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Η παρούσα εργασία αποτελεί πνευματική ιδιοκτησία του φοιτητή («συγγραφέας/ δημιουργός 

») που την εκπόνησε. Στο πλαίσιο της πολιτικής ανοικτής πρόσβασης ο 

συγγραφέας/δημιουργός εκχωρεί στο ΕΑΠ, μη αποκλειστική άδεια χρήσης του δικαιώματος 

αναπαραγωγής, προσαρμογής, δημόσιου δανεισμού, παρουσίασης στο κοινό και ψηφιακής 

διάχυσής τους διεθνώς, σε ηλεκτρονική μορφή και σε οποιοδήποτε μέσο, για διδακτικούς και 

ερευνητικούς σκοπούς, άνευ ανταλλάγματος και για όλο το χρόνο διάρκειας των δικαιωμάτων 

πνευματικής ιδιοκτησίας. Η ανοικτή πρόσβαση στο πλήρες κείμενο για μελέτη και ανάγνωση 

δεν σημαίνει καθ’ οιονδήποτε τρόπο παραχώρηση δικαιωμάτων διανοητικής ιδιοκτησίας του 

συγγραφέα/δημιουργού ούτε επιτρέπει την αναπαραγωγή, αναδημοσίευση, αντιγραφή, 

αποθήκευση, πώληση, εμπορική χρήση, μετάδοση, διανομή, έκδοση, εκτέλεση, 

«μεταφόρτωση» (downloading), «ανάρτηση» (uploading), μετάφραση, τροποποίηση με 

οποιονδήποτε τρόπο, τμηματικά ή περιληπτικά της εργασίας, χωρίς τη ρητή προηγούμενη 

έγγραφη συναίνεση του συγγραφέα/δημιουργού. Ο συγγραφέας/δημιουργός διατηρεί το 

σύνολο των ηθικών και περιουσιακών του δικαιωμάτων. 
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Περίληψη 

Η παρούσα διπλωματική εργασία εξετάζει το κρίσιμο ζήτημα της αξιοπιστίας των αναλυτικών 

μεθόδων που χρησιμοποιούνται στην εργαστηριακή διάγνωση, με έμφαση στην επικύρωση και 

αξιολόγηση φασματομετρικών, ανοσοχημικών και μοριακών τεχνικών. Σκοπός της μελέτης 

είναι η συστηματική και κριτική ανασκόπηση των βασικών αρχών που διέπουν την επικύρωση 

των μεθόδων, καθώς και η συγκριτική αξιολόγηση της απόδοσής τους σε κλινικές εφαρμογές. 

Αρχικά, παρουσιάζονται οι θεμελιώδεις έννοιες της εργαστηριακής διάγνωσης και αναλύονται 

οι βασικές παράμετροι αξιολόγησης, όπως η ακρίβεια, η επαναληψιμότητα, η ευαισθησία, η 

ειδικότητα, καθώς και τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης. Παράλληλα, γίνεται αναφορά 

στα διεθνή πρότυπα ποιότητας και τις κατευθυντήριες οδηγίες που διέπουν τη λειτουργία των 

κλινικών εργαστηρίων. 

Στη συνέχεια, εξετάζονται αναλυτικά οι φασματομετρικές, ανοσοχημικές και μοριακές 

μέθοδοι, ως προς τις αρχές λειτουργίας, την οργανολογία και τις εφαρμογές τους στη διάγνωση. 

Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στη διαδικασία επικύρωσης κάθε κατηγορίας μεθόδων και στην 

αξιολόγηση της απόδοσής τους. 

Τέλος, πραγματοποιείται συγκριτική ανάλυση των μεθόδων ως προς την ευαισθησία, την 

ειδικότητα, το κόστος και τον χρόνο ανάλυσης, αναδεικνύοντας τα πλεονεκτήματα και τους 

περιορισμούς κάθε τεχνολογικής προσέγγισης. 

Συμπερασματικά, η εργασία καταδεικνύει ότι η αξιόπιστη εργαστηριακή διάγνωση βασίζεται 

στην ορθή επικύρωση των μεθόδων και στη συνδυαστική αξιοποίηση διαφορετικών 

τεχνολογικών εργαλείων, σύμφωνα με τις απαιτήσεις της εκάστοτε κλινικής εφαρμογής. 

Λέξεις-Κλειδιά: Εργαστηριακή Διάγνωση, Επικύρωση Μεθόδων, Φασματομετρία, 

Ανοσοχημικές Μέθοδοι, Μοριακές Μέθοδοι, Αρχές Μεθοδολογίας, Ποιοτικός Έλεγος, 

Αξιολόγηση Αναλυτικών Τεχνικών 

Abstract 

This thesis examines the critical issue of the reliability of analytical methods used in laboratory 

diagnostics, with emphasis on the validation and evaluation of spectrometric, immunochemical, 

and molecular techniques. The aim of the study is to provide a systematic and critical review 

of the fundamental principles governing method validation, as well as a comparative evaluation 

of their performance in clinical applications. 
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Initially, the fundamental concepts of laboratory diagnostics are presented, and the main 

evaluation parameters are analyzed, including accuracy, precision, sensitivity, specificity, as 

well as the limits of detection and quantification. Furthermore, reference is made to 

international quality standards and guidelines that regulate the operation of clinical laboratories. 

Subsequently, spectrometric, immunochemical, and molecular methods are thoroughly 

examined in terms of their principles of operation, instrumentation, and applications in 

diagnostics. Particular emphasis is placed on the validation process of each category of methods 

and on the assessment of their performance. 

Finally, a comparative analysis of the methods is carried out based on sensitivity, specificity, 

cost, and analysis time, highlighting the advantages and limitations of each technological 

approach. 

In conclusion, this study demonstrates that reliable laboratory diagnostics relies on proper 

method validation and on the combined use of different technological approaches, depending 

on the requirements of each clinical application. 

Keywords: Laboratory Diagnosis, Method Validation, Spectrometry, Immunochemical 

Methods, Molecular Methods, Methodological Principles, Quality Control, Evaluation of 

Analytical Techniques 
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Κεφάλαιο 1 

1. Εισαγωγή στην Εργαστηριακή Διάγνωση 

Η εργαστηριακή διάγνωση αποτελεί έναν από τους βασικότερους πυλώνες της σύγχρονης 

ιατρικής επιστήμης, συμβάλλοντας καθοριστικά στην πρόληψη, διάγνωση και παρακολούθηση 

των ασθενειών. Μέσω της ανάλυσης βιολογικών δειγμάτων, όπως αίμα, ούρα και ιστοί, 

παρέχονται πολύτιμες πληροφορίες σχετικά με τη φυσιολογική και παθολογική κατάσταση του 

οργανισμού. Η ακρίβεια και η αξιοπιστία των εργαστηριακών αποτελεσμάτων είναι κρίσιμης 

σημασίας, καθώς επηρεάζουν άμεσα τις κλινικές αποφάσεις και την πορεία της θεραπείας των 

ασθενών.  

Τα τελευταία χρόνια, η ραγδαία εξέλιξη της τεχνολογίας έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη 

προηγμένων αναλυτικών μεθόδων, οι οποίες προσφέρουν υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα. 

Οι μέθοδοι αυτές περιλαμβάνουν φασματομετρικές, ανοσοχημικές και μοριακές τεχνικές, 

καθεμία από τις οποίες βασίζεται σε διαφορετικές επιστημονικές αρχές και παρουσιάζει 

ιδιαίτερα χαρακτηριστικά ως προς την εφαρμογή και την απόδοσή της. Ωστόσο, η αυξανόμενη 

πολυπλοκότητα των αναλυτικών διαδικασιών καθιστά αναγκαία την ύπαρξη αυστηρών 

διαδικασιών ελέγχου της ποιότητας.  

Στο πλαίσιο αυτό, η επικύρωση των αναλυτικών μεθόδων αποτελεί θεμελιώδη διαδικασία για 

τη διασφάλιση της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Η επικύρωση περιλαμβάνει τη 

συστηματική αξιολόγηση μιας μεθόδου, προκειμένου να αποδειχθεί ότι είναι κατάλληλη για 

τον σκοπό για τον οποίο προορίζεται. Παράμετροι όπως η ακρίβεια, η επαναληψιμότητα, η 

ευαισθησία και η ειδικότητα αποτελούν βασικά κριτήρια για την αξιολόγηση της απόδοσης 

μιας μεθόδου.  

Παράλληλα, η εφαρμογή διεθνών προτύπων και κατευθυντήριων οδηγιών, όπως τα πρότυπα 

διαπίστευσης των εργαστηρίων, συμβάλλει στη διασφάλιση της ποιότητας και της 

συγκρισιμότητας των αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων. Η συμμόρφωση με 

τα πρότυπα αυτά αποτελεί απαραίτητη προϋπόθεση για την αξιόπιστη λειτουργία των 

διαγνωστικών εργαστηρίων.  

1.1 Ο ρόλος της εργαστηριακής διάγνωσης στη σύγχρονη ιατρική 

1.1.1 Κεντρικός ρόλος εργαστηριακής διάγνωσης 
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Τα κλινικά εργαστήρια αποτελούν βασικό και αναντικατάστατο πυλώνα του σύγχρονου 

συστήματος υγειονομικής περίθαλψης, καθώς παρέχουν αντικειμενικά και αξιόπιστα δεδομένα 

που είναι απαραίτητα για τη λήψη κλινικών αποφάσεων. Εκτιμάται ότι τα εργαστηριακά 

αποτελέσματα επηρεάζουν περίπου το 60 - 70% των κλινικών αποφάσεων και συμβάλλουν 

σημαντικά στη διάγνωση, την πρόγνωση και την παρακολούθηση των ασθενών. 

Τα κλινικά εργαστήρια είναι εξειδικευμένες εγκαταστάσεις υγείας που πραγματοποιούν 

αναλύσεις σε βιολογικά δείγματα, όπως αίμα, ούρα και ιστούς, με σκοπό την παραγωγή 

διαγνωστικών πληροφοριών που υποστηρίζουν τη διάγνωση, τη θεραπεία και τη διαχείριση 

των ασθενών. Στελεχώνονται από εξειδικευμένο επιστημονικό προσωπικό, όπως βιοϊατρικούς 

επιστήμονες, τεχνικούς ιατρικών εργαστηρίων και άλλους επαγγελματίες υγείας, οι οποίοι είναι 

υπεύθυνοι για την εκτέλεση και την ανάλυση των εξετάσεων. Τα περισσότερα εργαστήρια 

λειτουργούν σε άμεση σύνδεση με νοσοκομειακές μονάδες, ώστε να εξασφαλίζεται ταχεία και 

αποτελεσματική υποστήριξη της κλινικής πράξης. 

Η λειτουργία τους βασίζεται σε τρεις βασικές φάσεις: την προ-αναλυτική, την αναλυτική και 

τη μετα-αναλυτική διαδικασία, με την πρώτη να είναι ιδιαίτερα κρίσιμη, καθώς εκεί 

εμφανίζεται το μεγαλύτερο ποσοστό πιθανών σφαλμάτων. Παράλληλα, η συνεχής εξέλιξη της 

τεχνολογίας έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη αυτοματοποιημένων συστημάτων και προηγμένων 

αναλυτικών μεθόδων, αυξάνοντας την ακρίβεια και την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. 

Η συμβολή της εργαστηριακής διάγνωσης εκτείνεται σε όλα τα στάδια της ιατρικής φροντίδας, 

συμπεριλαμβανομένης της πρόληψης, της έγκαιρης ανίχνευσης ασθενειών, της επιβεβαίωσης 

της διάγνωσης, της επιλογής θεραπείας και της αξιολόγησης της ανταπόκρισης του ασθενούς. 

Τα τελευταία χρόνια, η ανάπτυξη νέων διαγνωστικών τεχνολογιών και η χρήση βιοδεικτών, 

όπως η καρδιακή τροπονίνη, τα νατριουρητικά πεπτίδια και η προκαλσιτονίνη, έχουν βελτιώσει 

σημαντικά τη διάγνωση και τη διαχείριση σοβαρών παθήσεων όπως το έμφραγμα του 

μυοκαρδίου, η καρδιακή ανεπάρκεια και η σήψη. 

Παρά τη σημαντική της αξία, η εργαστηριακή διάγνωση συχνά υποεκτιμάται, καθώς η 

επίδρασή της στις κλινικές αποφάσεις δεν είναι πάντα άμεσα ορατή ή εύκολα 

ποσοτικοποιήσιμη. Για τον λόγο αυτό, διεθνείς οργανισμοί και επιστημονικές κοινότητες 

προωθούν την τεκμηρίωση της συμβολής της στην ποιότητα της φροντίδας υγείας. 

Συνολικά, η εργαστηριακή ιατρική αποτελεί θεμελιώδες στοιχείο της σύγχρονης ιατρικής 

πρακτικής, καθώς στηρίζει τη λήψη τεκμηριωμένων κλινικών αποφάσεων και συμβάλλει 

ουσιαστικά στη βελτίωση της ποιότητας και της ασφάλειας της υγειονομικής περίθαλψης. 
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Εικόνα 1: Ανασκόπηση της σημασίας της 

εργαστηριακής ιατρικής για την περίθαλψη των 

ασθενών και τη δημόσια υγεία, από το στάδιο της 

έρευνας και της ανάπτυξης μέχρι την κλινική χρήση και 

τα αποτελέσματά της στην πράξη. 

 

 

 

1.1.2 Ρόλος της εργαστηριακής διάγνωσης στην κλινική πράξη 

Στην πράξη, η εργαστηριακή ιατρική επηρεάζει σχεδόν κάθε στάδιο της ιατρικής φροντίδας: 

1. Πρόληψη και πρώιμη ανίχνευση 

Οι εξετάσεις μπορούν να εντοπίσουν νόσους πριν εμφανιστούν συμπτώματα (π.χ. διαβήτης, 

καρκινικοί δείκτες, λοιμώξεις). Αυτό επιτρέπει παρέμβαση σε πρώιμο στάδιο, όπου η θεραπεία 

είναι πιο αποτελεσματική.  

2. Διάγνωση 

Σε πολλά νοσήματα η κλινική εικόνα από μόνη της δεν αρκεί. Τα εργαστηριακά αποτελέσματα 

επιβεβαιώνουν ή αποσαφηνίζουν τη διάγνωση. Για παράδειγμα, οι αιματολογικές, βιοχημικές 

και ορμονικές εξετάσεις μπορούν να ξεχωρίσουν παρόμοιες κλινικές καταστάσεις με 

διαφορετική αιτία.  

3. Καθοδήγηση θεραπείας 

Τα αποτελέσματα δεν δείχνουν μόνο «τι έχει ο ασθενής», αλλά και «πώς πρέπει να 

αντιμετωπιστεί». Π.χ. δείκτες φλεγμονής, επίπεδα φαρμάκων στο αίμα ή λειτουργία οργάνων 

καθορίζουν τη θεραπευτική στρατηγική.  

4. Παρακολούθηση πορείας 

Οι εξετάσεις δείχνουν αν η θεραπεία λειτουργεί, αν η νόσος υποχωρεί ή αν επιδεινώνεται. Έτσι 

επιτρέπουν έγκαιρη προσαρμογή της αγωγής.  

1.1.3 Επίδραση στα κλινικά αποτελέσματα 
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Η επίδραση της εργαστηριακής διάγνωσης στα κλινικά αποτελέσματα είναι άμεση και 

ουσιαστική, γιατί επηρεάζει τις αποφάσεις που καθορίζουν την πορεία του ασθενούς. 

1. Βελτίωση έκβασης (outcome) 

Όταν οι εξετάσεις οδηγούν σε σωστή και έγκαιρη διάγνωση, αυξάνεται η πιθανότητα επιτυχούς 

θεραπείας. Αυτό μεταφράζεται σε: μειωμένη θνησιμότητα, λιγότερες επιπλοκές, ταχύτερη 

ανάρρωση.  

2. Μείωση διαγνωστικών λαθών 

Η σωστή χρήση εργαστηριακών εξετάσεων μειώνει περιπτώσεις λανθασμένης ή 

καθυστερημένης διάγνωσης, που είναι από τις πιο σοβαρές αιτίες κακής κλινικής έκβασης.  

3. Βελτιστοποίηση θεραπείας 

Οι εξετάσεις επιτρέπουν εξατομίκευση της θεραπείας (π.χ. σωστή δόση φαρμάκων, επιλογή 

κατάλληλου αντιβιοτικού). Αυτό αυξάνει την αποτελεσματικότητα και μειώνει παρενέργειες.  

4. Μείωση άσκοπων παρεμβάσεων 

Η εργαστηριακή τεκμηρίωση βοηθά να αποφεύγονται περιττές θεραπείες ή επεμβάσεις, που θα 

μπορούσαν να επιβαρύνουν τον ασθενή.  

5. Εξοικονόμηση χρόνου και πόρων 

Η έγκαιρη και σωστή διάγνωση μειώνει τη διάρκεια νοσηλείας και το συνολικό κόστος 

φροντίδας, χωρίς να θυσιάζεται η ποιότητα.  

Η πραγματική αξία της εργαστηριακής διάγνωσης δεν βρίσκεται μόνο στην ακρίβεια των 

εξετάσεων, αλλά στη σωστή ενσωμάτωσή τους στην κλινική απόφαση. Δηλαδή,  αν ζητηθεί η 

κατάλληλη εξέταση, αν γίνει σωστή δειγματοληψία, και κυρίως αν το αποτέλεσμα ερμηνευτεί 

σωστά και οδηγήσει σε σωστή δράση. Η εργαστηριακή διάγνωση αποτελεί κεντρικό πυλώνα 

της σύγχρονης ιατρικής, γιατί συνδέει τα δεδομένα του οργανισμού με την ιατρική απόφαση. 

Η επίδρασή της στα κλινικά αποτελέσματα είναι καθοριστική: βελτιώνει την ακρίβεια της 

διάγνωσης, καθοδηγεί αποτελεσματικές θεραπείες και τελικά συμβάλλει σε καλύτερη υγεία 

και επιβίωση των ασθενών.  

1.1.4 Συνολική αξία στην ιατρική πρακτική 

Η εργαστηριακή διάγνωση έχει καθοριστικό και αναντικατάστατο ρόλο στη σύγχρονη ιατρική, 

καθώς αποτελεί βασικό εργαλείο για τη λήψη τεκμηριωμένων κλινικών αποφάσεων. Παρότι 
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συχνά υποτιμάται ή αντιμετωπίζεται ως μια διαδικασία ρουτίνας, στην πραγματικότητα είναι 

θεμελιώδης για την ακριβή διάγνωση, την παρακολούθηση και τη θεραπευτική καθοδήγηση 

των ασθενών. 

Στην κλινική πράξη, η αξία της εργαστηριακής διάγνωσης είναι πολυδιάστατη: 

• Στη διάγνωση ασθενειών, πολλά νοσήματα δεν μπορούν να επιβεβαιωθούν χωρίς 

εργαστηριακά δεδομένα. Για παράδειγμα, οι καρδιακές τροπονίνες είναι απαραίτητες για 

τη διάγνωση εμφράγματος του μυοκαρδίου, ενώ η HbA1c χρησιμοποιείται τόσο για τη 

διάγνωση όσο και για την παρακολούθηση του διαβήτη.  

• Στη θεραπευτική καθοδήγηση, εξετάσεις όπως η προκαλσιτονίνη βοηθούν στη διάκριση 

βακτηριακών λοιμώξεων και στη σωστή χρήση αντιβιοτικών, συμβάλλοντας στην 

αντιμετώπιση της μικροβιακής αντοχής.  

• Στην έγκαιρη ανίχνευση και πρόγνωση, δείκτες όπως τα νατριουρητικά πεπτίδια 

επιτρέπουν την πρώιμη διάγνωση και καλύτερη διαχείριση της καρδιακής ανεπάρκειας.  

• Στη συνολική λήψη κλινικών αποφάσεων, τα εργαστηριακά δεδομένα δεν λειτουργούν 

απομονωμένα αλλά ενσωματώνονται στον κλινικό συλλογισμό, επηρεάζοντας άμεσα την 

πορεία φροντίδας του ασθενούς.  

Συνολικά, η εργαστηριακή ιατρική δεν αποτελεί απλώς υποστηρικτικό εργαλείο, αλλά 

κεντρικό πυλώνα της σύγχρονης κλινικής πρακτικής. Η συμβολή της έχει μεταμορφώσει την 

ιατρική, καθιστώντας την πιο ακριβή, τεκμηριωμένη και εξατομικευμένη, με άμεσο όφελος 

τόσο για τους ασθενείς όσο και για τη δημόσια υγεία. 

1.2 Κατηγορίες εργαστηριακών εξετάσεων 

Οι εργαστηριακές εξετάσεις διακρίνονται σε διάφορες κατηγορίες, ανάλογα με το αντικείμενο 

ανάλυσης, το είδος του δείγματος και τον κλινικό σκοπό που εξυπηρετούν. Κάθε κατηγορία 

συμβάλλει στη διάγνωση, την παρακολούθηση και τη θεραπευτική διαχείριση των ασθενών. 

1. Κλινική Χημεία 

Η κλινική χημεία περιλαμβάνει εξετάσεις που αναλύουν χημικές ουσίες και βιοχημικούς 

δείκτες σε βιολογικά υγρά, κυρίως στο αίμα και στα ούρα. Χρησιμοποιείται για την αξιολόγηση 

της λειτουργίας οργάνων και του μεταβολισμού. 

Παραδείγματα: 

• Γλυκόζη αίματος  
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• Ουρία και κρεατινίνη  

• Ηπατικά ένζυμα  

• Ηλεκτρολύτες  

• Λιπιδαιμικό προφίλ  

2. Αιματολογικές εξετάσεις 

Οι αιματολογικές εξετάσεις αφορούν τη μελέτη των κυττάρων του αίματος και των 

αιματολογικών παραμέτρων. Συμβάλλουν στη διάγνωση αναιμιών, λοιμώξεων, αιματολογικών 

κακοηθειών και διαταραχών πήξης. 

Παραδείγματα: 

• Γενική αίματος  

• Τύπος λευκών αιμοσφαιρίων  

• Αιμοπετάλια  

• Δείκτες πήξης (PT, aPTT)  

3. Κλινική Μικροβιολογία 

Η μικροβιολογία ασχολείται με την ανίχνευση και ταυτοποίηση μικροοργανισμών, όπως 

βακτήρια, ιοί, μύκητες και παράσιτα, που προκαλούν λοιμώξεις. 

Παραδείγματα: 

• Καλλιέργειες αίματος και ούρων  

• Αντιβιογράμματα  

• Ιολογικές εξετάσεις  

• Έλεγχος παρασίτων  

4. Ανοσολογία και Ορολογία 

Οι ανοσολογικές εξετάσεις αξιολογούν την ανοσολογική απόκριση του οργανισμού και 

χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση αυτοάνοσων νοσημάτων, λοιμώξεων και αλλεργιών. 

Παραδείγματα: 

• Ανίχνευση αντισωμάτων  

• CRP  

• Ρευματοειδής παράγοντας  
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• ANA  

5. Τράπεζα αίματος και Ανοσοαιματολογία 

Αφορά εξετάσεις σχετικές με τις μεταγγίσεις αίματος και τη συμβατότητα μεταξύ δότη και 

λήπτη. 

Παραδείγματα: 

• Ομάδα αίματος ABO/Rh  

• Διασταύρωση αίματος  

• Έλεγχος αντισωμάτων  

6. Ιστοπαθολογία και Κυτταρολογία 

Οι εξετάσεις αυτές βασίζονται στη μικροσκοπική μελέτη ιστών και κυττάρων για τη διάγνωση 

φλεγμονών, κακοηθειών και άλλων παθολογικών καταστάσεων. 

Παραδείγματα: 

• Βιοψίες ιστών  

• Τεστ Παπανικολάου  

• Κυτταρολογικές εξετάσεις  

7. Μοριακή Βιολογία και Γενετικές εξετάσεις 

Οι μοριακές εξετάσεις αναλύουν DNA και RNA και χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση 

γενετικών νοσημάτων, λοιμώξεων και νεοπλασιών. 

Παραδείγματα: 

• PCR  

• Γονιδιακός έλεγχος  

• Ανίχνευση μεταλλάξεων  

• Μοριακή ταυτοποίηση ιών  

8. Τοξικολογικές εξετάσεις 

Οι τοξικολογικές εξετάσεις χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση φαρμάκων, τοξικών ουσιών 

και δηλητηριάσεων. 

Παραδείγματα: 
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• Έλεγχος ναρκωτικών ουσιών  

• Επίπεδα φαρμάκων στο αίμα  

• Έλεγχος αλκοόλης  

9. Εξετάσεις Δημόσιας Υγείας και Περιβαλλοντικού Ελέγχου 

Αφορούν τον έλεγχο παραγόντων που επηρεάζουν τη δημόσια υγεία και το περιβάλλον. 

Παραδείγματα: 

• Ανάλυση νερού  

• Έλεγχος περιβαλλοντικών τοξινών  

• Επιδημιολογικός έλεγχος λοιμώξεων  

Συμπέρασμα 

Οι κατηγορίες εργαστηριακών εξετάσεων καλύπτουν ένα ευρύ φάσμα διαγνωστικών και 

παρακολουθητικών αναγκών της σύγχρονης ιατρικής. Κάθε τομέας συμβάλλει ουσιαστικά 

στην έγκαιρη διάγνωση, στην επιλογή κατάλληλης θεραπείας, στην παρακολούθηση της 

πορείας του ασθενούς και στη βελτίωση των κλινικών αποτελεσμάτων. 

1.3 Σημασία της αξιοπιστίας και ακρίβειας των μεθόδων 

Η αξιοπιστία και η ακρίβεια των εργαστηριακών μεθόδων είναι απαραίτητες για τη σωστή 

ερμηνεία των αποτελεσμάτων και τη λήψη ορθών κλινικών αποφάσεων. Η ακρίβεια αφορά το 

πόσο κοντά βρίσκεται μια μέτρηση στην πραγματική τιμή, ενώ η αξιοπιστία σχετίζεται με τη 

δυνατότητα μιας μεθόδου να δίνει σταθερά και επαναλαμβανόμενα αποτελέσματα υπό ίδιες 

συνθήκες. 

Η ποιότητα των εργαστηριακών αποτελεσμάτων μπορεί να επηρεαστεί από αναλυτικούς 

παράγοντες, όπως η λειτουργία των οργάνων, η ποιότητα των αντιδραστηρίων, οι παρεμβολές 

από αντισώματα ή η χρήση διαφορετικών μεθόδων ανάλυσης. Παράλληλα, η εφαρμογή 

ακατάλληλων ορίων αναφοράς μπορεί να οδηγήσει σε λανθασμένη ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων. 

Η διασφάλιση της αξιοπιστίας και της ακρίβειας απαιτεί σωστή επιλογή μεθόδων, τυποποίηση 

των διαδικασιών και συνεχή ποιοτικό έλεγχο. Με τον τρόπο αυτό μειώνεται ο κίνδυνος 

λανθασμένης διάγνωσης, ακατάλληλης θεραπείας και περιττών επιπλέον εξετάσεων. 
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1.4 Σκοπός και στόχοι της διπλωματικής εργασίας 

Σκοπός της παρούσας διπλωματικής εργασίας είναι η διερεύνηση, η αξιολόγηση και η 

συγκριτική ανάλυση φασματομετρικών, ανοσοχημικών και μοριακών μεθόδων που 

εφαρμόζονται στη σύγχρονη εργαστηριακή διάγνωση. Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στην εκτίμηση 

της αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της διαγνωστικής τους αποτελεσματικότητας, καθώς και 

στη συμβολή τους στη λήψη τεκμηριωμένων κλινικών αποφάσεων. 

Παράλληλα, εξετάζεται η σημασία της επικύρωσης των αναλυτικών μεθόδων και της 

εφαρμογής κατάλληλων διαδικασιών ποιοτικού ελέγχου, με στόχο τη διασφάλιση της 

εγκυρότητας των εργαστηριακών αποτελεσμάτων και τη βελτίωση της συνολικής ποιότητας 

της διαγνωστικής διαδικασίας. 

Στόχοι της διπλωματικής εργασίας 

Οι επιμέρους στόχοι της εργασίας συνοψίζονται ως εξής: 

• Η παρουσίαση των βασικών αρχών, χαρακτηριστικών και πεδίων εφαρμογής των 

φασματομετρικών, ανοσοχημικών και μοριακών μεθόδων στην εργαστηριακή διάγνωση.  

• Η αξιολόγηση βασικών παραμέτρων απόδοσης των μεθόδων, όπως η ακρίβεια, η 

αξιοπιστία, η ευαισθησία και η ειδικότητα.  

• Η διερεύνηση παραγόντων που επηρεάζουν την ποιότητα και την εγκυρότητα των 

εργαστηριακών αποτελεσμάτων.  

• Η ανάλυση των διαδικασιών επικύρωσης και ποιοτικού ελέγχου που εφαρμόζονται στα 

κλινικά εργαστήρια.  

• Η ανάδειξη της συμβολής των σύγχρονων αναλυτικών τεχνικών στη διαγνωστική 

προσέγγιση και την παρακολούθηση των ασθενών.  

• Η καταγραφή των πλεονεκτημάτων, των περιορισμών και των κλινικών εφαρμογών των 

εξεταζόμενων μεθόδων. 

