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31% 
LABORATORIJA NIJE VERIFICIRALO ANALIZATOR KOJI
KORISTE U SVAKODNEVNOJ RUTINI!









Dobra 
organizacija 

plana 
provedbe 
ispitivanja

Pažljiv 
odabir i 

manipulacija 
uzorcima

USPJEŠNA 
VERIFIKACIJA



GLAVNE SASTAVNICE VERIFIKACIJSKOG PROTOKOLA

• Procjena preciznosti mjerenja

• Procjena točnosti mjerenja

• Provjera linearnosti mjerenja

• Verifikacija granice slijepe probe

• Određivanje granice detekcije 

• Određivanje granice kvantifikacije

• Procjena utjecaja prijenosa analita (carryover)

• Verifikacija morfoloških upozorenja



KRITERIJI PRIHVATLJIVOSTI

• preporuke proizvođača

• biološka varijabilnost

• literaturni podaci 

(state-of-the-art)



Procjena preciznosti mjerenja

SMJERNICE ?

SMJERNICE PONOVLJIVOST UKUPNA PRECIZNOST UZORCI Napomena

1) 1 serija   20x 20 dana    1x kontrolni materijali SOTA kriteriji

2) 1 serija   10x 20-30 dana    1x kontrolni materijali
Svi parametri – niska, normalna, visoka

-

3) 1 serija 31x
25 dana   2x 

(razmak 5-12h)

PONOVLJIVOST
4 različita normalna uzorka i 
3 s anemijom (60-100 g/L), 
trombocitopenijom (0-50) i 

leukopenijom (0-2)

PRECIZNOST
kontrolni materijali

-

1) Vis JY, Huisman A. Verification and quality control of routine hematology analyzers. Int Jnl Lab Hem 2016;38:100-109.
2) Briggs C, Culp N, Davis B, D'Onofrio G, Zini G, Machin SJ, on behalf of the International Council for Standardization in Haematology. ICHS guidelines for the

evaluation of blood cell analyzers including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting. Int Jnl Lab Hem 2014;36:613-627.
3) CLSI H26-A2:2010 Validation, Verification, and Quality Assurance of Automated Hematology Analyzers; Approved Standard—Second Edition.



Procjena preciznosti mjerenja

ŠTO 
NAPRAVITI?

• preciznost u seriji uzoraka (ponovljivost)

• kontrolni materijali različitih konc.razina 

• uzorci EDTA-pune krvi pacijenata

• broj stanica na granicama kliničke 
odluke i kritičnih vrijednosti

• 10-20 mjerenja 
• ovisno o aspiracijskom 

volumenu analizatora

Koristiti različite načine 
aspiriranja ako su dostupni !

• preciznost iz dana u dan (ukupna preciznost)

• kontrolni materijali različitih konc.razina

• duljina ispitivanja ovisi o deklariranoj 
stabilnosti

• uzorci pacijenata NE ! 
• zbog nestabilnosti stanica

KS + DKS + eritroblasti
(svi mjerni parametri koji 

se izdaju na nalazu)



PRIMJER

Mindray BC-5310

QC level 1  



PRIMJER

Siemens 
Advia 2120i

QC level 1  



PRIMJER

Ponovljivost 
- uzorci pacijenata



Procjena točnosti mjerenja

SMJERNICE ?

SMJERNICE TOČNOST Napomena

1) - što veći broj uzoraka > 400
- jednak udio normalnih i abnormalnih uzoraka

- SOTA kriteriji

2)
- min. 250-300 

- tijekom barem tjedan dana
- normalni uzorci čine 1/2 do 1/3 uzoraka

3) -
- tablica distribucije vrijednosti –Lkc, Erc, Hb, Trb-

usporedba s drugim analizatorom

1) Vis JY, Huisman A. Verification and quality control of routine hematology analyzers. Int Jnl Lab Hem 2016;38:100-109.
2) Briggs C, Culp N, Davis B, D'Onofrio G, Zini G, Machin SJ, on behalf of the International Council for Standardization in Haematology. ICHS guidelines for the

evaluation of blood cell analyzers including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting. Int Jnl Lab Hem 2014;36:613-627.
3) CLSI H26-A2:2010 Validation, Verification, and Quality Assurance of Automated Hematology Analyzers; Approved Standard—Second Edition.



Procjena točnosti mjerenja

ŠTO 
NAPRAVITI?

