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IZVESTAJ
A. Sadrzaj doktorske disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 123 strane, ima 18 tabela, 31 sliku i 118 literaturnih navoda.
Sadrzaj doktorske disertacije izlozen je u slede¢im poglavljima: Uvod, Ciljevi istrazivanja,

Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zaklju¢ci i Literatura.

Cilj ovog nauc¢nog istrazivanja bio je da se moving average (MA) procedure, po prvi put u Srbiji,

primene kao dodatni alat za kontrolu kvaliteta (QC) analitickog rada u medicinskoj laboratoriji



sa malim dnevnim obimom testiranja i da se ustanovi da li je MA procedure moguce integrisati u
plan kontrole kvaliteta zasnovan na riziku. U tom smislu bilo je neophodno da se metod
simulacije detekcije bias-a primeni na istorijski set laboratorijskih rezultata pacijenata i da se
pomocu MA Generator softverske aplikacije odaberu, optimizuju i validuju MA procedure za
deset biohemijskih analita. Zatim je bilo potrebno da se optimizovane MA procedure
implementiraju u laboratorijski informacioni sistem (LIS) i primene u realnom vremenu u
rutinskom radu laboratorije, a potom uspostavi protokol za postupanje sa MA alarmima. Takode,
jedan od ciljeva je bio da se izvrsi klasifikacija ispitivanih testova na osnovu sigma metrike i
nakon toga sacini plan kontrole kvaliteta zasnovan na riziku. Konacno, bilo je neophodno da se

MA procedure integri$u u laboratorijski plan kontrole kvaliteta zasnovan na riziku.

U poglavlju Materijal i metode navedeni su podaci 0 materijalu koris¢enom u studiji, kao i
primenjenim metodama. Studija je dizajnirana kao retrospektivno analiziranje podataka iz LIS-a
1 podataka iz unutrasnje 1 spoljasnje QC. Za izvodenje studije dobijena je saglasnost Etickog
odbora Zavoda za zdravstvenu zastitu radnika “Zeleznice Srbije” u Beogradu. Materijal su
predstavljali rezultati pacijenata preuzeti iz LIS-a za 10 biohemijskih analita: albumin, AST
(aspartat aminotransferaza), HDL-holesterol (holesterol iz lipoproteina visoke gustine, eng.
High-Density Lipoproteins), hloridi, holesterol, kalcijum, kalijum, kreatinin, natrijum i ukupni
proteini. Evidentiranje MA alarma i analiza njihovih uzroka vrSena je na rezultatima pacijenata
iz LIS-a. Za izradu plana kontrole kvaliteta zasnovanog na riziku korisceni su rezultati unutra$nje

1 spoljasnje kontrole za ispitivane analite.

Izbor optimalnih MA procedura izvrsen je metodom simulacije detekcije bias-a. Za svaki od 10
ispitivanih biohemijskih analita napravljen je izbor slede¢ih MA parametara: inkluzioni
kriterijumi (granica odsecanja, eng. truncation limit), formula za izraGunavanje (prosti MA ili
eksponencijalno ponderisani MA - EWMA), velicina bloka ili ponderskog faktora (u zavisnosti
od formule) i kontrolne granice. Simulacija bias-a je vrsena na svakih 400 uzastopnih rezultata.
Uvedene su sledece veli¢ine bias-a u rezultate svih ispitivanih analita: -50%, -40%, -30%, -20%,
-10%, -5%, -3%, -1%, 1%, 3%, 5%, 10%, 20%, 30%, 40% i 50%. Osim toga, za svaki analit
dodatno je uveden bias veli¢ine TEa (ukupna dozvoljena greska, eng. Total Allowable Error) za
taj test, smatraju¢i TEa klinicki znacajnim bias-om. Dobijeni rezultati su predstavljeni i

analizirani pomo¢u MA krivih detekcije bias-a. Konstruisanje krivih za svaki analit je



ponavljano viSe puta kako bi se ispitao uticaj svih varijabli od interesa. Na istom grafiku je
konstruisano vise krivih kandidata, koje predstavljaju razli¢ite MA procedure za jedan analit,
kako bi se moglo vrsiti vizuelno poredenje razli¢itih MA procedura. Na osnovu te vizuelne
procene izvrsen je izbor svih elemenata optimalne MA procedure: granice odsecanja, formula za
izraCunavanje, veli¢ina bloka ili ponderskog faktora i kontrolne granice. Nakon izbora optimalne
MA procedure za svaki od ispitivanih analita, izvrSena je validacija odabranih procedura pomoc¢u
validacionih grafika. Sa tih grafikona o¢itani su medijana broja rezultata potrebnih za otkrivanje
odredenog bias-a, kao i minimalni i maksimalni broj rezultata u kojima ¢e se sigurno otkriti
odredeni bias, iz Cega je zaklju¢eno da li je to moguce u okviru dnevnog broja testova koji
laboratorija radi. Sva MA izraCunavanja i simulacije, kao i optimizacija i validacija MA
procedura izvedeni su pomocu namenske online aplikacije MA Generator (Huvaros B.V.,

Bloemendaal, The Netherlands).

Potom su izvrSena programska podeSavanja koja su omogucéila implementaciju odabranih MA
procedura u LIS i definisano generisanje MA alarma, kao upozorenja da je MA vrednost koja je
izracunata za neki analit izvan zadatih kontrolnih granica. Performanse 10 implementiranih MA
procedura procenjene su pracenjem pojave MA alarma. Za analizu MA alarma koriS¢eni su
slede¢i postupci: pregled rezultata pacijenata (sa traganjem za ekstremnom vrednoSéu i
preanalitickim problemima), ponovna analiza uzoraka pacijenata iz stabilnog perioda, analiza

uzoraka unutra$nje kontrole, pregled poruka o nepravilnostima u radu 1 o odrzavanju analizatora.

