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Έλεγχος ποιότητας

Το σημαντικότερο εργαλείο στην εργαστηριακή 
διαδικασία που εξασφαλίζει 

•Τη σωστή λειτουργία του   αναλυτή

•Την  ποιότητα των αντιδραστηρίων

•Τον εντοπισμό πιθανών τυχαίων ή συστηματικών 
σφαλμάτων στα αποτελέσματα

•Τη διόρθωση των διαφόρων σφαλμάτων 



Διασφάλιση ποιότητας

Συντήρηση και παρακολούθηση λειτουργίας 
μηχανημάτων (κυτταρομετρητής ροής)

Χρήση προτυπωμένων μεθοδολογιών και 
αντιδραστηρίων ( CE/IVD)

Επικύρωση μεθόδων in house
Παρακολούθηση της επίδοσης μεθόδων
Παρακολούθηση της ποιότητας των 

αποτελεσμάτων 
Διορθωτικές κινήσεις για τη βελτίωση



Τοποθέτηση αναλυτή 
(κυτταρομετρητής ροής)

Χώρος και πρόσβαση

(διαστάσεις, βάρος, πάγκος εργασίας)

Ηλεκτρολογικές εγκαταστάσεις

(πρόσβαση σε γεννήτρια, UPS)

Θερμοκρασία και υγρασία

(μηχανήματος, χώρου εργασίας)

Απόβλητα 

(Μέτρα και Όροι για τη Διαχείριση Αποβλήτων 
Υγειονομικών Μονάδων – ΦΕΚ 1537/ 8 Μαΐου 2012)



καθημερινά εβδομαδιαία μηνιαία Κάθε 60 
ημέρες

Όταν 
χρειάζεται

Air filters

Cleaning agent 
container

Sample head and 
sample probe

Sampling system

Sheath fluid 

Vacuum trap

Συντήρηση κυτταρομετρητή ροής



Παρακολούθηση λειτουργίας



Παρακολούθηση λειτουργίας

Ημερήσια

Μηνιαία

Κάθε 6 μήνες

Πρότυπα σφαιρίδια από latex με γνωστά 
χαρακτηριστικά σκέδασης και φθορισμού



Έλεγχος ποιότητας 
κυτταρομετρητή ροής

Σφαιρίδια οπτικής ευθυγράμμισης

Σφαιρίδια τύπου Ι

Σφαιρίδια αναφοράς καθορισμένου φθορισμού

Σφαιρίδια τύπου ΙΙ

Σφαιρίδια βαθμονόμησης

Σφαιρίδια τύπου ΙΙΙ



Σφαιρίδια οπτικής 
ευθυγράμμισης
(alignment)  

έλεγχος υδραυλικών 
συστημάτων 

καθαρότητα 
κυψελίδας ροής

Ημερήσιος 
έλεγχος



Standardizing flow cytometry: A classification system of fluorescence 
standards used for flow cytometry
A. Schwartz1,*G. E. Marti2, R. Poon3,J. W. Gratama4, E. 
Fernández-Repollet5

Σφαιρίδια αναφοράς 
καθορισμένου 
φθορισμού

Ρύθμιση φίλτρων και 
φωτοπολλαπλασιαστών

Βαθμονόμηση των 
τάσεων και φασματική 
επιδιόρθωση μεταξύ 
των χρωστικών 
(compensation)

Εβδομαδιαίος 
έλεγχος



Σφαιρίδια βαθμονόμησης

ρύθμιση της 
ποσοτικοποίησης των 
σημάτων φθορισμού

Υπολογισμός της 
ευαισθησίας (μπορεί να 
διαχωριστεί 
ικανοποιητικά ένας 
ασθενής (dim) πληθυσμός

6μηνιαίος/ετήσιος έλεγχος



Συντήρηση και παρακολούθηση λειτουργίας 
μηχανημάτων (κυτταρομετρητής ροής)

Χρήση προτυπωμένων μεθοδολογιών και 
αντιδραστηρίων ( CE/IVD)

Επικύρωση μεθόδων in house
Παρακολούθηση της επίδοσης μεθόδων
Παρακολούθηση της ποιότητας των 

