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Stupanjem na snagu Direktive za in vitro dijagnostička medicinska sredstva (Directive on in vitro Diagnostic Medical Devices- IVD 98/79/EC) proizvođači IVD-a obvezni su provoditi potpunu validaciju analitičkih metoda.

Zbog toga je u laboratoriju koji koristi takve proizvode dovoljno provoditi samo verifikaciju (potvrđivanje) primijenjenih analitičkih metoda. U tu se svrhu najčešće korsite protokoli Instituta za kliničko laboratorijske standarde (CLSI- Clinical and Laboratory Standards Institute).

Postupak verifikacije analitičke metode koji je prihvaćen u MBL temelji se na CLSI/NCCLS postupku EP15-A3- User Verification of Performance for Precision and Estimation of Bias: Approved Guideline- 3.izd.

Postupak kratke analitičke validacije sastoji se od 5 dijelova:

1. Upoznavanje s analitičkim sustavom

Obuhvaća upoznavanje sustava i njegovih tehničkih karakteristika (volumen uzorka, brzina uzimanja uzroka, potrošnja reagensa), postupke kalibracije, provođenje unutarnje kontrole kvalitete, održavanje  analitičkog sustava i slično.

2. Procjena preciznosti i mjerna nesigurnost
Broj mjerenja: 50 (Jedna serija dnevno/ u peteroplikatu/ 2 konc.razine/ tijekom 5 dana)

Ovim postupkom procjenjujemo veličinu slučajne pogreške.

Provodi se u dvije koncentracijske razine a kao uzorci se mogu koristiti kontrolni uzorci, standardi, prije analizirani uzorci pacijenata ili prikladni uzorci poznate vrijednosti.

Slučajne pogreške iskazuju se kao standardna odstupanja (s) ii koeficijenti varijacije (KV).

Tijekom ovog postupka određuju se ponovljivost, međupreciznost i ukupna laboratorijska preciznost iz malog broja mjerenja (n=50). Podaci za ukupnu laboratorijsku preciznost koriste se za procjenu mjerne nesigurnosti.

Ponovljivost (Sr)- skupna standardna devijacija izračunata iz standardnih devijacija dobivenih svakog dana tijekom 5 dana mjerenja

Validacijska međupreciznost (Sb)- standardna devijacija izračunata iz aritmetičkih sredina svakog dana određivanja

Unutarlaboratorijska preciznost (Sl)- uzima u obzir pogrešku ponovljivosti i pogrešku međupreciznosti, a odnosi se na uzorke koji se u rutinskom radu određuju bez ponavljanja
Povećana mjerna nesigurnost (U, k=2)- izračunata iz koeficijenta varijacije unutarlaboratorijske preciznosti (KV (Si) (%))

3. Procjena istinitosti
Istinitost metode određuje se usporedbom s referentnom metodom. 
Za procjenu usporedivosti analizira se 40 uzoraka pacijenata s konc.ispitivanog analita duž cijelog područja linearnosti, primjenom 2 metode- ona koje sa validira i usporedne, referentne metode. 
Za analizu usporedbe između 2 metode se koristi Passing-Bablok regresijska analiza u statističkom programu Medcalc koja omogućuje utvrđivanje značajnog  konstantnog  ili proporcionalnog odstupanja. Rezultat Passing-Bablokove analize je jednadžba pravca:

	
	Ime i prezime/ funkcija
	Datum
	Potpis
	Kontrolirana kopija br.

	Izradio:
	Leonarda Grošić, univ.mag.med.biochem.
	
	
	

	Pregledao:
	Nikolina Puc Obleščuk, spec.med.biokem.i lab.med/ Voditelj MBL
	
	
	

	Odobrio:
	Nikolina Puc Obleščuk, spec.med.biokem.i lab.med/ Voditelj MBL MBL
	
	
	


y=a(95% CI) + b(95% CI) x

a-odsječak na osi x (engl. intercept)

b- koeficijent smjera pravca (engl. slope)

95% CI= 95%-tni interval pouzdanosti (engl. confidence interval)
Postojanje konstantnog/proporcionalnog odstupanja

Ako 95% CI odsječka na osi y (a) ne obuhvaća 0, tj. obje granice intervala su ili manje ili veće od 0, postoji statistički značajno KONSTANTNO odstupanje između metoda. 
Da li je ili nije statistički konstantno odstupanje klinički značajno potrebno je srednje odstupanje (srednji bias svih mjerenja) usporediti sa unaprijed definiranim kriterijem prihvatljivosti za usporedbu metoda (npr. biološka varijabilnost, VKK, kriterij proizvođača…).