Za svih 10 ispitivanih analita, izraCunavanje sigma metrike izvrSeno je po formuli: Sigma= (TEa
— Bias)/Kv. Plan visestepene omedene QC je za svaki ispitivani analit napravljen pomocu
Westgardovog kalkulatora za uéestalost izvodenja QC (QC Frequency or Run Size Calculator)
koji je dostupan na http://tools.westgard.com/frequency_calculator3.shtml. Na osnovu sigma
vrednosti ispitivani testovi su klasifikovani u 3 grupe za izradu kontrolne strategije: strategija
visoke sigme (sigma > 5,0), strategija srednje sigme (4,5 < sigma < 5,0) i strategija niske sigme
(3,5 < sigma < 4,5). Navedeni kalkulator dao je kontrolne procedure koje su kandidati za izradu
kontrolne strategije zasnovane na riziku, zajedno sa veli¢inom serije rezultata koje treba
“omediti” kontrolom. Na osnovu toga napravljeni su pocetni (start-up) QC plan koji ¢e se
izvoditi na pocetku svakog radnog dana pre pocetka analiziranja uzoraka pacijenata i QC plan za

pracenje (monitor) koji ¢e se izvoditi periodiéno tokom radnog dana.


http://tools.westgard.com/frequency_calculator3.shtml

U poglavlju Rezultati, prvo su prikazane karakteristike setova rezultata pacijenata na osnovu
kojih je izvrSen izbor, optimizacija i validacija MA procedura. Zatim su prikazani rezultati
poredenja razli¢itih MA procedura na osnovu krivih detekcije bias-a. Potom je detaljno
prikazana sposobnost svake kandidatske MA procedure da otkriva bias-e razli¢itih veli¢ina.
Zatim je dat pregled karakteristika odabranin MA procedura za svih 10 ispitivanih analita.
Slede¢i deo poglavlja Rezultati posveéen je prikazu MA alarma, kao i rezultatima detaljne
analize svakog od njih. Potom je predstavljen algoritam proistekao kao rezultat te analize. Kada
je u pitanju sigma metrika, u slede¢em odeljku poglavlja Rezultati prikazane su sigma vrednosti
sva 3 kontrolna nivoa svakog od 10 ispitivanih analita, kao i prose¢na sigma vrednost svakog
testa. Potom su prikazani rezultati kategorizacije ispitivanih testova na osnovu vrednosti sigma
metrike. Nakon ovoga izneti su rezultati vezani za izradu QC plana zasnovanog na riziku:
velic¢ine serije za kandidatske QC procedure za 10 ispitivanih analita, a na kraju i integrisani

visestepeni plan kontrole kvaliteta zasnovan na riziku.

Na kraju disertacije, dati su Diskusija i Zaklju¢ci koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i

njihove analize.
B. Opis dobijenih rezultata

Simulacija detekcije bias-a izvrSena je na ukupnom broju od 87.092 rezultata pacijenata za 10
ispitivanih analita. Karakteristike analiziranih setova podataka (broj rezultata koris¢enih za MA
kalkulacije, dnevni broj testova i opsezi koncentracija ispitivanih analita u rezultatima

pacijenata) prikazani su tabelarno.

Kada su u pitanju rezultati procesa optimizacije MA procedura, za svaki od ispitivanih analita
vise kandidatskih krivih detekcije bias-a je konstruisano na istom grafiku. Svaka kriva je
predstavljala razlicitu MA proceduru za jedan analit. Na osnovu toga, izvrSeno je Vvizuelno
poredenje razli¢itih MA procedura. Na primer, za albumin je na osnovu krivih detekcije bias-a za
proste MA procedure pokazano da su MA procedure bez granica odsecanja bile bolje nego one
sa granicama odsecanja, zato $to uvodenje donjeg limita odsecanja od 30 g/L nije popravilo
detekciju malih bias-a, a onemogucilo je detekciju negativnih bias-a vec¢ih od 30%. Analogno je

i kod EWMA procedura za albumin uoceno da uvodenje donje granice odsecanja ne dovodi do



poboljsanja karakteristika MA procedure. Poredenjem je zakljuceno da za albumin prosta MA

formula ima bolje performanse za otkrivanje bias-a nego EWMA.

Sli¢no je pokazano za natrijum poredenjem razlic¢itih prostih MA i EWMA procedura. Uvodenje
gornjeg limita odsecanja od 145 mmol/L dovelo je do beznacajnog poboljsanja u detekciji malih
bias-a za natrijum, ali je znacajno ugrozilo otkrivanje pozitivnih bias-a vec¢ih od 5%. Kada je za
natrijum uvedena i donja granica odsecanja od 130 mmol/L, to je onemogucilo otkrivanje
negativnih bias-a ve¢ih od 5%. Na kraju su odabrane dve kandidatske MA procedure za natrijum
i uporedene na jednom grafiku na osnovu kojeg se doslo do zakljucka da prosta MA procedura u

ovom slucaju ima bolje performanse u domenu otkrivanja malih bias-a.

Poredenjem multiplih krivih detekcije bias-a za holesterol, uo¢eno je da proste MA procedure
imaju bolje performanse u odnosu na EWMA, narocito kada je u pitanju otkrivanje pozitivnih
bias-a. Zbog toga su proste MA procedure za holesterol dodatno testirane sa granicom odsecanja
od 8 mmol/L. Medutim, to je dovelo do smanjene sposobnosti otkrivanja bias-a. Stoga su na
kraju uporedene 2 krive kandidatkinje bez granica odsecanja (jedna iz MA, a druga iz EWMA

grupe procedura) i to one koje su na prethodnim graficima procenjene kao najbolje.