2. Θεωρητικό Υπόβαθρο της Εργαστηριακής Διάγνωσης 

Η εργαστηριακή διάγνωση αποτελεί αναπόσπαστο μέρος της σύγχρονης ιατρικής πρακτικής 

και στηρίζεται σε ένα σύνολο επιστημονικών αρχών, μεθόδων και διαδικασιών που επιτρέπουν 

την ανάλυση βιολογικών δειγμάτων και την παραγωγή αξιόπιστων διαγνωστικών 

πληροφοριών. Η κατανόηση του θεωρητικού της υποβάθρου είναι απαραίτητη για την 
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ερμηνεία της λειτουργίας των κλινικών εργαστηρίων, καθώς και για την αξιολόγηση της 

αξιοπιστίας και της ακρίβειας των αποτελεσμάτων. 

2.1 Η έννοια της εργαστηριακής διάγνωσης 

Η εργαστηριακή διάγνωση αποτελεί μια ολοκληρωμένη και πολυπαραγοντική διαδικασία 

παραγωγής και αξιοποίησης εργαστηριακών αποτελεσμάτων, με στόχο την υποστήριξη της 

κλινικής απόφασης και τη βελτίωση της φροντίδας του ασθενούς. Δεν περιορίζεται στην 

εκτέλεση της αναλυτικής εξέτασης, αλλά εντάσσεται σε έναν ενιαίο κύκλο διεργασιών, γνωστό 

ως συνολική διαδικασία δοκιμών (Total Testing Process – TTP), ο οποίος ξεκινά από την 

κλινική απόφαση για την παραγγελία των εξετάσεων και καταλήγει στην τελική κλινική 

αξιοποίηση του αποτελέσματος. 

Ο κύκλος αυτός περιλαμβάνει διαδοχικά και αλληλοεξαρτώμενα στάδια, όπως την παραγγελία 

της εξέτασης, την προετοιμασία του ασθενούς, τη συλλογή, ταυτοποίηση και μεταφορά του 

δείγματος, την εργαστηριακή επεξεργασία και ανάλυση, καθώς και την αναφορά και ερμηνεία 

των αποτελεσμάτων. Η αξιοπιστία του τελικού αποτελέσματος καθορίζεται από τη συνολική 

ποιότητα όλων των επιμέρους σταδίων και όχι αποκλειστικά από την αναλυτική διαδικασία. 

Στη σύγχρονη εργαστηριακή ιατρική, η προσέγγιση της εργαστηριακής διάγνωσης είναι 

ασθενοκεντρική και βασίζεται στην αρχή ότι κάθε βήμα της διαδικασίας μπορεί να επηρεάσει 

την κλινική απόφαση. Παρότι η αναλυτική φάση έχει επιτύχει υψηλό βαθμό τυποποίησης, 

αυτοματοποίησης και ελέγχου ποιότητας, σημαντικό ποσοστό σφαλμάτων εντοπίζεται στα 

προ-αναλυτικά και μετα-αναλυτικά στάδια, τα οποία συχνά πραγματοποιούνται εκτός του 

άμεσου ελέγχου του εργαστηρίου. 

Συνεπώς, η εργαστηριακή διάγνωση ορίζεται σήμερα ως ένα ολοκληρωμένο σύστημα 

διαδικασιών υψηλής ακρίβειας και ποιότητας, στο οποίο η διασφάλιση της αξιοπιστίας απαιτεί 

συνεχή έλεγχο και βελτιστοποίηση όλων των σταδίων του εργαστηριακού κύκλου, με τελικό 

στόχο την ασφαλή και τεκμηριωμένη κλινική απόφαση. 

2.2 Φάσεις εργαστηριακής διαδικασίας 

2.2.1 Προ-αναλυτική φάση 

Η προ-αναλυτική φάση της εργαστηριακής διαδικασίας αποτελεί καθοριστικό στάδιο του 

συνολικού εργαστηριακού κύκλου (Total Testing Process – TTP) και περιλαμβάνει όλες τις 

διαδικασίες που προηγούνται της αναλυτικής εξέτασης του βιολογικού δείγματος. Η φάση 
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αυτή ξεκινά με την κλινική απόφαση για την παραγγελία των εργαστηριακών εξετάσεων και 

εκτείνεται έως τη στιγμή κατά την οποία το δείγμα καθίσταται κατάλληλο για ανάλυση. 

Στο πλαίσιο αυτό εντάσσονται η προετοιμασία του ασθενούς, η συλλογή του δείγματος, η 

σωστή ταυτοποίησή του, η επισήμανση, η μεταφορά στο εργαστήριο, καθώς και η επεξεργασία 

και αποθήκευσή του πριν την ανάλυση. Διακρίνεται συχνά σε διαδικασίες εκτός εργαστηρίου 

(pre-preanalytical phase), όπως η ιατρική απόφαση και η δειγματοληψία από το νοσηλευτικό 

ή ιατρικό προσωπικό, και σε διαδικασίες εντός εργαστηρίου, όπως η παραλαβή, η 

φυγοκέντρηση και η προετοιμασία του δείγματος. 

Η προ-αναλυτική φάση αναγνωρίζεται ως το πιο ευάλωτο στάδιο της εργαστηριακής 

διαδικασίας όσον αφορά την εμφάνιση σφαλμάτων, τα οποία δύνανται να επηρεάσουν 

ουσιαστικά την αξιοπιστία των τελικών αποτελεσμάτων. Τα συχνότερα σφάλματα αφορούν 

την εσφαλμένη ταυτοποίηση ασθενούς ή δείγματος, την ακατάλληλη συλλογή (αιμόλυση, 

θρόμβωση), τη χρήση μη ενδεδειγμένων σωληναρίων, την εσφαλμένη αναλογία αντιπηκτικού, 

καθώς και ανεπαρκείς συνθήκες μεταφοράς και αποθήκευσης. 

Δεδομένου ότι μεγάλο μέρος των διαδικασιών πραγματοποιείται εκτός του άμεσου ελέγχου 

του εργαστηρίου, απαιτείται ολοκληρωμένη προσέγγιση διαχείρισης ποιότητας που να 

καλύπτει ολόκληρη την αλυσίδα της εργαστηριακής διαδικασίας. Η χρήση Δεικτών Ποιότητας 

(Quality Indicators – QIs) αποτελεί βασικό εργαλείο για την ποσοτικοποίηση, παρακολούθηση 

και βελτίωση της απόδοσης της προ-αναλυτικής φάσης, συμβάλλοντας στη μείωση της 

μεταβλητότητας και στην ενίσχυση της ασφάλειας των ασθενών. 

Εικόνα 2: Σχηματικό διάγραμμα των 

στρατηγικών βελτίωσης και μείωσης των 

προ-αναλυτικών σφαλμάτων 
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2.2.2 Αναλυτική φάση 

Η αναλυτική φάση της εργαστηριακής διαδικασίας αφορά την εκτέλεση των εργαστηριακών 

εξετάσεων μέσω τυποποιημένων μεθόδων και σύγχρονων αναλυτικών συστημάτων. Αποτελεί 

το στάδιο στο οποίο πραγματοποιείται η άμεση μέτρηση των αναλυτών στα βιολογικά δείγματα 

και χαρακτηρίζεται από υψηλό βαθμό τεχνικής ακρίβειας, αναπαραγωγιμότητας και 

αυτοματοποίησης. 

Η εξέλιξη της αναλυτικής τεχνολογίας, η εκτεταμένη αυτοματοποίηση των εργαστηριακών 

συστημάτων, η τυποποίηση των μεθόδων και η εφαρμογή αυστηρών συστημάτων ποιοτικού 

ελέγχου έχουν συμβάλει καθοριστικά στη βελτίωση της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Στο 

πλαίσιο αυτό εφαρμόζονται τόσο εσωτερικός ποιοτικός έλεγχος (Internal Quality Control – 

IQC) όσο και εξωτερική αξιολόγηση ποιότητας (External Quality Assessment – EQA), 

διασφαλίζοντας τη σταθερότητα και τη συγκρισιμότητα των αποτελεσμάτων. 

Η αναλυτική φάση χαρακτηρίζεται σήμερα από υψηλό βαθμό τυποποίησης και ελέγχου, με 

αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση της συχνότητας εμφάνισης αναλυτικών σφαλμάτων. Τα 

εναπομείναντα σφάλματα αποδίδονται κυρίως σε ανθρώπινο παράγοντα, αποκλίσεις από 

καθορισμένα πρωτόκολλα, καθώς και σε τεχνικές δυσλειτουργίες του αναλυτικού εξοπλισμού. 

Συνεπώς, η αναλυτική φάση δεν αποτελεί πλέον το κυρίαρχο πεδίο εμφάνισης σφαλμάτων στο 

πλαίσιο του εργαστηριακού κύκλου, καθώς η ποιότητά της έχει ενισχυθεί σημαντικά μέσω της 

τεχνολογικής προόδου και της τυποποίησης των διαδικασιών. Ως αποτέλεσμα, το επίκεντρο 

της διαχείρισης ποιότητας έχει μετατοπιστεί κυρίως στις προ-αναλυτικές και μετα-αναλυτικές 

φάσεις, όπου καταγράφεται μεγαλύτερη πολυπλοκότητα και συχνότητα σφαλμάτων. 

2.2.3 Μετα-αναλυτική φάση 

Η μετα-αναλυτική φάση της εργαστηριακής διαδικασίας περιλαμβάνει όλες τις ενέργειες που 

ακολουθούν την ολοκλήρωση της αναλυτικής εξέτασης και σχετίζονται με την επεξεργασία, 

την ερμηνεία, την αναφορά και την κλινική αξιοποίηση των εργαστηριακών αποτελεσμάτων. 

Κεντρικό στοιχείο της φάσης αποτελεί η έγκαιρη και ακριβής επικοινωνία των αποτελεσμάτων 

προς τον κλινικό ιατρό, καθώς και η διασφάλιση της ορθής ερμηνείας τους στο πλαίσιο της 

κλινικής εικόνας του ασθενούς. Ο χρόνος διεκπεραίωσης (Turnaround Time – TAT) αποτελεί 

έναν από τους σημαντικότερους δείκτες ποιότητας, καθώς επηρεάζει άμεσα τη λήψη κλινικών 

αποφάσεων και την ταχύτητα έναρξης θεραπευτικών παρεμβάσεων. 
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Επιπλέον, η παροχή ερμηνευτικών σχολίων από το εργαστήριο συμβάλλει ουσιαστικά στη 

βελτίωση της κλινικής αξιοποίησης των αποτελεσμάτων. Η απουσία τυποποίησης στην 

ερμηνευτική διαδικασία μπορεί να οδηγήσει σε μεταβλητότητα στην κατανόηση των 

αποτελεσμάτων από τους κλινικούς ιατρούς. 

Ιδιαίτερη σημασία αποδίδεται στην επικοινωνία κρίσιμων τιμών, οι οποίες απαιτούν άμεση 

γνωστοποίηση στον θεράποντα ιατρό σύμφωνα με διεθνή πρότυπα ποιότητας. Η μη έγκαιρη ή 

ελλιπής επικοινωνία κρίσιμων αποτελεσμάτων αποτελεί σημαντική πηγή μετα-αναλυτικών 

σφαλμάτων. 

Τέλος, σημαντικές παράμετροι της μετα-αναλυτικής φάσης περιλαμβάνουν την ορθή χρήση 

διαστημάτων αναφοράς, τη διαχείριση επαναληπτικών ή διορθωμένων αποτελεσμάτων, καθώς 

και την ορθή τεκμηρίωση και ιχνηλασιμότητα όλων των ενεργειών που σχετίζονται με την 

αναφορά των αποτελεσμάτων. 

Εικόνα 3: Σχηματική απεικόνιση της 

συνολικής διαδικασίας εργαστηριακής 

δοκιμής. 

 

 

 

 

2.2.4 Πηγές σφάλματος στις εργαστηριακές μεθόδους 

Οι εργαστηριακές μέθοδοι, αν και έχουν εξελιχθεί σημαντικά μέσω της αυτοματοποίησης και 

της τυποποίησης, εξακολουθούν να υπόκεινται σε σφάλματα τα οποία μπορούν να επηρεάσουν 

την ακρίβεια και την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Τα σφάλματα αυτά εντοπίζονται σε όλα 

τα στάδια του συνολικού εργαστηριακού κύκλου (Total Testing Process – TTP), με 

διαφορετική συχνότητα και βαρύτητα. 

Προ-αναλυτικά σφάλματα 

Η προ-αναλυτική φάση αποτελεί το πιο ευάλωτο στάδιο εμφάνισης σφαλμάτων. Τα σφάλματα 

εδώ σχετίζονται κυρίως με τη διαδικασία πριν την ανάλυση του δείγματος και περιλαμβάνουν: 

• λανθασμένη ταυτοποίηση ασθενούς ή δείγματος  
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• ακατάλληλη προετοιμασία ασθενούς (π.χ. νηστεία, φάρμακα)  

• σφάλματα στη λήψη δείγματος (αιμόλυση, ανεπαρκής ποσότητα, θρόμβωση)  

• χρήση ακατάλληλων σωληναρίων ή αντιπηκτικών  

• λανθασμένες συνθήκες μεταφοράς και αποθήκευσης  

• καθυστερήσεις στη μεταφορά του δείγματος στο εργαστήριο  

Η πλειονότητα των σφαλμάτων αυτών οφείλεται στο γεγονός ότι μεγάλο μέρος της διαδικασίας 

εκτελείται εκτός του άμεσου ελέγχου του εργαστηρίου. 

Αναλυτικά σφάλματα 

Η αναλυτική φάση είναι σήμερα η πιο τυποποιημένη και τεχνολογικά ελεγχόμενη, με 

αποτέλεσμα τη σημαντική μείωση των σφαλμάτων. Παρ’ όλα αυτά, μπορούν να εμφανιστούν: 

• τεχνικές δυσλειτουργίες του εξοπλισμού  

• σφάλματα βαθμονόμησης (calibration)  

• ανεπαρκής ποιοτικός έλεγχος  

• παρεμβολές σε αναλυτικές αντιδράσεις  

• ανθρώπινα λάθη κατά τον χειρισμό  

• αποκλίσεις από τα πρωτόκολλα  

Η χρήση αυτοματοποιημένων συστημάτων και εσωτερικού/εξωτερικού ποιοτικού ελέγχου έχει 

μειώσει σημαντικά τη συχνότητά τους. 

Μετα-αναλυτικά σφάλματα 

Η μετα-αναλυτική φάση σχετίζεται με την επεξεργασία και επικοινωνία των αποτελεσμάτων 

και αποτελεί επίσης σημαντική πηγή σφαλμάτων. Περιλαμβάνει: 

• καθυστερημένη ή λανθασμένη αναφορά αποτελεσμάτων  

• σφάλματα κατά την εισαγωγή ή μεταφορά δεδομένων  

• λανθασμένη ερμηνεία αποτελεσμάτων  

• μη έγκαιρη επικοινωνία κρίσιμων τιμών  

• απουσία ή ανεπαρκής ερμηνευτική καθοδήγηση  

• προβλήματα στην τεκμηρίωση και ιχνηλασιμότητα  

Ο χρόνος απόκρισης (Turnaround Time – TAT) και η ορθή επικοινωνία με τους κλινικούς 

ιατρούς αποτελούν κρίσιμους δείκτες ποιότητας σε αυτή τη φάση. 

2.3 Επικύρωση και Αξιολόγηση Αναλυτικών Μεθόδων 
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Η επικύρωση και η αξιολόγηση των αναλυτικών μεθόδων αποτελούν βασικό τμήμα της 

διασφάλισης ποιότητας στην εργαστηριακή διάγνωση και συνιστούν απαραίτητες διαδικασίες 

για την τεκμηρίωση της αξιοπιστίας των εργαστηριακών αποτελεσμάτων. Μέσω των 

διαδικασιών αυτών επιβεβαιώνεται ότι μια αναλυτική μέθοδος είναι κατάλληλη για την 

προβλεπόμενη κλινική της χρήση και ότι μπορεί να αποδώσει σταθερά, ακριβή και 

αναπαραγώγιμα αποτελέσματα υπό καθορισμένες συνθήκες. Στην εργαστηριακή διάγνωση 

χρησιμοποιούνται τόσο ποσοτικές όσο και ποιοτικές αναλυτικές μέθοδοι, οι οποίες διαφέρουν 

ως προς τον τύπο των αποτελεσμάτων που παρέχουν, αλλά απαιτούν εξίσου συστηματική 

αξιολόγηση της απόδοσής τους. 

Η ανάγκη για επικύρωση και αξιολόγηση προκύπτει από τη συνεχή εξέλιξη των αναλυτικών 

τεχνολογιών και την εισαγωγή νέων μεθόδων στη ρουτίνα των κλινικών εργαστηρίων. Σε αυτό 

το πλαίσιο, η εφαρμογή διεθνών προτύπων ποιότητας, όπως τα ISO 15189 και ISO/IEC 17025, 

καθιστά υποχρεωτική την τεκμηριωμένη αξιολόγηση της απόδοσης κάθε μεθόδου πριν και 

κατά τη διάρκεια της χρήσης της. 

Η διαδικασία αυτή δεν περιορίζεται μόνο στον έλεγχο της καταλληλότητας μιας μεθόδου, αλλά 

επεκτείνεται και στην ποσοτική και ποιοτική εκτίμηση βασικών αναλυτικών χαρακτηριστικών, 

όπως η ακρίβεια, η επαναληψιμότητα, η ευαισθησία, η ειδικότητα και τα όρια ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης. Παράλληλα, η αναγνώριση και η διαχείριση των πιθανών πηγών σφάλματος 

αποτελούν κρίσιμο στοιχείο για τη διασφάλιση της εγκυρότητας των αποτελεσμάτων. 

2.3.1 Ορισμός της αξιοόγησης (Evaluation) 

Η αξιολόγηση των αναλυτικών μεθόδων περιλαμβάνει τον προσδιορισμό βασικών 

παραμέτρων απόδοσης, όπως η ακρίβεια, η πιστότητα, η ευαισθησία, η ειδικότητα, η 

γραμμικότητα, καθώς και τα όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης. Ιδιαίτερη σημασία έχει η 

εκτίμηση της συστηματικής απόκλισης (bias) και της μεταβλητότητας των μετρήσεων, τόσο 

σε ποσοτικές όσο και σε ποιοτικές ή ημιποσοτικές διαδικασίες. Παράλληλα, χρησιμοποιούνται 

συγκριτικές μελέτες μεταξύ μεθόδων, με στόχο την αξιολόγηση της συμφωνίας μεταξύ νέων 

και καθιερωμένων τεχνικών. 

2.3.2 Ορισμός της επικύρωσης (Validation) 

Η επικύρωση μιας αναλυτικής μεθόδου αποσκοπεί στην τεκμηρίωση ότι η μέθοδος είναι 

κατάλληλη για τον σκοπό για τον οποίο προορίζεται, πληρώντας συγκεκριμένα κριτήρια 
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ποιότητας και απόδοσης. Αντίστοιχα, η επαλήθευση αφορά την επιβεβαίωση της απόδοσης 

μιας ήδη επικυρωμένης μεθόδου στο συγκεκριμένο εργαστηριακό περιβάλλον, πριν αυτή 

ενταχθεί στη ρουτίνα. Η ανάγκη για συστηματική αξιολόγηση είναι καθοριστική, καθώς οι 

μέθοδοι αυτές αποτελούν τη βάση για τη λήψη κλινικών αποφάσεων. 

2.3.2 Διαφορά μεταξύ επικύρωσης και επαλήθευσης (Verification) 

Στη σύγχρονη εργαστηριακή διάγνωση, οι έννοιες της επικύρωσης (validation) και της 

επαλήθευσης (verification) αποτελούν βασικές διαδικασίες διασφάλισης ποιότητας, οι οποίες 

χρησιμοποιούνται συμπληρωματικά αλλά δεν ταυτίζονται. Σύμφωνα με το Διεθνές Λεξιλόγιο 

Μετρολογίας (VIM3), η επαλήθευση ορίζεται ως η παροχή αντικειμενικών αποδεικτικών 

στοιχείων ότι μια μέθοδος ή διαδικασία πληροί προκαθορισμένες απαιτήσεις, ενώ η επικύρωση 

αναφέρεται στην επιβεβαίωση ότι οι απαιτήσεις αυτές είναι κατάλληλες για την προβλεπόμενη 

χρήση της μεθόδου. 

Αντίστοιχα, σύμφωνα με το πρότυπο ISO 9000:2005, η επαλήθευση ορίζεται ως «η 

επιβεβαίωση, μέσω της παροχής αντικειμενικών αποδεικτικών στοιχείων, ότι πληρούνται 

συγκεκριμένες απαιτήσεις», δηλαδή ότι η δοκιμή εκτελείται σωστά («doing the test right»). Η 

επικύρωση ορίζεται ως «η επιβεβαίωση, μέσω της παροχής αντικειμενικών αποδεικτικών 

στοιχείων, ότι πληρούνται οι απαιτήσεις για συγκεκριμένη προβλεπόμενη χρήση ή εφαρμογή», 

δηλαδή ότι εφαρμόζεται η κατάλληλη δοκιμή για τον επιδιωκόμενο σκοπό («doing the right 

test»). 

Η επικύρωση εφαρμόζεται κυρίως κατά την ανάπτυξη ή την εισαγωγή μιας νέας αναλυτικής 

μεθόδου και έχει ως στόχο την πλήρη αξιολόγηση της αναλυτικής της απόδοσης. Μέσω της 

διαδικασίας αυτής τεκμηριώνεται ότι η μέθοδος μπορεί να παρέχει αξιόπιστα, ακριβή και 

αναπαραγώγιμα αποτελέσματα για συγκεκριμένη κλινική εφαρμογή. Η επικύρωση 

περιλαμβάνει την αξιολόγηση παραμέτρων όπως η ακρίβεια, η επαναληψιμότητα, η 

γραμμικότητα, η ευαισθησία, η ειδικότητα, καθώς και τα όρια ανίχνευσης και 

ποσοτικοποίησης. 

Αντίθετα, η επαλήθευση αφορά την επιβεβαίωση ότι μια ήδη επικυρωμένη μέθοδος, συνήθως 

από τον κατασκευαστή, λειτουργεί σωστά υπό τις πραγματικές συνθήκες ενός συγκεκριμένου 

εργαστηρίου. Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται πριν από την εφαρμογή της μεθόδου σε 

δείγματα ασθενών και αποσκοπεί στην επιβεβαίωση ότι το εργαστήριο μπορεί να επιτύχει τις 

αναμενόμενες προδιαγραφές απόδοσης. Συνεπώς, η επαλήθευση αποτελεί διαδικασία 
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επιβεβαίωσης της ορθής εφαρμογής της μεθόδου, ενώ η επικύρωση αφορά την πλήρη 

επιστημονική τεκμηρίωση της καταλληλότητάς της. 

Η διάκριση μεταξύ των δύο εννοιών είναι ιδιαίτερα σημαντική στο πλαίσιο των συστημάτων 

ποιότητας και των διεθνών προτύπων, όπως τα ISO 15189 και ISO/IEC 17025, τα οποία 

απαιτούν τεκμηριωμένες διαδικασίες αξιολόγησης της αναλυτικής απόδοσης των 

εργαστηριακών μεθόδων. 

2.4 Βασικές παράμετροι αξιολόγησης 

Η αξιολόγηση των εργαστηριακών μεθόδων αποτελεί θεμελιώδες στάδιο για τη διασφάλιση 

της αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της κλινικής χρησιμότητας των αποτελεσμάτων. Οι βασικές 

παράμετροι αξιολόγησης χρησιμοποιούνται για να καθοριστεί κατά πόσο μια μέθοδος είναι 

κατάλληλη για τη χρήση για την οποία προορίζεται και αν πληροί τα απαιτούμενα πρότυπα 

ποιότητας. Μεταξύ των σημαντικότερων παραμέτρων περιλαμβάνονται η ακρίβεια, η 

επαναληψιμότητα, η αναπαραγωγιμότητα, η ευαισθησία, η ειδικότητα, η γραμμικότητα και τα 

όρια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης. Η συστηματική αξιολόγηση αυτών των 

χαρακτηριστικών συμβάλλει στη μείωση των αναλυτικών σφαλμάτων και στη βελτίωση της 

αξιοπιστίας των διαγνωστικών αποτελεσμάτων. 

2.4.1 Ακρίβεια (Accuracy) 

Η ακρίβεια αποτελεί βασική παράμετρο αξιολόγησης μιας εργαστηριακής μεθόδου και 

αναφέρεται στον βαθμό συμφωνίας μεταξύ του αποτελέσματος μιας μέτρησης και της 

πραγματικής ή αποδεκτής τιμής αναφοράς. Μια μέθοδος θεωρείται ακριβής όταν τα 

αποτελέσματα που παράγει προσεγγίζουν όσο το δυνατόν περισσότερο την αληθή τιμή του 

αναλυόμενου δείγματος. Η ακρίβεια σχετίζεται κυρίως με τα συστηματικά σφάλματα (bias), 

τα οποία μπορούν να προκαλέσουν σταθερή απόκλιση των αποτελεσμάτων από την 

πραγματική τιμή. 

Παράγοντες όπως η αιμόλυση, η λιπαιμία, η παρουσία παρεμβαλλόμενων ουσιών, η 

ακατάλληλη βαθμονόμηση, καθώς και σφάλματα κατά τη διαχείριση και μεταφορά των 

δειγμάτων, μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά την ακρίβεια των μετρήσεων. Για τον λόγο 

αυτό, η αξιολόγηση της ακρίβειας αποτελεί ουσιαστικό στάδιο κατά την επικύρωση και 

επαλήθευση των εργαστηριακών μεθόδων, διασφαλίζοντας την αξιοπιστία των 

αποτελεσμάτων και τη σωστή κλινική ερμηνεία τους. 



 

26 
 

2.4.2 Επαναληψιμότητα (Precision) 

Η επαναληψιμότητα αποτελεί έκφραση της ακρίβειας μιας μεθόδου και περιγράφει την 

ικανότητά της να παρέχει παρόμοια αποτελέσματα όταν η ίδια μέτρηση επαναλαμβάνεται 

πολλές φορές υπό ίδιες συνθήκες. Οι συνθήκες αυτές περιλαμβάνουν τον ίδιο χειριστή, το ίδιο 

όργανο, την ίδια μέθοδο, τα ίδια αντιδραστήρια και μικρό χρονικό διάστημα μεταξύ των 

μετρήσεων. Όσο μικρότερη είναι η μεταβλητότητα μεταξύ των επαναλαμβανόμενων 

μετρήσεων, τόσο μεγαλύτερη θεωρείται η επαναληψιμότητα της μεθόδου. 

Η αξιολόγηση της επαναληψιμότητας πραγματοποιείται μέσω στατιστικών δεικτών, όπως η 

τυπική απόκλιση (SD) και ο συντελεστής διακύμανσης (%CV). Η τυπική απόκλιση 

επαναληψιμότητας (Sr) υπολογίζεται από τη σχέση: 

𝑆𝑟 = √
∑(𝑋𝑑𝑖 − 𝑋‾𝑑)2

𝐷(𝑛 − 1)
 

όπου: 

• Sr = τυπική απόκλιση επαναληψιμότητας  

• D = συνολικός αριθμός ημερών μέτρησης  

• n = αριθμός επαναλήψεων ανά ημέρα  

• Xdi = αποτέλεσμα κάθε επαναλαμβανόμενης μέτρησης  

• Xd = μέσος όρος των αποτελεσμάτων της ίδιας ημέρας  

Χαμηλές τιμές τυπικής απόκλισης και συντελεστή διακύμανσης υποδηλώνουν μικρή 

μεταβλητότητα και υψηλή επαναληψιμότητα της μεθόδου. Η διατήρηση υψηλής 

επαναληψιμότητας είναι απαραίτητη για τη μείωση των διαγνωστικών σφαλμάτων και τη 

διασφάλιση της αξιοπιστίας των εργαστηριακών αποτελεσμάτων. 

2.4.3 Ευαισθησία (Sensitivity) 

Η ευαισθησία μιας αναλυτικής μεθόδου διακρίνεται σε δύο βασικές έννοιες:  

• την αναλυτική ευαισθησία και  

• τη διαγνωστική ευαισθησία. 

Η αναλυτική ευαισθησία αφορά την ικανότητα μιας μεθόδου να ανιχνεύει πολύ χαμηλές 

συγκεντρώσεις μιας ουσίας σε ένα βιολογικό δείγμα. Εκφράζει δηλαδή το κατώτερο όριο 

ανίχνευσης (limit of detection) και όσο μικρότερη είναι η συγκέντρωση που μπορεί να 
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ανιχνευθεί, τόσο μεγαλύτερη θεωρείται η αναλυτική ευαισθησία της μεθόδου. Η αναλυτική 

ευαισθησία μπορεί επίσης να περιγράφει την ικανότητα ανίχνευσης μικρών μεταβολών στη 

συγκέντρωση ενός αναλύτη. Ο προσδιορισμός της γίνεται είτε πειραματικά, μέσω διαδοχικών 

αραιώσεων γνωστής συγκέντρωσης, είτε στατιστικά, με ανάλυση αρνητικών δειγμάτων και 

υπολογισμό του ορίου ανίχνευσης. 

Αντίθετα, η διαγνωστική ευαισθησία αναφέρεται στην ικανότητα μιας εξέτασης να ανιχνεύει 

σωστά τα άτομα που πάσχουν από μια συγκεκριμένη νόσο σε έναν πληθυσμό. Εκφράζεται ως 

ποσοστό των αληθώς θετικών αποτελεσμάτων, δηλαδή των ασθενών που έχουν τη νόσο και 

ανιχνεύονται σωστά από τη δοκιμή. 

