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VALIDACIJA LABORATORIJSKIH DIJAGNOSTICKIH
METODA U SISTEMU KVALITETA®
LABORATORY DIAGNOSTIC METHODS, SYSTEM OF QUALITY AND
VALIDATION

RuZica Asanin, Branka Vidié, 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, vestina, iskustvo i okruZenje, uz dobru
laboratorijsku praksu, kontrolu kvaliteta i pouzdanost kvaliteta ¢ine
oblast bioloskih ispitivanja veoma sloZzenom. Poslednjih godina kon-
trola kvaliteta je ukljucujuéi i kontrolu rada u laboratoriji, zasnovana na
medunarodnim standardima i na tom nivou se i koristi. Primena Siroko
priznatih medunarodnih 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 odgovarajuci sistem kvaliteta. Dijagnosticke metode koje
se primenjuju moraju konstantno da daju rezultate koji identifikuju Zivo-
tinju kao pozitivnu ili negativnu, na osnovu ¢ega se odreduje tacan
status Zivotinje sa prethodno definisanim stepenom statistiCke sigur-
nosti.Metode primenjene na odabranu populaciju, smanjuju rizik od
dobijanja laZno pozitivnog i laZno negativnog rezultata. Uslov za to su
dobro osmisljene i dokumentovane metode uz primenu odgovarajucih
reagenasa i rad sa stru¢nim i obuc¢enim osobljem. Ovaj proces zahteva
i doslednu primenu najrigoroznijih eksperimentalnih planova, epidemi-
oloskih i statistickih podataka i procena, uz stalan monitoring validnosti
primenjenih metoda. Ovakvi pristupi su potrebni radi smanjenja po-
gresnih pretpostavki i slu¢ajnih gresaka kada je u pitanju referentna
populacija Zivotinja 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 nacin procenila njegova ponovijivost i
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pouzdanost. Takode je potrebno sprovoditi i uporedna medulaborato-
rijska ispitivanja o reproducibilnosti koris¢éenih metoda najmanje dva
puta godisnje. Imajuéi u vidu iznete injenice moZe da se zakljuci da ¢e
dobra laboratorijska praksa, kao i implementacija potpunog programa
za obezbedenje kvaliteta u bliskoj buduénosti postati neophodne za
sve laboratorije koje su zainteresovane za dobijanje nacionalnih i
medunarodnih certifikata.

Kjucne reci:dijagnostika,sistem kvaliteta,validacija
Uvod / Introduction

Sistem kvaliteta u laboratoriji za dijagnostikovanje zaraznih bolesti Zi-
votinja obuhvata aktivnosti i kljucne elemente kvaliteta koji predstavljaju: okruze-
nje laboratorije, izbor odgovaraju¢e metode, kontrolu metoda, uspostavljen si-
stem upravljanja kvalitetom (politika kvaliteta, poslovnik, procedure i drugo),
uporedivanje standarda i planiranje, vazecCe standarde i uputstva (medunarodni i
nacionalni nivo) [7, 9].

Pre razvijanja ili izvodenja bilo koje metode, laboratorija mora da ima
odgovarajuce prostorije i resurse S§to podrazumeva laboratorijski prostor i osoblje.
Kvalitet moze da se definiSe kao pogodan za nameravanu upotrebu, Sto podrazu-
meva, u ovom slucaju, kontrolu metode koja se ispituje. Izbor odgovarajuc¢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 kontroliSe radi dobijanja pouzdanih rezultata. Aktivnosti i materijali koji su
potrebni za izvodenje kontrole obuhvataju tehnicke uslove (oprema, potro$ni ma-
terijal i slicno), protokole izvodenja metode, kao i ostale aktivnosti (ispravno
rukovanije i kalibracija instrumenata i opreme, nabavke, planiranja i sli¢no).