Za razliku od albumina, natrijuma 1 holesterola, uvodenje granice odsecanja za kreatinin
popravilo je performanse MA procedure, naroCito kada je re¢ o pozitivnim bias-ima. Poredenje
krivih detekcije bias-a za razlic¢ite formule i ponderske faktore, pokazalo je da EWMA algoritam
ima prednost nad prostim MA procedurama za kreatinin i da je ponderski faktor 0,1 bio
optimalan za ovu kalkulaciju. Granica odsecanja od 150 umol/L se pokazala kao optimalna za

kreatinin.

Poredenjem viSestrukih prostin MA i EWMA krivih za AST bez granice odsecanja uoceno je da
je otkrivanje pozitivnih bias-a gotovo nemoguce bez granica odsecanja, bez obzira na to da li se
koriste MA ili EWMA procedure. Sli¢no kao kod Kreatinina, i u slucaju AST-a uvodenje gornje
granice odsecanja (50 IU/L) dovelo je do poboljsanja sposobnosti otkrivanja bias-a, pre svega

pozitivnih.

Analizom visestrukih prostin MA i EWMA krivih za kalijum, bez granice odsecanja i sa njom,

odabrane su dve MA procedure kao najbolje za kalijum: EWMA, sa ponderskim faktorom 0,1 i



granicom odsecanja 6 mmol/L i EWMA sa ponderskim faktorom 0,1, bez granice odsecanja.
Poredenje te dve kandidatske krive na istom grafikonu je pokazalo da za kalijum EWMA
procedura sa gornjom granicom odsecanja od 6 mmol/L ima bolje performanse u otkrivanju
pozitivnih bias-a, dok su se za negativne bias-e krive poklopile, odnosno njihove karakteristike

pri otkrivanju negativnih bias-a su bile identi¢ne.

Analiza krivih detekcije bias-a pokazala je da su u slu¢aju ukupnih proteina EWMA procedure
imale bolje karakteristike u odnosu na proste MA procedure. Za razliku od ukupnih proteina,
proste MA procedure pokazale su se boljim nego EWMA kada su u pitanju bili kalcijum, HDL-
holesterol i hloridi.

Koris¢enjem validacionih grafika, za svaku odabranu MA proceduru su ustanovljeni detalji njene
sposobnosti otkrivanja bias-a. Uz pomo¢ tih grafika takode je bilo moguce precizno odrediti
detalje otkrivanja bias-a za dve MA procedure izmedu kojih je ve¢ uocena razlika u krivima
detekcije bias-a, kao $to je bio slucaj sa kalijumom. Odabrana MA procedura za kalijum je bila
sposobna da otkrije bias veli¢ine TEa malo brze, a manje bias-e izmedu 10 i 18% mnogo brze u
odnosu na drugu kandidatsku krivu. U ovom sluc¢aju, detekcija pozitivnih bias-a vecih od 40% je

bila sporija, ali jo$ uvek moguca u okviru dnevnog proseka broja testova u nasoj laboratoriji.

Takode, pomocu validacionih grafika, bilo je moguc¢e definitivno izabrati izmedu dve

kandidatske procedure sa vrlo sli¢nim krivim detekcije bias-a, kao $to je bio slucaj za natrijum.

Na osnovu ocitavanja sa MA validacionih grafika, ustanovljene su MA procedure pomoc¢u kojih
je moguce otkriti klini¢ki znac¢ajan bias u jednoj petini do jednoj Cetvrtini dnevne produkcije
kalijuma, u jednoj petini do jednoj tre¢ini dnevnog broja rezultata natrijuma i u okviru dnevne
produkcije albumina (uprkos jako maloj ucestalosti zahteva za ovaj test). Takode, ustanovljene
su MA procedure koje imaju sposobnost otkrivanja klinicki znacajnog bias-a u jednoj petini do
jednoj polovini dnevnog broja testova HDL- holesterola, jednoj tre¢ini do jednoj polovini za
hloride, jednoj polovini do dve tre¢ine dnevnog broja za kalcijum, jednoj polovini dnevne
produkcije za ukupne proteine i u okviru dnevnog broja testova za AST. Za kreatinin, negativan
klini¢ki znacajan bias je sigurno bilo moguce otkriti u jednoj tre¢ini dnevne produkcije, dok je

otkrivanje pozitivnog bias-a u okviru dve tre¢ine dnevnog broja rezultata bilo izvesno u oko 50%



sluéajeva. U slucaju holesterola, otkrivanje klini¢ki znacajnih negativnih bias-a je bilo sigurno u
okviru dnevnog broja testova, a pozitivnih izvesno u 50% slucajeva u okviru jedne polovine

dnevnog broja.

Uzimajuci u obzir sve navedeno, odabrana je po jedna optimalna MA procedura za svaki od 10
ispitivanih biohemijskih analita. EWMA procedure su odabrane kao optimalne za kalijum
(A=0,1), kreatinin (A=0,1) i ukupne proteine (A=0,05), gde je A veli¢ina ponderskog faktora . Sa
druge strane, proste MA procedure su bile optimalne za albumin (N=10), AST (N=100), HDL-
holesterol (N=25), hloride (N=10), holesterol (N=10), kalcijum (N=10), i natrijum (N=25), gde
je N veli¢ina bloka. Gornja granica odsecanja primenjena je za AST (50 IU/L), kalijum (6
mmol/L) i kreatinin (150 pmol/L).