Ένα σημαντικό σημείο είναι ότι η διαγνωστική ευαισθησία δεν εξαρτάται μόνο από την 

τεχνολογική ικανότητα ανίχνευσης πολύ χαμηλών συγκεντρώσεων, αλλά και από την 

παρουσία του στόχου στο εξεταζόμενο δείγμα. Ακόμη και μια μέθοδος με πολύ υψηλή 

αναλυτική ευαισθησία μπορεί να δώσει ψευδώς αρνητικό αποτέλεσμα, εάν το βιολογικό δείγμα 

δεν περιέχει την ουσία-στόχο ή αν υπάρχουν προβλήματα στη λήψη και επεξεργασία του 

δείγματος. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR), η οποία 

έχει πολύ υψηλή αναλυτική ευαισθησία λόγω της δυνατότητας ενίσχυσης μικρών ποσοτήτων 

γενετικού υλικού. Παρόλα αυτά, σε κλινική εφαρμογή μπορεί να εμφανιστούν ψευδώς 

αρνητικά αποτελέσματα, όταν το γενετικό υλικό δεν υπάρχει στο συγκεκριμένο δείγμα ή όταν 

υπάρχουν τεχνικοί περιορισμοί, όπως αναστολή της αντίδρασης ή γενετική ποικιλομορφία του 

παθογόνου που εμποδίζει τη σωστή ανίχνευση. 

Συνεπώς, η ευαισθησία μιας μεθόδου στην κλινική πράξη δεν εξαρτάται μόνο από το 

εργαστηριακό όριο ανίχνευσης, αλλά και από τη συνολική διαδικασία δειγματοληψίας, 

επεξεργασίας και εφαρμογής της εξέτασης, η οποία καθορίζει την πραγματική διαγνωστική της 

απόδοση. 

2.4.4 Ειδικότητα (Specificity) 

Η ειδικότητα μιας αναλυτικής μεθόδου διακρίνεται σε δύο επίπεδα:  

• την αναλυτική ειδικότητα και 

• τη διαγνωστική ειδικότητα. 
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Η αναλυτική ειδικότητα αφορά την ικανότητα μιας μεθόδου να αναγνωρίζει αποκλειστικά τον 

επιθυμητό αναλύτη ή οργανισμό-στόχο, χωρίς να επηρεάζεται από παρόμοιες αλλά 

διαφορετικές ουσίες. Με άλλα λόγια, εκφράζει τον βαθμό στον οποίο μια εξέταση μπορεί να 

διαχωρίσει τον στόχο από δομικά ή λειτουργικά συγγενείς ενώσεις. Για παράδειγμα, μια 

μέθοδος μπορεί να μετρά ινσουλίνη χωρίς να ανιχνεύει προϊνσουλίνη, ή να ανιχνεύει τον ιό 

HIV-1 χωρίς διασταυρούμενη αντίδραση με HIV-2. Στις μοριακές τεχνικές όπως η PCR, η 

ειδικότητα εξαρτάται από την ικανότητα των εκκινητών (primers) να στοχεύουν αποκλειστικά 

συγκεκριμένες αλληλουχίες DNA του παθογόνου. 

Όταν μια μέθοδος δεν παρουσιάζει επαρκή αναλυτική ειδικότητα, μπορεί να δώσει ψευδώς 

θετικά αποτελέσματα, δηλαδή θετικά αποτελέσματα σε δείγματα που δεν περιέχουν τον 

συγκεκριμένο στόχο. 

Η διαγνωστική ειδικότητα αφορά την ικανότητα της εξέτασης να αναγνωρίζει σωστά τα άτομα 

που δεν πάσχουν από τη συγκεκριμένη νόσο, δηλαδή να παράγει σωστά αρνητικά 

αποτελέσματα. Με άλλα λόγια, εκφράζει το ποσοστό των αληθώς αρνητικών αποτελεσμάτων 

σε έναν πληθυσμό. 

Στην πράξη, η διαγνωστική ειδικότητα μπορεί να επηρεαστεί ακόμη και όταν η αναλυτική 

ειδικότητα είναι υψηλή. Ένα χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η PCR, όπου, παρά την 

πολύ υψηλή αναλυτική ειδικότητα, μπορεί να προκύψουν ψευδώς θετικά αποτελέσματα λόγω 

εξωγενούς επιμόλυνσης από προηγούμενα προϊόντα ενίσχυσης (carryover contamination). Σε 

τέτοιες περιπτώσεις, το πρόβλημα δεν οφείλεται στην ίδια τη μέθοδο ως προς την αναλυτική 

της ικανότητα, αλλά σε εξωτερικούς παράγοντες που επηρεάζουν τη διαδικασία. 

Επιπλέον, η PCR μπορεί να ανιχνεύει γενετικό υλικό που δεν αντιστοιχεί απαραίτητα σε πλήρη, 

λειτουργικούς μικροοργανισμούς ικανούς να προκαλέσουν νόσο. Αυτό μπορεί επίσης να 

οδηγήσει σε φαινομενικά θετικά αποτελέσματα, τα οποία δεν αντιπροσωπεύουν ενεργή 

λοίμωξη, μειώνοντας έτσι τη διαγνωστική ειδικότητα της μεθόδου. 

Συνεπώς, η ειδικότητα μιας εξέτασης στην κλινική πράξη δεν εξαρτάται μόνο από την 

τεχνολογική της ικανότητα να διακρίνει τον στόχο, αλλά και από παράγοντες όπως η 

επιμόλυνση, η ποιότητα των δειγμάτων και η βιολογική σημασία του ανιχνευόμενου υλικού. 

Για τον λόγο αυτό, η αξιολόγηση της ειδικότητας πρέπει να γίνεται τόσο σε αναλυτικό όσο και 

σε διαγνωστικό επίπεδο. 
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2.4.5  Γραμμικότητα (Linearity) 

Η γραμμικότητα αποτελεί μία από τις βασικές παραμέτρους αξιολόγησης της αναλυτικής 

απόδοσης μιας μεθόδου και αναφέρεται στην ικανότητα μιας δοκιμασίας να παρέχει 

αποτελέσματα τα οποία είναι άμεσα ανάλογα της συγκέντρωσης της αναλυόμενης ουσίας σε 

ένα συγκεκριμένο εύρος τιμών. Ιδανικά, η σχέση μεταξύ συγκέντρωσης και μετρούμενου 

σήματος πρέπει να είναι ευθεία γραμμή, ώστε κάθε μεταβολή στη συγκέντρωση να αντιστοιχεί 

σε αναλογική μεταβολή στο αναλυτικό αποτέλεσμα. 

Για την εκτίμηση της γραμμικότητας χρησιμοποιείται συνήθως η παρασκευή προτύπων 

δειγμάτων με γνωστές συγκεντρώσεις, τα οποία προκύπτουν από την ανάμιξη ενός δείγματος 

υψηλής συγκέντρωσης με ένα δείγμα χαμηλής συγκέντρωσης ή αρνητικό δείγμα. Τα μείγματα 

αυτά παρασκευάζονται σε διαδοχικές αναλογίες (π.χ. 0%, 10%, 20% … έως 100% του υψηλού 

προτύπου), δημιουργώντας μία σειρά τουλάχιστον 10–11 σημείων ελέγχου. Η υψηλή 

συγκέντρωση θα πρέπει να υπερβαίνει το ανώτατο αναμενόμενο όριο της μεθόδου, ώστε να 

αξιολογείται η συμπεριφορά της ανάλυσης και πέρα από το συνήθες εύρος λειτουργίας. 

Αντίστοιχα, η χαμηλή συγκέντρωση μπορεί να μην είναι απαραίτητα μηδενική, αν και η 

εγγύτητα στο μηδέν παρέχει πιο αξιόπιστη εκτίμηση του εύρους απόκρισης. 

Κάθε δείγμα αναλύεται συνήθως εις διπλούν, προκειμένου να μειωθεί η τυχαία διακύμανση 

και να αυξηθεί η αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Στη συνέχεια, κατασκευάζεται γράφημα της 

μετρούμενης απόκρισης (σήμα) έναντι της συγκέντρωσης, με σκοπό την οπτική αξιολόγηση 

της ευθυγραμμίας των σημείων. Οποιαδήποτε απόκλιση από τη γραμμική συμπεριφορά μπορεί 

να υποδηλώνει περιορισμούς της μεθόδου, όπως κορεσμό του ανιχνευτή ή μη ιδανική 

απόκριση σε υψηλές συγκεντρώσεις. 

Πέρα από την οπτική εκτίμηση, χρησιμοποιούνται και στατιστικές προσεγγίσεις, όπως η 

γραμμική παλινδρόμηση ελαχίστων τετραγώνων και η ανάλυση καταλοίπων (residual plots). 

Η ανάλυση των καταλοίπων, δηλαδή της διαφοράς μεταξύ των πραγματικών και των 

προβλεπόμενων τιμών από τη γραμμή παλινδρόμησης, προσφέρει μεγαλύτερη ευαισθησία 

στην ανίχνευση μη γραμμικότητας σε σχέση με το απλό διάγραμμα βαθμονόμησης. 

Συγκεκριμένα, η συστηματική κατανομή των υπολοίπων ή η εμφάνιση καμπυλότητας στο 

διάγραμμα αποτελεί ένδειξη απόκλισης από τη γραμμική συμπεριφορά. 

Η αξιολόγηση της γραμμικότητας πρέπει να πραγματοποιείται σε συνάρτηση με το αποδεκτό 

εύρος απόκλισης της μεθόδου, καθώς και με τις απαιτήσεις της κλινικής εφαρμογής. Σε 

ορισμένες περιπτώσεις, μπορεί να είναι προτιμότερη η χρήση περιορισμένου γραμμικού 
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εύρους με υψηλή ακρίβεια, αντί ενός ευρύτερου εύρους με μειωμένη αξιοπιστία. Συνεπώς, η 

γραμμικότητα αποτελεί κρίσιμο κριτήριο επικύρωσης των αναλυτικών μεθόδων, καθώς 

επηρεάζει άμεσα την ακρίβεια και την αξιοπιστία των εργαστηριακών αποτελεσμάτων. 

 

Εικόνα 4: Αξιολόγηση γραμμικότητας αναλυτικής μεθόδου. (A) Παρουσιάζεται το κλασικό 

διάγραμμα x–y, το οποίο χρησιμοποιείται για την οπτική εκτίμηση της γραμμικότητας μιας 

αναλυτικής μεθόδου. Η καμπύλη απόκριση μπορεί να φαίνεται γραμμική μόνο όταν 

περιορίζεται το εύρος μέτρησης, για παράδειγμα έως 150 μονάδες συγκέντρωσης. (B) 

Παρουσιάζεται το διάγραμμα υπολοίπων (residual plot), όπου απεικονίζονται οι αποκλίσεις 

μεταξύ των πραγματικών πειραματικών τιμών και των τιμών που προβλέπονται από τη 

γραμμική παλινδρόμηση. Το διάγραμμα αυτό αποκαλύπτει τη μη γραμμική συμπεριφορά της 

μεθόδου με πιο σαφή και συνεχή τρόπο. Παρατηρείται ότι σε χαμηλές συγκεντρώσεις οι 

αποκλίσεις είναι αρνητικές, λόγω της θετικής τομής της ευθείας παλινδρόμησης στον άξονα y. 

2.4.6  Όριο Ανίχνευσης (LOD) 

Το όριο ανίχνευσης (Limit of Detection, LOD) αποτελεί σημαντική παράμετρο αξιολόγησης 

μιας εργαστηριακής μεθόδου και αναφέρεται στη μικρότερη συγκέντρωση της αναλυόμενης 

ουσίας που μπορεί να ανιχνευθεί αξιόπιστα από τη μέθοδο, χωρίς όμως να μπορεί απαραίτητα 

να ποσοτικοποιηθεί με ακρίβεια. Το LOD αντιπροσωπεύει το σημείο στο οποίο το αναλυτικό 

σήμα διακρίνεται από τον «αναλυτικό θόρυβο» του συστήματος, δηλαδή από τα σήματα που 

παράγονται ακόμη και όταν δεν υπάρχει αναλυόμενη ουσία στο δείγμα. 

Η αξιολόγηση του ορίου ανίχνευσης είναι ιδιαίτερα σημαντική στις ανοσοχημικές, 

φασματομετρικές και μοριακές μεθόδους, καθώς καθορίζει την ικανότητα της μεθόδου να 

ανιχνεύει πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις αναλυτών. Η ανεπαρκής ευαισθησία μιας μεθόδου 

μπορεί να οδηγήσει σε ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα και σε λανθασμένη κλινική εκτίμηση. 
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Πριν από τον προσδιορισμό του LOD, αξιολογείται συνήθως το όριο τυφλού (Limit of Blank 

– LOB), το οποίο αντιπροσωπεύει τη μεγαλύτερη αναμενόμενη τιμή που μπορεί να ληφθεί από 

επαναλαμβανόμενες μετρήσεις τυφλού δείγματος χωρίς παρουσία αναλυόμενης ουσίας. Το 

LOB υπολογίζεται από τη σχέση: 

𝐿𝑂𝐵 = 𝑋‾𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 + 1.645 × 𝑆𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 

όπου: 

• X̄blank = μέσος όρος των μετρήσεων του τυφλού δείγματος  

• SDblank = τυπική απόκλιση των μετρήσεων του τυφλού δείγματος  

Το όριο ανίχνευσης (LOD) υπολογίζεται με βάση τον μέσο όρο και την τυπική απόκλιση των 

μετρήσεων του τυφλού δείγματος σύμφωνα με τη σχέση: 

𝐿𝑂𝐷 = 𝑋‾𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 + 3.3 × 𝑆𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 

Χαμηλές τιμές LOD υποδηλώνουν υψηλή αναλυτική ευαισθησία της μεθόδου, καθώς 

επιτρέπουν την ανίχνευση πολύ μικρών συγκεντρώσεων της αναλυόμενης ουσίας. Για την 

εκτίμηση του LOD πραγματοποιούνται επαναλαμβανόμενες μετρήσεις τυφλών ή χαμηλής 

συγκέντρωσης δειγμάτων, ενώ τα αποτελέσματα αξιολογούνται στατιστικά μέσω της τυπικής 

απόκλισης και του λόγου σήματος προς θόρυβο. 

2.4.7  Όριο Ποσοτικοποίησης (LOQ) 

Το όριο ποσοτικοποίησης (Limit of Quantification, LOQ) ορίζεται ως η μικρότερη 

συγκέντρωση της αναλυόμενης ουσίας που μπορεί όχι μόνο να ανιχνευθεί αλλά και να 

ποσοτικοποιηθεί αξιόπιστα με αποδεκτή ακρίβεια και επαναληψιμότητα. Σε αντίθεση με το 

LOD, το οποίο αφορά μόνο την ανίχνευση της παρουσίας της ουσίας, το LOQ σχετίζεται με τη 

δυνατότητα ακριβούς και αναπαραγώγιμης μέτρησης της συγκέντρωσής της. 

Το LOQ αποτελεί βασικό δείκτη αξιολόγησης της λειτουργικής ευαισθησίας μιας μεθόδου και 

χρησιμοποιείται ευρέως στην επικύρωση εργαστηριακών τεχνικών. Συνήθως, ως αποδεκτό 

όριο θεωρείται η συγκέντρωση στην οποία ο συντελεστής διακύμανσης (%CV) δεν υπερβαίνει 

το 20%. 

Ο υπολογισμός του LOQ πραγματοποιείται μέσω της σχέσης: 

𝐿𝑂𝑄 = 𝑋‾𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 + 10 × 𝑆𝐷𝑏𝑙𝑎𝑛𝑘 

όπου: 
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• X̄blank = μέσος όρος των μετρήσεων του τυφλού δείγματος  

• SDblank = τυπική απόκλιση των μετρήσεων του τυφλού δείγματος  

Εναλλακτικά, όταν χρησιμοποιείται καμπύλη βαθμονόμησης σε χαμηλές συγκεντρώσεις, το 

LOQ μπορεί να υπολογιστεί από τη σχέση: 

𝐿𝑂𝑄 =
10𝜎

𝑠𝑙𝑜𝑝𝑒
 

όπου: 

• σ = τυπική απόκλιση της απόκρισης σε χαμηλές συγκεντρώσεις  

• slope = κλίση της καμπύλης βαθμονόμησης  

Η αξιολόγηση του LOQ πραγματοποιείται μέσω επαναλαμβανόμενων μετρήσεων δειγμάτων 

χαμηλής συγκέντρωσης και υπολογισμού του συντελεστή διακύμανσης (%CV). Χαμηλές τιμές 

LOQ υποδηλώνουν υψηλή ικανότητα της μεθόδου να ποσοτικοποιεί μικρές συγκεντρώσεις με 

αξιοπιστία. Η σωστή εκτίμηση του LOQ είναι ιδιαίτερα σημαντική σε διαγνωστικές εφαρμογές 

όπου απαιτείται ακριβής μέτρηση χαμηλών επιπέδων βιοδεικτών ή άλλων αναλυτών. 

2.5 Συστήματα διασφάλισης ποιότητας 

Τα συστήματα διασφάλισης ποιότητας αποτελούν τον πρακτικό μηχανισμό μέσω του οποίου 

εφαρμόζονται στην καθημερινή εργαστηριακή λειτουργία οι αρχές της ποιότητας. 

Περιλαμβάνουν οργανωμένες διαδικασίες και εργαλεία που στοχεύουν στη συνεχή 

παρακολούθηση, αξιολόγηση και βελτίωση της απόδοσης του εργαστηρίου σε όλα τα στάδια 

του εργαστηριακού κύκλου. 

Στο πλαίσιο αυτό εντάσσονται ο εσωτερικός ποιοτικός έλεγχος (Internal Quality Control – 

IQC), η εξωτερική αξιολόγηση ποιότητας (External Quality Assessment – EQA) και η χρήση 

δεικτών ποιότητας (Quality Indicators – QIs), οι οποίοι επιτρέπουν τη συστηματική 

παρακολούθηση και ποσοτικοποίηση των σφαλμάτων. Μέσω αυτών των εργαλείων 

επιτυγχάνεται η έγκαιρη ανίχνευση αποκλίσεων και η εφαρμογή διορθωτικών ενεργειών. 

Ιδιαίτερη σημασία δίνεται στην προ-αναλυτική φάση, η οποία αποτελεί το πιο ευάλωτο στάδιο 

του εργαστηριακού κύκλου λόγω της επίδρασης εξωτερικών παραγόντων. Για τον λόγο αυτό 

εφαρμόζονται τυποποιημένα πρωτόκολλα δειγματοληψίας, διαδικασίες ταυτοποίησης 

ασθενούς, έλεγχος επισήμανσης δειγμάτων και αξιολόγηση της ποιότητας του δείγματος (π.χ. 
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αιμόλυση, πήξη). Παράλληλα, η ανάλυση σφαλμάτων και η εφαρμογή διορθωτικών ενεργειών 

συμβάλλουν ουσιαστικά στη βελτίωση της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων και στην ενίσχυση 

της ασφάλειας των ασθενών. 

3. Πρότυπα και Κανονισμοί Ποιότητας 

Τα πρότυπα και οι κανονισμοί ποιότητας αποτελούν βασικό πυλώνα της σύγχρονης 

λειτουργίας των κλινικών εργαστηρίων και συμβάλλουν καθοριστικά στη διασφάλιση της 

αξιοπιστίας των εργαστηριακών αποτελεσμάτων. Μέσω της εφαρμογής τους επιτυγχάνεται η 

τυποποίηση των διαδικασιών, η μείωση των αναλυτικών και προαναλυτικών σφαλμάτων, 

καθώς και η συνεχής βελτίωση της ποιότητας των παρεχόμενων υπηρεσιών υγείας. 

Στο πλαίσιο αυτό, έχουν αναπτυχθεί διεθνή πρότυπα, κατευθυντήριες οδηγίες και συστήματα 

ελέγχου που καθορίζουν τις απαιτήσεις για την ορθή οργάνωση και λειτουργία των 

εργαστηρίων σε όλα τα στάδια της εργαστηριακής διαδικασίας. Παράλληλα, η διαπίστευση και 

οι διαδικασίες ποιοτικού ελέγχου διασφαλίζουν την τεχνική επάρκεια των εργαστηρίων και 

ενισχύουν την εμπιστοσύνη στην ακρίβεια των αποτελεσμάτων. 

3.1 Διαπίστευση εργαστηρίων 

Η διαπίστευση των εργαστηρίων αποτελεί μια επίσημη διαδικασία αξιολόγησης μέσω της 

οποίας τεκμηριώνεται ότι ένα εργαστήριο διαθέτει την απαραίτητη τεχνική επάρκεια, το 

κατάλληλο προσωπικό, τον απαιτούμενο εξοπλισμό και ένα αποτελεσματικό σύστημα 

διαχείρισης ποιότητας για την αξιόπιστη εκτέλεση συγκεκριμένων αναλύσεων. Στον τομέα της 

εργαστηριακής ιατρικής, το διεθνώς αναγνωρισμένο πρότυπο για τη διαπίστευση είναι το 

πρότυπο ISO 15189 «Medical Laboratories – Requirements for Quality and Competence», το 

οποίο συνδυάζει απαιτήσεις ποιότητας και τεχνικής επάρκειας ειδικά προσαρμοσμένες στις 

ανάγκες των ιατρικών εργαστηρίων.  

Η εφαρμογή του ISO 15189 συμβάλλει στη διασφάλιση της ποιότητας σε όλα τα στάδια της 

εργαστηριακής διαδικασίας, συμπεριλαμβανομένων των προαναλυτικών, αναλυτικών και 

μεταναλυτικών φάσεων. Παράλληλα, ενισχύει την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων, μειώνει την 

πιθανότητα σφαλμάτων και προάγει την ασφάλεια των ασθενών, καθώς τα εργαστηριακά 

δεδομένα αποτελούν σημαντικό παράγοντα για τη λήψη κλινικών αποφάσεων και τη διάγνωση 

ασθενειών.  
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Βασικές απαιτήσεις της διαπίστευσης περιλαμβάνουν την εφαρμογή συστήματος διαχείρισης 

ποιότητας, την τεκμηρίωση όλων των διαδικασιών λειτουργίας, την επικύρωση και 

επαλήθευση των αναλυτικών μεθόδων, τη συμμετοχή σε προγράμματα εξωτερικού ποιοτικού 

ελέγχου (External Quality Assessment – EQA), τη διενέργεια εσωτερικών επιθεωρήσεων και 

τη συνεχή εκπαίδευση του προσωπικού. Επιπλέον, δίνεται ιδιαίτερη έμφαση στη διαχείριση 

κινδύνων, στην ιχνηλασιμότητα των αποτελεσμάτων και στη συνεχή βελτίωση των 

παρεχόμενων υπηρεσιών.  

Η διαπίστευση δεν αποτελεί απλώς μια διαδικασία πιστοποίησης, αλλά ένα ολοκληρωμένο 

σύστημα διαρκούς βελτίωσης. Μέσω περιοδικών επιθεωρήσεων και επαναξιολογήσεων, 

διασφαλίζεται ότι το εργαστήριο διατηρεί υψηλό επίπεδο τεχνικής επάρκειας και 

συμμορφώνεται με τις διεθνείς απαιτήσεις ποιότητας. Ως αποτέλεσμα, ενισχύεται η 

εμπιστοσύνη των επαγγελματιών υγείας και των ασθενών στα εργαστηριακά αποτελέσματα, 

ενώ παράλληλα διευκολύνεται η διεθνής αναγνώριση και συγκρισιμότητα των παρεχόμενων 

υπηρεσιών. 

3.2 Διεθνή πρότυπα (ISO 15189) 

Το πρότυπο ISO 15189:2022 «Ιατρικά εργαστήρια/Απαιτήσεις ποιότητας και ικανότητας» 

αποτελεί το διεθνές πρότυπο αναφοράς για τη διασφάλιση ποιότητας και την τεχνική επάρκεια 

των ιατρικών εργαστηρίων. Εκδόθηκε από την Τεχνική Επιτροπή ISO/TC 212 και καθορίζει 

απαιτήσεις για τη λειτουργία των εργαστηρίων που πραγματοποιούν κλινικές διαγνωστικές 

εξετάσεις, με στόχο την παροχή αξιόπιστων, ακριβών και έγκαιρων αποτελεσμάτων που 

υποστηρίζουν τη λήψη κλινικών αποφάσεων. 

Σε αντίθεση με γενικά πρότυπα ποιότητας όπως το ISO/IEC 17025, το ISO 15189 είναι 

εξειδικευμένο για την κλινική εργαστηριακή ιατρική και καλύπτει ολόκληρο τον εργαστηριακό 

κύκλο (Total Testing Process), δηλαδή τις προ-αναλυτικές, αναλυτικές και μετα-αναλυτικές 

φάσεις. Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στην ασφάλεια του ασθενούς, στην κλινική χρησιμότητα των 

αποτελεσμάτων, καθώς και στη διαχείριση κρίσιμων τιμών και στον χρόνο απόκρισης 

(Turnaround Time – TAT), ο οποίος επηρεάζει άμεσα τη λήψη κλινικών αποφάσεων. 

Η διαπίστευση κατά ISO 15189 έχει υιοθετηθεί διεθνώς μέσω φορέων της Διεθνούς 

Συνεργασίας Διαπίστευσης Εργαστηρίων (ILAC), συμβάλλοντας στη βελτίωση της ποιότητας 

των εργαστηριακών υπηρεσιών. Παρότι έχει μειώσει σημαντικά τις μη συμμορφώσεις, τα 

σφάλματα δεν έχουν εξαλειφθεί πλήρως, ιδιαίτερα στην προ-αναλυτική φάση, η οποία 

παραμένει το πιο ευάλωτο στάδιο. 
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Συνολικά, το ISO 15189 αποτελεί το θεσμικό πλαίσιο που καθορίζει τις απαιτήσεις ποιότητας 

και επάρκειας, ενώ τα συστήματα διασφάλισης ποιότητας αποτελούν την πρακτική εφαρμογή 

αυτών των απαιτήσεων στην καθημερινή λειτουργία του εργαστηρίου. 

3.3 Οδηγίες CLSI 

Οι οδηγίες του Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) αποτελούν διεθνώς 

αναγνωρισμένα πρότυπα για την εργαστηριακή ιατρική, τα οποία καθοδηγούν τη διασφάλιση 

ποιότητας, την τεχνική επάρκεια και την κλινική αξιοπιστία των εργαστηριακών 

αποτελεσμάτων. Πρόκειται για πρότυπα που αναπτύσσονται μέσω διαδικασιών συναίνεσης 

από πολυεπιστημονικές επιτροπές ειδικών, με συμμετοχή κλινικών μικροβιολόγων, ιατρών 

λοιμωξιολόγων, φαρμακοποιών και εκπροσώπων ακαδημαϊκών, δημόσιων και βιομηχανικών 

φορέων. Η ανάπτυξή τους βασίζεται σε αρχές διαφάνειας, επιστημονικής τεκμηρίωσης και 

ελέγχου σύγκρουσης συμφερόντων, με στόχο τη διασφάλιση αξιόπιστων και κλινικά 

εφαρμόσιμων αποτελεσμάτων. 

Ιδιαίτερα σημαντική υποεπιτροπή αποτελεί η Antimicrobial Susceptibility Testing (AST) 

Subcommittee, η οποία είναι υπεύθυνη για τον καθορισμό και την επικαιροποίηση των 

κριτηρίων ευαισθησίας (breakpoints), την ανάπτυξη και τυποποίηση μεθόδων μικροβιακής 

ευαισθησίας, καθώς και τη θέσπιση κανόνων ερμηνείας των αποτελεσμάτων. Οι οδηγίες της 

υποεπιτροπής βασίζονται σε συνδυασμένη αξιολόγηση μικροβιολογικών δεδομένων 

(κατανομές MIC), φαρμακοκινητικών/φαρμακοδυναμικών παραμέτρων και κλινικών μελετών, 

καθώς καμία από τις επιμέρους πηγές δεν επαρκεί μεμονωμένα για τον καθορισμό αξιόπιστων 

ορίων. 

Στο πλαίσιο των οδηγιών CLSI, ιδιαίτερη έμφαση δίνεται επίσης στη διαδικασία καθορισμού, 

μεταφοράς και επαλήθευσης των τιμών αναφοράς, όπως περιγράφεται στο πρότυπο EP28-A3c. 

Οι όροι «επικύρωση» (validation) και «επαλήθευση» (verification) χρησιμοποιούνται με 

διαφορετική λειτουργική σημασία: η επικύρωση αφορά μια πιο ολοκληρωμένη αξιολόγηση της 

απόδοσης μιας μεθόδου ή διαδικασίας, ενώ η επαλήθευση χρησιμοποιείται κυρίως για την 

επιβεβαίωση της καταλληλότητας ήδη καθιερωμένων ή μεταφερμένων τιμών αναφοράς για 

συγκεκριμένο πληθυσμό και εργαστηριακό περιβάλλον. 

Οι οδηγίες επιτρέπουν τη μεταφορά τιμών αναφοράς από εξωτερικές πηγές, υπό την 

προϋπόθεση ότι διασφαλίζεται η συγκρισιμότητα μεταξύ μεθόδων, πληθυσμών και 

προαναλυτικών συνθηκών. Σε περιπτώσεις διαφορών μεταξύ αναλυτικών μεθόδων, συνιστάται 

στατιστική αξιολόγηση της συμφωνίας των μεθόδων, ώστε να εκτιμηθεί η πιθανή απόκλιση 
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και η καταλληλότητα μεταφοράς των τιμών. Στη συνέχεια, η επαλήθευση πραγματοποιείται 

συνήθως με μικρό αριθμό υγιών ατόμων από τον τοπικό πληθυσμό (περίπου 20 άτομα ανά 

κατηγορία), με σύγκριση των αποτελεσμάτων προς τα προτεινόμενα όρια αναφοράς. 

