju}i u vidu iznete ~injenice mo`e da se zaklju~i da }e
dobra laboratorijska praksa, kao i implementacija potpunog programa
za obezbe|enje kvaliteta u bliskoj budu}nosti postati neophodne za
sve laboratorije koje su zainteresovane za dobijanje nacionalnih i
me|unarodnih certifikata.

Kju~ne re~i:dijagnostika,sistem kvaliteta,validacija

Sistem kvaliteta u laboratoriji za dijagnostikovanje zaraznih bolesti `i-
votinja obuhvata aktivnosti i klju~ne elemente kvaliteta koji predstavljaju: okru`e-
nje laboratorije, izbor odgovaraju}e metode, kontrolu metoda, uspostavljen si-
stem upravljanja kvalitetom (politika kvaliteta, poslovnik, procedure i drugo),
upore|ivanje standarda i planiranje, va`e}e standarde i uputstva (me|unarodni i
nacionalni nivo) Š7, 9¹.

Pre razvijanja ili izvo|enja bilo koje metode, laboratorija mora da ima
odgovaraju}e prostorije i resurse {to podrazumeva laboratorijski prostor i osoblje.
Kvalitet mo`e da se defini{e kao pogodan za nameravanu upotrebu, {to podrazu-
meva, u ovom slu~aju, kontrolu metode koja se ispituje. Izbor odgovaraju}ih me-
toda ispitivanja mora da je zasnovan i na ~iniocima optimizacije metode ispiti-
vanja i validacije metode koja se ispituje.

Bez obzira kako je dobro pripremljena (proizvedena), metoda mora
da se kontroli{e radi dobijanja pouzdanih rezultata. Aktivnosti i materijali koji su
potrebni za izvo|enje kontrole obuhvataju tehni~ke uslove (oprema, potro{ni ma-
terijal i sli~no), protokole izvo|enja metode, kao i ostale aktivnosti (ispravno
rukovanje i kalibracija instrumenata i opreme, nabavke, planiranja i sli~no).

Nakon obavljene validacije, metoda koja se primenjuje u ispitivanjima
konstantno mora da daje rezultate koji identifikuju `ivotinju kao pozitivnu ili nega-
tivnu, na osnovu ~ega se odre|uje ta~an infektivni status `ivotinje sa prethodno
definisanim stepenom statisti~ke sigurnosti. Ovakve metode, primenjene na oda-
branu populaciju, smanjuju rizik od dobijanja la`no pozitivnog i la`no negativnog
rezultata. Uslov za to je dobro osmi{ljena i dokumentovana metoda i primena
odgovaraju}ih reagenasa, kao i stru~no i obu~eno osoblje. Sam proces validacije
zahteva i doslednu primenu najrigoroznijih eksperimentalnih planova i epidemio-
lo{kih i statisti~kih pomo}nih postupaka. Ovo je neophodno kako bi se smanjila
pogre{na pretpostavka i slu~ajna gre{ka na referentnoj populaciji `ivotinja na ko-
joj se proverava validnost metoda.

72

Vet. glasnik 59 (1 - 2) 71 - 78 (2005) Ru`ica A{anin i sar: Validacija laboratorijskih
dijagnosti~kih metoda u sistemu kvaliteta

Validacija laboratorijskih metoda / Validation of laboratory methods

Uvod / Introduction



Ispitivanje validacije neke metode se odvija postupno kroz pet faza:
1. ispitivanje primenljivosti metoda za odre|enu namenu;
2. izbor, optimizacija i standardizacija reagenasa, tehnika i metoda;
3. odre|ivanje performansi metoda;
4. pra}enje validnosti metoda i
5. nadzor i unapre|enje validacionih kriterijuma u rutinskom radu.

Faza 1. Primenljivost metode za odre|enu namenu /
Phase 1. Applicability of special-purpose methods

Ovaj postupak predstavlja po~etnu fazu u validaciji nove metode i daje
procenu u pogledu ponovljivosti, analiti~ke osetljivosti i specifi~nosti. Njime je
obuhva}en izbor uzoraka i metode koja obezbe|uje dobijanje adekvatnih rezul-
tata, uz obavezno poznavanje i primenu me|unarodnih standarda. Na ovaj na~in
}e se omogu}iti pore|enje i harmonizacija metode koja se ispituje u odnosu na
standarnu metodu za ovakve namene koja se primenjuje u svetu.

Faza 2. Razvoj i standardizacija metode ispitivanja
Phase 2. Development and standardization of investigation methods

Nakon {to je metoda definisana kao primenljiva, pristupa se njenom
razvoju i standardizaciji odabranih reagenasa i protokola.