Validacija laboratorijskih metoda / Validation of laboratory methods

Nakon obavljene validacije, metoda koja se primenjuje u ispitivanjima
konstantno mora da daje rezultate koji identifikuju Zivotinju kao pozitivnu ili nega-
tivnu, na osnovu Cega se odreduje tacan infektivni status zivotinje sa prethodno
definisanim stepenom statisti¢ke sigurnosti. Ovakve metode, primenjene na oda-
branu populaciju, smanjuju rizik od dobijanja lazno pozitivnog i lazno negativnog
rezultata. Uslov za to je dobro osmisljena i dokumentovana metoda i primena
odgovarajuéih reagenasa, kao i stru¢no i obuceno osoblje. Sam proces validacije
zahteva i doslednu primenu najrigoroznijih eksperimentalnih planova i epidemio-
loskih i statistiCkih pomoénih postupaka. Ovo je neophodno kako bi se smanijila
pogres$na pretpostavka i slu¢ajna greska na referentnoj populaciji zivotinja na ko-
joj se proverava validnost metoda.
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Ispitivanje validacije neke metode se odvija postupno kroz pet faza:
1. ispitivanje primenljivosti metoda za odredenu namenu;

2. izbor, optimizacija i standardizacija reagenasa, tehnika i metoda;
3. odredivanje performansi metoda;

4. pracenje validnosti metoda i

5. nadzor i unapredenije validacionih kriterijuma u rutinskom radu.

Faza 1. Primenljivost metode za odredenu namenu /
Phase 1. Applicability of special-purpose methods

Ovaj postupak predstavlja pocetnu fazu u validaciji nove metode i daje
procenu u pogledu ponovljivosti, analiticke osetljivosti i specificnosti. Njime je
obuhvaéen izbor uzoraka i metode koja obezbeduje dobijanje adekvatnih rezul-
tata, uz obavezno poznavanije i primenu medunarodnih standarda. Na ovaj nacin
¢e se omoguciti poredenje 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
ukljuéuje procenu taénosti i pouzdanosti reagenasa i protokola tako $to se tokom
izvodenja metode, u svaku fazu uvodi jedan ili viSe standardnih seruma sa pozna-
tim nivoom aktivnosti. Optimizovana metoda koja u viSe ponavljanja daje iste re-
zultate za standardni serum i kontrolne serume moze da se oznaci kao mero-
davna.

Preliminarna procena ponovijivosti je neophodna da bi se pristupilo
daljem razvoju metode. Ovo se postize tako $to se procenjuju rezultati iz vise
ponovljenih ispitivanja.

Postupak odredivanja analiticke senzitivnosti i specificnosti obuhvata
parametre koji se razlikuju od dijagnosticke senzitivnosti i specifi¢nosti. Ana-
liticka senzitivnost metoda je najmanja utvrdena koli¢ina produkta koji se detek-
tuje, a analiticka specificnost je stepen u kome primena ove metode iskljucuje
unakrsne reakcije. Analiticka specificnost se procenjuje pomocéu seruma zivotinja
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 senzitivhost, ili ako je na raspolaganju
~potvrdna” metoda visoke specifi¢nosti [6, 8].
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Faza 3. Odredivanje performansi metoda /
Phase 3. Determination of method performances

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

Dijagnosti¢ka osetljivost je odnos koji se dobija poredenjem poznatih
inficiranih referentnih Zivotinja koje su primenjenom metodom registrovane kao
pozitivne i Zivotinja za koje je primenjenom metodom dobijen negativan rezultat
(lazno negativne Zivotinje).

Dijagnosti¢ka specifi¢nost je odnos dobijen izmedu neinficiranih refe-
rentnih Zivotinja koje su primenjenom metodom reagovale negativno i neinficira-
nih zivotinja koje su istom metodom bile pozitivne (lazno pozitivne Zivotinje).

Broj i izvor referentnih uzoraka koji se koriste u odredivanju dijag-
nosti¢ke senzitivnosti i specificnosti su od velike vaznosti, pre svega kada je me-
toda namenjena za ispitivanje velike populacije zivotinja.

»Standard poredenja” je metoda ili kombinacija metoda na osnovu
¢ijih se rezultata porede rezultati dobijenih novom metodom. lako se obi¢no
koristi izraz ,zlatni standard” kako bi se opisalo bilo koje poredenje standarda,
treba se ograniciti na metode koje nedvosmisleno klasifikuju zivotinje 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 histopatoloskih
nalaza. Posto nije moguce postici pravi ,zlatni standard”, esto su neophodni re-
lativni standardi poredenja, koji ukljuCuju rezultate drugih serolo$kih metoda na
eksperimentalno inficiranim ili vakcinisanim zivotinjama. ,Zlatni standard” je os-
novna pretpostavka za pouzdano izrac¢unavanije dijagnosti¢ke osetljivosti i spe-
cificnosti, dok se na osnovu ponoviljivosti i reproducibilnosti procenjuje tacnost
metode.