Η αποδοχή των τιμών αναφοράς βασίζεται στο ποσοστό των αποτελεσμάτων που εμπίπτουν 

εντός των ορίων, καθώς και στη συνολική κατανομή τους. Εάν η πλειονότητα των τιμών 

(περίπου έως 10% εκτός ορίων) βρίσκεται εντός του εύρους, το διάστημα μπορεί να γίνει 

αποδεκτό· διαφορετικά απαιτείται επανεξέταση των αναλυτικών διαδικασιών ή του 

πληθυσμού αναφοράς. Ιδιαίτερη σημασία αποδίδεται όχι μόνο στο ποσοτικό κριτήριο, αλλά 

και στη μορφή της κατανομής, καθώς συστηματικές αποκλίσεις μπορεί να υποδηλώνουν 

ασυμβατότητα μεταξύ μεθόδων ή πληθυσμών. 

Συνολικά, οι οδηγίες CLSI συμβάλλουν στη διασφάλιση της αξιοπιστίας, της συγκρισιμότητας 

και της κλινικής καταλληλότητας των εργαστηριακών αποτελεσμάτων, ενώ αποτελούν 

θεμελιώδες εργαλείο τυποποίησης της εργαστηριακής πρακτικής σε διεθνές επίπεδο. 

Παράλληλα, μέσω της συνεχούς αναθεώρησης των προτύπων και της συνεργασίας με άλλους 

οργανισμούς, όπως το EUCAST, επιδιώκεται η περαιτέρω εναρμόνιση των εργαστηριακών 

διαδικασιών και η ενίσχυση της διεθνούς συνέπειας στην αντιμικροβιακή ευαισθησία. 

3.4 Εσωτερικός και εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος 

Εσωτερικός ποιοτικός έλεγχος (IQC) 

Ο εσωτερικός ποιοτικός έλεγχος (Internal Quality Control – IQC) αποτελεί θεμελιώδη 

διαδικασία στα κλινικά εργαστήρια, με στόχο τη συνεχή παρακολούθηση της αναλυτικής 

ακρίβειας και αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων πριν την έκδοση των αποτελεσμάτων ασθενών. 

Σύμφωνα με τις κατευθυντήριες οδηγίες του Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI), ο IQC εφαρμόζεται καθημερινά μέσω δειγμάτων ελέγχου με γνωστές τιμές, τα οποία 

επιτρέπουν την ανίχνευση σφαλμάτων στη μεθοδολογία, στα αντιδραστήρια ή στον εξοπλισμό. 

Η αξιολόγηση των αποτελεσμάτων γίνεται κυρίως με στατιστικές μεθόδους, όπως τα 

διαγράμματα Levey–Jennings, στα οποία απεικονίζονται οι μετρήσεις των δειγμάτων ελέγχου 

σε σχέση με τον μέσο όρο και τις τυπικές αποκλίσεις. Για την ερμηνεία των αποκλίσεων 

χρησιμοποιούνται οι κανόνες Westgard, οι οποίοι καθορίζουν πότε ένα αποτέλεσμα θεωρείται 

αποδεκτό ή όταν απαιτείται απόρριψη της ανάλυσης λόγω πιθανών τυχαίων ή συστηματικών 

σφαλμάτων. 
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Κεντρική αρχή του IQC είναι η εκτίμηση του κινδύνου για τον ασθενή, δηλαδή η πρόληψη 

λανθασμένων αποτελεσμάτων που μπορεί να επηρεάσουν την κλινική απόφαση. Για τον σκοπό 

αυτό χρησιμοποιούνται παράμετροι όπως η τυπική απόκλιση, ο συντελεστής μεταβλητότητας 

(CV), το συνολικό επιτρεπτό σφάλμα (TEa) και η μετρική sigma. 

Ο σχεδιασμός ενός σωστού προγράμματος IQC περιλαμβάνει: 

• επιλογή κατάλληλων υλικών ελέγχου (ιδανικά ανεξάρτητων από τον κατασκευαστή),  

• τουλάχιστον δύο επίπεδα συγκέντρωσης,  

• καθορισμένη συχνότητα ελέγχων,  

• και καθορισμένους κανόνες αποδοχής/απόρριψης.  

Σε περίπτωση μη αποδεκτών αποτελεσμάτων IQC, εφαρμόζεται διαδικασία διερεύνησης, η 

οποία μπορεί να περιλαμβάνει επανέλεγχο με νέο υλικό, βαθμονόμηση ή αντικατάσταση 

αντιδραστηρίων. Παράλληλα, απαιτείται αναδρομική αξιολόγηση των αποτελεσμάτων 

ασθενών που εκδόθηκαν κατά τη διάρκεια της αστοχίας. 

Σύμφωνα με το ISO 15189 και τις οδηγίες CLSI (π.χ. C24 και EP23), ο IQC δεν αποτελεί 

στατική διαδικασία αλλά απαιτεί συνεχή αναθεώρηση και βελτίωση, ώστε να διασφαλίζεται η 

κλινική καταλληλότητα των αποτελεσμάτων. 

Εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος (EQA) 

Ο εξωτερικός ποιοτικός έλεγχος (EQA) αποτελεί βασικό μηχανισμό ελέγχου της απόδοσης των 

κλινικών εργαστηρίων σε σύγκριση με άλλα εργαστήρια και χρησιμοποιείται για τη συνεχή 

βελτίωση της αναλυτικής ποιότητας. Έχει αποδειχθεί ότι συμβάλλει σημαντικά στη βελτίωση 

της εργαστηριακής απόδοσης, ενώ παράλληλα έχει και εκπαιδευτικό χαρακτήρα, ιδιαίτερα σε 

νέες ή αναπτυσσόμενες εργαστηριακές μεθόδους. 

Κύριος στόχος των προγραμμάτων EQA είναι ο εντοπισμός εργαστηρίων ή μεθόδων με 

ανεπαρκή απόδοση, ακόμη και όταν το εργαστήριο έχει γενικά ικανοποιητικό ιστορικό 

ποιότητας. Τα αποτελέσματα αξιολογούνται συγκριτικά με άλλα εργαστήρια (peer 

comparison) και με προκαθορισμένα κριτήρια αποδοχής, τα οποία μπορεί να βασίζονται σε 

κλινικά όρια, βιολογική διακύμανση ή σε επίπεδα “state of the art”. 

Υπάρχουν δύο βασικές κατηγορίες προγραμμάτων EQA: 

• Ρυθμιστικά προγράμματα (regulatory), τα οποία χρησιμοποιούνται για έλεγχο 

συμμόρφωσης και μπορεί να συνδέονται με επιθεωρήσεις ή διοικητικές κυρώσεις.  
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• Εκπαιδευτικά/αναπτυξιακά προγράμματα (aspirational), τα οποία στοχεύουν στη συνολική 

βελτίωση της ποιότητας και συχνά παρέχουν ανατροφοδότηση και εκπαιδευτικό υλικό στα 

εργαστήρια.  

Η αξιολόγηση της απόδοσης μπορεί να διαφέρει μεταξύ προγραμμάτων, γεγονός που σημαίνει 

ότι ένα εργαστήριο μπορεί να θεωρείται αποδεκτό σε ένα EQA και μη αποδεκτό σε ένα άλλο, 

ανάλογα με τα κριτήρια και τη μεθοδολογία αξιολόγησης. 

Ο σχεδιασμός ενός προγράμματος EQA περιλαμβάνει παραμέτρους όπως: 

• τη συχνότητα αποστολής δειγμάτων,  

• τον αριθμό δειγμάτων ανά κύκλο,  

• το εύρος συγκεντρώσεων,  

• τον αριθμό των συγκρίσιμων εργαστηρίων (peer groups),  

• και τον τρόπο καθορισμού των στόχων και των αποδεκτών ορίων.  

Συνολικά, η EQA αξιολογεί τη μακροχρόνια απόδοση των εργαστηρίων και συμβάλλει στη 

διασφάλιση της συγκρισιμότητας των αποτελεσμάτων σε εθνικό και διεθνές επίπεδο, 

ενισχύοντας την αξιοπιστία της εργαστηριακής ιατρικής. 

Σύγκριση IQC και EQA  

Ο εσωτερικός ποιοτικός έλεγχος (IQC) και η εξωτερική αξιολόγηση ποιότητας (EQA) 

αποτελούν συμπληρωματικά εργαλεία διασφάλισης ποιότητας στα κλινικά εργαστήρια. Ο IQC 

εφαρμόζεται καθημερινά εντός του εργαστηρίου και βασίζεται σε στατιστική παρακολούθηση 

(μέσος όρος και τυπική απόκλιση) μέσω κανόνων ελέγχου, με στόχο την άμεση ανίχνευση 

αναλυτικών σφαλμάτων πριν την έκδοση αποτελεσμάτων ασθενών. Η αξιοπιστία του 

εξαρτάται από την ορθή εκτίμηση των παραμέτρων και την κατάλληλη διαχείριση των υλικών 

ελέγχου. 

Αντίθετα, η EQA πραγματοποιείται εξωτερικά και αξιολογεί τη μακροχρόνια απόδοση του 

εργαστηρίου μέσω σύγκρισης με άλλα εργαστήρια. Στόχος της είναι ο εντοπισμός 

συστηματικών αποκλίσεων και η συνολική αξιολόγηση της αναλυτικής ακρίβειας. 

Συνοπτικά, ο IQC εξασφαλίζει την καθημερινή σταθερότητα και τον άμεσο έλεγχο της 

αναλυτικής διαδικασίας, ενώ η EQA παρέχει εξωτερική επιβεβαίωση της ποιότητας και της 

συγκρισιμότητας των αποτελεσμάτων σε ευρύτερο επίπεδο. 

3.5 Κλινική σημασία της σωστής επικύρωσης 
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Η σωστή επικύρωση (validation) των αναλυτικών μεθόδων είναι κρίσιμη για τη λειτουργία 

ενός ιατρικού εργαστηρίου, καθώς εξασφαλίζει ότι μια μέθοδος είναι κατάλληλη για κλινική 

χρήση και παράγει αξιόπιστα αποτελέσματα. Μέσω της επικύρωσης αξιολογούνται βασικές 

παράμετροι απόδοσης, όπως η ακρίβεια, η επαναληψιμότητα, η γραμμικότητα και η αναλυτική 

απόκλιση, ώστε να διασφαλιστεί η ασφαλής εφαρμογή της στην καθημερινή εργαστηριακή 

πράξη. 

Η σημασία της επικύρωσης συνδέεται άμεσα με τον εσωτερικό ποιοτικό έλεγχο (IQC), καθώς 

τα όρια ελέγχου, οι μέσες τιμές και οι στατιστικές παράμετροι (π.χ. Levey–Jennings 

διαγράμματα και κανόνες Westgard) βασίζονται στις επιδόσεις της μεθόδου. Χωρίς σωστή 

επικύρωση, ο IQC δεν μπορεί να εντοπίσει αξιόπιστα αποκλίσεις λόγω έλλειψης σωστά 

καθορισμένων αναλυτικών χαρακτηριστικών. 

Παράλληλα, επηρεάζει και την εξωτερική αξιολόγηση ποιότητας (EQA), καθώς η σύγκριση 

αποτελεσμάτων μεταξύ εργαστηρίων προϋποθέτει επικυρωμένες μεθόδους. Διαφορετικά, οι 

αποκλίσεις στο EQA μπορεί να οφείλονται σε μη κατάλληλη μεθοδολογία και όχι σε 

πραγματικά σφάλματα. 

Τέλος, η σωστή επικύρωση είναι καθοριστική για την ασφάλεια του ασθενούς, καθώς μειώνει 

τον κίνδυνο λανθασμένων αποτελεσμάτων που μπορούν να οδηγήσουν σε εσφαλμένη 

διάγνωση ή θεραπευτική απόφαση. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

4. Φασματομετρικές Μέθοδοι στην Εργαστηριακή Διάγνωση 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι αποτελούν μία από τις σημαντικότερες κατηγορίες αναλυτικών 

τεχνικών που χρησιμοποιούνται ευρέως στην εργαστηριακή διάγνωση, λόγω της υψηλής τους 

ευαισθησίας, της ακρίβειας και της δυνατότητας ποσοτικού προσδιορισμού βιολογικά και 

κλινικά σημαντικών αναλυτών. Η χρήση τους επιτρέπει την ανάλυση βιολογικών δειγμάτων 

με σκοπό την ανίχνευση, ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση ουσιών, συμβάλλοντας ουσιαστικά 

στη διάγνωση, την παρακολούθηση και την πρόγνωση ασθενειών. 

4.1 Θεωρητικές αρχές φασματομετρίας 

4.1.1 Αλληλεπίδραση ακτινοβολίας με την ύλη 

Η αλληλεπίδραση της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας με την ύλη αποτελεί τη θεμελιώδη 

αρχή στην οποία βασίζεται η φασματομετρία. Όταν η ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία 

προσπίπτει σε ένα άτομο ή μόριο, μπορεί να απορροφηθεί, να εκπέμφθεί ή να σκεδαστεί, 

ανάλογα με την ενέργεια της ακτινοβολίας και τις ενεργειακές στάθμες του συστήματος. 

Η ύλη αποτελείται από διακριτές ενεργειακές στάθμες, ηλεκτρονικές, δονητικές και 

περιστροφικές, και η μετάβαση μεταξύ αυτών των σταθμών πραγματοποιείται μόνο όταν η 

ενέργεια της προσπίπτουσας ακτινοβολίας αντιστοιχεί στη διαφορά ενέργειας μεταξύ δύο 

καταστάσεων. Η συνθήκη αυτή εκφράζεται από τη σχέση: 

𝐸 = ℎ𝜈 

 

όπου E είναι η ενέργεια της ακτινοβολίας, h η σταθερά του Planck και ν η συχνότητα της 

ακτινοβολίας. 

4.1.2 Απορρόφηση, Εκπομπή και Σκέδαση ακτινοβολίας 

Απορρόφηση ακτινοβολίας 

Η απορρόφηση ακτινοβολίας συμβαίνει όταν ένα φωτόνιο μεταφέρει την ενέργειά του σε ένα 

φυσικό σύστημα (άτομο, μόριο ή ηλεκτρόνιο), προκαλώντας μετάβαση από χαμηλότερη σε 

υψηλότερη ενεργειακή στάθμη. Η διαδικασία είναι κβαντισμένη και συμβαίνει μόνο όταν 

ικανοποιείται η συνθήκη: 
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𝑬𝜸 = 𝑬𝟐 − 𝑬𝟏 = 𝒉𝝂 

Η διαδικασία αυτή αποτελεί θεμελιώδες φαινόμενο της κβαντικής μηχανικής και συνδέεται με 

τις διακριτές ενεργειακές στάθμες των συστημάτων. 

Σε πιο γενικές φυσικές περιγραφές, η απορρόφηση καθορίζεται από τις πιθανότητες μετάβασης 

μεταξύ ενεργειακών σταθμών, οι οποίες εισήχθησαν μέσω των συντελεστών Einstein για 

απορρόφηση και εκπομπή. 

Σε μακροσκοπικά μέσα, όπως βιολογικοί ιστοί ή πλάσμα, η απορρόφηση περιγράφεται μέσω 

του συντελεστή απορρόφησης (μₐ), ο οποίος καθορίζει την εκθετική εξασθένηση της έντασης 

της ακτινοβολίας κατά τη διάδοσή της στο υλικό. 

Εκπομπή ακτινοβολίας 

Η εκπομπή ακτινοβολίας είναι η αντίστροφη διαδικασία της απορρόφησης, κατά την οποία ένα 

διεγερμένο σύστημα επιστρέφει σε χαμηλότερη ενεργειακή στάθμη, εκπέμποντας φωτόνιο 

ενέργειας: 

𝑬𝜸 = 𝑬𝟐 − 𝑬𝟏 

Αυθόρμητη εκπομπή: 

Η αυθόρμητη εκπομπή συμβαίνει χωρίς εξωτερική διέγερση και περιγράφεται από τον 

συντελεστή Einstein A. 

Διεγερμένη εκπομπή: 

Στη διεγερμένη εκπομπή, ένα προσπίπτον φωτόνιο προκαλεί την εκπομπή δεύτερου φωτονίου 

ίδιας ενέργειας, φάσης και διεύθυνσης. Η διαδικασία αυτή αποτελεί τη βάση λειτουργίας των 

λέιζερ. 

Σκέδαση ακτινοβολίας  

Πέρα από την απορρόφηση και την εκπομπή, ένας εξίσου σημαντικός μηχανισμός 

αλληλεπίδρασης ακτινοβολίας με την ύλη είναι η σκέδαση. Στη σκέδαση, το φωτόνιο δεν 

απορροφάται από το υλικό αλλά αλλάζει διεύθυνση διάδοσης λόγω αλληλεπίδρασης με άτομα, 

μόρια ή μικροδομές του μέσου. 

Διακρίνονται δύο βασικοί τύποι σκέδασης: 

• Ελαστική σκέδαση (Rayleigh scattering), όπου δεν υπάρχει μεταβολή της ενέργειας του 

φωτονίου.  
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• Ανελαστική σκέδαση (Raman scattering), όπου το φωτόνιο μεταβάλλει την ενέργειά του 

λόγω αλληλεπίδρασης με δονητικές καταστάσεις των μορίων.  

Η σκέδαση αποτελεί καθοριστικό παράγοντα στη βιοϊατρική απεικόνιση, καθώς επηρεάζει τη 

διάδοση της ακτινοβολίας μέσα στους ιστούς και περιορίζει το βάθος διείσδυσης, ειδικά στο 

ορατό φάσμα. 

Αλληλεπίδραση ακτινοβολίας με ύλη σε πολύπλοκα συστήματα 

Σε συστήματα όπως τα πλάσματα ή τα μαγνητικά πεδία σύγκρατησης, οι διεργασίες 

απορρόφησης, εκπομπής και σκέδασης εξαρτώνται έντονα από τη δυναμική των σωματιδίων 

και την κατανομή τους σε ενέργεια και γωνία. 

Για παράδειγμα, η κυκλοτρονική εκπομπή ηλεκτρονίων (electron cyclotron emission) 

προκύπτει από την κίνηση ηλεκτρονίων σε μαγνητικό πεδίο και αποτελεί σημαντικό μηχανισμό 

σύγχροτρονικής ακτινοβολίας. Σε τέτοια συστήματα, τόσο η εκπομπή όσο και η απορρόφηση 

εξαρτώνται από τη σχετικιστική ενέργεια και την κατανομή των ηλεκτρονίων. 

Σημασία των διεργασιών 

Οι διεργασίες απορρόφησης, εκπομπής και σκέδασης ακτινοβολίας αποτελούν θεμελιώδεις 

μηχανισμούς ανταλλαγής ενέργειας μεταξύ ύλης και ακτινοβολίας και βρίσκουν εφαρμογή σε: 

• φασματοσκοπική ανάλυση υλικών  

• τεχνολογία λέιζερ  

• φυσική πλάσματος και σύντηξη  

• αστροφυσικές παρατηρήσεις  

• βιοϊατρική απεικόνιση  

Η συνδυαστική περιγραφή μικροσκοπικών (κβαντικών) και μακροσκοπικών (οπτικών) 

μοντέλων επιτρέπει την πλήρη κατανόηση των φαινομένων αυτών. 

4.1.3 Νόμος Beer-Lambert 

Ο νόμος Beer–Lambert–Bouguer (BLL) περιγράφει τη θεμελιώδη σχέση μεταξύ της 

εξασθένησης της ακτινοβολίας και των οπτικών ιδιοτήτων ενός μέσου μέσω του οποίου αυτή 

διαδίδεται. Συγκεκριμένα, συνδέει την απορρόφηση του φωτός με το μήκος της οπτικής 

διαδρομής και τη συγκέντρωση των απορροφητικών ειδών στο υλικό. 
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Ο νόμος αυτός αποτελεί θεμελιώδη αρχή της φασματοσκοπίας και εφαρμόζεται ευρέως σε 

τομείς όπως η αναλυτική χημεία και η βιοϊατρική οπτική, για παράδειγμα στον προσδιορισμό 

της συγκέντρωσης βιομορίων (π.χ. αιμοσφαιρίνη, χολερυθρίνη) και στη μη επεμβατική 

εκτίμηση φυσιολογικών παραμέτρων, όπως ο κορεσμός οξυγόνου του αίματος. 

Μαθηματική διατύπωση 

Ο βασικός μαθηματικός τύπος του νόμου δίνεται από: 

𝐴(𝜆) = log (
𝐼0
𝐼
) = 𝜀(𝜆) 𝑑 𝑐 

 

όπου: 

• A: απορρόφηση (optical absorbance)  

• I0: ένταση προσπίπτουσας ακτινοβολίας  

• I: ένταση εξερχόμενης ακτινοβολίας  

• ε(λ): μοριακός συντελεστής απορρόφησης  

• d: μήκος οπτικής διαδρομής  

• 𝑐: συγκέντρωση απορροφητικής ουσίας  

Εικόνα 5: Σχηματική απεικόνιση του 

νόμου Beer–Lambert–Bouguer, που 

περιγράφει τη σχέση μεταξύ της έντασης 

της προσπίπτουσας ακτινοβολίας (I₀), της 

εξερχόμενης έντασης μετά τη διέλευση 

από υλικό πάχους d (I), της συγκέντρωσης 

των απορροφητικών σωματιδίων (c) και 

του συντελεστή απορρόφησης του μέσου (ε). 

Ο νόμος προκύπτει ως συνδυασμός των νόμων των Bouguer, Lambert και Beer: 

• Ο Bouguer περιγράφει την εκθετική εξασθένηση του φωτός με το μήκος διαδρομής.  

• Ο Lambert εισάγει τη σχέση απορρόφησης και πάχους μέσου.  

• Ο Beer επεκτείνει τη σχέση ώστε να συμπεριλάβει τη συγκέντρωση. 

Ο λόγος που συχνά τον συναντάς ως νόμο Beer–Lambert (και όχι πάντα ως Beer–Lambert–

Bouguer) είναι κυρίως ιστορικός και πρακτικός, 
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Φυσικές υποθέσεις και περιορισμοί 

Η εφαρμογή του νόμου βασίζεται σε ιδανικές υποθέσεις, οι οποίες συχνά δεν ισχύουν πλήρως 

σε βιολογικά συστήματα: 

• μονοχρωματική και ευθυγραμμισμένη δέσμη φωτός  

• ομοιογενές και μη σκεδαστικό μέσο  

• ανεξαρτησία μεταξύ απορροφητικών μορίων  

• απουσία αλληλεπιδράσεων μεταξύ σκεδασμού και απορρόφησης  

Στους βιολογικούς ιστούς, και ειδικά στο αίμα και στο δέρμα, οι συνθήκες αυτές παραβιάζονται 

λόγω της ισχυρής σκέδασης και της ανομοιογένειας του ιστού. 

Τροποποιήσεις για βιοϊατρικές εφαρμογές 

Για την εφαρμογή του νόμου σε βιολογικούς ιστούς έχουν αναπτυχθεί τροποποιημένα μοντέλα, 

όπως: 

1. Τροποποιημένος νόμος Beer–Lambert (MBLL) 

Λαμβάνει υπόψη τη σκέδαση μέσω του συντελεστή διαφορικού μήκους διαδρομής (DPF): 

𝑂𝐷 = 𝐷𝑃𝐹 ⋅ 𝜇𝑎 ⋅ 𝑑 + 𝐺 

 

όπου G είναι γεωμετρικός παράγοντας που σχετίζεται με τη σκέδαση. 

2. Εφαρμογές στη βιοϊατρική οπτική 

Ο νόμος Beer–Lambert χρησιμοποιείται εκτενώς στη βιοϊατρική οπτική για την ποσοτική 

ανάλυση της αλληλεπίδρασης του φωτός με βιολογικούς ιστούς και βιολογικά υγρά. Μία από 

τις σημαντικότερες εφαρμογές του αφορά τον υπολογισμό του κορεσμού οξυγόνου στο αίμα 

(SpO₂), όπου μέσω μετρήσεων απορρόφησης σε συγκεκριμένα μήκη κύματος είναι δυνατό να 

εκτιμηθεί η αναλογία οξυγονωμένης και αποοξυγονωμένης αιμοσφαιρίνης. Παράλληλα, ο 

νόμος αποτελεί θεμελιώδη αρχή στη φασματοσκοπία εγγύς υπέρυθρου (NIRS), η οποία 

χρησιμοποιείται για την παρακολούθηση της οξυγόνωσης και της αιματικής ροής σε ιστούς σε 

πραγματικό χρόνο. Επιπλέον, εφαρμόζεται στη μέτρηση βιομορίων όπως η αιμοσφαιρίνη και 

η χολερυθρίνη σε βιολογικά δείγματα, καθώς και στην ανάλυση της εγκεφαλικής οξυγόνωσης 

μέσω μη επεμβατικών τεχνικών. Τέλος, συμβάλλει σημαντικά στην οπτική απεικόνιση 
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βιολογικών ιστών, όπου χρησιμοποιείται για την εκτίμηση συγκεντρώσεων χρωμοφόρων και 

φυσιολογικών παραμέτρων σε πολύπλοκα βιολογικά συστήματα. 

Πλεονεκτήματα 

Η ευρεία χρήση του νόμου Beer–Lambert οφείλεται κυρίως στην απλότητα της μαθηματικής 

του μορφής, η οποία επιτρέπει την εύκολη εφαρμογή του σε αναλυτικά και υπολογιστικά 

μοντέλα. Η θεμελιώδης γραμμική σχέση μεταξύ απορρόφησης και συγκέντρωσης καθιστά 

δυνατή την άμεση ποσοτικοποίηση ουσιών χωρίς την ανάγκη σύνθετων υπολογισμών. 

Επιπλέον, το χαμηλό υπολογιστικό κόστος του μοντέλου το καθιστά ιδιαίτερα κατάλληλο για 

εφαρμογές πραγματικού χρόνου, όπως ιατρική παρακολούθηση και φορητές συσκευές. Τέλος, 

η ευκολία ενσωμάτωσής του σε φασματοσκοπικά και υπολογιστικά συστήματα έχει συμβάλει 

στην ευρεία διάδοσή του σε εργαστηριακές και κλινικές εφαρμογές. 

Περιορισμοί και αποκλίσεις 

Παρά τη μεγάλη χρησιμότητά του, η γραμμικότητα του νόμου Beer–Lambert επηρεάζεται από 

αρκετούς φυσικούς και χημικούς παράγοντες που περιορίζουν την ακρίβειά του σε πραγματικά 

συστήματα. Η σκέδαση του φωτός, όπως η σκέδαση Rayleigh και Mie, αποτελεί έναν από τους 

σημαντικότερους παράγοντες απόκλισης, ιδιαίτερα σε βιολογικούς ιστούς όπου το μέσο είναι 

ανομοιογενές. Επιπλέον, σε υψηλές συγκεντρώσεις απορροφητών εμφανίζονται 

αλληλεπιδράσεις μεταξύ μορίων που οδηγούν σε μη γραμμική συμπεριφορά. Η παρουσία 

φθορισμού μπορεί επίσης να αλλοιώσει τις μετρήσεις απορρόφησης, καθώς προστίθεται 

εκπεμπόμενο φως στο σήμα. Χημικές ισορροπίες και μεταβολές στη μορφή των μορίων 

επηρεάζουν περαιτέρω την απορρόφηση, ενώ η ανομοιογενής κατανομή των μορίων στο 

δείγμα οδηγεί σε αποκλίσεις από τη θεωρητική σχέση. Επιπλέον, φαινόμενα ανισοτροπίας, 

παρεμβολές και θόρυβος από τα όργανα μέτρησης, καθώς και η χρήση μη μονοχρωματικής 

ακτινοβολίας, συμβάλλουν σε πρόσθετα σφάλματα που περιορίζουν την εφαρμοσιμότητα του 

νόμου σε πολύπλοκα συστήματα. 

Συμπεράσματα 

Ο νόμος Beer–Lambert αποτελεί θεμελιώδη εργαλείο της οπτικής φασματοσκοπίας και της 

βιοϊατρικής ανάλυσης. Παρότι η βασική του μορφή ισχύει υπό ιδανικές συνθήκες, στην πράξη 

απαιτούνται εκτεταμένα μοντέλα που λαμβάνουν υπόψη τη σκέδαση και την πολυπλοκότητα 

των βιολογικών ιστών. Οι τροποποιημένες εκδοχές του νόμου επιτρέπουν την αξιόπιστη 

εφαρμογή του σε σύγχρονες ιατρικές και διαγνωστικές τεχνικές. 
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4.2 Είδη φασματομετρικών τεχνικών 

4.2.1 Φασματοσκοπία απορρόφησης (Absorption Spectroscopy) 

Στις τεχνικές απορρόφησης μελετάται η απορρόφηση ακτινοβολίας από ένα δείγμα ως 

συνάρτηση του μήκους κύματος. Η ενέργεια της ακτινοβολίας προκαλεί μεταπτώσεις μεταξύ 

ενεργειακών σταθμών των μορίων ή ατόμων. 