Selekcija optimalnih koncentracija reagenasa i parametara protokola
uklju~uje procenu ta~nosti i pouzdanosti reagenasa i protokola tako {to se tokom
izvo|enja metode, u svaku fazu uvodi jedan ili vi{e standardnih seruma sa pozna-
tim nivoom aktivnosti. Optimizovana metoda koja u vi{e ponavljanja daje iste re-
zultate za standardni serum i kontrolne serume mo`e da se ozna~i kao mero-
davna.

Preliminarna procena ponovljivosti je neophodna da bi se pristupilo
daljem razvoju metode. Ovo se posti`e tako {to se procenjuju rezultati iz vi{e
ponovljenih ispitivanja.

Postupak odre|ivanja analiti~ke senzitivnosti i specifi~nosti obuhvata
parametre koji se razlikuju od dijagnosti~ke senzitivnosti i specifi~nosti. Ana-
liti~ka senzitivnost metoda je najmanja utvr|ena koli~ina produkta koji se detek-
tuje, a analiti~ka specifi~nost je stepen u kome primena ove metode isklju~uje
unakrsne reakcije. Analiti~ka specifi~nost se procenjuje pomo}u seruma `ivotinja
koje su bile izlo`ene infekciji ~iji uzro~nici mogu da stimuli{u stvaranje antitela
koja izazivaju unakrsnu reaktivnost. Metode niske specifi~nosti mogu da se koris-
te kao „skrining testovi” u situacijama kada je neophodno da se ispita veliki broj
uzoraka, ali samo ukoliko pokazuju visoku senzitivnost, ili ako je na raspolaganju
„potvrdna” metoda visoke specifi~nosti Š6, 8¹.
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Faza 3. Odre|ivanje performansi metoda /
Phase 3. Determination of method performances

Procena dijagnosti~ke senzitivnosti i dijagnosti~ke specifi~nosti su pri-
marni parametri u validaciji metode. Oni su osnova za izra~unavanje drugih para-
metara na osnovu kojih se donosi zaklju~ak o valjanosti metode.

Dijagnosti~ka osetljivost je odnos koji se dobija pore|enjem poznatih
inficiranih referentnih `ivotinja koje su primenjenom metodom registrovane kao
pozitivne i `ivotinja za koje je primenjenom metodom dobijen negativan rezultat
(la`no negativne `ivotinje).

Dijagnosti~ka specifi~nost je odnos dobijen izme|u neinficiranih refe-
rentnih `ivotinja koje su primenjenom metodom reagovale negativno i neinficira-
nih `ivotinja koje su istom metodom bile pozitivne (la`no pozitivne `ivotinje).

Broj i izvor referentnih uzoraka koji se koriste u odre|ivanju dijag-
nosti~ke senzitivnosti i specifi~nosti su od velike va`nosti, pre svega kada je me-
toda namenjena za ispitivanje velike populacije `ivotinja.

„Standard pore|enja” je metoda ili kombinacija metoda na osnovu
~ijih se rezultata porede rezultati dobijenih novom metodom. Iako se obi~no
koristi izraz „zlatni standard” kako bi se opisalo bilo koje pore|enje standarda,
treba se ograni~iti na metode koje nedvosmisleno klasifikuju `ivotinje kao infici-
rane ili neinficirane. Pojedine metode izolacije su problemati~ne u pogledu po-
novljivosti i senzitivnosti. „Zlatne standardne metode” uklju~uju pouzdanu izola-
ciju agensa ili patognomoni~ne promene registrovane na osnovu histopatolo{kih
nalaza. Po{to nije mogu}e posti}i pravi „zlatni standard”, ~esto su neophodni re-
lativni standardi pore|enja, koji uklju~uju rezultate drugih serolo{kih metoda na
eksperimentalno inficiranim ili vakcinisanim `ivotinjama. „Zlatni standard” je os-
novna pretpostavka za pouzdano izra~unavanje dijagnosti~ke osetljivosti i spe-
cifi~nosti, dok se na osnovu ponovljivosti i reproducibilnosti procenjuje ta~nost
metode.

Preciznost je merilo za odstupanje rezultata kod ponovljenog ispiti-
vanja istog uzorka, pri ~emu precizno ispitivanje pokazuje mali stepen odstu-
panja.

Ponovljivost u dijagnosti~kom ispitivanju predstavlja broj koji poka-
zuje slaganje rezultata ponovljenih ispitivanja (naj~e{}e) za svaki uzorak u seriji is-
pitivanja i stepen slaganja izme|u serija sa referentnim vrednostima za svaki kon-
trolni uzorak.