• nedostupna referentna metoda

• usporedba s prethodno korištenim analizatorom

• broj uzoraka- što veći 

• duljina:      minimalno tjedan dana

> 300-400

• obuhvatiti cijeli raspon mjerenja !

• napraviti plan distribucije uzoraka !



PRIMJER



Provjera linearnosti mjerenja

SMJERNICE ?

SMJERNICE LINEARNOST

1)
- uzorak visoke koncentracije razrijediti diluentom (ili AB plazmom) i mjeriti u duplikatu.
- potreban linearan odnos širokog konc. raspona pri različitim razrjeđenjima.
- SOTA kriteriji

2)

- uzorak visoke koncentracije razrijediti diluentom (ili AB plazmom)

- komercijalni kit za ispitivanje linearnosti, ako je uzorak nedostupan (Streck, R&D Systems…)

- potreban linearan odnos što šireg raspona pri različitim razrjeđenjima.
- ispitati linearnost donjeg područja mjerenja za Lkc (2,0 x 109/L→ 0,2 x 109/L) i Trb (50 x 109/L→ 5 x 109/L).

3) - razrjeđenja krvi – laboratorij treba verificirati navode proizvođača

1) Vis JY, Huisman A. Verification and quality control of routine hematology analyzers. Int Jnl Lab Hem 2016;38:100-109.
2) Briggs C, Culp N, Davis B, D'Onofrio G, Zini G, Machin SJ, on behalf of the International Council for Standardization in Haematology. ICHS guidelines for the

evaluation of blood cell analyzers including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting. Int Jnl Lab Hem 2014;36:613-627.
3) CLSI H26-A2:2010 Validation, Verification, and Quality Assurance of Automated Hematology Analyzers; Approved Standard—Second Edition.



PARAMETRI

LEUKOCITI

TROMBOCITI

ERITROCITI

HEMOGLOBIN

Provjera linearnosti mjerenja

ŠTO 
NAPRAVITI?

• analiza serijskih razrjeđenja uzoraka visokog broja stanica

• diluent preporučen od proizvođača

• linearna regresija 

5-100%

r > 0,99 
r > 0,95 ekstravask. tj.tek.



Razlike linearnosti mjerenja analizatora

Parametar

Analitički raspon

Siemens 
Advia 2120i

Sysmex
XN-1000

Mindray 
BC-5310

Beckman 
Coulter 
DxH 900

Leukociti (x 109/L) 0,02-400 0-440 0-400 0,05-400

Eritrociti (x 1012/L) 0,00-7,00 0,00-8,60 0-8,00 0,005-8,50

Hemoglobin (g/L) 0-225 0-260 0-250 1-255

Trombociti (x109/L) 5-3500 0-5000 0-1000 3-3000

Poznavati metodologiju i navode proizvođača!



PRIMJER



Verifikacija granice slijepe probe

SMJERNICE ?

SMJERNICE GRANICA SLIJEPE PROBE

1)
- SOTA kriteriji

- bitno odrediti kod ekstravaskularnih tjel.tek.

2)
- LoB i LoD odrediti iz ispitanih preciznosti i linearnosti. 

- bitno odrediti za Lkc, Erc, Trb i ekstravaskularne tjel.tek.

3) - jednadžba prema CLSI EP17

1) Vis JY, Huisman A. Verification and quality control of routine hematology analyzers. Int Jnl Lab Hem 2016;38:100-109.
2) Briggs C, Culp N, Davis B, D'Onofrio G, Zini G, Machin SJ, on behalf of the International Council for Standardization in Haematology. ICHS guidelines for the

evaluation of blood cell analyzers including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting. Int Jnl Lab Hem 2014;36:613-627.
3) CLSI H26-A2:2010 Validation, Verification, and Quality Assurance of Automated Hematology Analyzers; Approved Standard—Second Edition.



Verifikacija granice slijepe probe

ŠTO 
NAPRAVITI?

• uzorak koji sigurno ne sadrži stanice (voda)

• mean i SD 20 x

LoB = srednjaslijepa+ 1.645(SDslijepa)

PARAMETRI

LEUKOCITI

TROMBOCITI

ERITROCITI

HEMOGLOBIN

PRIMJER



Određivanje granice detekcije i granice kvantifikacije

SMJERNICE ?

SMJERNICE LoD LoQ Napomena

1) -
leukociti  15% CV

trombociti 25% CV
Limit kvantifikacije koristiti kao 

donju granicu izvještavanja.

2)
LoB i LoD odrediti iz 

ispitanih preciznosti i 
linearnosti. 