UV-Vis φασματοσκοπία (υπεριώδες–ορατό) 

Αρχή της μεθοδολογίας 

Η UV–Vis φασματοσκοπία είναι μια αναλυτική τεχνική απορρόφησης που μετρά τη μεταβολή 

της έντασης της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας στην υπεριώδη (UV) και ορατή (Vis) 

περιοχή του φάσματος, ως συνάρτηση του μήκους κύματος, παρέχοντας το χαρακτηριστικό 

φάσμα απορρόφησης του δείγματος. Η μέθοδος βασίζεται στην αλληλεπίδραση της 

ακτινοβολίας με τα μόρια του αναλύτη και ειδικότερα στην απορρόφηση ενέργειας, η οποία 

προκαλεί ηλεκτρονικές μεταπτώσεις από τη θεμελιώδη σε διεγερμένες ενεργειακές 

καταστάσεις. 

Η ποσοτική περιγραφή της απορρόφησης πραγματοποιείται σύμφωνα με τον νόμο Lambert–

Beer, ο οποίος ορίζει ότι η απορρόφηση είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του αναλύτη και του 

μήκους της οπτικής διαδρομής. Η απορρόφηση (Absorbance, A) υπολογίζεται από τον λόγο 

της προσπίπτουσας προς την εξερχόμενη ακτινοβολία και αποτελεί το βασικό αναλυτικό 

μέγεθος της μεθόδου. 

Κατά την ανάλυση, η ακτινοβολία διέρχεται μέσα από κυψελίδα που περιέχει το δείγμα και η 

μείωση της έντασής της καταγράφεται από τον ανιχνευτή του οργάνου. Η συγκέντρωση του 

αναλύτη προσδιορίζεται είτε μέσω εφαρμογής του νόμου Lambert–Beer είτε μέσω πρότυπης 

καμπύλης βαθμονόμησης που κατασκευάζεται από διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης. 

Η αξιοπιστία της μεθόδου εξαρτάται από τη χρήση σχεδόν μονοχρωματικής ακτινοβολίας, την 

ομοιογένεια του δείγματος και την απουσία φαινομένων που επηρεάζουν την απορρόφηση, 

όπως η σκέδαση, ο φθορισμός ή η παρουσία αιωρούμενων σωματιδίων. Για τον λόγο αυτό, η 

UV–Vis φασματοσκοπία εφαρμόζεται κυρίως σε διαυγή διαλύματα και αποτελεί μία από τις 

σημαντικότερες τεχνικές ποσοτικής ανάλυσης στη φαρμακευτική, βιοχημική και κλινική 

έρευνα. 

Ποιοτικός έλεγχος 
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Ο ποιοτικός έλεγχος στη UV–Vis φασματοσκοπία είναι απαραίτητος για τη διασφάλιση της 

ακρίβειας, της επαναληψιμότητας και της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Περιλαμβάνει τον 

τακτικό έλεγχο της λειτουργίας του φασματοφωτομέτρου, τη βαθμονόμηση του μήκους 

κύματος και την επαλήθευση της φωτομετρικής ακρίβειας με τη χρήση πιστοποιημένων 

προτύπων υλικών αναφοράς. 

Πριν από κάθε σειρά αναλύσεων πραγματοποιείται μέτρηση λευκού δείγματος (blank), ώστε 

να μηδενίζεται η συμβολή του διαλύτη και της κυψελίδας στην απορρόφηση. Παράλληλα, 

αναλύονται πρότυπα διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης για τον έλεγχο της γραμμικότητας της 

καμπύλης βαθμονόμησης και της ορθής εφαρμογής του νόμου Lambert–Beer. 

Σημαντικό μέρος του ποιοτικού ελέγχου αποτελεί επίσης η αξιολόγηση της ενδο- και δια-

αναλυτικής μεταβλητότητας (intra- και inter-assay variability), μέσω επαναλαμβανόμενων 

μετρήσεων δειγμάτων ελέγχου. Επιπλέον, ελέγχεται η καθαρότητα των αντιδραστηρίων, η 

ποιότητα των κυψελίδων και η σταθερότητα της φωτεινής πηγής, καθώς παράγοντες όπως η 

θολότητα, η σκέδαση φωτός ή η επιμόλυνση των δειγμάτων μπορούν να οδηγήσουν σε 

σφάλματα μέτρησης. 

Τέλος, η συμμετοχή σε προγράμματα εξωτερικού ποιοτικού ελέγχου και η χρήση κατάλληλων 

διαδικασιών επικύρωσης συμβάλλουν στη διασφάλιση της συγκρισιμότητας και της 

αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων και αναλυτικών 

συστημάτων. 

Υπέρυθρη φασματοσκοπία (IR)  

Αρχή της μεθοδολογίας 

Η υπέρυθρη φασματοσκοπία (Infrared Spectroscopy, IR) είναι μια αναλυτική τεχνική που 

βασίζεται στην απορρόφηση υπέρυθρης ακτινοβολίας από τα μόρια μιας ουσίας, όταν η 

ενέργεια της ακτινοβολίας αντιστοιχεί στις ενεργειακές διαφορές μεταξύ των δονητικών 

καταστάσεων των χημικών δεσμών. Κατά την αλληλεπίδραση της υπέρυθρης ακτινοβολίας με 

το δείγμα, οι δεσμοί των μορίων διεγείρονται και εκτελούν χαρακτηριστικές δονήσεις, όπως 

τάσεις (stretching) και κάμψεις (bending), με αποτέλεσμα την απορρόφηση ακτινοβολίας σε 

συγκεκριμένες συχνότητες. 

Κάθε χημική ένωση εμφανίζει ένα μοναδικό φάσμα απορρόφησης, το οποίο λειτουργεί ως 

«μοριακό αποτύπωμα» (molecular fingerprint). Οι θέσεις και οι εντάσεις των ζωνών 

απορρόφησης εξαρτώνται από τη φύση των χημικών δεσμών, τη μάζα των ατόμων που 
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συμμετέχουν στη δόνηση και το χημικό περιβάλλον των λειτουργικών ομάδων. Για τον λόγο 

αυτό, η IR φασματοσκοπία χρησιμοποιείται ευρέως για την ταυτοποίηση λειτουργικών 

ομάδων, τη δομική ανάλυση οργανικών και ανόργανων ενώσεων και τη μελέτη μοριακών 

αλληλεπιδράσεων. 

Η πλέον διαδεδομένη μορφή της τεχνικής είναι η φασματοσκοπία υπερύθρου με 

μετασχηματισμό Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR). Στη μέθοδο αυτή, 

η ακτινοβολία διέρχεται από συμβολόμετρο και καταγράφεται ως συμβολόγραμμα 

(interferogram), το οποίο μετατρέπεται μαθηματικά σε φάσμα απορρόφησης μέσω 

μετασχηματισμού Fourier. Η τεχνολογία FTIR προσφέρει υψηλή ευαισθησία, αυξημένη 

διακριτική ικανότητα και ταχεία συλλογή δεδομένων, επιτρέποντας την ανάλυση ακόμη και 

πολύπλοκων δειγμάτων. 

Η IR φασματοσκοπία εφαρμόζεται τόσο σε ποιοτικές όσο και σε ποσοτικές αναλύσεις, καθώς 

παρέχει πληροφορίες για τη χημική σύσταση, τη δομή και τις αλληλεπιδράσεις των μορίων. 

Για την αξιόπιστη καταγραφή του φάσματος απαιτείται κατάλληλη προετοιμασία του 

δείγματος και ελαχιστοποίηση παραγόντων που μπορούν να επηρεάσουν την απορρόφηση της 

υπέρυθρης ακτινοβολίας, όπως η παρουσία υγρασίας ή ατμοσφαιρικού διοξειδίου του 

άνθρακα. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στην υπέρυθρη φασματοσκοπία είναι απαραίτητος για τη διασφάλιση της 

αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της αναπαραγωγιμότητας των αποτελεσμάτων. Περιλαμβάνει 

τον τακτικό έλεγχο της απόδοσης του οργάνου, τη βαθμονόμηση της κλίμακας κυματαριθμών 

(wavenumber calibration) και την επαλήθευση της φασματικής ανάλυσης μέσω πρότυπων 

υλικών αναφοράς. 

Σημαντικό στοιχείο του ποιοτικού ελέγχου αποτελεί η χρήση δειγμάτων αναφοράς με γνωστό 

φάσμα απορρόφησης, τα οποία επιτρέπουν την αξιολόγηση της ορθότητας της θέσης και της 

έντασης των φασματικών κορυφών. Παράλληλα, πραγματοποιείται έλεγχος της 

αναπαραγωγιμότητας των μετρήσεων μέσω επαναλαμβανόμενων αναλύσεων του ίδιου 

δείγματος και υπολογισμού της μεταβλητότητας των αποτελεσμάτων. 

Η ποιότητα των φασμάτων επηρεάζεται σημαντικά από την κατάσταση του οπτικού 

συστήματος, των ανιχνευτών και των πηγών υπέρυθρης ακτινοβολίας. Για τον λόγο αυτό, 

απαιτείται τακτική συντήρηση και παρακολούθηση της απόδοσης του εξοπλισμού. Επιπλέον, 
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πραγματοποιείται έλεγχος του υποβάθρου (background spectrum) πριν από κάθε σειρά 

αναλύσεων, ώστε να ελαχιστοποιούνται οι παρεμβολές από το περιβάλλον, όπως η υγρασία 

και το διοξείδιο του άνθρακα. 

Ιδιαίτερη προσοχή δίνεται επίσης στην προετοιμασία του δείγματος, καθώς παράγοντες όπως 

το πάχος του δείγματος, η ομοιογένεια, η καθαρότητα και η παρουσία προσμίξεων μπορούν να 

επηρεάσουν την ποιότητα του φάσματος. Η εφαρμογή τυποποιημένων πρωτοκόλλων 

προετοιμασίας και ανάλυσης συμβάλλει στη βελτίωση της συγκρισιμότητας των 

αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων και αναλυτικών συστημάτων. 

Συνολικά, ο ποιοτικός έλεγχος στην IR/FTIR φασματοσκοπία βασίζεται στη συστηματική 

βαθμονόμηση του εξοπλισμού, στη χρήση πιστοποιημένων προτύπων αναφοράς και στη 

συνεχή αξιολόγηση της αναλυτικής απόδοσης της μεθόδου, εξασφαλίζοντας υψηλή αξιοπιστία 

και ακρίβεια των αποτελεσμάτων. 

4.2.2 Φασματοσκοπία εκπομπής (Emission Spectroscopy) 

Σε αυτές τις τεχνικές, τα άτομα ή μόρια διεγείρονται ενεργειακά και στη συνέχεια εκπέμπουν 

ακτινοβολία κατά την επιστροφή τους σε χαμηλότερες ενεργειακές στάθμες. 

Ατομική φασματοσκοπία εκπομπής (AES)  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η Ατομική Φασματοσκοπία Εκπομπής (Atomic Emission Spectroscopy – AES) είναι μια 

αναλυτική τεχνική που βασίζεται στη μέτρηση της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας που 

εκπέμπεται από διεγερμένα άτομα κατά την επιστροφή τους από υψηλότερες ενεργειακές 

στάθμες σε χαμηλότερες ή στη θεμελιώδη κατάσταση. Η ένταση της εκπεμπόμενης 

ακτινοβολίας σχετίζεται άμεσα με τη συγκέντρωση του στοιχείου στο δείγμα, επιτρέποντας 

τόσο ποιοτική όσο και ποσοτική ανάλυση. 

Η αρχή της μεθόδου στηρίζεται στο γεγονός ότι κάθε χημικό στοιχείο διαθέτει χαρακτηριστικά 

και διακριτά ενεργειακά επίπεδα. Όταν τα άτομα διεγείρονται μέσω παροχής ενέργειας, όπως 

σε φλόγα, ηλεκτρικό τόξο, σπινθήρα ή πλάσμα επαγωγικά συζευγμένο (Inductively Coupled 

Plasma – ICP), τα ηλεκτρόνιά τους μεταβαίνουν σε υψηλότερες ενεργειακές καταστάσεις. 

Κατά την αποδιέγερση, τα ηλεκτρόνια επιστρέφουν σε χαμηλότερες ενεργειακές στάθμες και 

εκπέμπουν φωτόνια συγκεκριμένου μήκους κύματος, τα οποία είναι χαρακτηριστικά για κάθε 

στοιχείο. 
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Το εκπεμπόμενο φως συλλέγεται και αναλύεται μέσω μονοχρωμάτορα ή φασματογράφου, ενώ 

η ένταση των επιμέρους φασματικών γραμμών μετράται από κατάλληλους ανιχνευτές. Η 

ταυτοποίηση των στοιχείων πραγματοποιείται βάσει των χαρακτηριστικών μηκών κύματος 

εκπομπής, ενώ η ποσοτικοποίηση βασίζεται στη συσχέτιση της έντασης του σήματος με τη 

συγκέντρωση του αναλύτη μέσω καμπυλών βαθμονόμησης. 

Η AES χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία, μεγάλη ταχύτητα ανάλυσης και δυνατότητα 

ταυτόχρονου προσδιορισμού πολλών στοιχείων στο ίδιο δείγμα. Για τον λόγο αυτό 

χρησιμοποιείται ευρέως στην περιβαλλοντική ανάλυση, στη μεταλλουργία, στη φαρμακευτική 

βιομηχανία και στον έλεγχο ποιότητας πρώτων υλών και τελικών προϊόντων. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στην Ατομική Φασματοσκοπία Εκπομπής είναι απαραίτητος για τη 

διασφάλιση της ακρίβειας, της επαναληψιμότητας και της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. 

Περιλαμβάνει τη χρήση πρότυπων διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης για τη βαθμονόμηση 

του οργάνου και την επαλήθευση της ορθότητας των μετρήσεων πριν από την ανάλυση των 

δειγμάτων. 

Η αξιολόγηση της αναλυτικής απόδοσης πραγματοποιείται μέσω δειγμάτων εσωτερικού 

ποιοτικού ελέγχου (quality control samples), τα οποία αναλύονται σε τακτά χρονικά 

διαστήματα κατά τη διάρκεια της αναλυτικής διαδικασίας. Με τον τρόπο αυτό 

παρακολουθείται η σταθερότητα της καμπύλης βαθμονόμησης και εντοπίζονται πιθανές 

αποκλίσεις ή μεταβολές στην απόδοση του συστήματος. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει η παρακολούθηση της σταθερότητας της πηγής διέγερσης (φλόγα ή 

πλάσμα), καθώς και των οπτικών και ηλεκτρονικών συστημάτων του οργάνου. Μεταβολές στη 

θερμοκρασία του πλάσματος, στη ροή αερίων ή στην ευθυγράμμιση των οπτικών στοιχείων 

μπορούν να επηρεάσουν την ένταση των φασματικών γραμμών και συνεπώς την ακρίβεια της 

μέτρησης. 

Επιπλέον, αξιολογούνται πιθανές φασματικές παρεμβολές (spectral interferences), οι οποίες 

προκύπτουν όταν φασματικές γραμμές διαφορετικών στοιχείων αλληλεπικαλύπτονται. Για την 

αντιμετώπισή τους εφαρμόζονται κατάλληλες διορθώσεις υποβάθρου και επιλογή 

εναλλακτικών γραμμών εκπομπής. Παράλληλα, εξετάζονται και οι επιδράσεις της μήτρας του 

δείγματος (matrix effects), οι οποίες μπορεί να επηρεάσουν τη διαδικασία διέγερσης και την 

ένταση του σήματος. 
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Τέλος, η συμμετοχή σε προγράμματα εξωτερικού ποιοτικού ελέγχου και η χρήση 

πιστοποιημένων υλικών αναφοράς (Certified Reference Materials – CRMs) συμβάλλουν στην 

αξιολόγηση της συγκρισιμότητας των αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων. Η 

εφαρμογή συστηματικών διαδικασιών ποιοτικού ελέγχου εξασφαλίζει υψηλή αναλυτική 

ποιότητα και αξιοπιστία των αποτελεσμάτων της μεθόδου AES. 

Φθορισμομετρία (Fluorescence spectroscopy)  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η φθορισμομετρία (Fluorescence Spectroscopy) είναι μια φασματοσκοπική τεχνική που 

βασίζεται στην εκπομπή φωτός από ένα φθορίζον μόριο (φθοροφόρο) μετά από απορρόφηση 

ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας συγκεκριμένου μήκους κύματος. Κατά τη διαδικασία αυτή, 

το μόριο απορροφά ενέργεια και μεταβαίνει από τη θεμελιώδη σε διεγερμένη ηλεκτρονική 

κατάσταση. Στη συνέχεια, καθώς επιστρέφει στη θεμελιώδη κατάσταση, αποδίδει μέρος της 

απορροφημένης ενέργειας υπό μορφή φωτός, το οποίο αποτελεί το φθορίζον σήμα που 

ανιχνεύεται και μετράται. 

Το εκπεμπόμενο φως έχει συνήθως μεγαλύτερο μήκος κύματος και χαμηλότερη ενέργεια από 

την ακτινοβολία διέγερσης, λόγω απωλειών ενέργειας που συμβαίνουν πριν από την εκπομπή. 

Η διαφορά μεταξύ των μέγιστων μηκών κύματος απορρόφησης και εκπομπής είναι γνωστή ως 

μετατόπιση Stokes (Stokes shift) και αποτελεί βασικό χαρακτηριστικό της τεχνικής, καθώς 

επιτρέπει τον αποτελεσματικό διαχωρισμό του φθορίζοντος σήματος από την ακτινοβολία 

διέγερσης. 

Η ένταση του φθορισμού είναι συνάρτηση της συγκέντρωσης του αναλύτη και των 

φυσικοχημικών ιδιοτήτων του περιβάλλοντος, γεγονός που επιτρέπει την ποσοτική ανάλυση 

ουσιών σε ιδιαίτερα χαμηλές συγκεντρώσεις. Η υψηλή ευαισθησία της μεθόδου την καθιστά 

κατάλληλη για εφαρμογές στη βιοχημεία, τη μοριακή βιολογία, τη φαρμακευτική ανάλυση και 

την κλινική διάγνωση. 

Στη σύγχρονη βιοϊατρική έρευνα, η φθορισμομετρία χρησιμοποιείται ευρέως για τη μελέτη 

βιομοριακών αλληλεπιδράσεων, διαμορφωτικών αλλαγών πρωτεϊνών και κινητικών 

διεργασιών σε πραγματικό χρόνο. Ιδιαίτερη σημασία έχει η τεχνική μεταφοράς ενέργειας 

συντονισμού Förster (Förster Resonance Energy Transfer/FRET), η οποία επιτρέπει τη μελέτη 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ μορίων και τον προσδιορισμό αποστάσεων σε νανοκλίμακα. 

Επιπλέον, η ανάπτυξη της φθορισμομετρίας μεμονωμένων μορίων (single-molecule 
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fluorescence spectroscopy) έχει καταστήσει δυνατή την ανάλυση της συμπεριφοράς 

μεμονωμένων βιομορίων, αποκαλύπτοντας πληροφορίες που δεν είναι δυνατόν να 

παρατηρηθούν με συμβατικές τεχνικές μέτρησης πληθυσμών μορίων. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στη φθορισμομετρία είναι απαραίτητος για τη διασφάλιση της 

αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της επαναληψιμότητας των μετρήσεων. Περιλαμβάνει τη χρήση 

προτύπων διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης και γνωστών φθορισμομετρικών 

χαρακτηριστικών για τη βαθμονόμηση του οργάνου και την επαλήθευση της ορθής λειτουργίας 

του συστήματος ανίχνευσης. 

Σημαντική παράμετρος αποτελεί ο έλεγχος της σταθερότητας της πηγής διέγερσης και της 

ευαισθησίας του ανιχνευτή, καθώς μεταβολές στην ένταση της ακτινοβολίας ή στην απόδοση 

του φωτοπολλαπλασιαστή μπορούν να επηρεάσουν άμεσα την ένταση του καταγραφόμενου 

σήματος. Για τον λόγο αυτό πραγματοποιούνται τακτικοί έλεγχοι απόδοσης και 

επαναβαθμονόμηση του συστήματος. 

Η αξιολόγηση της επαναληψιμότητας πραγματοποιείται μέσω επαναλαμβανόμενων 

μετρήσεων δειγμάτων ελέγχου και υπολογισμού του συντελεστή μεταβλητότητας (Coefficient 

of Variation/CV). Παράλληλα, ελέγχεται η γραμμικότητα της απόκρισης του οργάνου σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις του αναλύτη, ώστε να διασφαλίζεται η αξιοπιστία των ποσοτικών 

προσδιορισμών. 

Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται στην αποφυγή παραγόντων που μπορούν να επηρεάσουν το 

φθορίζον σήμα, όπως το φαινόμενο της απόσβεσης φθορισμού (fluorescence quenching), η 

φωτοαποικοδόμηση των φθοροφόρων (photobleaching), οι παρεμβολές από αυτόφθορισμό της 

μήτρας του δείγματος και οι μεταβολές του pH ή της θερμοκρασίας. Οι παράγοντες αυτοί 

μπορεί να οδηγήσουν σε σημαντικές αποκλίσεις των αποτελεσμάτων εάν δεν ελέγχονται 

κατάλληλα. 

Τέλος, η χρήση πιστοποιημένων υλικών αναφοράς και η συμμετοχή σε προγράμματα 

εξωτερικού ποιοτικού ελέγχου συμβάλλουν στη διασφάλιση της συγκρισιμότητας των 

αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων. Η εφαρμογή συστηματικών διαδικασιών 

ποιοτικού ελέγχου εξασφαλίζει υψηλή αναλυτική ποιότητα και αξιοπιστία στις 

φθορισμομετρικές αναλύσεις. 

Φωσφορισμομετρία (Phosphorescence)  
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Αρχή μεθοδολογίας 

Η φωσφορισμομετρία (phosphorescence spectroscopy) αποτελεί φασματοσκοπική τεχνική που 

βασίζεται στην εκπομπή φωτός από ένα μόριο μετά την απορρόφηση ηλεκτρομαγνητικής 

ακτινοβολίας και τη μετάβασή του σε διεγερμένη τριπλή κατάσταση (triplet state). Σε αντίθεση 

με τον φθορισμό, όπου η εκπομπή πραγματοποιείται σχεδον αμέσως (σε νανοδευτερόλεπτα), 

στη φωσφορισμομετρία η εκπομπή καθυστερεί σημαντικά και μπορεί να διαρκέσει από 

μικροδευτερόλεπτα έως και δευτερόλεπτα ή λεπτά, λόγω της «απαγορευμένης» μετάβασης από 

την τριπλή (T1) στη θεμελιώδη μονήρη κατάσταση (S0). 

Η αρχή της μεθοδολογίας περιγράφεται μέσω του διαγράμματος Jablonski. Μετά την 

απορρόφηση φωτός, το μόριο μεταβαίνει από τη θεμελιώδη κατάσταση (S0) σε διεγερμένη 

μονήρη κατάσταση (S1 ή Sm). Στη συνέχεια πραγματοποιείται μη ακτινοβόλος μετάπτωση 

(internal conversion) προς τη χαμηλότερη διεγερμένη μονήρη κατάσταση και ακολουθεί 

intersystem crossing (ISC), δηλαδή μετάβαση από μονήρη σε τριπλή κατάσταση (T1). Από 

αυτή την τριπλή κατάσταση το μόριο επιστρέφει τελικά στη θεμελιώδη κατάσταση 

εκπέμποντας φωσφορισμό. Η μετάβαση T1→S0 είναι spin-forbidden, γεγονός που εξηγεί τη 

μεγάλη διάρκεια ζωής και τη χαμηλότερη ένταση του φωσφορισμού σε σχέση με τον φθορισμό. 

Η τεχνική βασίζεται στη διέγερση του δείγματος με ακτινοβολία συγκεκριμένου μήκους 

κύματος και στην καταγραφή της καθυστερημένης εκπομπής φωτός που προέρχεται από την 

τριπλή διεγερμένη κατάσταση. Σε αντίθεση με τον φθορισμό, όπου η εκπομπή 

πραγματοποιείται σε χρόνους της τάξης των νανοδευτερολέπτων, ο φωσφορισμός εμφανίζει 

πολύ μεγαλύτερους χρόνους ζωής, από μικροδευτερόλεπτα έως και δευτερόλεπτα. Η διαφορά 

αυτή επιτρέπει τον χρονικό διαχωρισμό του φωσφορίζοντος σήματος από τον φθορισμό και 

από ανεπιθύμητο υπόβαθρο, προσδίδοντας στη φωσφορισμομετρία υψηλή ευαισθησία και 

εκλεκτικότητα. 

Η εφαρμογή της τεχνικής απαιτεί ιδιαίτερες πειραματικές συνθήκες, καθώς η παρουσία 

μοριακού οξυγόνου προκαλεί απόσβεση (quenching) του φωσφορισμού μέσω 

αλληλεπιδράσεων με την τριπλή κατάσταση του μορίου. Για τον λόγο αυτό εφαρμόζονται 

συνήθως διαδικασίες αποξυγόνωσης του δείγματος, χρήση στερεών ή παγωμένων 

υποστρωμάτων, καθώς και μετρήσεις σε χαμηλές θερμοκρασίες, ώστε να αυξάνεται η 

σταθερότητα και η ένταση του εκπεμπόμενου σήματος. 

Η φωσφορισμομετρία χρησιμοποιείται ευρέως στην αναλυτική χημεία, στη βιοχημεία και στις 

φαρμακευτικές αναλύσεις για την ανίχνευση ιχνοποσοτήτων ουσιών, καθώς και για τη μελέτη 
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φωτοφυσικών και φωτοχημικών ιδιοτήτων οργανικών ενώσεων και βιομορίων. Επιπλέον, η 

δυνατότητα μέτρησης μεγάλων χρόνων ζωής καθιστά την τεχνική ιδιαίτερα χρήσιμη στη 

μελέτη μοριακών αλληλεπιδράσεων, δομικών μεταβολών και δυναμικών διεργασιών σε 

πολύπλοκα βιολογικά συστήματα. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο έλεγχος ποιότητας στη φωσφορισμομετρία είναι ιδιαίτερα σημαντικός για την εξασφάλιση 

ακρίβειας, επαναληψιμότητας και αξιοπιστίας των μετρήσεων. Βασικές παράμετροι ποιοτικού 

ελέγχου αποτελούν: 

• η βαθμονόμηση του οργάνου με πρότυπα διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης,  

• ο έλεγχος της σταθερότητας της πηγής διέγερσης,  

• η αξιολόγηση του λόγου σήματος προς θόρυβο (signal-to-noise ratio),  

• η παρακολούθηση του υποβάθρου και των φαινομένων απόσβεσης,  

• η επαναληψιμότητα των μετρήσεων,  

• και η σταθερότητα της θερμοκρασίας και των πειραματικών συνθηκών.  

Ιδιαίτερη σημασία έχει επίσης η απομάκρυνση του διαλυμένου οξυγόνου, καθώς ακόμα και 

μικρές συγκεντρώσεις μπορούν να μειώσουν σημαντικά την ένταση του φωσφορισμού. 

Επιπλέον, η αξιολόγηση των ορίων ανίχνευσης (LOD), της γραμμικότητας και της ευαισθησίας 

της μεθόδου αποτελεί βασικό στοιχείο της αναλυτικής επικύρωσης.  

4.2.3 Φασματοσκοπία σκέδασης (Scattering Spectroscopy)  

Βασίζεται στη σκέδαση της ακτινοβολίας από τα μόρια χωρίς σημαντική απορρόφηση 

ενέργειας. Η μεταβολή στην ενέργεια ή στη διεύθυνση της ακτινοβολίας παρέχει πληροφορίες 

για τη μοριακή δομή. 

Raman φασματοσκοπία  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η φασματοσκοπία Raman είναι μια μοριακή φασματοσκοπική τεχνική που βασίζεται στη μη 

ελαστική σκέδαση μονοχρωματικής ακτινοβολίας, συνήθως από πηγή laser. Όταν η 

προσπίπτουσα ακτινοβολία αλληλεπιδρά με τα μόρια του δείγματος, ένα μικρό ποσοστό των 

φωτονίων υφίσταται μεταβολή της ενέργειάς του λόγω αλληλεπίδρασης με τις δονητικές και 

περιστροφικές καταστάσεις των μορίων. Το φαινόμενο αυτό είναι γνωστό ως σκέδαση Raman 
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και οδηγεί στην εμφάνιση χαρακτηριστικών μετατοπίσεων συχνότητας (Raman shifts), οι 

οποίες αποτελούν μοναδικό φασματικό αποτύπωμα κάθε ουσίας. 

Η τεχνική παρέχει πληροφορίες σχετικά με τη χημική δομή, τους χημικούς δεσμούς, τη 

μοριακή συμμετρία και τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ μορίων. Η ευρεία φασματική περιοχή 

καταγραφής (περίπου 50–4000 cm⁻¹) και η υψηλή φασματική διακριτική ικανότητα επιτρέπουν 

τον προσδιορισμό κρυσταλλικών και άμορφων φάσεων, την ταυτοποίηση οργανικών και 

ανόργανων ενώσεων, καθώς και τη μελέτη επιφανειακών ειδών σε πολύπλοκα συστήματα. 

Η Raman φασματοσκοπία παρουσιάζει σημαντικά πλεονεκτήματα, καθώς απαιτεί ελάχιστη 

προετοιμασία δείγματος, είναι μη καταστροφική και μπορεί να εφαρμοστεί σε στερεά, υγρά 

και αέρια δείγματα. Επιπλέον, σε αντίθεση με την υπέρυθρη φασματοσκοπία, το νερό εμφανίζει 

σχετικά ασθενές σήμα Raman, γεγονός που επιτρέπει την αποτελεσματική ανάλυση υδατικών 

βιολογικών δειγμάτων. 