αποτελεσμάτων 
Διορθωτικές κινήσεις για τη βελτίωση



Αναλυτικά χαρακτηριστικά μεθόδου 
Analytical characteristics

Μεθοδολογικά χαρακτηριστικά

Ευαισθησία 

Ειδικότητα

Χαρακτηριστικά επίδοσης

Πιστότητα

Ακρίβεια

Γραμμικότητα

Όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης

Όρια αναφοράς πληθυσμού



Επικυρωμένες μέθοδοι και 
αντιδραστήρια (CE/IVD)

Βιβλιογραφικές αναφορές
Ομάδες εργασίας

επαλήθευση



CE : συντομογραφία της γαλλικής έκφρασης 

“ Conformite  Europeenne”

Το προϊόν υπόκειται και ακολουθεί όλες τις 
νομικές οδηγίες της Ευρωπαϊκής Ένωσης

IVD: in vitro diagnostics – χρησιμοποιούνται 
για κλινική διάγνωση

RUO: research use only –δεν μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν για διαγνωστικές εξετάσεις

ASR: analyte specific reagent – για in house 
μεθόδους



Standardization of cytokine flow cytometry assays BMC Immunology
2005, 6:13 
Guideline for the flow cytometric enumeration of CD34+
haematopoietic stem cells PREPARED BY THE CD34+ 
HAEMATOPOIETIC STEM CELL WORKING PARTY* Clin. Lab. Haem.
1999, 21, 301–308
International standardized approach for flow cytometric residual 
disease monitoring in chronic lymphocytic leukaemia Leukemia 
(2007), 1–9
Guidelines for the diagnosis and monitoring of paroxysmal nocturnal 
hemoglobinuria (PNH) (Cytometry B July 2010)
Phenotyping Myeloma : (Cytometry B July 2010) 
A GEIL Flow Cytometry Consensus Proposal for Quantification of 
Plasma Cells: Application to Differential Diagnosis Between MGUS and 
Myeloma (Cytometry B 2011)
Immunophenotyping of acute leukemia and lymphoproliferative 
disorders: a consensus proposal of the European LeukemiaNet Work 
Package 10 (Leukemia 2011)

Βιβλιογραφικές αναφορές



Ομάδες εργασίες
EUROFLOW

OMIP



Ομάδες εργασίες
OMIP



Επικυρωμένες μέθοδοι και 
αντιδραστήρια (CE/IVD)

Μέθοδος επικυρωμένη από τον κατασκευαστή π.χ 
μέτρηση CD34

Επιβεβαίωση των προδιαγραφών του κατασκευαστή
25-50 δείγματα που καλύπτουν την αναφερόμενη 

κλίμακα κλινικών τιμών



Συντήρηση και παρακολούθηση λειτουργίας 
μηχανημάτων (κυτταρομετρητής ροής)

Χρήση προτυπωμένων μεθοδολογιών και 
αντιδραστηρίων ( CE/IVD)

Επικύρωση μεθόδων in house
Παρακολούθηση της επίδοσης μεθόδων
Παρακολούθηση της ποιότητας των 

αποτελεσμάτων 
Διορθωτικές κινήσεις για τη βελτίωση



Επικύρωση μεθόδων
in house μέθοδοι

100-120 δείγματα
Διαχωρισμός δειγμάτων και σύγκριση με 

άλλο εργαστήριο
Σύγκριση με άλλες επικυρωμένες μεθόδους
Σύγκριση με κλινική διάγνωση
Λογικός αριθμός ειδών δειγμάτων και 

διαγνωστικών ομάδων (όχι κάθε τύπος 
κλινικής οντότητας της WHO)



Επικύρωση μεθόδων
In-house μέθοδοι

Χαρακτηριστικά επίδοσης
Πιστότητα
Ακρίβεια
Γραμμικότητα
Όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης
Όρια αναφοράς πληθυσμού



Πιστότητα (Precision)

Πιστότητα εκφράζει το βαθμό της συμφωνίας, τη διασπορά 
(dispersion), των αποτελεσμάτων, όταν η μέτρηση επαναλαμβάνεται σε 
ένα δείγμα.