Ako je dobiveno srednje odstupanje veće od kriterija prihvatljivosti, zaključujemo da postoji klinički značajno konstantno odstupanje između metoda
Ako je srednje odstupanje manje od kriterija prihvatljivosti, zaključujemo da ne postoji klinički značajno konstantno odstupanje između metoda. 

Ako 95% CI koeficijenta smjera pravca (b) ne obuhvaća 1, tj. obje granice intervala su ili manje ili veće od 1, postoji statistički značajno PROPORCIONALNO  odstupanje između metoda.
Da li je ili nije statistički proporcionalno odstupanje klinički značajno potrebno je vidjeti koilko pojedinačnih odstupanja ima vrijednost veću od definiranih kriterija prihvatljivosti za usporedbu metoda (npr. biološka varijabilnost, VKK, kriterij proizvođača…).

Ako više od 5% vrijednosti (više od 2 para mjerenja) ima odstupanje veće od kriterija prihvatljivosti, zaključujemo da postoji klinički značajno proporcionalno odstupanje između metoda. 

Ukoliko manje od 5% vrijednosti (1 ili dva para mjerenja) ima odstupanje manje od kriterija prihvatljivosti, zaključujemo da ne postoji klinički značajno proporcionalno odstupanje između metoda. 

Ukoliko nije moguće napraviti usporedbu na 40 uzoraka iz opravdanog razloga (npr. premali broj zahtjeva za određeni analit) potrebno je to zabilježiti u komentaru.
4. Provjera linearnosti/mjernog područja

Linearnost je definirana kao raspon koncentracije u kojoj su rezultati mjerenja izravno razmjerni koncentraciji analita u uzorku.

Razlikuju se dva modela ispitivanja:

· linearni (test razrjeđenja)- za analitičke metode koje se kalibriraju kroz jednu točku (kalibracijski pravac)

· nelinearni- za analitičke metode koje se kalibriraju kroz više točaka (multikalibracijska krivulja)

Test razrijeđena provodi se tako da se odabere uzorak koncentracije što bliže gornjoj granici linearnosti kao uzorak 100%-tne koncentracije, a zatim se razrjeđuje na 75%, 50% i 25% diluentom u kojem nema ispitivanog analita. Svaki uzorak odredi se u duplikatu i za svaku točku odredi se srednja vrijednost. Procjena linearnosti provodi se usporedbom očekivanih vrijednosti prema srednjim izmjerenim vrijednostima, temeljem vizualne procjene i izračuna jednadžbe pravca (na x-osi su % razrijeđena, na y-osi izmjerene vrijednosti), odsječka i nagiba pravca, te koeficijenta korealcije koji mora biti r≥ 0,990).
5. Provjera referentnog intervala

Analit se određuje u  20 uzoraka zdravih pacijenata, tj. pacijenata koji nemaju stanje koje dovodi do promjene analita koji određujemo. Ukoliko je barem 18 od 20 rezultata unutar biološkog referentnog materijala , možemo prihvatiti taj interval. U suprotnom, mjerenje ponavljamo na 40 uzoraka.

Postoje različiti kriteriji za određivanje granica prihvatljivosti. Najšire prihvaćeni su kriteriji temeljeni na biološkoj varijaciji. Kada oni nisu dostupni, koriste se kriteriji prihvatljivosti proizvođača reagensa ili organizatora vanjske procjene kontrole kvalitete.. 

Verifikacija mjernog postupka provodi se kod uvođenja novog mjernog postupka.
Ukoliko se koristi biološki referentni interval preuzet iz Harmonizacije laboratorijskih nalaza u području opće medicinske biokemije (DVI 049) ili Harmonizacije specijalističkih i visokodiferentnih pretraga iz područja medicinske biokemije, laboratorijske imunologije i analitičke toksikologije (DVI 048) nije potrebno raditi provjeru referentnog intervala.

Zapisi o verifikaciji vode se u obrascu 036.

