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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Το αποτέλεσµα µίας µέτρησης, δηλαδή η εκτίµηση της πραγµατικής (αληθούς) 

τιµής, δεν µπορεί ουσιαστικά να αξιοποιηθεί αν δεν συνοδεύεται από µία κατάλληλη 
δήλωση της αβεβαιότητάς του. Στη διαδικασία διαπίστευσης του εργαστηρίου µας κατά 
ISO 17025 εκτιµήθηκε η συνδυασµένη και διευρυµένη αβεβαιότητα 113 δοκιµών 
κλινικής χηµείας, οι οποίες κατανέµονται σε: βιοχηµικές, ανοσοχηµικές και 
αιµατολογικές. Στην πορεία εκτίµησης της αβεβαιότητας των παραπάνω δοκιµών 
πραγµατοποιήθηκε ταυτοποίηση των πηγών αβεβαιότητας, ποσοτικοποίηση της 
αβεβαιότητας κάθε πηγής, υπολογισµός της συνδυασµένης  και της διευρυµένης 
αβεβαιότητας [1]. Ο ακριβής προσδιορισµός των παραµέτρων κλινικής χηµείας εξαρτάται 
από πλήθος παραγόντων, προ-αναλυτικών και αναλυτικών. Στους προ-αναλυτικούς 
περιλαµβάνονται οι παράγοντες που επενεργούν τη στιγµή της δειγµατοληψίας: µέθοδος 
δειγµατοληψίας, συνθήκες συλλογής του δείγµατος, θέση του ασθενούς, αλλά κυρίως οι 
βιολογικοί παράγοντες, οι οποίοι ευθύνονται για τη διατοµική και ενδοατοµική 
µεταβλητότητα των τιµών. Στους προ-αναλυτικούς παράγοντες κατατάσσονται επίσης, η 
φυγοκέντριση, η µεταφορά και αποθήκευση του δείγµατος, η ετερογένεια του βιολογικού 
υλικού και το φαινόµενο µήτρας (matrix) [2,3]. Η αναλυτική αβεβαιότητα εξαρτάται από 
την αναλυτική µέθοδο, δηλαδή την αβεβαιότητα του βαθµονοµητή, τη σταθερότητα του 
αντιδραστηρίου και τη συµβολή του αυτόµατου αναλυτή (βραχίονες ογκοµέτρησης και 
διανοµής δείγµατος/αντιδραστηρίου, τη µονάδα ανίχνευσης, τη θερµοκρασία αντίδρασης 
και γενικότερα την κατάσταση συντήρησης του αναλυτή) [4]. Αν οι κανόνες που αφορούν 
στη συλλογή και διαχείριση του δείγµατος, καθώς και στην αναλυτική διαδικασία 
τηρηθούν αυστηρά, οι κυριότεροι παράγοντες για την εκτίµηση της αβεβαιότητας των 
κλινικών δοκιµών είναι η βιολογική µεταβλητότητα και η αναλυτική 
επαναληψιµότητα/αναπαραγωγιµότητα [3]. Στο εργαστήριό µας πραγµατοποιήθηκε σειρά 
µετρήσεων των προς διαπίστευση δοκιµών στη διάρκεια µίας ηµέρας (within day) και 
µεταξύ διαδοχικών ηµερών (between days) µε στόχο τον προσδιορισµό της αναλυτικής 
επαναληψιµότητας και αναπαραγωγιµότητας (πιστότητα) και ορθότητας των κλινικών 
παραµέτρων. Επιπλέον, προσδιορίστηκε το όριο ανίχνευσης και το όριο ποσοτικοποίησης 
όλων των κλινικών δοκιµών που επαληθεύθηκαν.  
 