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

Ponovijivost u dijagnosti¢ckom ispitivanju predstavlja broj koji poka-
zuje slaganje rezultata ponovljenih ispitivanja (najce$c¢e) za svaki uzorak u seriji is-
pitivanja i stepen slaganja izmedu serija sa referentnim vrednostima za svaki kon-
trolni uzorak.

Reproducibilnost podrazumeva usaglasenost rezultata dobijenih ispi-
tivanjem istih uzoraka u razli¢itim laboratorijama.

Tacnost je stepen usaglasenosti vrednosti metode i oCekivane vred-
nosti za ispitivane i standardne uzorke poznate aktivnosti i sastava (na primer, titar
ili koncentracija). Postupak ispitivanja moze da bude precizan, ali ne i tacan, ako
se rezultati dobijeni ispitivanom metodom ne slazu sa o¢ekivanim vrednostima
standarda.
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Prag/granica kategorizacije (cut-off tacka) predstavlja najnizu ili naj-
vecéu vrednost na skali na osnovu koje se nalaz definiSe kao pozitivan il negativan.

Metoda koja se ispituje moze da se uporeduje i harmonizuje sa medu-
narodnom standardnom metodom, ukoliko je ona na raspolaganju. Ovaj proces
zahteva primenu istog kontrolnog seruma i/ili standarda u obe metode.

Faza 4. Praéenje (monitoring) validnosti metode /
Phase 4. Monitoring of method validity

Analiza dobijenih rezultata metode je korisna jedino ako su zakljucci
koji iz nje proizilaze ta¢ni. Cesta greska koja se javlja je pretpostavka da ée me-
toda sa stopama dijagnosticke specifi¢nosti i dijagnosti¢ke osetljivosti od 99
posto dati jedan laZzno pozitivan i jedan lazno negativan rezultat na svakih 100 ispi-
tanih Zivotinja iz odabrane populacije. Primenjena metoda moze da bude preci-
zna i taCna, ali dobijeni rezultati metode ne mogu ta¢no da predvide infektivni
status jedinke i zbog toga se takva metoda ne moze da smatra potpuno validnom.
Sve prethodno izneto zahteva obavezno uvodenje nadzora i unapredenja valida-
cionih kriterijuma u rutinskom radu.

Faza 5. Nadzor i unapredenje validacionih kriterijuma u rutinskom radu /
Phase 4. Supervision and promotion of validation criteria in routine work

Nadzor i unapredenje validacionih kriterijuma u rutinskom radu su
neophodni iz razloga $to je za validnu metodu potrebna stalna kontrola i njeno
unapredivanje. Kada se metoda uvede u rutinsku primenu, pored sprovodenja in-
terne kontrole kvaliteta metoda, svakodnevnim ispitivanjem u cilju procene po-
novljivosti i pouzdanosti metoda, neophodna su i medulaboratorijska ispitivanja
radi utvrdivanja reproducibilnosti metode najmanje dva puta godi$nje [13, 15].

Imajuéi u vidu sve Cinjenice vezane za problematiku o kojoj je re¢
moze da se zaklju¢i da ¢e dobra laboratorijska praksa, uz primenu kompletnog
programa za obezbedenje kvaliteta u bliskoj buduénosti postati neophodni za sve
laboratorije koje su zainteresovane za dobijanje nacionalnih i medunarodnih certi-
fikata.

Rad po pozivu referisan na 16. savetovanju veterinara Srbije, Zlatibor
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ENGLISH

LABORATORY DIAGNOSTIC METHODS, SYSTEM OF QUALITY AND VALIDATION
Ruzica Asanin, 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