Επαναληψιμότητα συμφωνία αποτελεσμάτων διαδοχικών μετρήσεων 
στο ίδιο δείγμα, κάτω από τις ίδιες συνθήκες (ίδια μέθοδος, ίδια συσκευή, 
ίδιο εργαστήριο, σε σύντομο χρονικό διάστημα – π.χ εντός ημέρας )

Αναπαραγωγιμότητα συμφωνία (διασπορά) μεταξύ αποτελεσμάτων 
ανεξαρτήτων μετρήσεων, στο ίδιο δείγμα κάτω από διαφορετικές 
συνθήκες (διαφορετική συσκευή, ίδιο ή διαφορετικά εργαστήρια, και/ή 
διαφορετικούς χρόνους

Ενδοεργαστηριακή
Διεργαστηριακή



Ακρίβεια (Accuracy)

Ακρίβεια: Εκφράζει τη διαφορά μεταξύ πειραματικής 
τιμής και πραγματικής
Η διαφορά εκφράζει το «τυχαίο σφάλμα»

Ορθότητα: Διαφορά μεταξύ μέσης τιμής 
επαναλαμβανόμενων μετρήσεων και πραγματικής 
τιμής  
Η διαφορά εκφράζει το «συστηματικό σφάλμα» 
(«bias») της μεθόδου.

Μπορούν να υπολογιστούν από σταθεροποιημένα 
δείγματα ελέγχου



Πιστότητα vs ακρίβεια



Όριο Ανιχνεύσεως 

(Limit of Detection-LOD)

Αποτελεί το χαμηλότερο επίπεδο συγκεντρώσεως της 
προσδιοριζόμενης παραμέτρου, που μπορεί να διακριθεί 
από τη μηδενική συγκέντρωση

Όριο Ποσοτικοποιήσεως 

(Limit of Quantitation-LOQ)

Είναι η ελάχιστη συγκέντρωση προσδιοριζομένης ουσίας, 
που μπορεί να προσδιορισθεί με αξιοπιστία ( αποδεκτή 
ακρίβεια και επαναληψiμότητα)



Αραιωμένο δείγμα ελέγχου : μονιμοποιημένο πλήρες 
αίμα σε αραιώσεις με φυσιολογικό ορό ανθρώπου 
(Normal Human Serum)
Εκτελούνται 15 μετρήσεις μεταξύ διαδοχικών ημερών
Υπολογίζεται η τυπική απόκλιση (SD)
(LOD) = 3 x SD (Στάθμη εμπιστοσύνης 99,87%)
(LOD) = 2 x SD  (Στάθμη εμπιστοσύνης 95%)
(LOQ) = 10 x SD

Υπολογισμός LOD και LOQ



Γραμμικότητα

Η γραμμικότητα της μεθόδου μπορεί να εξεταστεί 
σε τουλάχιστον 4 δείγματα τα οποία καλύπτουν το 
εύρος των μετρήσεων-που μπορεί να προκύψουν 
από αραίωση ενός σταθεροποιημένου δείγματος 
ελέγχου με κατάλληλο αραιωτικό μέσο (PBS+ 
2%FCS) –όπου και θα εκτελεστεί ο προσδιορισμός 
εις τριπλούν. Εν συνεχεία γίνεται στατιστικός 
έλεγχος της παλινδρόμησης όπου πρέπει r≥0.95 για 
να είναι γραμμική η μέθοδος. Η μέθοδος παύει να 
είναι γραμμική όταν σε δύο συνεχόμενα σημεία 
παρουσιάζει μεγάλη απόκλιση από τη αναμενόμενη 
τιμή



Όρια αναφοράς

Κάθε εργαστήριο είναι υποχρεωμένο να παρέχει όρια 
αναφοράς (φυσιολογικές τιμές) για όλες τις εξετάσεις. 