Λέξεις-Κλειδιά: αβεβαιότητα 1, ορθότητα 2, πιστότητα 3, µεταβλητότητα 4, κλινικές 
δοκιµές 1. 
 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 Η ποιότητα των εργαστηριακών διαδικασιών είναι βασική απαίτηση για τη σωστή 
ιατρική ερµηνεία των εργαστηριακών αποτελεσµάτων. Η εγκυρότητα των εργαστηριακών 
αναλύσεων διασφαλίζεται µε την ταυτοποίηση, ποσοτικοποίηση και έλεγχο των πηγών 
αβεβαιότητας, που επηρεάζουν τις κλινικές δοκιµές. Το αποτέλεσµα µίας µέτρησης δεν 
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µπορεί ουσιαστικά να αξιοποιηθεί, αν δεν συνοδεύεται από µία κατάλληλη δήλωση της 
αποδεκτής αβεβαιότητάς του. Για παράδειγµα, όταν µία µέτρηση πρόκειται να 
χρησιµοποιηθεί για τον προσδιορισµό συγκεκριµένης δοσολογίας φαρµάκου σε ασθενείς, 
ο ρόλος της αβεβαιότητας εµφανίζεται ιδιαίτερα κρίσιµος [5]. 
 Στη διαρκώς αυξανόµενη ανάγκη για διαπίστευση των κλινικών εργαστηρίων 
κατά ISO 17025 και 15189, η εκτίµηση της διευρυµένης αβεβαιότητας των δοκιµών 
αποτελεί σηµαντικό και απαραίτητο στοιχείο της όλης διαδικασίας. Επίσηµες οδηγίες 
γενικά για την εκτίµηση της αβεβαιότητας µίας µέτρησης έχουν δοθεί στον «Οδηγό για 
την έκφραση της αβεβαιότητας µίας µέτρησης» (Guide to the Expression of Uncertainty 
in Measurement – GUM) [6]. Ειδικότερα στο πεδίο της αναλυτικής χηµείας τέτοιου 
είδους οδηγίες έχουν δοθεί από την EURACHEM. Tο έτος 2000 δηµοσιεύθηκε µε µεγάλη 
επιτυχία η δεύτερη έκδοση του «Οδηγού για την ποσοτικοποίηση της αβεβαιότητας 
µετρήσεων αναλυτικής χηµείας» (Guide on Quantifying Uncertainty in Analytical 
Measurement – QUAM) [7], καλύπτοντας θέµατα που αφορούν στην αναλυτική χηµεία. 
Σε κανέναν όµως επίσηµο οδηγό δεν γίνεται ειδική αναφορά σε δοκιµές κλινικής χηµείας. 
Σε άρθρα των Kristiansen και Christensen (2), Kristiansen και συν. [8] υπάρχουν 
αναφορές στην εφαρµογή των επίσηµων οδηγιών της GUM στην κλινική χηµεία. 
Συγκεκριµένα, στη δεύτερη επιστηµονική εργασία εκτιµήθηκε η αβεβαιότητα κατά τον 
προσδιορισµό της συγκέντρωσης µολύβδου σε ολικό αίµα µε τη µέθοδο της 
φασµατοµετρίας ατοµικής απορρόφησης. Το 2004 οι Patriarca και συν. [9] επικύρωσαν 
µέθοδο προσδιορισµού πολύ χαµηλών συγκεντρώσεων µολύβδου (<150 µg/L) σε 
ανθρώπινο αίµα, εκτιµώντας τη συνδυασµένη αβεβαιότητα των µετρήσεων µε τη νέα 
µεθοδολογία. Οι Kallner και Walderstrom [10] εκτίµησαν την αβεβαιότητα της µέτρησης 
γλυκόζης σε ολικό αίµα  και σχολίασαν τα αποτελέσµατα σε σχέση µε τα κριτήρια 
διάγνωσης σακχαρώδους διαβήτη. Παρόλα αυτά κανένα από τα παραπάνω παραδείγµατα 
δεν αναφέρεται σε µία γενική διαδικασία, που θα µπορούσε να εφαρµοστεί στο ευρύ 
πεδίο µετρήσεων κλινικής χηµείας. Από τα στοιχεία αυτά θα µπορούσε κανείς να 
επισηµάνει την αναγκαιότητα σύνταξης ενός επίσηµου οδηγού, στον οποίο να 
εµπεριέχονται, τόσο τα απαραίτητα θεωρητικά στοιχεία, όσο και κατευθυντήριες οδηγίες 
για την πρακτική εφαρµογή τους στα εργαστήρια δοκιµών κλινικής χηµείας. 

Στην κλινική χηµεία κατά τη διαδικασία ταυτοποίησης των πηγών αβεβαιότητας 
µίας συγκεκριµένης παραµέτρου αναζητούνται παράγοντες που επηρεάζουν σε προ-
αναλυτικό και αναλυτικό στάδιο. Στο εργαστήριό µας εκτιµήθηκε η συνδυασµένη και 
διευρυµένη αβεβαιότητα 113 δοκιµών κλινικής χηµείας. Επιπλέον, πραγµατοποιήθηκε 
σειρά µετρήσεων των προς διαπίστευση δοκιµών στη διάρκεια µίας ηµέρας (within day) 
και µεταξύ διαδοχικών ηµερών (between days) µε στόχο την επαλήθευσή τους. 

 
  

ΠΡΟ-ΑΝΑΛΥΤΙΚΗ ΑΒΕΒΑΙΟΤΗΤΑ 
 
 Στην κλινική χηµεία το υπό µελέτη σύστηµα, πολύ συχνά, είναι το ολικό αίµα των 
ασθενών σε συνθήκες  ζωής (in vivo), σε συγκεκριµένη στιγµή κατά τη διάρκεια του 
24ώρου (χρόνος δειγµατοληψίας) [5]. Αυτό το δείγµα αµέσως µετά την αιµοληψία αρχίζει 
να διαφοροποιείται από την κατάστασή του in vivo, επηρεαζόµενο, τόσο από ενδογενείς, 
όσο και εξωγενείς παράγοντες και χαρακτηρίζεται ως δείγµα σε συνθήκες εργαστηρίου 
(in vitro).  

Το in vivo δείγµα παρουσιάζει διακυµάνσεις φυσιολογικών παραµέτρων και 
χαρακτηρίζεται από διαφορές σε εργαστηριακές µετρήσεις (CV) που δεν σχετίζονται µε 
προ-αναλυτική ή αναλυτική µεταβλητότητα. Οι διακυµάνσεις αυτές αποτελούν τη 
«βιολογική µεταβλητότητα» (3,17,18). Η βιολογική µεταβλητότητα διακρίνεται σε 
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ενδοατοµική µεταβλητότητα (inter-individual biological variation) και διατοµική 
µεταβλητότητα (intra- individual biological variation).  