Λόγω των χαρακτηριστικών αυτών, η Raman φασματοσκοπία χρησιμοποιείται ευρέως στη 

φαρμακευτική ανάλυση, στη βιοϊατρική έρευνα, στην επιστήμη υλικών και στη μελέτη 

καταλυτικών διεργασιών, παρέχοντας πληροφορίες για τη χημική σύσταση και τις δομικές 

μεταβολές των εξεταζόμενων συστημάτων. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στη φασματοσκοπία Raman είναι απαραίτητος για τη διασφάλιση της 

ακρίβειας, της επαναληψιμότητας και της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Περιλαμβάνει την 

τακτική βαθμονόμηση της κλίμακας Raman shift με τη χρήση πρότυπων υλικών αναφοράς, 

όπως το πυρίτιο (silicon), το οποίο εμφανίζει χαρακτηριστική κορυφή στα 520,7 cm⁻¹. 

Η απόδοση του οργάνου αξιολογείται μέσω ελέγχου της σταθερότητας του laser, της 

ευαισθησίας του ανιχνευτή και της ορθής λειτουργίας των οπτικών στοιχείων. Μεταβολές στην 

ισχύ του laser ή στην ευθυγράμμιση του οπτικού συστήματος μπορούν να επηρεάσουν 

σημαντικά την ένταση και την ποιότητα του φάσματος. 

Παράλληλα, πραγματοποιείται έλεγχος της επαναληψιμότητας μέσω επαναλαμβανόμενων 

μετρήσεων πρότυπων δειγμάτων και υπολογισμού στατιστικών παραμέτρων, όπως η τυπική 

απόκλιση και ο συντελεστής μεταβλητότητας (CV). Η αξιολόγηση αυτή επιβεβαιώνει τη 

σταθερότητα του συστήματος και την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. 

Ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται σε πιθανά φαινόμενα παρεμβολής, όπως ο φθορισμός του 

δείγματος, ο οποίος μπορεί να καλύψει ή να αλλοιώσει το σήμα Raman. Επιπλέον, η 



 

56 
 

υπερβολική ισχύς του laser ενδέχεται να προκαλέσει θερμική υποβάθμιση ή φωτοχημικές 

μεταβολές του δείγματος, επηρεάζοντας την ακρίβεια της ανάλυσης. 

Τέλος, η χρήση πιστοποιημένων υλικών αναφοράς και η εφαρμογή τυποποιημένων 

πρωτοκόλλων μέτρησης συμβάλλουν στη συγκρισιμότητα των αποτελεσμάτων μεταξύ 

διαφορετικών εργαστηρίων και αναλυτικών συστημάτων, εξασφαλίζοντας υψηλή αναλυτική 

ποιότητα και αξιοπιστία της μεθόδου. 

Rayleigh σκέδαση  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η μεθοδολογία που βασίζεται στη σκέδαση Rayleigh στηρίζεται στη φυσική αρχή ότι η 

αλληλεπίδραση του φωτός με τα μόρια ενός αερίου μέσου μπορεί να περιγραφεί μέσω της 

επαγωγής ηλεκτρικών διπόλων από το προσπίπτον ηλεκτρομαγνητικό πεδίο. Συγκεκριμένα, 

κάθε μόριο στο μέσο, υπό την επίδραση του ηλεκτρικού πεδίου της ακτινοβολίας, αποκτά ένα 

επαγόμενο δίπολο, του οποίου η ένταση είναι ανάλογη της πολωσιμότητας του μορίου και του 

μεγέθους του ηλεκτρικού πεδίου. 

Το επαγόμενο δίπολο ταλαντώνεται με την ίδια συχνότητα με το προσπίπτον φως και εκπέμπει 

ακτινοβολία προς όλες τις κατευθύνσεις, η οποία αποτελεί τη σκέδαση Rayleigh. Η συνολική 

σκεδαζόμενη ένταση προκύπτει ως άθροισμα των συνεισφορών όλων των μορίων του μέσου, 

υπό την προϋπόθεση ότι τα μόρια είναι τυχαία κατανεμημένα στο χώρο και ότι η ανίχνευση 

είναι μη συνεκτική (incoherent detection). 

Κάτω από αυτές τις συνθήκες, οι φάσεις των σκεδαζόμενων κυμάτων από διαφορετικά μόρια 

θεωρούνται ασυσχέτιστες, με αποτέλεσμα η μετρούμενη ένταση να ισούται με το άθροισμα 

των επιμέρους εντάσεων και όχι των πεδίων. Αυτή η παραδοχή αποτελεί θεμελιώδη βάση της 

μεθοδολογίας. 

Παράλληλα, η ένταση της σκέδασης εξαρτάται ισχυρά από το μήκος κύματος της 

ακτινοβολίας, ακολουθώντας τη χαρακτηριστική σχέση: 

𝐼(𝜆) ∝
1

𝜆4
 

Η εξάρτηση αυτή επιτρέπει τη χρήση της Rayleigh σκέδασης ως αναφοράς (baseline) για την 

ανάλυση οπτικών σημάτων σε αέρια μέσα. 
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Στη μεθοδολογική εφαρμογή, η Rayleigh σκέδαση χρησιμοποιείται ως θεωρητικά προβλέψιμο 

και υπολογίσιμο σήμα αναφοράς, το οποίο επιτρέπει: 

• τη βαθμονόμηση οπτικών συστημάτων,  

• τον υπολογισμό της οπτικής εξασθένησης,  

• και τον διαχωρισμό από άλλους μηχανισμούς σκέδασης (π.χ. Mie και Raman).  

Η συνολική σκέδαση περιγράφεται μέσω της μοριακής ενεργού διατομής, η οποία εξαρτάται 

από τον δείκτη διάθλασης του μέσου, την πυκνότητα των μορίων και τον παράγοντα 

ανισοτροπίας (King factor), ο οποίος διορθώνει την απόκλιση από την ιδανική ισότροπη 

συμπεριφορά των μορίων. 

Ποιοτικός έλεγχος 

1.Έλεγχος σταθερότητας οπτικού συστήματος. 

Κύριοι έλεγχοι: 

• Σταθερότητα ισχύος laser χωρίς χρονικές διακυμάνσεις  

• Σταθερότητα μήκους κύματος εκπομπής  

• Φασματική καθαρότητα (απουσία παρασιτικών γραμμών)  

• Ορθή οπτική ευθυγράμμιση (optical alignment)  

• Σταθερή απόκριση ανιχνευτή (photodetector / PMT / CCD)  

Οποιαδήποτε απόκλιση στους παραπάνω παράγοντες επηρεάζει άμεσα την ένταση της 

σκέδασης και εισάγει συστηματικά σφάλματα. 

2. Έλεγχος θορύβου και σήματος υποβάθρου 

Βασικές διαδικασίες: 

• Αφαίρεση σήματος υποβάθρου (background subtraction)  

• Διόρθωση θερμικού θορύβου ανιχνευτή (dark noise)  

• Φιλτράρισμα εξωτερικού φωτισμού  

• Απομόνωση ανεπιθύμητων συνιστωσών (π.χ. fluorescence, Raman scattering)  

Η ποιότητα των δεδομένων αξιολογείται μέσω της σχέσης σήματος προς θόρυβο (SNR). 

3. Έλεγχος φυσικών συνθηκών του μέσου 

Ελεγχόμενες παράμετροι: 



 

58 
 

• Πίεση (P)  

• Θερμοκρασία (T)  

• Χημική σύσταση (π.χ. υγρασία, CO₂)  

• Ομοιογένεια του μέσου  

Μεταβολές στις παραμέτρους αυτές επηρεάζουν την πυκνότητα των μορίων και συνεπώς το 

παραγόμενο σήμα. 

4. Έλεγχος θεωρητικού μοντέλου (Model Validation) 

Πραγματοποιείται σύγκριση των πειραματικών δεδομένων με τη θεωρητική πρόβλεψη του 

μοντέλου Rayleigh. 

𝛽 = 𝑁𝜎 

Η σύγκριση περιλαμβάνει: 

• Θεωρητική τιμή του συντελεστή εξασθένησης β  

• Πειραματικά μετρούμενη εξασθένηση  

Από τη σύγκριση προκύπτουν: 

• Εκτίμηση συστηματικών σφαλμάτων  

• Αξιολόγηση εγκυρότητας του μοντέλου  

• Διόρθωση παραμέτρων (π.χ. King factor, δείκτης διάθλασης)  

5. Έλεγχος παραδοχών του μοντέλου Rayleigh 

Ο ποιοτικός έλεγχος περιλαμβάνει και την επιβεβαίωση των βασικών θεωρητικών υποθέσεων: 

• Τυχαία χωρική κατανομή μορίων  

• Τυχαίος προσανατολισμός μορίων  

• Μη συνεκτική ανίχνευση (incoherent detection)  

• Απουσία αλληλεπιδράσεων μεταξύ μορίων  

6. Εκτίμηση αβεβαιότητας (Uncertainty Analysis) 

Κύριες πηγές αβεβαιότητας: 

• Σφάλματα μέτρησης έντασης  

• Αβεβαιότητα θερμοκρασίας και πίεσης  

• Αβεβαιότητα δείκτη διάθλασης  



 

59 
 

• Αβεβαιότητα King factor  

4.2.4 Ατομική φασματοσκοπία (Atomic Spectroscopy) 

Εστιάζει στη μελέτη ατομικών ειδών, συνήθως μετά από ατομοποίηση του δείγματος (π.χ. σε 

φλόγα ή πλάσμα). 

Ατομική απορρόφηση (AAS)  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η ατομική απορρόφηση (Atomic Absorption Spectroscopy, AAS) αποτελεί μία από τις 

σημαντικότερες φασματοσκοπικές τεχνικές για τον ποσοτικό προσδιορισμό μετάλλων και 

ιχνοστοιχείων σε βιολογικά, φαρμακευτικά, περιβαλλοντικά και χημικά δείγματα. Η μέθοδος 

βασίζεται στην ικανότητα ελεύθερων ατόμων στη θεμελιώδη κατάσταση να απορροφούν 

ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία συγκεκριμένου μήκους κύματος, χαρακτηριστικού για κάθε 

στοιχείο.  

Η αρχή της μεθοδολογίας περιλαμβάνει αρχικά τη μετατροπή του δείγματος σε ατομική μορφή 

μέσω διαδικασίας ατομοποίησης, η οποία πραγματοποιείται είτε με φλόγα (Flame AAS) είτε 

με ηλεκτροθερμικό κλίβανο γραφίτη (Graphite Furnace AAS). Στη συνέχεια, ακτινοβολία 

συγκεκριμένου μήκους κύματος διέρχεται μέσα από το νέφος των ατόμων. Τα άτομα του υπό 

ανάλυση στοιχείου απορροφούν μέρος της ακτινοβολίας και η μείωση της έντασης του φωτός 

είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του στοιχείου στο δείγμα, σύμφωνα με τον νόμο Beer–

Lambert.  

Η τεχνική χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία, εκλεκτικότητα και ικανότητα ανίχνευσης 

ιχνοποσοτήτων μετάλλων. Για τον λόγο αυτό χρησιμοποιείται ευρέως στον προσδιορισμό 

στοιχείων όπως Fe, Zn, Cu, Pb, Cd και Mn σε βιολογικά υγρά, τρόφιμα, φαρμακευτικά 

προϊόντα και περιβαλλοντικά δείγματα. Η ηλεκτροθερμική ατομική απορρόφηση 

(Electrothermal AAS) παρουσιάζει ιδιαίτερα χαμηλά όρια ανίχνευσης και εφαρμόζεται συχνά 

σε αναλύσεις βιολογικών δειγμάτων όπου οι συγκεντρώσεις είναι εξαιρετικά μικρές.  

Κατηγορίες Atomic Absorption Spectroscopy (AAS) 

Η AAS διακρίνεται σε τέσσερις βασικές κατηγορίες, ανάλογα με τον τρόπο ατομοποίησης του 

δείγματος και την τεχνική ανίχνευσης: 

• Flame AAS (FAAS): Η πιο κλασική μορφή, όπου το δείγμα ατομοποιείται σε φλόγα. 

Χρησιμοποιείται κυρίως για ανάλυση μετάλλων σε σχετικά υψηλότερες συγκεντρώσεις.  
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• Graphite Furnace AAS (GFAAS): Χρησιμοποιεί ηλεκτρικά θερμαινόμενο κλίβανο γραφίτη 

και προσφέρει πολύ μεγαλύτερη ευαισθησία, κατάλληλη για ιχνοστοιχεία (trace analysis).  

• Vapor Generation AAS (VG-AAS): Βασίζεται στη δημιουργία πτητικών μορφών του 

στοιχείου (π.χ. υδρίδια), επιτρέποντας υψηλή ευαισθησία και απομόνωση του αναλύτη από 

τη μήτρα.  

• Continuum Source AAS (HR-CS AAS): Χρησιμοποιεί συνεχές φάσμα ακτινοβολίας και 

υψηλή φασματική ανάλυση, επιτρέποντας καλύτερη διόρθωση υποβάθρου και 

πολυστοιχειακές ή μοριακές μετρήσεις.  

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος (quality control) στην AAS είναι ιδιαίτερα σημαντικός για την 

εξασφάλιση αξιοπιστίας και αναπαραγωγιμότητας των αποτελεσμάτων. Η διαδικασία 

περιλαμβάνει τη χρήση προτύπων διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης για βαθμονόμηση του 

οργάνου, τη χρήση blank δειγμάτων, καθώς και δειγμάτων ελέγχου ποιότητας (QC samples). 

Παράλληλα αξιολογούνται παράμετροι όπως η γραμμικότητα της καμπύλης βαθμονόμησης, η 

ακρίβεια, η επαναληψιμότητα, το όριο ανίχνευσης και πιθανές παρεμβολές από τη μήτρα του 

δείγματος.  

Επιπλέον, ιδιαίτερη προσοχή απαιτείται στην προετοιμασία των δειγμάτων και στην αποφυγή 

επιμολύνσεων, ειδικά κατά την ανάλυση ιχνοστοιχείων. Η χρήση πιστοποιημένων προτύπων 

αναφοράς (Certified Reference Materials, CRMs), η σωστή συντήρηση του εξοπλισμού και ο 

συστηματικός έλεγχος της σταθερότητας της βαθμονόμησης αποτελούν βασικά στοιχεία της 

διασφάλισης ποιότητας στη μέθοδο. 

Επαγωγικά συζευγμένο πλάσμα – εκπομπή (ICP-OES)  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η ICP-OES βασίζεται στην εισαγωγή του δείγματος σε μορφή αερολύματος σε ένα πλάσμα 

αργού υψηλής θερμοκρασίας, όπου τα άτομα και ιόντα διεγείρονται και εκπέμπουν 

χαρακτηριστική ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία. Η ένταση της εκπεμπόμενης ακτινοβολίας 

είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του εκάστοτε στοιχείου, επιτρέποντας ταυτόχρονη 

πολυστοιχειακή ανάλυση με υψηλή ταχύτητα και σχετικά χαμηλό κόστος λειτουργίας σε σχέση 

με τεχνικές μάζας.  

Στη διαδικασία ανάλυσης, το δείγμα υφίσταται νεφελοποίηση (nebulization), μεταφέρεται στο 

πλάσμα και υφίσταται ατομοποίηση και διέγερση. Η εκπομπή γίνεται σε χαρακτηριστικά μήκη 
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κύματος για κάθε στοιχείο, τα οποία καταγράφονται από οπτικό φασματόμετρο υψηλής 

ανάλυσης. Η επιλογή κατάλληλων γραμμών εκπομπής είναι κρίσιμη για την αποφυγή 

φασματικών παρεμβολών.  

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στην ICP-OES περιλαμβάνει τη χρήση πιστοποιημένων υλικών αναφοράς 

(CRMs), καμπυλών βαθμονόμησης πολλαπλών σημείων και εσωτερικών προτύπων για 

διόρθωση matrix effects και drift του οργάνου. Επιπλέον, εφαρμόζονται επαναλήψεις 

μετρήσεων και έλεγχος ανακτήσεων (recovery tests) ώστε να διασφαλιστεί η ακρίβεια και η 

επαναληψιμότητα της μεθόδου. 

Η αξιολόγηση των παρεμβολών (φασματικών και μη φασματικών) αποτελεί βασικό στάδιο του 

ποιοτικού ελέγχου. Η διόρθωση γίνεται είτε μέσω μαθηματικών αλγορίθμων είτε μέσω 

επιλογής εναλλακτικών μη επικαλυπτόμενων γραμμών εκπομπής, ενώ η σταθερότητα του 

πλάσματος παρακολουθείται συνεχώς μέσω εσωτερικών προτύπων.  

ICP-MS (φασματομετρία μάζας με πλάσμα)  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η ICP-MS αποτελεί μία από τις πιο ευαίσθητες τεχνικές στοιχειακής ανάλυσης, συνδυάζοντας 

επαγωγικά συζευγμένο πλάσμα ως πηγή ιονισμού με φασματομετρία μάζας για τον διαχωρισμό 

και την ανίχνευση ιόντων με βάση τον λόγο m/z. Επιτρέπει ανίχνευση ιχνοστοιχείων σε επίπεδα 

ng/L έως και pg/L και ταυτόχρονη πολυστοιχειακή και ισοτοπική ανάλυση. 

Η τεχνική ICP-MS έχει εξελιχθεί σημαντικά μέσω υβριδικών συστημάτων, όπως 

collision/reaction cells, sector field analyzers και multicollector ICP-MS, επιτρέποντας μείωση 

πολυατομικών παρεμβολών και βελτίωση της ακρίβειας σε ισοτοπικές αναλογίες. 

Η εισαγωγή δείγματος μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε μέσω νεφελοποίησης υγρών δειγμάτων 

είτε μέσω υβριδικών τεχνικών όπως HPLC-ICP-MS και laser ablation ICP-MS, που επιτρέπουν 

στοιχειακή εξειδίκευση (speciation) και άμεση ανάλυση στερεών δειγμάτων αντίστοιχα.  

Πρόσφατες έρευνες δείχνουν ότι η ICP-MS χρησιμοποιείται εκτενώς σε περιβαλλοντική 

ανάλυση, βιοαναλυτική χημεία και νανοϋλικά, με έμφαση στην ανάλυση υπερ-ιχνοστοιχείων 

και στην παρακολούθηση βιογεωχημικών διεργασιών.  

Ποιοτικός έλεγχος 
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Ο ποιοτικός έλεγχος στην ICP-MS είναι πιο αυστηρός λόγω της εξαιρετικά υψηλής 

ευαισθησίας της τεχνικής. Περιλαμβάνει τη χρήση εσωτερικών προτύπων (internal standards), 

πιστοποιημένων υλικών αναφοράς, καθώς και συνεχούς παρακολούθησης φαινομένων όπως 

matrix effects, signal drift και ισοτοπικές παρεμβολές. 

Επιπλέον, χρησιμοποιούνται τεχνολογίες διόρθωσης παρεμβολών όπως collision/reaction cells 

(He, H₂, O₂) για την απομάκρυνση πολυατομικών ιόντων, καθώς και isotopic dilution 

techniques για απόλυτη ποσοτικοποίηση με πολύ υψηλή ακρίβεια. 

Η αξιοπιστία της ICP-MS ενισχύεται σημαντικά μέσω αυτοματοποιημένων συστημάτων 

βαθμονόμησης, συνεχούς παρακολούθησης drift και χρήσης multi-element quality control 

solutions, καθιστώντας την τεχνική κατάλληλη για κανονιστικά ελεγχόμενες αναλύσεις. 

4.2.5 Φασματομετρία μάζας (Mass Spectrometry) 

Αν και δεν βασίζεται άμεσα στην ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, συχνά εντάσσεται στις 

φασματομετρικές τεχνικές λόγω της παραγωγής «φάσματος» ιόντων. Μετρά τη σχέση μάζας 

προς φορτίο (m/z) των ιόντων. Η πειραματική μεθοδολογία της MSI περιλαμβάνει διαδοχικά 

στάδια προετοιμασίας και ανάλυσης του δείγματος, ξεκινώντας από την κατάλληλη 

επεξεργασία και τοποθέτησή του σε αγώγιμο υπόστρωμα, ώστε να διασφαλιστεί η 

συμβατότητα με το επιλεγμένο σύστημα ιονισμού. Ακολουθεί η επιλογή της τεχνικής MSI (π.χ. 

MALDI, SIMS ή DESI) και η ρύθμιση των πειραματικών παραμέτρων, όπως η ενέργεια της 

δέσμης, η γωνία πρόσπτωσης και η ανάλυση σάρωσης. Κατά τη διάρκεια της μέτρησης, η 

επιφάνεια του δείγματος σαρώνεται σημείο-προς-σημείο (microprobe mode), με ταυτόχρονη 

καταγραφή φασμάτων μάζας σε κάθε pixel. Τα δεδομένα στη συνέχεια υποβάλλονται σε 

επεξεργασία, όπου γίνεται βαθμονόμηση του m/z, διόρθωση πιθανών αποκλίσεων, 

κανονικοποίηση των εντάσεων και δημιουργία μοριακών χαρτών μέσω ανακατασκευής της 

χωρικής πληροφορίας. 

Οι σημαντικότερες κατηγορίες είναι οι εξής: 

1. Τεχνικές βασισμένες σε λέιζερ (Laser-Based Ionization Methods) 

Οι τεχνικές αυτές χρησιμοποιούν λέιζερ για την απομάκρυνση (desorption) και ιονισμό των 

μορίων από την επιφάνεια του δείγματος. 

MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) 
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Η MALDI αποτελεί την πιο διαδεδομένη τεχνική στο MSI. Βασίζεται στην προσθήκη μιας 

μήτρας (matrix) στο δείγμα, η οποία απορροφά την ενέργεια του λέιζερ και διευκολύνει τον 

ιονισμό των μορίων. Παράγει κυρίως μονοφορτισμένα ιόντα και καλύπτει μεγάλο εύρος μαζών 

(από μικρά μόρια έως πρωτεΐνες). Η χωρική ανάλυση μπορεί να φτάσει ακόμη και κάτω από 1 

μm σε σύγχρονα συστήματα. 

MALDI-2 

Αποτελεί εξέλιξη της MALDI και περιλαμβάνει ένα δεύτερο λέιζερ για μετα-ιονισμό των 

μορίων στο νέφος (plume). Αυξάνει σημαντικά την ευαισθησία (έως και 100–1000 φορές) και 

επιτρέπει την ανίχνευση μορίων που δεν ήταν ορατά με την κλασική MALDI. 

LA-ICP MSI (Laser Ablation Inductively Coupled Plasma) 

Χρησιμοποιεί λέιζερ για την αφαίρεση υλικού, το οποίο μετατρέπεται σε πλάσμα και ιονίζεται. 

Είναι ιδανική για στοιχειακή ανάλυση (μέταλλα) και δεν επηρεάζεται από φαινόμενα 

καταστολής ιονισμού. Παρουσιάζει πολύ υψηλή δυναμική περιοχή αλλά χαμηλότερη ταχύτητα 

ανάλυσης. 

LAESI & IR-MALDESI 

Πρόκειται για τεχνικές περιβάλλοντος (ambient), που απαιτούν ελάχιστη προετοιμασία 

δείγματος. Χρησιμοποιούν υπέρυθρο λέιζερ και ηλεκτροψεκασμό (electrospray) για τον 

ιονισμό. Είναι κατάλληλες για δείγματα με υψηλή περιεκτικότητα σε νερό, αλλά έχουν 

χαμηλότερη ευαισθησία και χωρική ανάλυση. 

2. Τεχνικές βασισμένες σε σωματίδια (Particle-Based Methods) 

SIMS (Secondary Ion Mass Spectrometry) 

Χρησιμοποιεί δέσμη ιόντων για να βομβαρδίσει την επιφάνεια του δείγματος και να 

προκαλέσει εκπομπή δευτερογενών ιόντων. Παρέχει εξαιρετικά υψηλή χωρική ανάλυση (έως 

και νανομετρική κλίμακα), αλλά είναι πιο περιορισμένη σε μεγάλες βιομοριακές ενώσεις. 

3. Τεχνικές περιβάλλοντος (Ambient Ionization Techniques) 

Οι τεχνικές αυτές πραγματοποιούνται σε ατμοσφαιρική πίεση και δεν απαιτούν εκτεταμένη 

προετοιμασία δείγματος. 

• DESI (Desorption Electrospray Ionization)  

• LAESI (Laser Ablation Electrospray Ionization)  
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Επιτρέπουν in situ ανάλυση, αλλά υστερούν σε χωρική ανάλυση σε σχέση με τη MALDI. 

4. Κατηγοριοποίηση με βάση τον τρόπο απεικόνισης 

Microprobe Mode 

Το δείγμα σαρώνεται σημείο-προς-σημείο (pixel-by-pixel). Αποτελεί τη πιο διαδεδομένη 

μέθοδο λόγω ευελιξίας και συμβατότητας με διαφορετικούς αναλυτές. 

Microscope Mode (Mass Microscopy) 

Η απεικόνιση γίνεται μαζικά σε μεγαλύτερη επιφάνεια. Προσφέρει υψηλότερη ταχύτητα αλλά 

περιορισμούς στον εξοπλισμό. 

5. Τρισδιάστατη απεικόνιση (3D MSI) 

Η MSI μπορεί να επεκταθεί σε τρεις διαστάσεις μέσω: 

• διαδοχικών τομών δείγματος ή  

• σταδιακής απομάκρυνσης υλικού  

Επιτρέπει την τρισδιάστατη χαρτογράφηση της χημικής σύστασης ιστών. 

Αρχές Μεθοδολογίας της Απεικόνισης με Φασματομετρία Μάζας (MSI) 

Η Απεικόνιση με Φασματομετρία Μάζας (Mass Spectrometry Imaging, MSI) αποτελεί μία 

προηγμένη αναλυτική τεχνική που επιτρέπει τη χαρτογράφηση της χωρικής κατανομής 

χημικών ενώσεων σε πολύπλοκες επιφάνειες, όπως βιολογικοί ιστοί, υλικά και επιφανειακά 

συστήματα. Σε αντίθεση με τις κλασικές τεχνικές απεικόνισης, η MSI συνδυάζει υψηλή 

μοριακή ευαισθησία με τη δυνατότητα ταυτόχρονης καταγραφής χιλιάδων μοριακών ειδών 

χωρίς την ανάγκη χημικής σήμανσης (label-free analysis). 

Κάθε σημείο της εικόνας (pixel) αντιστοιχεί σε ένα πλήρες φάσμα μάζας, το οποίο περιέχει 

πληροφορίες για την ταυτότητα και την αφθονία των μορίων που εντοπίζονται τοπικά στην 

επιφάνεια του δείγματος. Με αυτόν τον τρόπο, η MSI παρέχει όχι μόνο ποιοτική αλλά και ημι-

ποσοτική ή ποσοτική πληροφορία, επιτρέποντας τη συσχέτιση μοριακών δεδομένων με τη 

χωρική οργάνωση του δείγματος. 

Η τεχνική βασίζεται στην ιοντοποίηση μορίων από την επιφάνεια του δείγματος μέσω 

διαφορετικών μεθόδων (π.χ. SIMS, MALDI, DESI), ακολουθούμενη από τη μέτρηση του 

λόγου μάζας προς φορτίο (m/z) των παραγόμενων ιόντων. Τα δεδομένα συλλέγονται σημείο 
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προς σημείο μέσω σάρωσης της επιφάνειας και στη συνέχεια ανασυντίθενται σε δισδιάστατες 

ή τρισδιάστατες μοριακές εικόνες. 

Η MSI έχει τη δυνατότητα να συνδυάσει υψηλή χημική ειδικότητα με χωρική πληροφορία, 

γεγονός που την καθιστά ιδιαίτερα χρήσιμη σε εφαρμογές βιοϊατρικής έρευνας, 

φαρμακοκινητικής, καρκινικών μελετών και υλικών επιστημών. 

Πλεονεκτήματα έναντι άλλων τεχνικών απεικόνισης 

Ένα από τα σημαντικότερα πλεονεκτήματα της MSI είναι ότι δεν απαιτεί χημική σήμανση ή 

ειδικούς δείκτες, σε αντίθεση με τεχνικές όπως η ανοσοφθορισμομετρία. Επιπλέον, επιτρέπει 

την ταυτόχρονη ανίχνευση μεγάλου αριθμού μορίων, ξεπερνώντας σημαντικά τους 

περιορισμούς των στοχευμένων τεχνικών απεικόνισης, οι οποίες συνήθως περιορίζονται σε 

λίγους φθορίζοντες δείκτες λόγω φασματικής επικάλυψης. 

Παράλληλα, ενώ οι τεχνικές μικροσκοπίας φωτός ή ηλεκτρονίου παρέχουν υψηλή χωρική 

ανάλυση, στερούνται χημικής εξειδίκευσης. Αντίθετα, η MSI γεφυρώνει αυτό το κενό, 

παρέχοντας πληροφορίες για τον μεταβολισμό, την πρωτεωμική και τη λιπιδιωματική σύσταση 

των ιστών. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στη φασματομετρία μάζας απεικόνισης αποτελεί ένα πολυπαραγοντικό 

σύνολο διαδικασιών που αποσκοπούν στη διασφάλιση της αξιοπιστίας, της 

αναπαραγωγιμότητας και της ακρίβειας των παραγόμενων δεδομένων. Δεδομένου ότι η MSI 

συνδυάζει χημική ανάλυση με χωρική πληροφορία, ο ποιοτικός έλεγχος πρέπει να εξετάζει 

τόσο τις φασματομετρικές όσο και τις απεικονιστικές παραμέτρους του συστήματος. 

