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Zašto je ova tema važna?

SERUM / PLAZMA / PUNA KRV
EKSTRAVASKULARNA

TEKUĆINA

KLINIČKA

ODLUKA

Ključno pitanje nije:

„Može li analizator izmjeriti?”

nego:

„Smijemo li taj rezultat izdati i 

kako ga tumačiti?”

• uzorci ograničenog volumena i heterogenog

sastava

• upitan utjecaj matriksa na metodu mjerenja

• tehnički izvediv rezultat ne podrazumijeva

da je i klinički pouzdan!



EKSTRAVASKULARNI 

UZORCI

cerebrospinalna tekućina

likvor

pleuralna tekućina

izljev
peritonejska tekućina

ascites

perikardijalna tekućina

izljev zglobna tekućina

sinovija

dren / dijalizat

nestandardni uzorci

MATRIKS 

UZORKA

Učinak matriksa = središnji analitički izazov

proteini / lipidi
stanice / detritus

viskoznost

pH i elektroliti

enzimi / 

hemoglobin

kristali / ugrušci



MATRIKS 

UZORKA

Učinak matriksa = središnji analitički izazov

proteini / lipidi
stanice / detritus

viskoznost

pH i elektroliti

enzimi / 

hemoglobin

kristali / ugrušci

Posljedica: proizvođačeve tvrdnje za serum/plazmu/mokraću 

ne smiju se nekritično prenijeti na ekstravaskularne tekućine.

Sastav tekućine može utjecati na pipetiranje, reakciju i konačni rezultat



Planiranje verifikacijskog protokola

1

Koja je klinička 

svrha nalaza?

2

Koja vrsta 

uzorka i koji 

analit?

3

Koji analizator, 

metoda 

mjerenja i 

reagens?

4

Koje su 

očekivane 

koncentracije i 

granične 

vrijednosti?

5

Koji kriteriji 

prihvatljivosti 

mijenjaju kliničku 

odluku?

GLAVNI 

ZADATAK

Verifikacija ne treba započeti pitanjem što se sve tehnički može 

izmjeriti, nego pitanjem koje su pretrage klinički opravdane i 

prikladne za izdavanje rezultata.



Verifikacija ili validacija?

Navodi li proizvođač analizu

uzoraka određene ekstravaskularne

tekućine?

DA NE

VERIFIKACIJA

Potvrđujemo istinitost analitičkih značajki 

koje navodi proizvođač 

u laboratorijskim uvjetima.

VALIDACIJA / PROŠIRENA PROVJERA

Uporaba izvan namjene proizvođača: šira 

ocjena prikladnosti za utvrđenu namjenu.



ANALIT

npr. LD, albumin, 

kreatinin

METODA

fotometrijska, 

imunokemijska, 

hematološka…

ANALIZATOR

analitički sustav i 

reagensi

VRSTA UZORKA

pleuralna, ascites, 

likvor, zglobna…

Protokol specifičan za vrstu uzorka

ZAPAMTITI !
Rezultat verifikacije za jedan analit ili jednu vrstu tekućine ne

vrijedi automatski za druge analite ili druge uzorke.



HEMATOLOŠKA ANALIZA

Tradicionalna

• ručno brojanje u komorici

• mikroskopski pregled 

preparata

• morfološka procjena i 

atipične stanice

Automatizirana

• brža analiza i izdavanje 

nalaza

• standardizacija

• manje opterećenje osoblja

• mogući body fluid način 

rada

Oprez

• vrlo niske koncentracije stanica

• interferencije i heterogenost

• ograničenja 

optičkih/impedancijskih metoda

LoB

granica slijepe probe

LoD

granica detekcije

LoQ

granica kvantifikacije

Preciznost

ponovljivost metode

Točnost

usporedba s postojećom 

metodom

Linearnost

mjerno područje

Carry-over

prijenos iz prethodnog 

uzorka

Sastavnice verifikacijskog protokola

Bourner G, De la Salle B, George T, Tabe Y, Baum H, Culp N, Keng TB; International Committee for Standardization in Hematology (ICSH). 
ICSH guidelines for the verification and performance of automated cell counters for body fluids. Int J Lab Hematol. 2014;36:598-612.



Opseg ovisi o vrsti tekućine i kliničkoj namjeni nalaza.

Kod više istovrsnih analizatora moguće je provesti 

punu verifikaciju na jednom, a prijenosnu na ostalima.