Sposobnost odabranih MA procedura da otkrivaju klini¢ki znacajan bias definisana je brojem
rezultata potrebnih za detekciju bias-a velic¢ine TEa koji je ocitan sa MA validacionih grafika.
Medutim, tokom trajanja studije sprovedena je i racionalizacija laboratorijske dijagnostike, $to je
dovelo do dodatnog smanjenja dnevnog broja testova za vecinu ispitivanih analita. Uprkos tome,
analizom dobijenih rezultata je konstatovano da su i nakon tog smanjenja odabrane MA
procedure bile sposobne da detektuju klinicki zn¢ajan bias u okviru dnevnog broja testova.
Rezultati su pokazali da ¢e optimizovane MA procedure sigurno otkriti i pozitivan i negativan
klini¢ki znacajan bias u okviru racionalizovanog dnevnog broja testova za 8 od 10 ispitivanih
analita (albumin, AST, HDL-holesterol, hloridi, kalcijum, kalijum, natrijum i ukupni proteini),
kao i negativan bias za kreatinin. Za pozitivan i negativan bias natrijuma i pozitivan bias
kreatinina verovatnoca otkrivanja u okviru dnevnog broja testova iznosila je 50%. Povrh toga,
pet od deset optimizovanih MA procedura (albumin, AST, holesterol, natrijum i ukupni proteini)

je bilo sposobno da otkrije i bias veli¢ine TEa bazirane na podacima o bioloskoj varijaciji.

U periodu od 6 meseci, ukupno je generisano 73.059 MA vrednosti za 10 ispitivanih
biohemijskih analita. Za to vreme registrovano je 17 MA alarma, $to je predstavljalo 0,023% od
ukupnog broja MA vrednosti. Najvec¢i broj MA alarma po pojedinacnim analitima registrovan je
za natrijum, dok za hloride i kalcijum nije bilo nijednog alarma. Za svaki MA alarm, LIS je dao

tabelarni i graficki prikaz koji je pomogao u analizi uzroka alarma.



Svaki MA alarm je evaluiran prema algoritmu koji je obuhvatao pregled rezultata pacijenata za
test na kome se alarm pojavio, traganje za ekstremnim vrednostima, analizu uzoraka unutrasnje
QC, ponovnu analizu uzoraka pacijenata iz stabilnog perioda, pregled poruka o eventualnim
nepravilnostima u radu analizatora, kao 1 zapisa o odrzavanju aparata. Takvom analizom
otkriveni su slede¢i uzroci MA alarma: u 9 slu¢ajeva abnormalni rezultati pacijenata, u 2 slucaja

preanaliticki problem, takode u 2 slucaja analiticko odstupanje i u 4 slu¢aja uzrok nije otkriven.

Kao deo evaluacije 2 alarma za natrijum koji su bili uzrokovani analitickim odstupanjem,
izvrSena je rekalibracija i zatim ponovo analizirani uzorci pacijenata od tog dana. Razlika u
koncentracijama natrijuma izmedu originalnih i retestiranih rezultata ni kod jednog pacijenta nije

bila ve¢a od 4 mmol/L $to je CLIA definisala kao TEa za ovaj analit.

Kada su u pitanju rezultati izraCunavanja sigma metrike, od 10 ispitivanih testova, njih pet
(albumin, AST, HDL-holesterol, holesterol, kalijum) imalo je patient-risk sigma metriku vecu od
5, dva testa izmedu 4,5 i 5 (hloridi i kreatinin), dva testa (kalcijum i ukupni proteini) izmedu 4 i

4,5, a najlosiji je bio natrijum sa izra¢unatom sigmom od 3,89.

Na osnovu toga, testovi su razvrstani u 3 grupe za izradu kontrolne strategije. Albumin, AST,
HDL-holesterol, holesterol i kalijum svrstani su u kategoriju visoke sigme (sigma > 5,0), hloridi i
kreatinin su pripali srednjoj sigma kategoriji (4,5 < sigma < 5,0), dok su kalcijum, natrijum i

ukupni proteini bili u kategoriji niske sigma metrike (3,5 < sigma < 4,5).

Rukovodeéi se rezultatima veli¢ine serije koje je Run-size kalkulator izra¢unao za razlicita
kontrolna pravila izvrSen je izbor start-up i monitor QC procedura. Kao start-up QC procedura
za svih 10 testova odabrano je najjednostavnije viSestruko pravilo koje odgovara svim
ispitivanim testovima i koje podrazumeva 3 merenja. To je bilo 1:3s/ 2 od 3:2s/ 3:1s N3
viSestruko kontrolno pravilo sa verovatno¢om laznog odbacivanja Ps= 0,02. VeliCina serije
izracunata za to kontrolno pravilo visestruko premasuje maksimalni dnevni broj testova za svih
deset ispitivanih analita. Kao monitor QC procedura, koja ¢e omediti kraj dnevne serije, za
testove sa niskom sigma metrikom (kalcijum, natrijum, ukupni proteini) i kreatinin iz kategorije
srednje sigme, odabrano je jednostruko QC pravilo sa jednim merenjem koje odgovara za sva ta

4 testa 1 to je 1:2s N1 sa verovatno¢om odbacivanja Ps= 0,05. Kako bi veli€ina serije bila



istovremeno odgovarajuca za sva 4 testa (veliCina serije za natrijum je granicno odgovarajuca),
nije bilo moguce odabrati pravilo sa manjom Ps. S obzirom na sigma vrednosti ta 4 testa,
odabranoj SQC monitor proceduri su pridodate i optimizovane MA procedure za te analite kako
bi se povecala verovatnoca otkrivanja potencijalne greske u okviru dnevnog broja testova koje
laboratorija izvodi. Za testove iz kategorije visoke sigma metrike (albumin, AST, holesterol,
HDL-holesterol, kalijum) i hloride iz kategorije srednje sigme, kao monitor QC procedure su
odabrane optimizovane MA procedure za te analite. Ta odluka zasnovana je na sigma vrednosti,
veli¢ini serije koja viSestruko premasuje Zzeljeni interval izdavanja za te testove i sposobnosti
optimizovanih MA procedura za te analite da otkrivaju bias kriti¢ne veli¢ine. Uzimajuéi u obzir
sve navedene rezultate, izraden je viSestepeni plan kontrole kvaliteta zasnovan na riziku. Ovaj
plan objedinjuje tradicionalne i MA kontrolne procedure, te je stoga nazvan integrisanim. U
njemu je za albumin, AST, hloride, HDL-holesterol, holesterol i kalijum, monitor QC procedura
zamenjena MA procedurom. Sa druge strane, za kalcijum, kreatinin, natrijum i ukupne proteine

MA procedura je pridodata monitor QC proceduri.