• Έλεγχος Επαναληψιμότητας 

Η επαναληψιμότητα των μετρήσεων αποτελεί βασικό δείκτη αξιοπιστίας της τεχνικής. Στο 

πλαίσιο αυτό πραγματοποιούνται επαναλαμβανόμενες αναλύσεις στο ίδιο δείγμα υπό σταθερές 

πειραματικές συνθήκες, με στόχο την αξιολόγηση της σταθερότητας του παραγόμενου 

σήματος. Ιδιαίτερη έμφαση δίνεται στη σύγκριση της έντασης και της κατανομής των ιόντων 

τόσο σε επίπεδο pixel-to-pixel όσο και σε επίπεδο scan-to-scan. Με τον τρόπο αυτό 

αξιολογείται η ομοιογένεια της απόκρισης του οργάνου και η πιθανή ύπαρξη διακυμάνσεων 

που οφείλονται είτε στη δέσμη ιόντων είτε στην επιφάνεια του δείγματος. 

• Χρήση Εσωτερικών και Εξωτερικών Προτύπων (Standards) 
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Η βαθμονόμηση του φασματομέτρου μάζας πραγματοποιείται μέσω της χρήσης γνωστών 

ενώσεων αναφοράς, οι οποίες λειτουργούν ως εσωτερικά ή εξωτερικά standards. Τα πρότυπα 

αυτά επιτρέπουν την ακριβή βαθμονόμηση του λόγου μάζας προς φορτίο (m/z) και τη 

διόρθωση πιθανών μετατοπίσεων (instrumental drift) που μπορεί να προκύψουν κατά τη 

διάρκεια των μετρήσεων. 

Παράλληλα, τα standards χρησιμοποιούνται για την ποσοτική ή ημι-ποσοτική σύγκριση των 

εντάσεων των σημάτων, επιτρέποντας την εκτίμηση της σχετικής συγκέντρωσης των αναλυτών 

στο δείγμα. Η διαδικασία αυτή είναι κρίσιμη για τη διατήρηση της αναλυτικής ακρίβειας και 

της συγκρισιμότητας μεταξύ διαφορετικών πειραμάτων. 

• Έλεγχος Ιοντικής Καταστολής (Ion Suppression) 

Ένας από τους σημαντικότερους παράγοντες που επηρεάζουν την ποιότητα των δεδομένων στη 

MSI είναι το φαινόμενο της ιοντικής καταστολής. Το φαινόμενο αυτό προκύπτει από την 

παρουσία αλάτων, matrix effects ή τη συνύπαρξη πολλαπλών μοριακών ειδών στην ίδια 

περιοχή του δείγματος, με αποτέλεσμα τη μείωση της απόδοσης ιονισμού συγκεκριμένων 

αναλυτών. 

Η αξιολόγηση της ιοντικής καταστολής είναι απαραίτητη, καθώς μπορεί να οδηγήσει σε 

σημαντικές αποκλίσεις στην ανιχνευόμενη ένταση των μορίων και συνεπώς σε λανθασμένη 

ερμηνεία των αποτελεσμάτων. Η αντιμετώπισή της επιτυγχάνεται κυρίως μέσω κατάλληλης 

προεπεξεργασίας του δείγματος, όπως πλύση για την απομάκρυνση αλάτων ή επιλογή 

κατάλληλων matrix και πειραματικών συνθηκών. 

• Έλεγχος Χωρικής Ανάλυσης 

Η χωρική διακριτική ικανότητα της MSI αποτελεί κρίσιμο παράγοντα για την αξιοπιστία της 

απεικόνισης. Η ανάλυση αυτή εξαρτάται από το μέγεθος της δέσμης πρωτογενών ιόντων, τη 

διασπορά του φαινομένου της κρουστικής αλληλεπίδρασης (collision cascade) καθώς και από 

τη γωνία πρόσπτωσης της δέσμης στην επιφάνεια του δείγματος. 

Για την επίτευξη υψηλής χωρικής ανάλυσης απαιτείται τακτικός έλεγχος του μεγέθους του spot 

της δέσμης και της ομοιομορφίας της σάρωσης. Τυχόν αποκλίσεις σε αυτούς τους παράγοντες 

μπορούν να οδηγήσουν σε υποβάθμιση της εικόνας και σε απώλεια λεπτομερούς χωρικής 

πληροφορίας. 

• Έλεγχος Ευαισθησίας 
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Η ευαισθησία της τεχνικής εξαρτάται από την πιθανότητα ιονισμού των εκτοξευόμενων 

σωματιδίων, η οποία για τη SIMS κυμαίνεται τυπικά στην τάξη μεγέθους 10⁻³–10⁻⁵. Επιπλέον, 

καθοριστικό ρόλο παίζουν ο τύπος της πηγής ιόντων, η απόδοση εκτόξευσης (sputter yield) και 

ο βαθμός μοριακού κατακερματισμού κατά την πρόσκρουση της πρωτογενούς δέσμης. 

Η χρήση αντιδραστικών ιόντων, όπως O₂⁺, Cs⁺ ή συστάδες νερού (H₂O clusters), συμβάλλει 

σημαντικά στην αύξηση της απόδοσης ιονισμού μέσω χημικών διεργασιών στην επιφάνεια του 

δείγματος. Με αυτόν τον τρόπο ενισχύεται η ανιχνευσιμότητα μορίων και βελτιώνεται 

συνολικά η ευαισθησία της ανάλυσης. 

4.2.6 Πυρηνικές φασματοσκοπικές τεχνικές (Nuclear Spectroscopy) 

Μελετούν μεταπτώσεις στον πυρήνα του ατόμου και όχι στο ηλεκτρονιακό νέφος. 

Γ-φασματοσκοπία  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η γ-φασματοσκοπία (Gamma Spectroscopy) αποτελεί μία από τις σημαντικότερες πυρηνικές 

αναλυτικές τεχνικές για την ανίχνευση και ταυτοποίηση ραδιοϊσοτόπων. Η τεχνική βασίζεται 

στην ανάλυση των ενεργειακών φασμάτων των ακτίνων γάμμα που εκπέμπονται από 

ραδιενεργά υλικά. Κάθε ραδιονουκλεΐδιο εκπέμπει ακτίνες γάμμα συγκεκριμένων ενεργειών, 

δημιουργώντας ένα μοναδικό «ενεργειακό αποτύπωμα», το οποίο επιτρέπει τον προσδιορισμό 

τόσο του τύπου όσο και της συγκέντρωσης των ισοτόπων που περιέχονται σε ένα δείγμα. Για 

τον λόγο αυτό, η γ-φασματοσκοπία χρησιμοποιείται ευρέως στην πυρηνική φυσική, στην 

περιβαλλοντική παρακολούθηση, στην πυρηνική ιατρική, καθώς και σε εφαρμογές πυρηνικής 

ασφάλειας και ελέγχου ραδιενέργειας. 

Η λειτουργία της γ-φασματοσκοπίας βασίζεται στην ανίχνευση της ενέργειας των φωτονίων 

γάμμα που εκπέμπονται κατά τη ραδιενεργό διάσπαση ασταθών πυρήνων. Οι ακτίνες γάμμα 

αλληλεπιδρούν με ειδικούς ανιχνευτές, όπως ανιχνευτές ημιαγωγών υψηλής καθαρότητας 

γερμανίου (HPGe) ή ανιχνευτές σπινθηρισμού ιωδιούχου νατρίου (NaI(Tl)). Οι ανιχνευτές 

μετατρέπουν την ενέργεια της ακτινοβολίας σε ηλεκτρικά σήματα, τα οποία καταγράφονται 

και αναλύονται ώστε να δημιουργηθεί το φάσμα γάμμα του δείγματος. 

Η μεθοδολογία περιλαμβάνει τη συλλογή του δείγματος, τη βαθμονόμηση του συστήματος, τη 

μέτρηση του φάσματος και την επεξεργασία των δεδομένων. Η ταυτοποίηση των 

ραδιονουκλεϊδίων πραγματοποιείται μέσω της θέσης των κορυφών ενέργειας, ενώ η 

ποσοτικοποίηση βασίζεται στην ένταση των κορυφών αυτών. Ωστόσο, σε σύνθετα δείγματα 
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μπορεί να εμφανιστεί επικάλυψη κορυφών, γεγονός που δυσκολεύει την ακριβή ανάλυση. Για 

την αντιμετώπιση τέτοιων προβλημάτων, τα τελευταία χρόνια εφαρμόζονται αλγόριθμοι 

Τεχνητής Νοημοσύνης (AI) και Μηχανικής Μάθησης (ML), οι οποίοι βελτιώνουν τη διάκριση 

των κορυφών, την αναγνώριση ραδιοϊσοτόπων και τη σταθερότητα των μετρήσεων σε 

μεταβαλλόμενες περιβαλλοντικές συνθήκες. 

Πλεονεκτήματα και περιορισμοί  

Η γ-φασματοσκοπία παρουσιάζει σημαντικά πλεονεκτήματα, καθώς επιτρέπει μη 

καταστροφική ανάλυση, υψηλή ευαισθησία και αξιόπιστη ταυτοποίηση ραδιοϊσοτόπων ακόμη 

και σε πολύπλοκα δείγματα. Επιπλέον, μπορεί να χρησιμοποιηθεί για ποσοτικό προσδιορισμό 

της ραδιενέργειας και για συνεχή περιβαλλοντική παρακολούθηση. Η χρήση ανιχνευτών 

υψηλής ενεργειακής ανάλυσης, όπως οι HPGe, προσφέρει εξαιρετική ακρίβεια στις μετρήσεις. 

Παρά τα πλεονεκτήματα αυτά, η τεχνική εμφανίζει και ορισμένους περιορισμούς. Η επικάλυψη 

ενεργειακών κορυφών σε σύνθετα φάσματα μπορεί να προκαλέσει αβεβαιότητες στην 

αναγνώριση ραδιονουκλεϊδίων. Επιπλέον, οι ανιχνευτές υψηλής ανάλυσης είναι ιδιαίτερα 

ακριβοί και απαιτούν ειδικές συνθήκες λειτουργίας, όπως ψύξη σε πολύ χαμηλές 

θερμοκρασίες. Αντίθετα, οι ανιχνευτές σπινθηρισμού είναι οικονομικότεροι και ευκολότεροι 

στη χρήση, αλλά υστερούν σε ενεργειακή ανάλυση. Επίσης, περιβαλλοντικοί παράγοντες, 

όπως η ακτινοβολία υποβάθρου, μπορούν να επηρεάσουν την ακρίβεια των μετρήσεων. Η 

ενσωμάτωση τεχνικών ML θεωρείται ιδιαίτερα ελπιδοφόρα, καθώς μπορεί να αυξήσει την 

ακρίβεια, την αξιοπιστία και την αυτοματοποίηση της γ-φασματοσκοπίας, οδηγώντας σε 

σημαντικές εξελίξεις στην πυρηνική ανάλυση και την περιβαλλοντική επιστήμη. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στη γ-φασματοσκοπία αποτελεί θεμελιώδες στοιχείο της αναλυτικής 

διαδικασίας, με στόχο τη διασφάλιση της ακρίβειας, της αξιοπιστίας και της ιχνηλασιμότητας 

των αποτελεσμάτων. Ιδιαίτερα στο πλαίσιο αυτοματοποιημένων συστημάτων ανάλυσης 

φάσματος, η σημασία του ποιοτικού ελέγχου ενισχύεται, καθώς η περιορισμένη ανθρώπινη 

παρέμβαση καθιστά αναγκαία τη συστηματική επαλήθευση τόσο της απόδοσης του οργάνου 

όσο και της εγκυρότητας των ενδιάμεσων και τελικών αποτελεσμάτων. 

➢ Ο ποιοτικός έλεγχος περιλαμβάνει ένα σύνολο συμπληρωματικών διαδικασιών που 

καλύπτουν το σύνολο της μετρητικής αλυσίδας: 
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• Έλεγχος απόδοσης φασματόμετρου: πραγματοποιείται μέσω περιοδικών μετρήσεων 

πρότυπων ραδιενεργών πηγών, με σκοπό την επαλήθευση της ενεργειακής 

βαθμονόμησης, της αποδοτικότητας του ανιχνευτή και της σταθερότητας της 

φασματικής απόκρισης σε ευρύ ενεργειακό εύρος γ-ακτινοβολίας.  

• Έλεγχος νεκρού χρόνου και απωλειών παλμών: εφαρμόζεται η μέθοδος του παλμού 

αναφοράς (pulser), η οποία επιτρέπει την εκτίμηση φαινομένων dead time και pile-up, 

καθώς και τη συνεχή παρακολούθηση της σταθερότητας του συστήματος καταγραφής.  

• Αξιολόγηση ποιότητας φάσματος: η ανάλυση της μορφολογίας του φάσματος, μέσω 

παραμέτρων όπως οι κεντρικές ροπές και η ασυμμετρία του παλμού, συμβάλλει στον 

εντοπισμό θορύβου, συστηματικών αποκλίσεων και πιθανών δυσλειτουργιών του 

συστήματος.  

➢ Ιδιαίτερη βαρύτητα στον ποιοτικό έλεγχο έχει η αξιοπιστία της ανάλυσης κορυφών (peak 

analysis), καθώς από αυτήν εξαρτάται άμεσα η ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των 

ραδιονουκλιδίων:  

• Αξιολόγηση επαναληψιμότητας της peak analysis: επαναλαμβανόμενη επεξεργασία 

του ίδιου φάσματος για τον έλεγχο της σταθερότητας των υπολογιζόμενων επιφανειών 

κορυφών.  

• Σύγκριση διαφορετικών αλγορίθμων ανάλυσης: εφαρμογή πολλαπλών λογισμικών ή 

μεθόδων υπολογισμού με στόχο την εκτίμηση της διακύμανσης λόγω διαφορετικών 

προσεγγίσεων (υπόβαθρο, προσαρμογή κορυφών, υπολογισμός πλάτους).  

• Συνδυαστική εκτίμηση αβεβαιότητας: η τελική τιμή της επιφάνειας κορυφής 

υπολογίζεται ως μέσος όρος των επιμέρους αποτελεσμάτων, ενώ η συνολική 

αβεβαιότητα διευρύνεται ώστε να ενσωματώνει τη διασπορά μεταξύ των διαφορετικών 

μεθόδων ανάλυσης.  

➢ Σημαντικό εργαλείο του ποιοτικού ελέγχου αποτελεί επίσης η στατιστική αξιολόγηση των 

αποτελεσμάτων μέτρησης: 

• Διασυγκριτικές μετρήσεις και δοκιμές επάρκειας (intercomparison measurements & 

proficiency tests): σύγκριση των προσδιορισμένων δραστηριοτήτων με 

πιστοποιημένες ή αποδεκτές τιμές αναφοράς.  

• Στατιστικοί δείκτες συμφωνίας (π.χ. u-statistic): ποσοτικοποίηση της απόκλισης μεταξύ 

μετρούμενων και αναμενόμενων τιμών, λαμβάνοντας υπόψη τις αντίστοιχες 

αβεβαιότητες.  
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• Ανάλυση κατανομών αποκλίσεων: αξιολόγηση της παρουσίας συστηματικών 

σφαλμάτων ή μη επαρκούς εκτίμησης των αβεβαιοτήτων.  

➢ Παράλληλα, κρίσιμο στοιχείο αποτελεί η μακροχρόνια παρακολούθηση σταθερών 

ραδιοϊσοτόπων σε δείγματα αναφοράς: 

• αξιολόγηση της χρονικής σταθερότητας των μετρούμενων δραστηριοτήτων  

• έλεγχος της συνολικής σταθερότητας της μετρητικής και αναλυτικής διαδικασίας  

• εντοπισμός αποκλίσεων που ενδέχεται να σχετίζονται με σφάλματα δειγματοληψίας, 

προετοιμασίας ή επεξεργασίας δεδομένων  

Συμπερασματικά, ο ποιοτικός έλεγχος στη γ-φασματοσκοπία δεν περιορίζεται στον έλεγχο του 

οργάνου μέτρησης, αλλά αποτελεί μια ολοκληρωμένη διαδικασία που καλύπτει το σύνολο της 

αναλυτικής ροής εργασίας, από τη συλλογή του φάσματος έως την τελική στατιστική 

επεξεργασία των αποτελεσμάτων, διασφαλίζοντας την επιστημονική εγκυρότητα και την 

αξιοπιστία των παραγόμενων δεδομένων. 

Mössbauer φασματοσκοπία  

Αρχή μεθοδολογίας 

Η Mössbauer φασματοσκοπία βασίζεται στο φαινόμενο Mössbauer, δηλαδή στην εκπομπή και 

απορρόφηση ακτίνων γ από πυρήνες μέσα σε στερεά χωρίς απώλεια ενέργειας λόγω 

ανάκρουσης. Όταν ο πυρήνας είναι δεσμευμένος σε στερεό πλέγμα μεγάλης μάζας, η ενέργεια 

ανάκρουσης γίνεται αμελητέα και επιτρέπεται η συντονισμένη (resonant) εκπομπή και 

απορρόφηση γ-ακτινοβολίας με πολύ υψηλή ενεργειακή ακρίβεια. Η γραμμή απορρόφησης 

έχει πολύ στενό εύρος (Lorentzian μορφή), το οποίο σχετίζεται με τον χρόνο ζωής της 

διεγερμένης κατάστασης μέσω της αρχής της αβεβαιότητας. 

Η βασική αρχή της τεχνικής είναι ότι η ενέργεια των πυρηνικών μεταπτώσεων επηρεάζεται 

από το τοπικό χημικό και ηλεκτρονικό περιβάλλον του ατόμου. Για να επιτευχθεί συντονισμένη 

απορρόφηση, χρησιμοποιείται το φαινόμενο Doppler, όπου η πηγή κινείται ως προς τον 

απορροφητή, μεταβάλλοντας ελεγχόμενα την ενέργεια της εκπεμπόμενης ακτινοβολίας. 

Στη Mössbauer φασματοσκοπία, η πηγή γ-ακτινοβολίας (π.χ. ^57Co για το ^57Fe) κινείται 

γραμμικά με ελεγχόμενη ταχύτητα, δημιουργώντας μετατόπιση Doppler στην ενέργεια των 

εκπεμπόμενων ακτίνων. Με αυτόν τον τρόπο σαρώνεται το φάσμα απορρόφησης του δείγματος 

και καταγράφεται η ένταση της διαπερατόμενης ακτινοβολίας ως συνάρτηση της ταχύτητας. 
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Το δείγμα και η πηγή περιέχουν το ίδιο Mössbauer ισότοπο και η ανάλυση βασίζεται στη 

μεταβολή της απορρόφησης όταν η ενέργεια της γ-ακτινοβολίας ταυτίζεται με τις ενεργειακές 

μεταπτώσεις του πυρήνα στον απορροφητή. Το φάσμα που προκύπτει αντιστοιχεί σε 

καταγραφή έντασης έναντι ταχύτητας Doppler και περιέχει πληροφορίες για το τοπικό 

περιβάλλον του πυρήνα. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στη Mössbauer φασματοσκοπία περιλαμβάνει τη βαθμονόμηση της 

κλίμακας ταχύτητας με πρότυπα υλικά αναφοράς, όπως μεταλλικό α-Fe, καθώς και τον έλεγχο 

της σταθερότητας της πηγής ακτινοβολίας. Επιπλέον, πραγματοποιείται επαναληπτικότητα 

μετρήσεων και σύγκριση με γνωστά φάσματα ώστε να διασφαλίζεται η ακρίβεια των 

παραμέτρων (ισομετρικό μετατόπισμα, πλάτος κορυφών, ένταση). Οι αποκλίσεις 

χρησιμοποιούνται ως δείκτες πιθανών συστηματικών σφαλμάτων στο σύστημα. 

Η αξιολόγηση της ποιότητας των φασμάτων περιλαμβάνει επίσης την ανάλυση των υπολοίπων 

(residuals) μετά το fitting, καθώς και την εξέταση της επαναληψιμότητας των παραμέτρων σε 

πολλαπλές μετρήσεις. Παράγοντες όπως η θερμική σταθερότητα της πηγής και η μηχανική 

ακρίβεια του συστήματος Doppler επηρεάζουν άμεσα την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων και 

παρακολουθούνται συστηματικά στο πλαίσιο του ποιοτικού ελέγχου. 

4.3 Οργανολογία και εξοπλισμός 

Η σύγχρονη αναλυτική φασματοσκοπία βασίζεται σε ένα ευρύ φάσμα οργανολογικών 

τεχνικών, οι οποίες έχουν εξελιχθεί σημαντικά με στόχο τη βελτίωση της ευαισθησίας, της 

ακρίβειας και της δυνατότητας ανάλυσης πολύ μικρών ποσοτήτων δείγματος. Τα συστήματα 

αυτά εφαρμόζονται σε κλινικές, βιολογικές, χημικές και περιβαλλοντικές αναλύσεις και 

περιλαμβάνουν διαφορετικές τεχνολογικές προσεγγίσεις ανάλογα με το είδος της 

φασματοσκοπίας. Σε όλες τις περιπτώσεις, η οργανολογία ακολουθεί μια κοινή βασική 

αρχιτεκτονική που περιλαμβάνει πηγή διέγερσης, σύστημα αλληλεπίδρασης με το δείγμα, 

ανιχνευτή και μονάδα ψηφιακής επεξεργασίας δεδομένων. 

Φασματοσκοπία απορρόφησης  

Η φασματοσκοπία απορρόφησης περιλαμβάνει πηγή ακτινοβολίας συνεχούς ή γραμμικού 

φάσματος, κυψελίδα δείγματος και ανιχνευτή που καταγράφει τη μείωση της έντασης της 

ακτινοβολίας μετά τη διέλευσή της από το δείγμα. Η εξέλιξη της φασματοφωτομετρίας έχει 

οδηγήσει σε ιδιαίτερα ευαίσθητα όργανα, ικανά να λειτουργούν με πολύ μικρούς όγκους 
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δείγματος, ακόμη και της τάξης των νανολίτρων, γεγονός που την καθιστά ιδιαίτερα χρήσιμη 

στην κλινική χημεία. 

Παράλληλα, η ανάπτυξη της παράγωγης φασματοσκοπίας (derivative spectroscopy) επιτρέπει 

την ανάλυση της μεταβολής της απορρόφησης ως προς το μήκος κύματος, βελτιώνοντας τη 

διακριτική ικανότητα και μειώνοντας σφάλματα που σχετίζονται με τη γραμμή βάσης, την 

θολότητα ή τις επικαλύψεις φασματικών ζωνών. Με τον τρόπο αυτό, επιτυγχάνεται καλύτερος 

διαχωρισμός επικαλυπτόμενων κορυφών και μεγαλύτερη αναλυτική ακρίβεια. 

Φασματοσκοπία εκπομπής  

Οι τεχνικές εκπομπής βασίζονται στη διέγερση του δείγματος μέσω θερμικών, ηλεκτρικών ή 

πλάσματικών διεργασιών και στην καταγραφή της εκπεμπόμενης ακτινοβολίας. Τα συστήματα 

αυτά περιλαμβάνουν φασματικούς αναλυτές υψηλής ανάλυσης και ανιχνευτές όπως 

φωτοπολλαπλασιαστές ή CCD. 

Οι τεχνικές φθορισμού και φωταύγειας έχουν ιδιαίτερη σημασία σε βιοϊατρικές εφαρμογές και 

ανοσολογικές αναλύσεις. Η χρήση laser ως πηγής διέγερσης προσφέρει υψηλή 

μονοχρωματικότητα και ένταση ακτινοβολίας, αυξάνοντας σημαντικά την ευαισθησία. 

Επιπλέον, εξειδικευμένα όργανα όπως φθορισμομετρία πόλωσης και φθοριοανοσοδοκιμές 

έχουν αναπτυχθεί για ποσοτική βιοχημική ανάλυση. 

Εικόνα 6: Σχηματικό διάγραμμα της 

μονάδας ανάγνωσης ενός 

φθορισμομέτρου επιφανειακής 

πρόσπτωσης (front-surface fluorometer). 

 

 

Φασματοσκοπία σκέδασης και εφαρμογές laser 

Στις τεχνικές σκέδασης, όπως η Raman φασματοσκοπία, χρησιμοποιούνται laser υψηλής 

σταθερότητας και φασματογράφοι υψηλής ανάλυσης. Η ανίχνευση βασίζεται στην ανελαστική 

σκέδαση φωτονίων, η οποία παρέχει πληροφορίες για τη μοριακή δομή και το χημικό 

περιβάλλον του δείγματος. 

Επιπλέον, τα laser έχουν ευρεία εφαρμογή σε νεφελομετρία, φθορισμομετρία και 

φωτοακουστική φασματοσκοπία. Η τελευταία βασίζεται στη μετατροπή της απορροφούμενης 
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ενέργειας σε ακουστικά κύματα, τα οποία ανιχνεύονται και μετατρέπονται σε ηλεκτρικό σήμα, 

προσφέροντας εξαιρετικά υψηλή ευαισθησία και δυνατότητα μη επεμβατικής ανάλυσης. 

Ατομική φασματοσκοπία  

Η ατομική φασματοσκοπία βασίζεται στην ατομοποίηση του δείγματος μέσω φλόγας, 

ηλεκτροθερμικών κλιβάνων ή επαγωγικά συζευγμένου πλάσματος (ICP). Το ICP-OES 

χρησιμοποιεί πλάσμα αργού υψηλής θερμοκρασίας για την εκπομπή χαρακτηριστικής 

ακτινοβολίας, ενώ η AAS βασίζεται στην απορρόφηση συγκεκριμένων φασματικών γραμμών. 

Η εξέλιξη της οργανολογίας έχει επιτρέψει την ανάλυση ιχνοστοιχείων σε εξαιρετικά χαμηλές 

συγκεντρώσεις σε βιολογικά δείγματα όπως ορός και ούρα. Τεχνικές όπως η ηλεκτροθερμική 

ατομοποίηση, η χρήση γραφιτικών φούρνων, η διόρθωση υποβάθρου και οι 

μικροδειγματοληψίες έχουν βελτιώσει σημαντικά την ευαισθησία και έχουν μειώσει τις 

φασματικές παρεμβολές. 

Επιπλέον, προηγμένα συστήματα συνδυάζουν χρωματογραφία και ατομική φασματοσκοπία, 

επιτρέποντας τον διαχωρισμό και την ταυτόχρονη ανάλυση πολύπλοκων μιγμάτων. 

Φασματομετρία μάζας 

Η φασματομετρία μάζας αποτελεί μία από τις πιο ισχυρές αναλυτικές τεχνικές, βασισμένη στον 

διαχωρισμό ιόντων σύμφωνα με τον λόγο μάζας προς φορτίο (m/z). Το όργανο αποτελείται 

από πηγή ιονισμού, αναλυτή μάζας (quadrupole, TOF ή μαγνητικό αναλυτή) και ανιχνευτή 

ιόντων. 

Συχνά συνδυάζεται με τεχνικές χρωματογραφίας (GC-MS, LC-MS), επιτρέποντας την 

ανάλυση πολύπλοκων βιολογικών και χημικών δειγμάτων. Η χρήση ισοτοπικής αραίωσης 

προσφέρει υψηλή ακρίβεια στην ποσοτικοποίηση. 

Πυρηνικές φασματοσκοπικές τεχνικές 

Οι πυρηνικές φασματοσκοπικές τεχνικές περιλαμβάνουν τη γ-φασματοσκοπία και τη 

Mössbauer φασματοσκοπία. Στη γ-φασματοσκοπία χρησιμοποιούνται ανιχνευτές υψηλής 

ενεργειακής ανάλυσης, όπως HPGe και NaI(Tl), ενώ η ποιότητα των μετρήσεων εξαρτάται από 

τη βαθμονόμηση ενέργειας, τον νεκρό χρόνο και τη σταθερότητα του συστήματος. 

Η Mössbauer φασματοσκοπία βασίζεται στο φαινόμενο αδρανούς εκπομπής και απορρόφησης 

ακτίνων γ χωρίς ανάκρουση. Το όργανο περιλαμβάνει ραδιενεργή πηγή, σύστημα Doppler για 

μεταβολή της ενέργειας και ανιχνευτή ακτινοβολίας. Η τεχνική επιτρέπει τη μελέτη 
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υπερλεπτών πυρηνικών αλληλεπιδράσεων, όπως η ισομετρική μετατόπιση, η τετραπολική 

διάσπαση και το μαγνητικό υπερλεπτό πεδίο. 

Εικόνα 7: Απλό σχηματικό 

διάγραμμα (block diagram) ενός 

φασματόμετρου Mössbauer με 

κινούμενη πηγή ή απορροφητή. 