Γίνεται μέτρηση 100-120 φυσιολογικών ατόμων 
(αιμοδοσία?) και στατιστική ανάλυση mean ± 2SD

Σε περίπτωση που υπάρχουν όρια αναφοράς είτε από την 
κατασκευαστική εταιρία είτε από άλλο έργαστήριο τοτε 
πρέπει να γίνει επαλήθευση συγκρίνοντας τη μεση τιμή με τη 
μέση τιμή 20-30 δειγμάτων φυιολογικών ατόμων (t-test)



παρακολούθηση ποιότητας

Κυτταρομετρητής 
ροής

Εργαστήριο 
κυτταρομετρίας ροής 
(αποτελέσματα)



Σφαιρίδια οπτικής ευθυγράμμισης



Σφαιρίδια οπτικής ευθυγράμμισης



Σφαιρίδια βαθμονόμησης



Έλεγχος ποιότητας αποτελεσμάτων 
εργαστηρίου κυτταρομετρίας ροής

Εσωτερικός 

Εθνικός (δεν υπάρχει επίσημος φορέας)

Εξωτερικός (ευρωπαϊκά προγράμματα 
ποιοτικού ελέγχου)



Εσωτερικός έλεγχος 
ποιότητας

Ενδο-εργαστηριακός

Εφαρμόζεται σε πραγματικό χρόνο

Εντοπίζονται τα σφάλματα τη στιγμή 
που προκύπτουν



Εσωτερικός έλεγχος 
ατομικών αποτελεσμάτων

T + B + NK = 100% +/-5%

(max μεταβλητότητα 10%)

T λεμφοκύτταρα: CD3+CD4+ + CD3+CD8+ = CD3+ +/-5%

(max μεταβλητότητα 10%)



Εσωτερικός έλεγχος 
μονιμοποιημένο περιφερικό αίμα 

γνωστών συγκεντρώσεων



Εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος

Αναδρομικό χαρακτήρα

Ελέγχει την ακρίβεια ως προς ένα 
εξωτερικό πρότυπο 

Οργανώνεται από εξωτερικό ανεξάρτητο 
φορέα

Μεγάλος αριθμός εργαστηρίων ελέγχει το 
ίδιο δείγμα ανά τακτά χρονικά διαστήματα



Εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος

Ελληνική Εταιρεία Κυτταρομετρίας       
www.kyttarometria.gr

NEQAS



Ελληνική Εταιρεία Κυτταρομετρίας (1996)
www.kyttarometria.gr



Εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος
Ελληνική Εταιρεία Κυτταρομετρίας

2008

Πανεπιστήμιο Πάτρας

Δύο δείγματα /τρίμηνο

Περιφερικό αίμα – ρουτίνα – εντός 24 ωρών

Βασικός ανοσοφαινότυπος λεμφοκυττάρων







Τιμή στόχος (target value): Η τιμή που αντιστοιχεί με την 
μέση τιμή (mean) της κατανομής των μετρήσεων του 
υποπληθυσμού. 
Ν (number): Ο αριθμός των Εργαστηρίων που συμμετείχαν. 
Δείκτης απόκλισης (Deviation Index, DI): Είναι η 
απόκλιση της τιμής του Εργαστηρίου από την μέση τιμή των 
μετρήσεων του συγκεκριμένου υποπληθυσμού. 

DI < 0.5 εξαιρετική απόδοση 
DI 0.5 έως 1 καλή 
DI 1 έως 2 ικανοποιητική 
DI 2 έως 3 μη ικανοποιητική 

Συντελεστής μεταβλητότητας (Coefficient variation,CV):
αφορά την κατανομή του συνόλου των μετρήσεων του 
υποπληθυσμού και είναι χρήσιμος στην συνολική εκτίμηση 
των αποτελεσμάτων. 



Εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος

Ανοσοφαινότυπος 
λεμφοκυττάρων

Μέτρηση CD34 

Λευχαιμία/Λέμφωμα

Flow cross match

Ελληνική Εταιρεία              
Κυτταρομετρίας, NEQAS 

NEQAS

NEQAS

NEQAS



NEQAS
Ανοσοφαινότυπος λεμφοκυττάρων



NEQAS

Μέτρηση CD34 



NEQAS

Λευχαιμία/Λέμφωμα



NEQAS

Cross match