PYCCKUA

JIABOPATOPHbIE AMATHOCTUYECKUE METO/bl, CACTEMA KAYECTBA U
HAOEXHOCTb

Pyxwuua AwaHuH, BpaHka Buguny, 1. KpHsauy

M3BecTHO, 4YTO Ha OCHOBE NabopaToOpHbIX WUCMbITAHWA, KOHEYHoe MoT-
Bep>xAeHne KavecTBa paboTbl OCYLIECTBNAETCS NOJTyHEHNEM YBEPEHHbIX HaAEXHbIX pe-
3ynbTaToB. Vigen, nnaHmpoBaHue, 3HaHWe, NCKYCCBO, OMbIT Y OKPYXXEHWE MpU XOpOoLUe
nabopaTopHOM MpakTUKe, KOHTPOSie KayecTBa M HaLEXHOCTb KadecTBa COCTaBMSIOT
06nacTb 6BUONOTMYECKMX UCTIBITAHUI OYEHb CNOXXHOW. MocnegHUx neT KOHTPONb Kade-
CTBa, BKJO4aA M KOHTPOSb paboTbl B nabopaTopumn, 060CHOBaH Ha MeXAyHapOoAHbIX
cTaHZapTax 1 Ha 3TOM YPOBHE 1 Mosib3yeTcs. [pUMeHeHMe LIMPOKO NPU3HAHHBIX MEXAY-
HapoHbIX cTagapToB, kKak NHTepHaumoHanbHbin ctaHgapT ISO/IEC 17025 (1) n npume-
HeHue cucTembl kadectBa cepun ISO/IEC 9000 (2), ctano TpeboBaHWe Ha OCHOBE KOro
nabopatopun UMetoT hopManbHyO, BUAMMYIO 1 COOTBETCTBYIOLLYIO CUCTEMY KayecTBa.
,D,marHocmquKme MeToAbl, NPpUMeHAeMble O0JIKHbl KOHCTaHTHO AaBaTb pe3ybTaThl,
NAEHTUMDULMPYIOWME XMBOTHOE KaK MOJSIOXKUTENBHOE MW OTpULATENbHOE, HAa OCHOBE
Yero onpefensaeTcsa TOYHbIA CTaTyC XXUBOTHOIO C NpeAblayLye onpeaenéHHON CTENeHbo
CTaTUCTUYECKOW YyBEPEHHOCTU. MeToabl, NMPUMEHEHHbIE Ha OTOOPaHHYK MOMynsuumio,
YMEHBLUAKOT PUCK OT MOJSTYHEHMUS JIOXKHO MOJIOXKUTENBHOIO U JIOXKHO OTPULIATENBHOIO pe-
3ynbTarta. YcrnoBue AN TOro XOpOLLO OCMbICIEHHbIE Y JOKYMEHTUPOBAHHbIE METOAbI NP
NPUMEHEHN COOTBETCTBYIOLLMX peareHToB 1 paboTa ¢ cneyuanbHbIM U 06yYeHHbIM nep-
coHanomMm. OTOT npouecc TpebyeT M nocnepoBaTesibHOe MpYMEHeHWe Havbonee pur-
OPOCTUYHbIX 3KCnepumMeHTalsibHbIX M/aHOB, 3INNAEMUONIOTMYEeCKUX U CTaTUCTUHECKUX
AaHHbIX N OLEeHOK, Npn NOCTOAHHOM MOHUTOPWUHIe Ha,qé)KHOCTVI I'IpVIMeHéHHbIX mMeTo40B.
Takune (No Ka4ecTBY) NOAXOAbI HY>XHbI PaAN YMEHbLUEHWST OLUMOOYHbBIX MPEANOSI0OXKEHNA 1
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CnyyarHbIX OWKnOOK, Korga Bonpoc pehepeHTHas Nonynsaumst XXMBOTHbIX HA KOTOPOM Npo-
BepsieTcA HagéXHocTb MeToga. Korga HagéXHbl MeToq 3a4UCINTCA B eXXeAHEBHbIe
ymMmersible UcnblTaHug, HGOﬁXO,qI/IMO npuMeHeHnemM NoCToOAHHOIo MOHUTOPWHIa, NpoBOAUTb
BHYTPEHHWIN KOHTPOSb KavyecTBa Kak Obl Ha af4eKBaTHbIA Cnocob oueHunacek ero NnoBTo-
PAEMOCTb M HaAEXHOCTb. TakXXe 1 CpaBHUTENbHbIE MEXAYNabopaToOpPHbIE NCMbITAHUSA O
penpoayuvpoBaHnm MoSib30BaHHbIX METOA0B HY>XHO MPOBOAUTL MEHbLLE BCEro ABa pasa
exerogHo. Vimesa B Buay Bnepéd, npuBedéHHble hakTbl MOXHO cAenaTb BblBOA, HYTO
xopolas nabopaTtopHasi NpakTuka CMOBHO U NPUMEHEHME MOSTHOW NporpaMmbl s obe-
cneyeHust kKadecTsa B 65IM3KOM by AyLlem CTaHyT HeoOXo4uMble A4S BCcex nabopaTopui,
3anHTepecoBaHHble AN MOSTyYEeHUS HaUMOHarbHbIX N MEXAYHapOAHbIX CEPTURMKATOB.

KntoueBble cnosa: AnarHoCcTukKa, cuctema Ka4ecrtBsa, Ha,D,é)KHOCTb
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