Η ενδοατοµική βιολογική µεταβλητότητα είναι αποτέλεσµα  της εγγενούς 
µεταβλητότητας των βιοχηµικών µηχανισµών κάθε οργανισµού και χαρακτηρίζεται από 
ρυθµούς: 

• Κιρκάδιους (διαφορετικές συγκεντρώσεις ουσιών, ανάλογα µε την ώρα) 
• Φυσιολογικούς (κύκλος εµµήνου ρύσεως, εγκυµοσύνη, εµµηνόπαυση) 
• Εποχικούς (διαφορετικές συγκεντρώσεις ουσιών, ανάλογα µε την εποχή) 
• Ηλικίας (διαφορετικές συγκεντρώσεις ουσιών, ανάλογα µε την ηλικία) 

Η διατοµική βιολογική µεταβλητότητα παρουσιάζεται συνήθως σαν σύνολο 
διαφορών µεταξύ πληθυσµών, που εµφανίζουν διάφορα χαρακτηριστικά, όπως: 

•  Φύλο  
• Εθνικότητα 
• Περιβαλλοντικοί παράγοντες  
• Σωµατοµετρικά χαρακτηριστικά 
• Γενετικοί παράγοντες  
• Κοινωνικοοικονοµικοί παράγοντες 
• ∆ιατροφικές και άλλες συνήθειες  

Στο in vitro δείγµα µε την πάροδο του χρόνου σε πολλές περιπτώσεις 
παρατηρείται µεταβολή της συγκέντρωσης των υπό µελέτη παραµέτρων, η οποία µπορεί 
να οφείλεται, είτε σε ενδογενείς παράγοντες, π.χ. πρωτεόλυση, εάν πρόκειται για 
βιολογικά µακροµόρια, είτε σε διαφόρων τύπων επιµολύνσεις (εξωγενείς παράγοντες). 
Επίσης, η συγκέντρωση πολλών παραµέτρων επηρεάζεται δραµατικά από τον τρόπο της 
αιµοληψίας, δηλαδή τη θέση αιµοληψίας [3,11,16] και την ταχύτητα ροής του φλεβικού 
αίµατος (π.χ. ασβέστιο, θυροξίνη) [11,12]. Επειδή ο όγκος του πλάσµατος είναι 
µεγαλύτερος κατά 12-15% σε άτοµα που βρίσκονται σε ύπτια θέση για µερικές ώρες, 
όταν η θέση αιµοληψίας αλλάζει από ύπτια σε όρθια, παρατηρείται αύξηση των τιµών σε: 
αιµοσφαιρίνη (Ηb), ερυθρά αιµοσφαίρια, αιµατοκρίτη (Hct), κάλιο, φώσφορο, 
γλουταµινική οξαλοξική τρανσαµινάση (AST), ασβέστιο κ.α. Επίσης, έχει διαπιστωθεί ότι 
περίδεση που εφαρµόζεται για χρόνο µεγαλύτερο από 1 min οδηγεί σε αύξηση των 
λευκωµάτων (5%), του σιδήρου (6,7%), της AST (9,3%), της χοληστερίνης (5%) και σε 
µείωση του καλίου (5%) και της κρεατινίνης (2,3%) [16].  

Χαρακτηριστική είναι η περίπτωση βιολογικών µορίων των οποίων η 
συγκέντρωση µεταβάλλεται στο χρόνο που µεσολαβεί µεταξύ της αιµοληψίας και της 
φυγοκέντρισης, είτε λόγω καταβολισµού, π.χ. η γλυκόζη κατά τη διαδικασία της 
γλυκόλυσης, είτε λόγω βιοχηµικής µετατροπής, όπως η κρεατινίνη σε κρεατίνη, είτε λόγω 
µετακίνησης από το εσωτερικό των κυττάρων του αίµατος στο εξωκυττάριο υγρό 
(πλάσµα), όπως συµβαίνει για παράδειγµα µε τα ιόντα καλίου, περίπου 4 ώρες µετά την 
αιµοληψία [16].  

 Οι συνθήκες φυγοκέντρισης (διάρκεια και ταχύτητα), καθώς και τυχαία 
φαινόµενα, όπως για παράδειγµα η ετερογένεια των βιολογικών δειγµάτων (υγρών ή 
στερεών) αποτελούν επιπρόσθετες πηγές αβεβαιότητας σε προ-αναλυτικό στάδιο. Βέβαια, 
η µη οµοιογένεια του υλικού (π.χ. αίµα, ούρα, σίελος, ιστοί) αυξάνει λιγότερο την 
αβεβαιότητα της µέτρησης κάποιας παραµέτρου στην περίπτωση των υγρών υλικών, παρά 
στα στερεά υλικά (ιστοί).  

Οποιαδήποτε προ-αναλυτική επεξεργασία του δείγµατος (π.χ. αραίωση, εκχύλιση) 
αποτελεί επίσης πηγή αβεβαιότητας της τελικής µέτρησης.  