-
Bitno odrediti za Lkc, Erc, Trb i 

ekstravaskularne tjel.tek.

3) jednadžba
leukociti  15% CV

trombociti 25% CV

- Lkc, Trb – LLoD, LLoQ
- barem 60 mjerenja na 

nekoliko uzoraka

1) Vis JY, Huisman A. Verification and quality control of routine hematology analyzers. Int Jnl Lab Hem 2016;38:100-109.
2) Briggs C, Culp N, Davis B, D'Onofrio G, Zini G, Machin SJ, on behalf of the International Council for Standardization in Haematology. ICHS guidelines for the

evaluation of blood cell analyzers including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting. Int Jnl Lab Hem 2014;36:613-627.
3) CLSI H26-A2:2010 Validation, Verification, and Quality Assurance of Automated Hematology Analyzers; Approved Standard—Second Edition.



• 6 uzoraka s niskim brojem stanica

PARAMETRI

LEUKOCITI

TROMBOCITI

ERITROCITI

HEMOGLOBIN

LLoD i LLoQ – točna kvantifikacija 

vrlo niskog broja stanica !

60 x

ŠTO 
NAPRAVITI?

LoD= LoB+ 1.645(SDuzorka s niskom koncentracijom)

Određivanje granice detekcije i granice kvantifikacije

• uzorci s vrlo niskim brojem stanica 

LoQ  (leukociti)       CV = 15%
LoQ  (trombociti)   CV = 25%



PRIMJER



Procjena utjecaja prijenosa analita (carryover)

SMJERNICE ?

SMJERNICE CARRYOVER Napomena

1)
uzorak visokog broja (3x) i niskog broja (3x) analita 

= jednadžba
Lkc, Erc, Hb, Trb

- SOTA kriteriji (>0,99)

2)
uzorak visokog broja (3x) i niskog broja (3x) analita 

= jednadžba
Postupak provesti barem 3x za 

Lkc, Hb, Trb, Retic i NRBC

3)
uzorak visokog broja (3x) i niskog broja (3x) analita 

= jednadžba

Postupak provesti barem 3x za
Lkc, Erc, Hb, Trb.

- preporučene koncentracije
- koristiti isključivo uzorke pacijenata

1) Vis JY, Huisman A. Verification and quality control of routine hematology analyzers. Int Jnl Lab Hem 2016;38:100-109.
2) Briggs C, Culp N, Davis B, D'Onofrio G, Zini G, Machin SJ, on behalf of the International Council for Standardization in Haematology. ICHS guidelines for the

evaluation of blood cell analyzers including those used for differential leucocyte and reticulocyte counting. Int Jnl Lab Hem 2014;36:613-627.
3) CLSI H26-A2:2010 Validation, Verification, and Quality Assurance of Automated Hematology Analyzers; Approved Standard—Second Edition.



VISOKA
3x

H1,H2,H3

Procjena utjecaja prijenosa analita (carryover)

Parametar
Visoka 

koncentracija analita
Niska 

koncentracija analita
Leukociti (x 109/L) > 90 0-3
Eritrociti (x 1012/L) > 6,20 0-1,50
Hemoglobin (g/L) > 220 0-50

Trombociti (x 109/L) > 900 0-30

PRIMJER

NISKA
3x

L1,L2,L3



Verifikacija morfoloških upozorenja

Osjetljivost Specifičnost PPV NPV



Ekstravaskularne tekućine



Ekstravaskularne tekućine

TOČNOST
• min. 40 uzoraka – cijeli raspon
• unutar 2h
• probl. - ručna metoda za usporedbu

• duplikat

PRECIZNOST i PONOVLJIVOST
• 2 ili više konc.
• ponovljivost – 10x - uzorci

• min. 5x ako nedostaje volumena
• preciznost – QC

• uzorci pacijenata nestabilni

CARRYOVER
• jednadžba kao za KKS

LINEARNOST
• 3-plikat na 4-6 konc.
• diluent proizvođača

LoB
• uzorci tjel.tek. bez stanica ili diluenti
• 10x
• tijekom 2-3 različita dana
• min. 3 analize jednake ili ispod deklariranog LoB

LoD
• isti postupak s uzorcima jednakim deklariranom LoD
• unutar 95% - prihvaćen LoD

LoQ
• laboratorij sam definira kriterije

LABORATORIJ SAM DEFINIRA KRITERIJE PRIHVATLJIVOSTI !

Ispitati SVE VRSTE uzoraka koje laboratorij planira analizirati.