Reproducibilnost podrazumeva usagla{enost rezultata dobijenih ispi-
tivanjem istih uzoraka u razli~itim laboratorijama.

Ta~nost je stepen usagla{enosti vrednosti metode i o~ekivane vred-
nosti za ispitivane i standardne uzorke poznate aktivnosti i sastava (na primer, titar
ili koncentracija). Postupak ispitivanja mo`e da bude precizan, ali ne i ta~an, ako
se rezultati dobijeni ispitivanom metodom ne sla`u sa o~ekivanim vrednostima
standarda.
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Prag/granica kategorizacije (cut-off ta~ka) predstavlja najni`u ili naj-
ve}u vrednost na skali na osnovu koje se nalaz defini{e kao pozitivan ili negativan.

Metoda koja se ispituje mo`e da se upore|uje i harmonizuje sa me|u-
narodnom standardnom metodom, ukoliko je ona na raspolaganju. Ovaj proces
zahteva primenu istog kontrolnog seruma i/ili standarda u obe metode.

Faza 4. Pra}enje (monitoring) validnosti metode /
Phase 4. Monitoring of method validity

Analiza dobijenih rezultata metode je korisna jedino ako su zaklju~ci
koji iz nje proizilaze ta~ni. ^esta gre{ka koja se javlja je pretpostavka da }e me-
toda sa stopama dijagnosti~ke specifi~nosti i dijagnosti~ke osetljivosti od 99
posto dati jedan la`no pozitivan i jedan la`no negativan rezultat na svakih 100 ispi-
tanih `ivotinja iz odabrane populacije. Primenjena metoda mo`e da bude preci-
zna i ta~na, ali dobijeni rezultati metode ne mogu ta~no da predvide infektivni
status jedinke i zbog toga se takva metoda ne mo`e da smatra potpuno validnom.
Sve prethodno izneto zahteva obavezno uvo|enje nadzora i unapre|enja valida-
cionih kriterijuma u rutinskom radu.

Faza 5. Nadzor i unapre|enje validacionih kriterijuma u rutinskom radu /
Phase 5. Supervision and promotion of validation criteria in routine work

Nadzor i unapre|enje validacionih kriterijuma u rutinskom radu su
neophodni iz razloga {to je za validnu metodu potrebna stalna kontrola i njeno
unapre|ivanje. Kada se metoda uvede u rutinsku primenu, pored sprovo|enja in-
terne kontrole kvaliteta metoda, svakodnevnim ispitivanjem u cilju procene po-
novljivosti i pouzdanosti metoda, neophodna su i me|ulaboratorijska ispitivanja
radi utvr|ivanja reproducibilnosti metode najmanje dva puta godi{nje Š13, 15¹.

Imaju}i u vidu sve ~injenice vezane za problematiku o kojoj je re~
mo`e da se zaklju~i da }e dobra laboratorijska praksa, uz primenu kompletnog
programa za obezbe|enje kvaliteta u bliskoj budu}nosti postati neophodni za sve
laboratorije koje su zainteresovane za dobijanje nacionalnih i me|unarodnih certi-
fikata.

Rad po pozivu referisan na 16. savetovanju veterinara Srbije, Zlatibor
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LABORATORY DIAGNOSTIC METHODS, SYSTEM OF QUALITY AND VALIDATION

Ru`ica A{anin, Branka Vidi}, D. Krnjai}

It is known that laboratory investigations secure safe and reliable results that
provide a final confirmation of the quality of work. Ideas, planning, knowledge, skills, expe-
rience, and environment, along with good laboratory practice, quality control and reliability
of quality, make the area of biological investigations very complex. In recent years, quality
control, including the control of work in the laboratory, is based on international standards
and is used at that level. The implementation of widely recognized international standards,
such as the International Standard ISO/IEC 17025 (1) and the implementing of the quality
system series ISO/IEC 9000 (2) have become the imperative on the grounds of which labo-
ratories have a formal, visible and corresponding system of quality. The diagnostic meth-
ods that are used must constantly yield results which identify the animal as positive or
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negative, and the precise status of the animal is determined with a predefined degree of
statistical significance. Methods applied on a selected population reduce the risk of obtain-
ing falsely positive or falsely negative results. A condition for this are well conceived and
documented methods, with the application of the corresponding reagents, and work with
professional and skilled staff. This process requires also a consistent implementation of the
most rigorous experimental plans, epidemiological and statistical data and estimations,
with constant monitoring of the validity of the applied methods. Such an approach is neces-
sary in order to cut down the number of misconceptions and accidental mistakes, for a ref-
erent population of animals on which the validity of a method is tested. Once a valid method
is included in daily routine investigations, it is necessary to apply constant monitoring for
the purpose of internal quality control, in order adequately to evaluate its reproducibility
and reliability. Consequently, it is necessary at least twice yearly to conduct comparative
inter-laboratory investigations of the reproducibility of the used methods. Having in mind
the above presented facts, it can be concluded that good laboratory practice, as well as the
implementation of a complete program for security quality, will in the near future become
necessary for all laboratories which are interested in acquiring national and international
certificates.