C. Uporedna analiza rezultata iz doktorske disertacije sa podacima iz literature

Laboratorijsko testiranje je jedan od klju¢nih segmenata dijagnostickog procesa u savremenoj
medicinskoj praksi (1, 2). Shodno tome, potencijalne laboratorijske greske mogu imati ogroman
uticaj na ishod lecenja pacijenata (3). Tacnost izdatih laboratorijskih rezultata garantuje se
adekvatno i dosledno sprovedenom kontrolom kvaliteta (eng. Quality Control, QC, Statistical
Quality Control, SQC) koja predstavlja jedan od osnovnih principa na kojima pociva analiti¢ki
rad medicinskih laboratorija (4). Tradicionalno se unutrasnja QC (eng. Internal Quality Control,
IQC) analitickog rada laboratorije sprovodi testiranjem komercijalno dostupnih kontrolnih
materijala, ¢ija je oCekivana vrednost poznata unapred, u odredenim vremenskim intervalima.
Potom se na dobijene rezultate tih kontrolnih merenja primenjuje jedno ili vise statistickih
pravila, najcesc¢e Westgardova kontrolna pravila, kojima se procenjuje da li je merna procedura u
okviru prihvatljivih specifikacija performansi (4-7). lako dobro razradena decenijama unazad,
tradicionalna QC ima i odredenih nedostataka. To su, pre svega, intermitentnost izvodenja

kontrole i pitanje komutabilnosti, ali i cena materijala i rada (8). Zbog toga se namece potreba za



uvodenjem dodatnih kontrolnih mehanizama koji bi mogli prevazi¢i ove nedostatke i obezbediti
kontinuirani nadzor nad analitiCkim procesom. Takode, da bi se sprecilo izdavanje pogreSnih
rezultata pacijenata ako dode do greske izmedu dva kontrolna merenja, postoji potreba za
razvojem QC planova zasnovanih na upravljanju rizikom, kao $to je preporuc¢eno u smernicama
C24-Ed4 Statistical Quality Control for Quantitative Measurement Procedures: Principles and
Definitions - koje je 2016. godine objavio Institut za klini¢ke i laboratorijske standarde (Clinical
and Laboratory Standards Institute, CLSI (9, 10). Za ustanovljavanje QC plana zasnovanog na
riziku potrebno je definisati: kontrolna pravila, broj kontrolnih merenja i njihovu ucestalost (11).
Plan se moze izraditi kao viSestepeni, u kome se razlikuju pocetni QC dizajn (eng. start-up) i QC
dizajn za pracenje (eng. monitor). Pocetni dizajn definiSe broj kontrolnih merenja i kontrolna
pravila za prvi QC dogadaj (na pocetku radnog dana ili smene), a dizajn za pracenje definiSe broj
kontrolnih merenja i kontrolna pravila za naredne, “omedujuce” QC dogadaje koji omogucavaju
izdavanje rezultata pacijenata (9). Ucestalost kontrolnih merenja u QC planu zasnovanom na
riziku definise se na osnovu parametra MaxE (Nur) (eng. Maximum Expected Number of
Unreliable Final Patient Results) koji predstavlja maksimalni ocekivani broj neprihvatljivih
rezultata pacijenata koji bi bili izdati tokom trajanja neotkrivenog stanja greske izmedu dva
kontrolna merenja (12). IzraGunavanje ovog parametra je veoma kompleksno i stoga je on
nepraktian za rutinsko kori§¢enje u laboratorijama (13). Prakti¢an podatak koji je laboratorijama
zapravo neophodan za ustanovljavanje QC ucestalosti, jeste veli¢ina serije (eng. run size), tj. broj
uzoraka pacijenata izmedu dva kontrolna merenja, ¢ije je izracunavanje olakSano dostupnoscu
online kalkulatora za veli¢inu serije na Westgardovom vebsajtu (14). Za koriséenje ovog
kalkulatora potrebno je poznavanje sigma metrike laboratorijskog testa. Sigma metrika
predstavlja broj defekata u odnosu na milion procesa, $to se u laboratorijskoj medicini obi¢no
smatra brojem netacnih ili pogre$nih rezultata ispitivanja izrazenim kao odnos prema broju
uradenih testova (15). Ona zapravo predstavlja verovatnocu sa kojom se o¢ekuje da se dati broj
netaCnih rezultata, koji mogu prouzrokovati rizik od Stete po pacijenta, pojavi kada se merna
procedura izvodi po specifikacijama. Sigma metrika je skala od 1 do 6 koja je reper za
klasifikovanje kvaliteta laboratorijskih testova. Vrednost sigma metrike 6 svrstava posmatrani
merni proces u ,svetsku klasu* kvaliteta, 5 je ,,odli¢no®, 4 ,,dobro®, 3 ,,granicno®, 2 ,lose* i 1
,heprihvatljivo® (4). Da bi se sigma metrika uopSte mogla izracunati, potrebno je poznavati, pre

svega — zahtev za kvalitet, a potom i nepreciznost i netacnost testa koji se ocenjuje (15). Sigma



metrika meri kvalitet testa objektivno i kvantitivno, kombinuju¢i pri tome 3 tradicionalna

elementa koji se koriste za evaluaciju performansi testa: TEa, bias i preciznost (16).

U traganju za dodatnim kontrolnim mehanizmima koji bi prevazisli nedostatke tradicionalne QC
i istovremeno ojacali nadzor nad testovima sa niskom sigma metrikom, u savremenoj
laboratorijskoj praksi se razmatra ideja kontrole kvaliteta u realnom vremenu zasnovane na
rezultatima pacijenata (eng. Patient-Based Real-Time Quality Control, PBRTQC). Ovaj koncept
kontrole kvaliteta podrazumeva koris¢enje u kontrolne svrhe samih rezultata pacijenata koje

laboratorija svakodnevno generise (17).