Η κατάσταση του υπό µελέτη βιολογικού υλικού, δηλαδή εάν είναι λιπαιµικό, 
ικτερικό ή σε κάποιο βαθµό αιµολυµένο (φαινόµενα µήτρας-matrix) επιδρά στην τελική 
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εκτίµηση της αβεβαιότητας κάθε µετρούµενης ποσότητας. Στην περίπτωση του 
αιµολυµένου δείγµατος σηµειώνεται ψευδής αύξηση της συγκέντρωσης πολλών 
βιοχηµικών παραµέτρων, όπως π.χ. κάλιο, µαγνήσιο, αλκαλική φωσφατάση, γλουταµινική 
πυροσταφυλική τρανσαµινάση (GPT), AST, γαλακτική δεϋδρογενάση (LDH) κ.α.   

Μετά τον εντοπισµό των πηγών αβεβαιότητας πολύ δύσκολη είναι η διαδικασία 
της ποσοτικοποίησης των επιµέρους αβεβαιοτήτων. Σε ελάχιστες περιπτώσεις είναι 
εφικτό να πραγµατοποιηθούν πειράµατα προσοµοίωσης τέτοιων φαινοµένων σε 
εργαστηριακές συνθήκες, ούτως ώστε να επιτευχθεί η διεξοδική µελέτη της επίδρασής 
τους. Έτσι για παράδειγµα, µε επαναλαµβανόµενη δειγµατοληψία είναι δυνατόν να 
ποσοτικοποιηθεί η αβεβαιότητα λόγω της ετερογένειας του δείγµατος [5]. Με πειράµατα 
ανάκτησης, προσθέτοντας συγκεκριµένη ποσότητα ερυθρών αιµοσφαιρίων σε ορό ή 
πλάσµα έχει µελετηθεί η επίδραση διαφόρων βαθµών αιµόλυσης στην µέτρηση κάποιας 
παραµέτρου [2].  

Επειδή σε ένα διαγνωστικό κέντρο είναι χρονοβόρες και δαπανηρές τέτοιου είδους 
µελέτες, προσπαθήσαµε να βελτιστοποιήσουµε κατά το δυνατόν τις συνθήκες 
δειγµατοληψίας, µεταφοράς, φυγοκέντρισης, επεξεργασίας και φύλαξης όλων των 
βιολογικών υλικών, που διαχειριζόµαστε στο εργαστήριό µας. Έχοντας µελετήσει τις 
επίσηµες οδηγίες του ∆ιεθνούς Οργανισµού Υγείας (Word Health Organization-WHO) 
[13], στις οποίες περιγράφεται ο χρόνος ζωής (σταθερότητα) σε συγκεκριµένη 
θερµοκρασία περιβάλλοντος των περισσοτέρων βιολογικών µορίων, που προσδιορίζουµε 
στην κλινική χηµεία, συντάχθηκαν οδηγίες εργασίας, οι οποίες αφορούν στον χρόνο και 
στον τρόπο αιµοληψίας, στον επιτρεπτό µεταξύ αιµοληψίας και φυγοκένρισης 
µεσολαβούντα χρόνο, καθώς και στις συνθήκες συντήρησης των δειγµάτων πριν και µετά 
την αναλυτική διαδικασία.       
 
 
ΑΝΑΛΥΤΙΚΗ ΑΒΕΒΑΙΟΤΗΤΑ 
 

Η αναλυτική αβεβαιότητα εξαρτάται από την αναλυτική µέθοδο, δηλαδή την 
αβεβαιότητα του βαθµονοµητή, τη σταθερότητα του αντιδραστηρίου και τη συµβολή του 
αυτόµατου αναλυτή.  

Σήµερα πλέον οι περισσότερες κατασκευάστριες εταιρείες και ιδιαίτερα οι πιο 
µεγάλες στο χώρο της κλινικής χηµείας, δηλώνουν την αβεβαιότητα των βαθµονοµητών 
σε ειδικά έντυπα. Σηµαντικού βαθµού αβεβαιότητα συνεισφέρουν στη συνδυασµένη και 
διευρυµένη αβεβαιότητα της µέτρησης τα φαινόµενα µήτρας (matrix) µεταξύ του υλικού 
του βαθµονοµητή και του δείγµατος. Καταβάλλονται εντατικές προσπάθειες από τις 
κατασκευάστριες εταιρείες, ώστε οι βαθµονοµητές να προέρχονται από υλικά που 
προσοµοιάζουν τα βιολογικά υγρά. Χαρακτηριστικό είναι το παράδειγµα της χρήσης, στο 
κοντινό παρελθόν, υδατικών βαθµονοµητών κατά τη µέτρηση ιόντων σε ορό ασθενών µε 
τη µέθοδο της άµεσης ποτενσιοµετρίας. Σήµερα πλέον, πολλές εταιρείες χρησιµοποιούν 
ορό βοός για την παρασκευή του βαθµονοµητή κατά τον προσδιορισµό ιόντων.  