Key words: Diagnostics, quality system, validation

LABORATORNÀE DIAGNOSTI^ESKIE METODÀ, SISTEMA KA^ESTVA I
NADE@NOSTÃ

Ru`ica A{anin, Branka Vidi~, D. KrnÔi~

Izvestno, ~to na osnove laboratornìh ispìtaniy, kone~noe pot-
ver`denie ka~estva rabotì osuçestvlÔetsÔ polu~eniem uverennìh nadë`nìh re-
zulÝtatov. Idei, planirovanie, znanie, iskussvo, opìt i okru`enie pri horo{ey
laboratornoy praktike, kontrole ka~estva i nadë`nostÝ ka~estva sostavlÔÓt
oblastÝ biologi~eskih ispìtaniy o~enÝ slo`noy. Poslednih let kontrolÝ ka~e-
stva, vklÓ~aÔ i kontrolÝ rabotì v laboratorii, obosnovan na me`dunarodnìh
standartah i na Ìtom urovne i polÝzuetsÔ. Primenenie {iroko priznannìh me`du-

narodnìh stadartov, kak InternacionalÝnìy standart ISO/IEC 17025 (I) i prime-

nenie sistemì ka~estva serii ISO/IEC 9000 (2), stalo trebovanie na osnove kogo
laboratorii imeÓt formalÝnuÓ, vidimuÓ i sootvetstvuÓçuÓ sistemu ka~estva.
Diagnosti~eskie metodì, primenÔemìe dol`nì konstantno davatÝ rezulÝtatì,
identificiruÓçie `ivotnoe kak polo`itelÝnoe ili otricatelÝnoe, na osnove
~ego opredelÔetsÔ to~nìy status `ivotnogo s predìduçe opredelÒnnoy stepenÝÓ
statisti~eskoy uverennosti. Metodì, primenënnìe na otobrannuÓ populÔciÓ,
umenÝ{aÓt risk ot polu~eniÔ lo`no polo`itelÝnogo i lo`no otricatelÝnogo re-
zulÝtata. Uslovie dlÔ togo horo{o osmìslennìe i dokumentirovannìe metodì pri
primenenii sootvetstvuÓçih reagentov i rabota s specialÝnìm i obu~ennìm per-
sonalom. Õtot process trebuet i posledovatelÝnoe primenenie naibolee rig-
orosti~nìh ÌksperimentalÝnìh planov, Ìpidemiologi~eskih i statisti~eskih
dannìh i ocenok, pri postoÔnnom monitoringe nadë`nosti primenënnìh metodov.
Takie (po ka~estvu) podhodì nu`nì radi umenÝ{eniÔ o{ibo~nìh predpolo`eniy i
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slu~aynìh o{ibok, kogda vopros referentnaÔ populÔciÔ `ivotnìh na kotoroy pro-
verÔetsÔ nadë`nostÝ metoda. Kogda nadë`nìy metod za~islitsÔ v e`ednevnìe
umelìe ispìtaniÔ, neobhodimo primeneniem postoÔnnogo monitoringa, provoditÝ
vnutrenniy kontrolÝ ka~estva kak bì na adekvatnìy sposob ocenilasÝ ego povto-
rÔemostÝ i nadë`nostÝ. Tak`e i sravnitelÝnìe me`dulaboratornìe ispìtaniÔ o
reproducirovanii polÝzovannìh metodov nu`no provoditÝ menÝ{e vsego dva raza
e`egodno. ImeÔ v vidu vperëd, privedënnìe faktì mo`no sdelatÝ vìvod, ~to
horo{aÔ laboratornaÔ praktika slovno i primenenie polnoy programmì dlÔ obe-
spe~eniÔ ka~estva v blizkom buduçem stanut neobhodimìe dlÔ vseh laboratoriy,
zainteresovannìe dlÔ polu~eniÔ nacionalÝnìh i me`dunarodnìh sertifikatov.
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