Jedan od mogucih nacina kori$éenja rezultata pacijenata u svrhu kontrole kvaliteta analitickog
rada jeste pokretni prosek (eng. moving average, MA) (5, 18). Pokretni prosek podrazumeva
izraCunavanje prose¢ne vrednosti iz dobijenog seta rezultata pacijenata i dalje Koriséenje te
vrednosti u kontrolne svrhe. Naziva se pokretnim, jer se vrsi preracunavanje MA vrednosti svaki
put kada se sa analizatora primi novi rezultat, odnosno podaci se kontinuirano azuriraju i
evaluiraju, kako se uzorci pacijenata analiziraju. Za definisanje MA procedure potrebno je
odabrati: formulu za izracunavanje, veli¢inu serije ili ponderskog faktora, granice odsecanja i
kontrolne granice (19). Najcesc¢e korisc¢eni algoritmi za izracunavanje MA vrednosti su: prosti
MA, eksponencijalno ponderisani MA (eng. exponentially weighted moving average, EWMA) i
Bulov algoritam (XB) (20).

Ova doktorska disertacija pokazala je prednosti primene MA procedura u laboratoriji koja radi
na primarnom nivou zdravstvene zastite, jer su karakteristike takve populacije pacijenata resile
neke poteskoce sa kojima su se drugi istrazivaci susretali. Kao prvo, nije bilo potrebe za
razdvajanjem rezultata ambulantnih i stacionarnih pacijenata (21). Takode, primetna je razlika u
medijani, kao i u minimalnim i maksimalnim vrednostima analiziranih setova podataka u
poredenju sa drugim istraziva¢ima, $to je posledica homogenosti vrednosti u populaciji sa kojom
radi laboratorija primarnog nivoa zdravstvene zastite (22). Pored toga, nije bilo nezeljenog efekta
vikenda na MA procedure koji je uocljiv u bolnickim laboratorijama, gde se ekstremne vrednosti
uglavnom javljaju vikendom (18, 23). Sve ovo je u saglasnosti sa zapazanjima drugih autora da u
laboratorijama na primarnom nivou zdravstvene zaStite MA procedure mogu pokazati bolje

performanse nego u bolnicama (19).



Prilikom izbora parametara algoritma za izraCunavanje, najvazniji nalazi ove doktorske
disertacije su se odnosili na ponderske faktore ili veli¢inu bloka i granice odsecanja. Naime,
studija je pokazala da ni mali ponderski faktori u EWMA, niti veliki blokovi u prostom MA, nisu
uvek najbolja opcija. Takode je potvrdeno da se konstantna veli¢ina bloka ne moze definisati kao
univerzalni model (23). Na primeru AST-a u ovoj studiji je pokazano da veliki blokovi ne odlazu
pocetak “rada” PBRTQC, kao §to se to nekada tvrdi (24).

Kada su u pitanju inkluzioni kriterijumi, pojedini autori tvrde da je za adekvatno otkrivanje
greSke pomo¢u PBRTQC neophodno definisati granice odsecanja za svaku kontrolnu proceduru,
¢ime se eliminiSe efekat heterogenosti rezultata u populaciji pacijenata (25). Medutim, za razliku
od njih, a u skladu sa Van Rosumovim rezultatima, ovom studijom je ustanovljeno da
postavljanje granice odsecanja moze odloziti otkrivanje velikih bias-a zbog isklju¢enja
odredenog broja rezultata iz MA proracuna (19, 23). Pri tome, gornja granica odsecanja odlaze
otkrivanje velikih pozitivnih, a donja granica otkrivanje velikih negativnih bias-a. U ovom
slu¢aju, u populaciji koja nema mnogo ekstremnih vrednosti, najbolja detekcija bias-a se postize
sa najSirim inkluzionim kriterijumima. Ovaj rad je pokazao da granice odsecanja ne treba
posmatrati kao obavezni parametar MA procedure, ve¢ se potreba za njima mora procenjivati za
svaki analit ponaosob, a u zavisnosti od populacije pacijenata sa kojima laboratorija radi. U
konkretnom slucaju, optimalne procedure za AST, kalijum i kreatinin bile su upravo one sa

granicama odsecanja.

Za razliku od tradicionalne QC, uspostavljanje PBRTQC procedura se vr§i pojedina¢no za svaku
laboratoriju i to ne pomocu standardne statistike ve¢ pomocu simulacionih analiza, $to dalje
otezava laboratorijama pristup metodama za optimizaciju (26). Posto ne postoji precizna
definicija optimalne MA procedure, u ovom radu je optimizacija izvedena na osnovu dva
kriterijuma: 1) da se uspostavi MA procedura za svaki analit koja bi bila sposobna da otkrije
klini¢ki znacajan bias u okviru dnevnog broja testova, koji ina¢e ne bi bio otkriven do sledeceg
merenja kontrolnog uzorka; 2) da MA procedura bude sposobna da otkrije sve bias-e vece od
TEa, posto su svi oni, naravno, klini¢ki znacajni (27, 28). Kombinovanjem ova dva kriterijuma,
nacinjeni su individualni kompromisi za svaki analit. Interesantno je da je u ovoj studiji testirana

sposobnost otkrivanja TEa zasnovane i na CLIA podacima i na bioloSkoj varijaciji i da su



rezultati u saglasnosti sa misljenjem drugih autora da su analiticke specifikacije zasnovane na

bioloskoj varijaciji teSko dostizne (29, 30).