 Οι ανοσοχηµικές δοκιµές στηρίζονται στην αντίδραση µεταξύ αντισώµατος-
αντιγόνου σε ένα περιβάλλον, το οποίο διαφοροποιείται σε κάθε προσδιορισµό. Η 
σχηµατιζόµενη ποσότητα του συµπλόκου αντιγόνου-αντισώµατος προσδιορίζεται 
ποσοτικά και βρίσκεται σε ισορροπία µε τις ελεύθερες ποσότητες αντιγόνου και 
αντισώµατος. Στη δηµιουργία του συµπλόκου αυτού εµπλέκονται ηλεκτροστατικές 
δυνάµεις, υδρόφοβοι δεσµοί, δεσµοί υδρογόνου και δυνάµεις van der Waals. Οι δυνάµεις 
αυτές επηρεάζονται από περιβαλλοντικές συνθήκες που αφορούν στο pH, στη 
θερµοκρασία, στην ιονική ισχύ, στη συγκέντρωση λιπιδίων και πρωτεϊνών, στη 
συγκέντρωση του απορρυπαντικού που χρησιµοποιείται στη µεθοδολογία και στα 
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προϊόντα µεταβολισµού από διασταυρούµενες αντιδράσεις. Είναι φανερό ότι οι συνθήκες 
αυτές δεν µπορεί να είναι πανοµοιότυπες στις µετρήσεις που πραγµατοποιούνται 
καθηµερινά στα κλινικά εργαστήρια, τα οποία χρησιµοποιούν µεν τους βαθµονοµητές των 
εταιρειών, αλλά και δείγµατα ασθενών (ολικό αίµα, ορός, πλάσµα, ούρα), που 
διαφοροποιούνται µεταξύ τους ως προς την ιδιοσύστασή τους. Έτσι, εισάγουµε 
επιπρόσθετη αβεβαιότητα στην τελική µέτρηση [14].           

Η σταθερότητα του αντιδραστηρίου αποτελεί µία επιπρόσθετη πηγή αβεβαιότητας, 
που συνεισφέρει στην αναλυτική διαδικασία. Οι κατασκευάστριες εταιρείες προσπαθούν 
να διασφαλίσουν βραχυπρόθεσµα τη σταθερότητα των αντιδραστηρίων τους, αλλά και 
µακροπρόθεσµα, κατά την αλλαγή του χαρακτηριστικού κωδικού της παρτίδας (lot 
number). Συγκεκριµένα, ελέγχεται η αναλυτική επαναληψιµότητα των µετρήσεων και η 
ανάκτηση, χρησιµοποιώντας διάλυµα ελέγχου ή σταθερό µείγµα ορού, καλύπτοντας 
τουλάχιστον τρεις διαφορετικές παρτίδες αντιδραστηρίου [14].    

Τέλος, ο αυτόµατος αναλυτής και η κατάσταση συντήρησής του συνεισφέρουν 
στην αναλυτική αβεβαιότητα του προσδιορισµού των παραµέτρων. Έτσι, οι βραχίονες 
ογκοµέτρησης και διανοµής δείγµατος/αντιδραστηρίου, η µονάδα ανίχνευσης, και η 
θερµοκρασία αντίδρασης αποτελούν σηµαντικές πηγές αβεβαιότητας. Η συµβολή της 
αβεβαιότητας από τον αναλυτή πρέπει να εκτιµηθεί σε µακροπρόθεσµη  µελέτη ενός 
διαλύµατος ελέγχου ή σταθερό µείγµα δειγµάτων, καλύπτοντας όλες τις δυνατές 
καταστάσεις συντήρησης του αυτόµατου αναλυτή. Φυσικά ελέγχεται και βραχυπρόθεσµα 
η αναλυτική επαναληψιµότητα των µετρήσεων. 

Στις περιπτώσεις που οι µετρήσεις γίνονται µε µη αυτοµατοποιηµένη µέθοδο, 
σηµαντική πηγή αβεβαιότητας αποτελεί ο εκτελεστής / πειραµατιστής των δοκιµών. Με 
επαναλαµβανόµενα πειράµατα εκτιµάται η αναπαραγωγιµότητα των µετρήσεων.   
 Κατά τη διαδικασία της διαπίστευσης κατά ISO 17025, στο εργαστήριό µας, 
εκτιµήσαµε τη συνδυασµένη και διευρυµένη αβεβαιότητα 113 δοκιµών κλινικής χηµείας. 
Για την εκτίµηση της αβεβαιότητας τύπου Α πραγµατοποιήθηκαν µεταξύ ηµερών 
(between days) 10 µετρήσεις διαλυµάτων ελέγχου (controls) από εταιρεία ανεξάρτητη 
εκείνης του προς διαπίστευση αυτόµατου αναλυτή, προκειµένου να υπολογιστεί η τυπική 
αβεβαιότητα, λόγω ενδοεργαστηριακής αναπαραγωγιµότητας. Για τον έλεγχο της 
αναλυτικής επαναληψιµότητας πραγµατοποιήθηκαν στη διάρκεια της ίδιας ηµέρας (within 
day) 10 µετρήσεις διαλυµάτων ελέγχου. Για τις µετρήσεις µας χρησιµοποιήθηκαν 
διαλύµατα ελέγχου δύο και τριών επιπέδων συγκέντρωσης, προκειµένου να εκτιµηθεί η 
αβεβαιότητα των παραµέτρων στις συνήθεις συγκεντρώσεις (εντός των ορίων των τιµών 
αναφοράς), αλλά και σε παθολογικές περιοχές (χαµηλές και υψηλές συγκεντρώσεις).  