→ usporedba metoda → 40 vs 20 uzoraka

KLJUČNI KORAK PRIJE ANALIZE  

provjera pozadinskog signala 

(background check)



LoB

najveći očekivani signal

slijepe probe

LoD

najniža koncentracija

koja se može detektirati

LoQ

najniža koncentracija

uz prihvatljivu preciznost

LoB

• uzorci tjelesnih tekućina bez stanica ili diluenti

• 10x

• tijekom 2 do 3 različita dana

• prihvatljivo ako su minimalno 3 analize jednake ili

ispod deklariranog LoB

LoD

• isti postupak s uzorcima jednakim deklariranom

LoD

• unutar 95% - prihvaćen LoD

LoQ

• laboratorij sam definira kriterije

PRECIZNOST i PONOVLJIVOST

• 2 ili više koncentracijskih razina pri čemu

uključiti klinički važnu graničnu vrijednost

• ponovljivost = 10x – uzorci pacijenata

• poželjno minimalno 5x (nedostatan

volumen)

• preciznost = QC

• uzorci pacijenata nestabilni



Usporedba metoda

• automatizirana metoda vs. 

ručno brojanje / postojeća metoda

• poželjno najmanje 40 uzoraka

• ručno brojanje u duplikatu kada je 

moguće

Interferencije

• ugrušci i kristali

• stanične nakupine i detritus

• mikroorganizmi

• viskoznost ili druge sastavnice 

koje smetaju reakciji

• navodi ih proizvođač

Klinička procjena

• statistička razlika nije dovoljna 

za odbacivanje

• ključno je mijenja li odstupanje 

odluku

Linearnost / mjerno područje

• verificirati za svaku vrstu tekućine

• 5–7 različitih koncentracija kroz mjerno područje

(3 ponovljena mjerenja)

• klinički granične vrijednosti

Carry-over / prijenos stanica

• cilj je isključiti prijenos iz visokog u niski 

uzorak

• mjeri se slijed: A1–A3 pa B1–B3

• posebno važno kod izmjene visoko i 

niskocelularnih uzoraka

[(B1 – B3) / (A3 – B3)] × 100

Ako metoda sustavno podcjenjuje ili precjenjuje broj stanica u području kliničke granične vrijednosti, 

odstupanje se mora uzeti u obzir pri izdavanju nalaza.



BIOKEMIJSKA I IMUNOKEMIJSKA ANALIZA

Česta praksa

Metoda se izvodi istim 

analizatorima i reagensima kao 

za serum/plazmu/mokraću.

Ključno pitanje

Je li metoda prikladna za 

točno određenu 

ekstravaskularnu tekućinu i 

određeni analit?

Ishod

verifikacija ili 

validacija prema 

namjeni 

proizvođača

Preciznost Točnost
Analitička

osjetljivost

Specifičnost

(interferencije)

Mjerno

područje
Provjera RI Carry-over

Klinička osjetljivost i

specifičnost

Sastavnice verifikacijskog/validacijskog protokola



Koristiti protokole verifikacije uobičajene za standardne uzorke.

Ograničenja

• uzorci nisu dostupni svakodnevno

• volumen je često ograničen

• sastav je heterogen

Mogući pristup

• ostatni uzorci nakon rutinske obrade

• pohrana samo uz procjenu stabilnosti 

(ILI literaturne podatke)

Kriteriji prihvatljivosti mogu se temeljiti na standardnim vrstama uzoraka, 

ali se moraju interpretirati prema kliničkoj važnosti odstupanja.

OBAVEZNO procijeniti UČINAK MATRIKSA!

• niz uzoraka poznatih, očekivanih koncentracija duž raspona

• mješanje iste vrste uzorka niske i visoke konc. analita 

• po potrebi obogaćivanje materijalom poznate koncentracije 

(serum, kalibrator)

• ocjena usporedbe izmjerenih i očekivanih vrijednosti



Rezultati provjere
Kriteriji

prihvatljivosti

Klinički

kontekst
ODLUKA

PRIHVATITI OGRANIČITI PRIMJENU ODBACITI

Ako je učinak matriksa prisutan ili se ne može pouzdano isključiti, rezultat treba izdavati samo uz jasno 

naznačeno ograničenje i napomenu za kliničku interpretaciju.

Odluka nakon provjere



PRIMJERI

QC razina 1

QC razina 2

SYSMEX XN-1000



PRIMJERI

Uzorci pacijenata

SYSMEX XN-1000



PRIMJERI
LINEARNOST LEUKOCITA (SINOVIJALNA TEKUĆINA)

MINDRAY BC-6200

VISOKA KONCENTRACIJA

NISKA KONCENTRACIJA



PRIMJERI

MINDRAY BC-6200

LoB



PRIMJERI

MINDRAY BC-6200

LoD

LoQ



PRIMJERI

MINDRAY BC-6200



1 Ekstravaskularni uzorci nisu samo “proširenje” standardnih uzoraka.

2 Svaka kombinacija analita, metode, analizatora i vrste uzorka zahtijeva jasnu procjenu.

3 Verifikacija treba biti praktično izvediva, ali stručno utemeljena.

4 Kriteriji prihvatljivosti moraju biti povezani s kliničkom odlukom.

5 Nalaz treba izdati samo kada laboratorij zna što rezultat znači i koja su mu ograničenja.

ZAKLJUČNE PORUKE
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