U postojecoj literaturi su objavljene razli¢ite metode validacije PBRTQC procedura (19, 30, 31).
Ranije su za optimizaciju i validaciju MA procedura korisc¢eni vizuelna evaluacija i Power
Function analiza (23, 32). U novije vreme, Sampson i saradnici (33) su opisali CUSUM
logisticku regresiju za uspostavljanje kontrolnih procedura na osnovu rezultata pacijenata, dok su
Ng i saradnici (21) predstavili ,algoritam simuliranog kaljenja”. Takode su opisane i
verovatnoca detekcije TEa i prosean broj rezultata pacijenata pogodenih pre otkrivanja greske
(31). Medutim, u ovoj doktorskoj disertaciji je koris¢ena metoda simulacije detekcije bias-a
zasnovana na krivima detekcije bias-a i validacionim graficima, koju je opisao Van Rosum (19,
22). Prvi razlog za to bio je ¢injenica da ova metoda omogucava lako razumljiv grafic¢ki uvid u
sposobnost odabrane MA procedure da otkrije klinicki znacajan bias u okviru dnevnog broja
testova, $to je kriticna karakteristika kontrolnog postupka za laboratoriju sa relativno malim
obimom testiranja (22, 34). Drugi razlog je dostupnost namenske online aplikacije (MA
Generator) (35, 36).

Ova studija je istakla 2 kljuéna tehnicka preduslova za rutinsku upotrebu PBRTQC koncepta u
medicinskim laboratorijama: dostupnost namenskog softvera za izbor optimalnih MA procedura
i njihovu validaciju, a potom dostupnost L1S-a koji omoguc¢ava adekvatnu implementaciju MA.
Iz literature je ve¢ poznato da su upravo ta dva faktora glavni izazovi $iroj primeni PBRTQC
(17, 37-39). Vodeci se preporukama u kojima su Loh i saradnici (40) sistematizovali
karakteristike koje LIS treba da poseduje, u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazano da je

PBRTQC takode dostizna i u laboratorijama ¢iji LIS inicijalno nema opciju za to.

Kada su u pitanju MA alarmi, u skladu sa literaturnim podacima (41, 42) ova studija je pokazala
da PBRTQC alarm moze biti uzrokovan ekstremnim rezultatima pojedinih pacijenata ili
analizom materijala koji ne potice od pacijenata i da se ovakve situacije reSavaju iskljuc¢ivanjem
ovih uzoraka iz daljih kalkulacija (17). Takve situacije ne treba smatrati laznim alarmima, vec¢
dokazom da su MA kontrolne procedure sposobne da otkrivaju razli¢ite vrste laboratorijskih
gresaka, odnosno da kontroliSu sve faze procesa testiranja. Prosecna ucestalost MA alarma u

ovoj studiji nije dovela do zamora alarmima, $to je jedan od klju¢nih zahteva za uklju¢ivanje MA



u svakodnevnu laboratorijsku praksu (17, 41). Procenat pojave MA alarma u odnosu na ukupan
generisani broj MA vrednosti bio je u saglasnosti sa rezultatima koje su objavili drugi autori (18,
31). Kao i u radu van Rosuma, MA alarmi su se najc¢esce javljali na natrijumu (31). lako nije bilo
krSenja kontrolnih pravila tradicionalne QC koja bi zahtevala korektivne mere, ipak su za dva
alarma na natrijumu uo¢eni mali pomaci u poredenju sa prethodnim kontrolnim merenjem. Ovo
moze ukazivati na to da je, za neke testove, PBRTQC osetljivija od tradicionalne QC u
otkrivanju bias-a. 1z ove nauc¢ne studije prositic¢e da je uspostavljanje protokola za postupanje sa
MA alarmima izuzetno zahtevan zadatak, ali podaci iz ¢lanaka drugih autora koji ukazuju na
ustedu troSkova i vremena koju to donosi, sugeriSu da je vredno investirati u protokole za obradu

MA alarma (43).

Sto se ti¢e integrisanja PBRTQC u plan tradicionalne SQC, ova nau¢na studija je pokazala da
sama PBRTQC nije dovoljna, ali da svakako zasluzuje svoje mesto u rutinskom radu
laboratorije, kao dodatak tradicionalnoj kontroli, $to je saglasno misljenju drugih autora (5, 17,
42). Kao §to su opisali Li i saradnici (24) i u ovoj studiji je kao start-up kontrola na pocetku
radnog dana koris¢ena tradicionalna QC sa pravilima odabranim shodno sigma metrici testova, a
nakon toga je bila aktivna PBRTQC kao alat za kontinuiranu kontrolu analitickog sistema u
realnom vremenu. Medutim, za razliku od van Rosuma i saradnika (30) koji su PBRTQC
prikljuéivali tradicionalnoj QC kod testova sa sigma vredno$s¢u manjom od 4, u ovoj doktorskoj
disertaciji je prikazana potencijalna upotreba MA kontrolnih procedura kod testova sa razlicitim
vrednostima sigma metrike. Sto se ti¢e monitor SQC procedura, one su za testove iz kategorije
visoke sigma metrike zamenjene MA procedurama. Kod testova sa niskom sigma metrikom (u
ovom sluc¢aju natrijum, kalcijum i ukupni proteini) MA procedure su takode dobile svoje mesto,
ali kao dopuna definisanoj monitor SQC proceduri. Rezultati ovog rada su u skladu sa
literaturnim stavom da tradicionalna QC ostaje osnova QC plana, ali se ona uspes$no dopunjuje i
ojactava MA procedurama (26). Takode su u saglasnosti sa Westgardovim stanovistem (44) da su
tradicionalna QC i MA najbolje kada se koriste zajedno i da samo tako one predstavljaju put ka

unapredenju ukupnog kvaliteta laboratorijskog testiranja.