Με τη χρήση διαλυµάτων ελέγχου, που προσοµοιάζουν, όσο είναι εφικτό, τα 
ανθρώπινα υγρά, εξασφαλίζεται η απουσία µη επιθυµητών παραγόντων από το 
πειραµατικό µας υλικό, ώστε να εκτιµηθεί αποκλειστικά η αναλυτική αβεβαιότητα της 
µεθόδου. Επιπλέον, στα εµπορικά διαθέσιµα διαλύµατα ελέγχου είναι εύκολη η ανεύρεση 
σκευασµάτων µε υψηλές και χαµηλές συγκεντρώσεις πολλών κλινικών παραµέτρων. Από 
την άλλη πλευρά όµως, το µειονέκτηµα της χρήσης του συγκεκριµένου πειραµατικού 
υλικού είναι ότι όσο και αν προσπαθούν οι κατασκευάστριες εταιρείες, τα διαλύµατα 
ελέγχου δεν έχουν ακριβώς την ίδια συµπεριφορά µε τα ανθρώπινα υλικά.  

Για την εκτίµηση της αβεβαιότητας τύπου Β συνυπολογίστηκαν οι πληροφορίες 
που δόθηκαν: α) από τα πιστοποιητικά διακρίβωσης των ογκοµετρικών συσκευών 
(γυάλινα ογκοµετρικά σιφώνια, αυτόµατες πιπέτες), που χρησιµοποιήθηκαν κατά την 
ανασύσταση των λυοφιλιωµένων σκευασµάτων και β) από τις κατασκευάστριες εταιρείες 
για τις αβεβαιότητες των βαθµονοµητών στις ήδη επικυρωµένες µεθόδους ανάλυσης.  

Τέλος, έχοντας εκτιµήσει τις τυπικές αβεβαιότητες τύπου Α και Β, εύκολα 
προβήκαµε στην εκτίµηση της συνδυασµένης και διευρυµένης τυπικής αβεβαιότητας. 
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Κατά τη διαπίστευση του εργαστηρίου µας ασχοληθήκαµε µε την επαλήθευση ήδη 
επικυρωµένων µεθόδων µέτρησης. Έτσι, δεν χρειάστηκε η εκτίµηση της αβεβαιότητας 
από την καµπύλη βαθµονόµησης ή από τη σύγκριση των υπό µελέτη µεθόδων µε τις 
αντίστοιχες πρότυπες µεθόδους αναφοράς. 

Tέλος, η αναπαραγωγιµότητα των µετρήσεων δεν είχε νόηµα να ελεγχθεί µε τη 
µέθοδο αλλαγής του πειραµατιστή, αφού διαπιστεύθηκαν δοκιµές, που εκτελούνται σε 
αυτόµατους αναλυτές. Έτσι, η επίδραση του εκάστοτε χειριστή είναι αµελητέα, µε την 
προϋπόθεση βέβαια ότι όλο το εµπλεκόµενο προσωπικό έχει εκπαιδευτεί άριστα από τις 
αντίστοιχες κατασκευάστριες εταιρείες των αυτόµατων αναλυτών.            

 
 
∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ ΕΠΑΛΗΘΕΥΣΗΣ ∆ΟΚΙΜΩΝ ΚΛΙΝΙΚΗΣ ΧΗΜΕΙΑΣ 
 

ΠΙΣΤΟΤΗΤΑ 
 
 Για τον έλεγχο της πιστότητας των προς επαλήθευση παραµέτρων 
πραγµατοποιήθηκαν µεταξύ ηµερών (between days) και στη διάρκεια της ίδιας ηµέρας 
(within day) δέκα µετρήσεις διαλυµάτων ελέγχου δύο και τριών επιπέδων. Στις βιοχηµικές 
δοκιµές ελέγχθηκαν δύο επίπεδα, ενώ στις ανοσοχηµικές και αιµατολογικές 
χρησιµοποιήθηκαν τρία επίπεδα. Από τις µετρήσεις αυτές υπολογίστηκε η τυπική 
απόκλιση (SD) και ο συντελεστής µεταβλητότητας (%CV).  

Επειδή όλες οι µέθοδοι έχουν επικυρωθεί από τις αντίστοιχες κατασκευάστριες 
εταιρείες, προχωρήσαµε στη σύγκριση των βιβλιογραφικών πληροφοριών για την 
προτεινόµενη αναλυτική επαναληψιµότητα (within day µετρήσεις) και 
αναπαραγωγιµότητα (between days µετρήσεις) σε σχέση µε αυτήν που ενδοεργαστηριακά 
προέκυψε. 
 
 
ΟΡΘΟΤΗΤΑ 
 
  Εκτελέστηκαν µεταξύ 10 διαδοχικών ηµερών (between days) και στη διάρκεια της 
ίδιας ηµέρας (within day) 10 µετρήσεις διαλυµάτων ελέγχου δύο και τριών επιπέδων. 
Υπολογίστηκε η % ανάκτηση των συγκεντρώσεων/παραµέτρων των διαλυµάτων και 
συγκρίθηκε µε τα παρεχόµενα από τις παρασκευάστριες εταιρείες, βιβλιογραφικά 
δεδοµένα. Για να είναι αποδεκτή η ορθότητα της µεθόδου θα πρέπει το ποσοστό της 
ανάκτησης να συµφωνεί µε την αντίστοιχη τιµή που παρέχεται από την βιβλιογραφία, ή 
να ικανοποιείται η σχέση: 
 

| x -µ | 〈  2 • SD ⇔  
 

⇔  µ – 2• SD 〈  x  〈  µ + 2• SD 
 
όπου: x  = η πειραµατική µέση τιµή των µετρήσεων του υλικού αναφοράς, 
 µ = η αποδεκτή µέση τιµή της υπό εξέτασης παραµέτρου για το υλικό 

αναφοράς, 
SD = η τυπική απόκλιση των µέσων όρων των µετρήσεων όλων των 
εργαστηρίων, που συµµετείχαν στην διεργαστηριακή εξέταση για τον 
προσδιορισµό της τιµής του υλικού αναφοράς.  
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 Για την περίπτωση εταιρειών που δεν δίνουν πληροφορίες για την αποδεκτή 
ανάκτηση των διαλυµάτων ελέγχου τους, υπολογίστηκε το z-score των µετρήσεων.  
     
     z-score = (Result-Target)/SD control 

 
 Για τις παραµέτρους εκείνες για τις οποίες δεν υπάρχουν στην αγορά διαθέσιµα 
διαλύµατα ελέγχου, η ορθότητα ελέγχθηκε χρησιµοποιώντας διάλυµα ελέγχου υψηλής 
συγκέντρωσης της κατασκευάστριας εταιρείας, το οποίο αραιώθηκε µε κατάλληλο 
διαλύτη και ακολούθως διενεργήθηκε πείραµα ανάκτησης.    
 
 
ΟΡΙΟ ΑΝΙΧΝΕΥΣΗΣ ΚΑΙ ΟΡΙΟ ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗΣ       
 
 Για τις βιοχηµικές κλινικές δοκιµές των οποίων η καµπύλη βαθµονόµησης είναι 
γραµµική, χρησιµοποιήθηκε ως πειραµατικό υλικό αραιωµένος ορός ελέγχου της 
εταιρείας και εκτελέστηκαν 15 µετρήσεις µεταξύ διαδοχικών ηµερών (between days). 
Υπολογίστηκε η τυπική απόκλιση (SD) των µετρήσεων και το όριο ανίχνευσης (LOD) 
από τον µαθηµατικό τύπο LOD=3·SD  

Για τις αναλύσεις που οι καµπύλες αναφοράς τους δεν είναι γραµµικές 
(ανοσοχηµικές) πραγµατοποιήθηκαν 10 µετρήσεις των παρεχοµένων βαθµονοµητών, στα 
χαµηλότερα διαθέσιµα επίπεδα συγκεντρώσεων και υπολογίστηκε η µέση τιµή x  και η 
τυπική απόκλιση SD ανά επίπεδο. Στη συνέχεια τα αποτελέσµατα τοποθετήθηκαν σε 
διάγραµµα δύο αξόνων στο οποίο ο άξονας xx’ εµφάνιζε τιµές συγκεντρώσεων και ο 
άξονας yy’ τιµές τυπικής απόκλισης. Υπολογίστηκε µε τη βοήθεια της µεθόδου ελαχίστων 
τετραγώνων εξίσωση γραµµικής καµπύλης της µορφής Υ=αΧ+β και προσδιορίστηκε η 
τιµή της τυπικής απόκλισης για µηδενική συγκέντρωση (Υ=β). Το όριο ανίχνευσης 
προκύπτει από την εξίσωση LOD=3·SD.  

Το όριο ποσοτικοποίησης (LOQ) προκύπτει από το µαθηµατικό τύπο LOQ=10·SD. 
 Ένας άλλος τρόπος προσδιορισµού του ορίου ανίχνευσης των κλινικών δοκιµών 
είναι η αραίωση ορού ασθενούς, καλά συντηρηµένου, µε βαθµονοµητή µηδενικής 
συγκέντρωσης, σε τέτοιο βαθµό, ώστε ο συντελεστής µεταβλητότητας (%CV) είκοσι 
µετρήσεων, που πραγµατοποιούνται την ίδια ηµέρα (within day), να είναι µεγαλύτερος 
της τιµής 20. Η συγκέντρωση αυτή του αραιωµένου ορού αντιστοιχεί στη µικρότερη 
ποσότητα που µπορεί να διακρίνει η µέθοδος από το µηδέν (LOD) [15].    

                      
 
ΕΛΕΓΧΟΣ ΠΟΙΟΤΗΤΑΣ 
 

Ο έλεγχος ποιότητας αποσκοπεί στη διασφάλιση της σταθερότητας των 
αποτελεσµάτων από µέρα σε µέρα, καθώς και στη συµµόρφωσή τους µε καθορισµένα 
κριτήρια. Συγκεκριµένα: 

Σε καθηµερινή βάση όλες οι αναλύσεις ελέγχονται µε όλα τα διαθέσιµα (από την 
εταιρεία) επίπεδα των διαλυµάτων ελέγχου (ηµερήσιος έλεγχος ποιότητας). 