D. Zakljucak - obrazlozenje nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Savremene strategije za uspostavljanje dijagnosticke izvrsnosti neizbezno ukljucuju i
laboratorijsku dijagnostiku (45). S tim u vezi, sa naro¢itom paznjom se istice potreba za strogom
kontrolom kvaliteta u medicinskim laboratorijama, kako bi se mogucnost greske u izdatim
rezultatima pacijenata svela na minimum. Imajuci u vidu nedostatke od kojih pati tradicionalna
QC (8), poslednjih godina velika paznja stru¢ne javnosti je usmerena ka uvodenju PBRTQC kao
dodatnog kontrolnog mehanizma koji bi mogao obezbediti kontinuirani nadzor nad analiti¢kim

procesom (5, 17, 46), kao i razvoju QC planova zasnovanih na upravljanju rizikom (9).

U ovoj doktorskoj disertaciji, opisan je proces optimizacije i validacije MA kontrolnih procedura
te njihova implementacija u laboratorijski informacioni sistem koji prethodno nije imao opciju
PBRTQC. Pored toga, napravljen je i primenjen algoritam za postupanje sa MA alarmima.
Konacno, sacinjen je visestepeni QC plan zasnovan na riziku i u njega su integrisane prethodno
optimizovane MA procedure. Do sada su i ustanovljavanje optimalnih MA procedura i izrada
QC plana zasnovanog na riziku razmatrani u bolni¢kim i univerzitetskim laboratorijama sa
velikim dnevnim brojem testova (18, 19, 38). Ovo istrazivanje predstavlja prvu studiju u do sada
dostupnoj literaturi koja je u medicinskoj laboratoriji sa malim dnevnim obimom testiranja
uspesno definisala MA procedure za biohemijske analite i integrisala ih u QC plan zasnovan na

riziku.

Zakljucci izvedeni na osnovu rezultata ove studije ukazuju da je metod simulacije detekcije bias-
a pogodan za optimizaciju i validaciju MA kontrolnih procedura. Uocene karakteristike MA
procedura za razlicite analite otvaraju mogucnost za dalja istrazivanja u cilju boljeg razumevanja
performansi ovog tipa kontrole i njihove primene na §to veci broj laboratorijskih testova. Prvi put
je MA kao kontrolni alat primenjen u laboratoriji sa malim obimom testiranja i pokazano je da je
pomoc¢u njega moguce otkrivati klinicki znacajan bias i na manje frekventnim testovima,
odnosno da se MA moze koristiti kao dodatni alat za analiticku kontrolu kvaliteta u realnom
vremenu. Pored toga, ovo je i prvo istrazivanje u Srbiji koje je ispitivalo primenu MA procedura
na biohemijske analite. Dodatno, ovom studijom je obuhvacena i izrada visestepenog QC plana
zasnovanog na riziku, koja do sada takode nije u literaturi obradivana na primeru laboratorija sa

malim obimom testiranja. Konac¢no, rezultati ove doktorske disertacije upuéuju na mogucnost



integracije MA procedura kao dodatnog alata u QC plan zasnovan na riziku u medicinskim

laboratorijama. Ovo i buduca istrazivanja, mogu rezultovati uvodenjem dodatnih kontrolnih

mehanizama u rutinsku laboratorijsku praksu i, sto je jo§ vaznije, doprineti boljim klinickim

ishodima za pacijente.
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10.11613/BM.2019.030710. (IF 2019: 2,114, rang ¢asopisa: M22; IF 2018: 2,202; rang
Casopisa: M22; IF 2017: 3,653; rang Casopisa: M21)

2. Luki¢ V, Ignjatovi¢ S. Moving average procedures as an additional tool for real-time
analytical quality control: challenges and opportunities of implementation in small-
volume medical laboratories. Biochem Med (Zagreb). 2022;32:010705. DOI:
10.11613/BM.2022.010705 (IF 2020: 2,313; rang ¢asopisa: M22)

3. Luki¢ V, Ignjatovié¢ S. Integrating moving average control procedures into a risk-based
quality control plan. Biochem Med (Zagreb). 2022;32. DOI: 10.11613/BM.2022.020711
— aktivan od 15.06.2022. (IF 2020: 2,313; rang ¢asopisa: M22)

F. Misljenje i predlog

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja znacajan naucni
doprinos za oblast medicinske biohemije. Po prvi put u dostupnoj literaturi je pokazano da je
optimalne MA procedure moguée definisati i u medicinskim laboratorijama koje imaju mali
dnevni obim testiranja. Uspesno je primenjena simulacija detekcije bias-a ¢ime je pokazano da je

taj metod pogodan za specificno definisanje svih parametara MA procedura koje mora biti



izvrSeno u svakoj pojedina¢noj laboratoriji. Takode, po prvi put je u Srbiji je MA kontrolni alat
primenjen na biohemijske analite. Odabrane MA procedure uspeS$no Su integrisane u
laboratorijski QC plan zasnovan na riziku, rukovodeci se pri tom kategorijom sigma metrike
kojoj test pripada, ali i sposobnoséu MA procedure za otkrivanje klini¢ki znacajnog bias-a u
okviru dnevnog broja izvodenja testova u laboratoriji. Time je ovo nauc¢no istrazivanje pokazalo
da je u medicinskoj laboratoriji sa malim dnevnim obimom testiranja mogucée uspes$no
implementirati kontrolne procedure bazirane na rezultatima pacijenata u svakodnevnom radu

laboratorije i tako ojacati QC plan i dodatno unaprediti kvalitet izdatih laboratorijskih rezultata.

Rezultati ove doktorske disertacije publikovani su u tri rada u medunarodnim ¢asopisima, jedan

kategorije M21 i dva kategorije M22.

Stoga predlazemo Nastavno-nau¢nom Vecéu Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da
prihvati ovaj izvestaj i uputi ga Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka radi dobijanja
saglasnosti za javnu odbranu doktorske disertacije pod nazivom ,,Primena moving average
procedura kao dodatnog alata za kontinuiranu kontrolu kvaliteta analitickog rada u
medicinskoj laboratoriji“, kandidata doktora medicine — specijaliste klinicke biohemije Vere
Lukic¢.
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