 Στη συνέχεια, το εργαστήριο, µία ή δύο φορές το µήνα, συµµετέχει σε ειδικά 
προγράµµατα διεργαστηριακού ελέγχου ποιότητας. Έτσι, ελέγχονται οι τάσεις όλων των 
αναλύσεων, µακροπρόθεσµα. 
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Συµπληρωµατικά στοιχεία για την αξιοπιστία των κλινικών δοκιµών συλλέγονται 
µε µετρήσεις ουδέτερου διαλύµατος ελέγχου ανεξάρτητης εταιρείας, οι οποίες 
διεξάγονται µία φορά την εβδοµάδα (εβδοµαδιαίος έλεγχος ποιότητας).  

Τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται από τις µετρήσεις των διαλυµάτων ελέγχου 
παρακολουθούνται στατιστικά µε τη βοήθεια διαγραµµάτων ελέγχου (όπως διαγράµµατα 
µέσης τιµής Levey-Jennings, αθροιστικά διαγράµµατα Cusum και δίδυµα διαγράµµατα 
Youden). Με όλους αυτούς τους τρόπους ελέγχονται οι τάσεις του εργαστηρίου 
βραχυπρόθεσµα και µακροπρόθεσµα. 

 
 
ΣΥΖΗΤΗΣΗ – ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

 Είναι φανερό ότι στα εργαστήρια κλινικών δοκιµών κατά την εκτίµηση της 
συνδυασµένης αβεβαιότητας της µέτρησης, που δίδεται προς αξιολόγηση στους κλινικούς 
ιατρούς, συνεκτιµάται η αβεβαιότητα που προέρχεται από τον προσδιορισµό των τιµών 
των βαθµονοµητών και την αναλυτική µέθοδο. Αν οι κανόνες που αφορούν στη συλλογή 
και διαχείριση του δείγµατος, καθώς και στην αναλυτική διαδικασία τηρηθούν αυστηρά, 
οι κυριότεροι παράγοντες για την εκτίµηση της αβεβαιότητας των κλινικών δοκιµών είναι 
η βιολογική µεταβλητότητα και η αναλυτική επαναληψιµότητα 
  Έχει µεγάλη σηµασία η λεπτοµερής ταυτοποίηση όλων των πηγών αβεβαιότητας 
σε προ-αναλυτικό και αναλυτικό στάδιο. Το διάγραµµα που αντιπροσωπευτικά 
χαρακτηρίζει το στάδιο της ταυτοποίησης καλείται «ψαροκόκκαλο» (fish-bone) [5] και 
εµφανίζεται στην εικόνα 1.  
 
 
Φαινόµενα µήτρας   Όγκος δείγµατος    Κατακρήµνιση 
Αιµόλυση     
     Όγκος δ/τος σήµανσης  Βαθµονοµητές 
 
 Ειδικότητα /   Όγκος δ/τος αντισώµατος           Ποσοτικοποίηση 
∆ιασταυρούµενες αντιδράσεις      αβεβαιότητας 
            
  

 
 
                   Μέτρηση 
                                                                Οµοιογένεια 
                       Προσδιορισµός τιµών 
                       Βαθµονοµητών 
                           Ογκοµετρικός 
 εξοπλισµός 
                                      Σταθερότητα 
 
 
 

Εικόνα 1. ∆ιάγραµµα «ψαροκόκκαλου» (fish-bone) για τον προσδιορισµό των παραγόντων που 
συνεισφέρουν στη συνδυασµένη αβεβαιότητα µέτρησης στην κλινική χηµεία. 

Το δυσκολότερο σηµείο της όλης διαδικασίας είναι η ποσοτικοποίηση όλων των 
πηγών αβεβαιότητας που συνεισφέρουν στη διακύµανση της αληθούς τιµής. ∆υστυχώς 
στο πεδίο της κλινικής χηµείας είναι πολλοί οι παράγοντες των οποίων η αβεβαιότητα δεν 
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µπορεί να ποσοτικοποιηθεί. Πιο έντονα εµφανίζεται το φαινόµενο αυτό στην προ-
αναλυτική φάση. Αυτός είναι και ο λόγος άλλωστε που χρησιµοποιούµε τον όρο 
«εκτίµηση» και όχι «προσδιορισµό» της αβεβαιότητας. 

Η έννοια της αβεβαιότητας της µέτρησης είναι πολύ καινούργια στον χώρο της 
κλινικής χηµείας. Είναι σηµαντική λοιπόν η ενηµέρωση πρώτα των κλινικών χηµικών και 
στη συνέχεια των κλινικών ιατρών, µε σκοπό τη σωστή αξιολόγηση και εκτίµηση της 
πληροφορίας αυτής στη διάγνωση ασθενειών και την προτεινόµενη θεραπευτική αγωγή. 
Η χρησιµότητα της αβεβαιότητας πρέπει να περάσει από την θεωρία στην πράξη. Είναι 
φανερό άλλωστε ότι ένα κλινικό εργαστήριο πρέπει να µάθει να ζει µε την αβεβαιότητα 
και όχι στην αβεβαιότητα.       
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