 

 

 

 

Φασματοσκοπική 

τεχνική 

Κύρια όργανα Συμπληρωματικός εξοπλισμός 

Φασματοσκοπία 

απορρόφησης 

Πηγή φωτός (λαμπτήρες Hg, 

Xe), μονοχρωμάτορας, 

ανιχνευτής (photomultiplier, 

CCD) 

Οπτικά φίλτρα, κυψελίδες δείγματος, 

σύστημα βαθμονόμησης 

Φασματοσκοπία 

εκπομπής 

Πηγή διέγερσης (φλόγα, ICP, 

τόξο), μονοχρωμάτορας, 

ανιχνευτής PMT 

Σύστημα τροφοδοσίας αερίων, 

θάλαμος εκπομπής 

Φασματοσκοπία 

σκέδασης  

Laser, οπτικό σύστημα 

συλλογής, φασματογράφος, 

CCD 

Οπτικά φίλτρα απόρριψης Rayleigh, 

σύστημα εστίασης 

Ατομική 

φασματοσκοπία  

Φούρνος γραφίτη ή ICP, 

λαμπτήρες κοιλότητας καθόδου 

(HCL), ανιχνευτής 

Σύστημα ατομοποίησης, σύστημα 

αερίων Ar 

Φασματομετρία 

μάζας 

Ιοντική πηγή, αναλυτής μάζας 

(quadrupole/TOF), ανιχνευτής 

ιόντων 

Σύστημα κενού, επιταχυντές ιόντων, 

υπολογιστικό σύστημα 
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Πυρηνική 

φασματοσκοπία  

Ανιχνευτές HPGe ή NaI(Tl), 

πολυκαναλικός αναλυτής 

(MCA) ή πηγή γ-ακτινοβολίας 

(π.χ. ⁵⁷Co), Doppler drive, 

ανιχνευτής γ 

Σύστημα θωράκισης μολύβδου, 

βαθμονόμηση ενέργειας ή Σύστημα 

ελέγχου ταχύτητας, σύστημα 

ψύξης/σταθεροποίησης 

 

4.4 Εφαρμογές στη διάγνωση 

Η φασματοσκοπία αποτελεί σήμερα ένα από τα σημαντικότερα εργαλεία στη σύγχρονη ιατρική 

διάγνωση, καθώς επιτρέπει τη μη επεμβατική ή ελάχιστα επεμβατική ανάλυση βιολογικών 

δειγμάτων με υψηλή ευαισθησία και εξειδίκευση. Οι εφαρμογές της καλύπτουν ένα ευρύ 

φάσμα κλινικών αναγκών, από την πρώιμη ανίχνευση ασθενειών έως την παρακολούθηση της 

θεραπευτικής απόκρισης, μέσω της ποσοτικοποίησης βιομορίων, ιχνοστοιχείων και 

μεταβολιτών σε βιολογικά υγρά όπως αίμα, ορός, ούρα και ιστούς. Στην κλινική χημεία, 

τεχνικές όπως η φασματοσκοπία απορρόφησης και φθορισμού χρησιμοποιούνται ευρέως για 

τη μέτρηση ενζύμων, πρωτεϊνών και μεταβολικών δεικτών, συμβάλλοντας ουσιαστικά στη 

διάγνωση ηπατικών, νεφρικών και μεταβολικών διαταραχών . 

Στη βιοϊατρική απεικόνιση και διάγνωση, η φασματοσκοπία Raman και οι τεχνικές σκέδασης 

έχουν αναδειχθεί ως ισχυρά εργαλεία για την in vivo και ex vivo ανάλυση ιστών, επιτρέποντας 

τη διαφοροποίηση φυσιολογικών και παθολογικών καταστάσεων, όπως η ανίχνευση 

καρκινικών αλλοιώσεων με βάση μοριακά «δακτυλικά αποτυπώματα». Η δυνατότητα 

ταυτόχρονης καταγραφής πολλαπλών φασματικών πληροφοριών καθιστά τις τεχνικές αυτές 

ιδιαίτερα χρήσιμες στη διάγνωση καρκίνου, νευροεκφυλιστικών νόσων και φλεγμονωδών 

διεργασιών . 

Η ατομική φασματοσκοπία, μέσω τεχνικών όπως ICP-MS και AAS, χρησιμοποιείται 

εκτεταμένα για τον προσδιορισμό ιχνοστοιχείων και βαρέων μετάλλων σε βιολογικά δείγματα, 

τα οποία αποτελούν σημαντικούς βιοδείκτες για παθήσεις όπως η αναιμία, οι μεταβολικές 

διαταραχές και η δηλητηρίαση από τοξικά στοιχεία. Η υψηλή ευαισθησία των τεχνικών αυτών 

επιτρέπει την ανίχνευση εξαιρετικά χαμηλών συγκεντρώσεων, διευκολύνοντας την έγκαιρη 

διάγνωση και παρακολούθηση ασθενειών . 

Η φασματομετρία μάζας έχει καταστεί βασικό εργαλείο στην κλινική πρωτεομική και 

μεταβολομική, επιτρέποντας την ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση βιοδεικτών για καρκίνο, 
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καρδιαγγειακά νοσήματα και λοιμώξεις. Η δυνατότητα ανάλυσης πολύπλοκων βιολογικών 

μιγμάτων με υψηλή ειδικότητα καθιστά τη μέθοδο απαραίτητη για την ανάπτυξη σύγχρονων 

διαγνωστικών προσεγγίσεων και εξατομικευμένης ιατρικής . 

Οι πυρηνικές φασματοσκοπικές τεχνικές, χρησιμοποιούνται κυρίως σε εξειδικευμένες 

διαγνωστικές και ερευνητικές εφαρμογές, όπως η μελέτη μεταβολών στη σύσταση ιστών, η 

ανίχνευση ραδιοϊσοτόπων και η ανάλυση βιοϋλικών με βάση υπερλεπτές πυρηνικές 

αλληλεπιδράσεις. Αν και η κλινική τους χρήση είναι πιο περιορισμένη, συμβάλλουν σημαντικά 

στην ανάπτυξη προηγμένων διαγνωστικών τεχνικών και στην κατανόηση παθοφυσιολογικών 

μηχανισμών . 

Συνολικά, οι φασματοσκοπικές τεχνικές αποτελούν θεμελιώδη εργαλεία της σύγχρονης 

διαγνωστικής ιατρικής, καθώς προσφέρουν υψηλή ακρίβεια, ταχύτητα και δυνατότητα 

πολυπαραμετρικής ανάλυσης, συμβάλλοντας καθοριστικά στην έγκαιρη διάγνωση και την 

εξατομικευμένη θεραπευτική προσέγγιση. 

4.5 Επικύρωση φασματομετρικών μεθόδων 

Η επικύρωση των φασματομετρικών μεθόδων αποτελεί θεμελιώδη διαδικασία στη σύγχρονη 

αναλυτική χημεία και αποσκοπεί στη διασφάλιση ότι μία αναλυτική μέθοδος είναι κατάλληλη 

για τη συγκεκριμένη χρήση για την οποία προορίζεται. Στο πλαίσιο των φασματομετρικών 

τεχνικών, η επικύρωση εξασφαλίζει ότι τα αποτελέσματα που παράγονται είναι αξιόπιστα, 

ακριβή, επαναλήψιμα και επιστημονικά αποδεκτά. Η διαδικασία αυτή είναι ιδιαίτερα 

σημαντική σε εφαρμογές κλινικής διάγνωσης, περιβαλλοντικής ανάλυσης, φαρμακευτικού 

ελέγχου και πυρηνικών μετρήσεων, όπου ακόμη και μικρές αποκλίσεις μπορούν να οδηγήσουν 

σε σημαντικά σφάλματα ερμηνείας. 

Η επικύρωση φασματομετρικών μεθόδων εφαρμόζεται σε ένα ευρύ φάσμα τεχνικών. Στόχος 

της διαδικασίας είναι η αξιολόγηση της συνολικής αναλυτικής απόδοσης της μεθόδου και η 

τεκμηρίωση ότι οι μετρήσεις πραγματοποιούνται με γνωστή αβεβαιότητα και επαρκή ακρίβεια, 

σύμφωνα με διεθνή πρότυπα όπως το International Organization for Standardization ISO/IEC 

17025. 

Οι σημαντικότερες παράμετροι που εξετάζονται κατά την επικύρωση είναι η γραμμικότητα, η 

ακρίβεια, η επαναληψιμότητα και αναπαραγωγιμότητα, η εκλεκτικότητα ή ειδικότητα, η 

ευαισθησία, καθώς και το όριο ανίχνευσης (LOD) και το όριο ποσοτικοποίησης (LOQ). Η 

γραμμικότητα αξιολογεί κατά πόσο η απόκριση του οργάνου είναι ανάλογη της συγκέντρωσης 
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του αναλύτη μέσα σε συγκεκριμένο εύρος τιμών, μέσω καμπυλών βαθμονόμησης. Η ακρίβεια 

εκφράζει τον βαθμό συμφωνίας μεταξύ της πειραματικής και της πραγματικής ή 

πιστοποιημένης τιμής αναφοράς, ενώ η επαναληψιμότητα και η αναπαραγωγιμότητα εκτιμούν 

τη σταθερότητα των αποτελεσμάτων υπό ίδιες ή μεταβαλλόμενες συνθήκες μέτρησης. 

Ιδιαίτερη σημασία στις φασματομετρικές τεχνικές έχει ο έλεγχος πιθανών παρεμβολών και η 

αξιολόγηση της σταθερότητας του οργάνου. Στην ατομική φασματοσκοπία και στην ICP-MS 

εξετάζονται πιθανές φασματικές και χημικές παρεμβολές, καθώς και η σταθερότητα του 

πλάσματος ή της διαδικασίας ατομοποίησης. Στη γ-φασματοσκοπία και στις πυρηνικές 

φασματοσκοπικές τεχνικές αξιολογούνται επιπλέον η ενεργειακή βαθμονόμηση, η απόδοση 

του ανιχνευτή, ο νεκρός χρόνος, οι απώλειες παλμών και η ποιότητα της ανάλυσης κορυφών, 

καθώς οι παράγοντες αυτοί επηρεάζουν άμεσα την αξιοπιστία της ταυτοποίησης και 

ποσοτικοποίησης των ραδιονουκλεϊδίων. 

Η επικύρωση περιλαμβάνει επίσης διαδικασίες ποιοτικού ελέγχου, όπως η χρήση 

πιστοποιημένων υλικών αναφοράς (Certified Reference Materials – CRM), οι επαναληπτικές 

μετρήσεις, οι δοκιμές ανάκτησης (recovery tests), οι τυφλές αναλύσεις και η συμμετοχή σε 

διεργαστηριακά σχήματα συγκρίσεων (interlaboratory comparisons και proficiency tests). 

Μέσω αυτών των διαδικασιών ελέγχεται η αξιοπιστία της μεθόδου σε πραγματικά δείγματα 

και διασφαλίζεται η συγκρισιμότητα των αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων. 

Σημαντικό μέρος της σύγχρονης επικύρωσης αποτελεί και η εκτίμηση της αβεβαιότητας 

μέτρησης, σύμφωνα με τις οδηγίες του Eurachem και του ISO/IEC 17025. Η αβεβαιότητα 

εκφράζει ποσοτικά την ποιότητα του αποτελέσματος και περιλαμβάνει τόσο τυχαία όσο και 

συστηματικά σφάλματα που επηρεάζουν τη μέτρηση. Η σωστή εκτίμησή της είναι απαραίτητη 

για τη διεθνή αποδοχή των αποτελεσμάτων και για την επιστημονική τεκμηρίωση της 

αναλυτικής διαδικασίας. 

Στις σύγχρονες φασματομετρικές εφαρμογές, η επικύρωση συνδέεται άμεσα με 

αυτοματοποιημένα συστήματα συλλογής και επεξεργασίας δεδομένων. Η χρήση 

εξειδικευμένου λογισμικού επιτρέπει την αυτοματοποιημένη ανάλυση φασμάτων, την 

εφαρμογή στατιστικών ελέγχων και την εκτίμηση της αβεβαιότητας μέτρησης, συμβάλλοντας 

σημαντικά στη βελτίωση της ακρίβειας, της επαναληψιμότητας και της αξιοπιστίας των 

αποτελεσμάτων. 

Συνολικά, η επικύρωση των φασματομετρικών μεθόδων αποτελεί αναπόσπαστο μέρος της 

αναλυτικής διαδικασίας και βασική προϋπόθεση για την επιστημονική εγκυρότητα των 
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αποτελεσμάτων. Μέσω της συστηματικής αξιολόγησης των χαρακτηριστικών απόδοσης της 

μεθόδου διασφαλίζεται ότι οι φασματομετρικές μετρήσεις είναι τεχνικά αποδεκτές, 

συγκρίσιμες και κατάλληλες για εφαρμογές στην έρευνα, στη βιομηχανία, στο περιβάλλον και 

στη διαγνωστική πρακτική. 

5. Ανοσοχημικές Μέθοδοι 

Οι ανοσοχημικές μέθοδοι αποτελούν μία από τις πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες αναλυτικές 

προσεγγίσεις στην εργαστηριακή διάγνωση, βασιζόμενες στην εξειδικευμένη αλληλεπίδραση 

αντιγόνου–αντισώματος. Χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση και ποσοτικοποίηση 

πρωτεϊνών, ορμονών, δεικτών νόσου και άλλων βιομορίων σε βιολογικά δείγματα, 

προσφέροντας υψηλή ευαισθησία και εκλεκτικότητα. Η εφαρμογή τους συμβάλλει 

καθοριστικά στη διάγνωση, την παρακολούθηση και την αξιολόγηση κλινικών καταστάσεων, 

καθιστώντας τις βασικό εργαλείο της σύγχρονης κλινικής εργαστηριακής πράξης. 

5.1 Βασικές αρχές αντίδρασης αντιγόνου–αντισώματος 

Ειδικότητα και συγγένεια αντιγόνου–αντισώματος  

Η αντίδραση αντιγόνου–αντισώματος αποτελεί τον θεμελιώδη μηχανισμό όλων των 

ανοσοδοκιμασιών και βασίζεται στην εξαιρετικά ειδική μοριακή αναγνώριση μεταξύ ενός 

αντιγόνου και του αντίστοιχου αντισώματος. Τα αντισώματα λειτουργούν ως επιλεκτικοί 

δεσμευτικοί παράγοντες, ικανοί να αναγνωρίζουν συγκεκριμένους στόχους ακόμη και μέσα σε 

πολύπλοκα βιολογικά δείγματα, όπως αίμα, πλάσμα, ούρα και τρόφιμα. Πρόκειται για 

γλυκοπρωτεΐνες του ανοσοποιητικού συστήματος που παράγονται ως απόκριση σε ξένα 

αντιγόνα και χαρακτηρίζονται από υψηλή ειδικότητα και συγγένεια δέσμευσης. Η 

αλληλεπίδραση αντιγόνου–αντισώματος πραγματοποιείται μέσω μη ομοιοπολικών 

αλληλεπιδράσεων, γεγονός που επιτρέπει τον σχηματισμό ισχυρών αλλά ειδικών συμπλόκων, 

με σταθερές συγγένειας που κυμαίνονται περίπου από 10⁵ έως 10¹² M⁻¹. Αυτή η υψηλή 

συγγένεια εξηγεί τη μεγάλη αποτελεσματικότητα των αντισωμάτων ως αναλυτικά 

αντιδραστήρια σε εφαρμογές φαρμακευτικής και βιοαναλυτικής χημείας. 

Δυναμική και αναστρεψιμότητα της δέσμευσης  

Η δέσμευση αντιγόνου–αντισώματος είναι από τη φύση της δυναμική και αναστρέψιμη, καθώς 

δεν βασίζεται σε ομοιοπολικούς δεσμούς αλλά σε ασθενέστερες αλληλεπιδράσεις. Έτσι, 

σχηματίζονται ανοσοσυμπλέγματα τα οποία βρίσκονται σε κατάσταση ισορροπίας με τα 
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ελεύθερα μόρια. Στις ανοσοδοκιμασίες, το γεγονός αυτό αποδεικνύεται έμμεσα από την 

ανάγκη διαχωρισμού των δεσμευμένων και ελεύθερων κλασμάτων πριν από τη μέτρηση, 

καθώς η ανάλυση βασίζεται στη διαφορά μεταξύ αυτών των μορφών και στη συσχέτιση του 

σήματος με τη συγκέντρωση της αναλυτέας ουσίας. 

Παράγοντες που επηρεάζουν την ανοσοαντίδραση 

Η αποτελεσματικότητα της ανοσοαντίδρασης επηρεάζεται από διάφορους φυσικοχημικούς και 

πειραματικούς παράγοντες, όπως το pH, η θερμοκρασία και η συγκέντρωση αντιγόνου και 

αντισώματος, οι οποίοι μπορούν να μεταβάλλουν τη δομή, τη φόρτιση και τη συγγένεια των 

μορίων, επηρεάζοντας έτσι την ένταση και την ισορροπία της δέσμευσης. Επιπλέον, 

σημαντικός περιοριστικός παράγοντας αποτελεί η μη ειδική δέσμευση, κατά την οποία μόρια 

του δείγματος αλληλεπιδρούν μη εκλεκτικά με αντισώματα ή επιφάνειες του συστήματος, 

μειώνοντας την ακρίβεια και την ευαισθησία της ανάλυσης. Για τον λόγο αυτό, στις αναλυτικές 

εφαρμογές απαιτείται προσεκτική βελτιστοποίηση των συνθηκών, ώστε να ενισχύεται η ειδική 

αλληλεπίδραση και να ελαχιστοποιείται το υπόβαθρο. 

Συνολικά, η αντίδραση αντιγόνου–αντισώματος χαρακτηρίζεται από υψηλή ειδικότητα, ισχυρή 

αλλά αναστρέψιμη δέσμευση και έντονη εξάρτηση από τις πειραματικές συνθήκες, στοιχεία 

που την καθιστούν θεμελιώδη βάση για τις σύγχρονες ανοσοδοκιμασίες και ιδιαίτερα για 

εφαρμογές όπως οι ανοσοδοκιμασίες τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης. 

5.1.1 Τύποι ανοσοχημικών δοκιμασιών  

Συναγωνιστικές ανοσοχημικές δοκιμασίες (Competitive immunoassays)  

Οι συναγωνιστικές ανοσοχημικές δοκιμασίες βασίζονται στην αρχή του ανταγωνισμού μεταξύ 

του αναλύτη του δείγματος και ενός σημασμένου αντιγόνου για περιορισμένο αριθμό θέσεων 

δέσμευσης σε ένα ειδικό αντίσωμα. Καθώς οι θέσεις αυτές είναι πεπερασμένες, η αύξηση της 

συγκέντρωσης του άγνωστου αντιγόνου οδηγεί σε μειωμένη δέσμευση του σημασμένου 

αντιγόνου. Συνεπώς, το παραγόμενο σήμα είναι αντιστρόφως ανάλογο της συγκέντρωσης του 

αναλύτη. Οι μέθοδοι αυτές χρησιμοποιούνται κυρίως για μικρά μόρια, όπως ορμόνες και 

φαρμακευτικές ουσίες, τα οποία δεν διαθέτουν πολλαπλά επιτόπια δέσμευσης. 

Μη συναγωνιστικές ανοσοχημικές δοκιμασίες (Non-competitive immunoassays)  

Στις μη συναγωνιστικές ανοσοχημικές δοκιμασίες η ανίχνευση του αναλύτη πραγματοποιείται 

μέσω άμεσης δέσμευσης από το αντίσωμα, χωρίς την παρουσία ανταγωνισμού με σημασμένο 

αντιγόνο. Το παραγόμενο σήμα είναι ευθέως ανάλογο της συγκέντρωσης του αναλύτη, γεγονός 
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που επιτρέπει υψηλή ευαισθησία και καλή γραμμικότητα στην ποσοτική ανάλυση. Οι μέθοδοι 

αυτές εφαρμόζονται ευρέως σε πρωτεϊνικούς δείκτες, ιογενή αντιγόνα και φλεγμονώδεις 

παράγοντες, κυρίως μέσω ανοσοενζυμικών τεχνικών όπως το ELISA. 

Ανοσοδοκιμασίες τύπου sandwich (Sandwich immunoassays)  

Οι ανοσοδοκιμασίες τύπου sandwich αποτελούν εξειδικευμένη μορφή μη συναγωνιστικών 

μεθόδων και βασίζονται στη χρήση δύο διαφορετικών αντισωμάτων που αναγνωρίζουν 

διαφορετικά επιτόπια του ίδιου αντιγόνου. Το αντιγόνο παγιδεύεται μεταξύ ενός αντισώματος 

σύλληψης και ενός δεύτερου σημασμένου αντισώματος ανίχνευσης, σχηματίζοντας ένα 

σύμπλοκο τύπου Ab–Ag–Ab. Η διπλή αυτή αναγνώριση προσδίδει ιδιαίτερα υψηλή ειδικότητα 

και ευαισθησία, καθιστώντας τις μεθόδους αυτές ιδανικές για την ανίχνευση μεγάλων μορίων, 

όπως πρωτεΐνες, κυτοκίνες και ορμόνες υψηλού μοριακού βάρους. 

5.1.2 Συστήματα σήμανσης  

Τα συστήματα σήμανσης αποτελούν βασικό στοιχείο των ανοσοδοκιμασιών, καθώς 

επιτρέπουν τη μετατροπή της αντίδρασης αντιγόνου–αντισώματος σε μετρήσιμο σήμα, το 

οποίο στη συνέχεια συσχετίζεται με τη συγκέντρωση της αναλυτέας ουσίας μέσω καμπύλης 

βαθμονόμησης. Η αρχή τους βασίζεται στη σύνδεση ενός ανιχνεύσιμου ιχνηθέτη (label) με ένα 

από τα ανοσοαναλυτικά αντιδραστήρια, συνήθως το αντιγόνο ή το αντίσωμα. Μετά τον 

σχηματισμό του ανοσοσυμπλόκου και, όπου απαιτείται, τον διαχωρισμό του δεσμευμένου και 

ελεύθερου κλάσματος, το παραγόμενο σήμα μετράται και συσχετίζεται με τη συγκέντρωση της 

αναλυόμενης ουσίας μέσω καμπύλης βαθμονόμησης. 

Ανάλογα με τον τύπο του ιχνηθέτη που χρησιμοποιείται, οι ανοσοδοκιμασίες διακρίνονται σε 

ραδιοανοσοδοκιμασίες, ενζυμικές ανοσοδοκιμασίες, φθοροανοσοδοκιμασίες και 

ανοσοδοκιμασίες χημειοφωταύγειας. 

Φθορισμός 

Ο φθορισμός αποτελεί ένα από τα βασικά συστήματα σήμανσης που χρησιμοποιούνται στις 

ανοσοδοκιμασίες, στα οποία φθοροφόρα μόρια λειτουργούν ως ιχνηθέτες (labels) 

συνδεδεμένοι με αντιγόνα ή αντισώματα. Μετά από κατάλληλη διέγερση με ακτινοβολία 

συγκεκριμένου μήκους κύματος, τα φθοροφόρα μόρια εκπέμπουν φως, το οποίο ανιχνεύεται 

με φθορισμομετρικές τεχνικές. Η ένταση του εκπεμπόμενου σήματος συσχετίζεται με τη 

συγκέντρωση της αναλυόμενης ουσίας και επιτρέπει τον ποσοτικό προσδιορισμό της. Ο 
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φθορισμός χαρακτηρίζεται από υψηλή ευαισθησία και μπορεί να εφαρμοστεί σε διάφορες 

μορφές ανοσοδοκιμασιών, τόσο ομοιογενείς όσο και ετερογενείς. 

Χημειοφωταύγεια 

Η χημειοφωταύγεια βασίζεται στην χρήση χημικών ουσιών που παράγουν εκπομπή φωτός ως 

αποτέλεσμα χημικής αντίδρασης, χωρίς την ανάγκη εξωτερικής διέγερσης. Η ένταση του 

παραγόμενου φωτός ανιχνεύεται με κατάλληλα όργανα μέτρησης και συσχετίζεται με τη 

συγκέντρωση της αναλυόμενης ουσίας. Το σύστημα αυτό χαρακτηρίζεται από πολύ υψηλή 

ευαισθησία και χαμηλά όρια ανίχνευσης. 

Ραδιοσήμανση (Ραδιοϊσοτοπική σήμανση) 

Η ραδιοσήμανση αποτελεί ένα από τα πρώτα συστήματα σήμανσης στις ανοσοδοκιμασίες και 

βασίζεται στη χρήση ραδιενεργών ιχνηθετών, όπως το ¹²⁵I, το ³H και το ¹⁴C. Οι ραδιενεργοί 

αυτοί ιχνηθέτες συνδέονται με αντιγόνα ή αντισώματα και επιτρέπουν τον εξαιρετικά 

ευαίσθητο ποσοτικό προσδιορισμό της αναλυόμενης ουσίας μέσω μέτρησης ραδιενέργειας. 

Παρά την υψηλή ευαισθησία, η χρήση της περιορίζεται λόγω θεμάτων ασφάλειας και 

εξειδικευμένου χειρισμού. 

Ενζυμική σήμανση 

Η ενζυμική σήμανση βασίζεται στη σύζευξη ενός ενζύμου με το αντιγόνο ή το αντίσωμα, το 

οποίο λειτουργεί ως ιχνηθέτης. Μετά τον σχηματισμό του ανοσοσυμπλόκου, η προσθήκη 

κατάλληλου υποστρώματος οδηγεί σε ενζυμική αντίδραση που παράγει μετρήσιμο σήμα, 

συνήθως χρωματομετρικό, φθορισμομετρικό ή χημειοφωταυγές. Η ένταση του σήματος είναι 

ανάλογη της συγκέντρωσης της αναλυόμενης ουσίας και επιτρέπει τον ποσοτικό προσδιορισμό 

της με υψηλή ευαισθησία και αξιοπιστία. 

Συνολικά, τα συστήματα σήμανσης αποτελούν τον πυρήνα της ανίχνευσης στις 

ανοσοδοκιμασίες, καθώς καθορίζουν την ευαισθησία, την ακρίβεια και την καταλληλότητα της 

εκάστοτε μεθόδου για φαρμακευτικές και βιοαναλυτικές εφαρμογές. 

5.2 Τεχνικές ανοσοανάλυσης 

Οι ανοσοχημικές τεχνικές βασίζονται στην εξειδικευμένη αντίδραση αντιγόνου–αντισώματος 

και χρησιμοποιούνται για ποιοτικό και ποσοτικό προσδιορισμό βιολογικών δεικτών. 

5.2.1 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
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Οι ενζυμικές ανοσοδοκιμασίες (EIA) αποτελούν την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη κατηγορία, 

όπου ένα ένζυμο χρησιμοποιείται ως ετικέτα αντί ραδιοϊσοτόπου. Η ανίχνευση βασίζεται στη 

σύζευξη του ενζύμου με το αντιγόνο ή το αντίσωμα και στη μέτρηση της ενζυμικής 

δραστηριότητας μέσω κατάλληλου υποστρώματος, το οποίο μετατρέπεται σε προϊόν με 

μετρήσιμο σήμα, συνήθως χρωματομετρικό. Οι EIA παρουσιάζουν υψηλή ευαισθησία και 

δυνατότητα ενίσχυσης του σήματος, γεγονός που τις καθιστά ιδιαίτερα χρήσιμες σε 

φαρμακευτικές και κλινικές αναλύσεις, ενώ οι ομοιογενείς μορφές τους έχουν επιτρέψει την 

ταχεία και αυτοματοποιημένη ανάλυση. 

Η ενζυμο-συνδεδεμένη ανοσοαπορροφητική δοκιμασία (ELISA) αποτελεί μία από τις 

σημαντικότερες και ευρύτερα χρησιμοποιούμενες ανοσοχημικές τεχνικές σε ερευνητικά και 

κλινικά εργαστήρια, με κύριο σκοπό τον ποσοτικό ή ημιποσοτικό προσδιορισμό 

συγκεκριμένων πρωτεϊνών, όπως αντιγόνων ή βιοδεικτών, σε βιολογικά δείγματα. Η μέθοδος 

βασίζεται στην υψηλή εξειδίκευση της αλληλεπίδρασης αντιγόνου–αντισώματος, μέσω της 

οποίας επιτυγχάνεται η επιλεκτική αναγνώριση του αναλυόμενου στόχου μέσα σε ένα 

πολύπλοκο βιολογικό υπόστρωμα. 

Αρχή μεθοδολογίας  

Η βασική αρχή της ELISA στηρίζεται στη σύνδεση ενός ενζυμο-συζευγμένου ιχνηθέτη με ένα 

από τα δύο ανοσολογικά μόρια, δηλαδή είτε το αντιγόνο είτε το αντίσωμα, με σκοπό τη 

μετατροπή της ανοσολογικής αντίδρασης σε μετρήσιμο σήμα. Η ανίχνευση πραγματοποιείται 

μέσω της προσθήκης κατάλληλου υποστρώματος, το οποίο υφίσταται ενζυμική αντίδραση και 

οδηγεί στην παραγωγή χρωματομετρικού, φθορισμομετρικού ή χημειοφωταυγούς σήματος. Η 

ένταση του σήματος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης της αναλυόμενης ουσίας και 

προσδιορίζεται μέσω καμπύλης βαθμονόμησης. 

Ποιοτικός Έλεγχος 

Στις ανοσοενζυμικές δοκιμασίες τύπου ELISA, όπως και σε κάθε αναλυτική εργαστηριακή 

διαδικασία, τα αποτελέσματα οφείλουν να επαληθεύονται ως προς την ακρίβεια πριν την 

τελική αναφορά τους στον κλινικό ή ερευνητικό υπεύθυνο. Η αξιοπιστία της μεθόδου 

εξαρτάται άμεσα από την εφαρμογή ενός συστηματικού προγράμματος ποιοτικού ελέγχου, το 

οποίο διασφαλίζει τη σταθερότητα, την αναπαραγωγιμότητα και την εγκυρότητα των 

μετρήσεων. 

Οργάνωση και Δομή του Συστήματος QC 
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Τα εργαστήρια που εκτελούν ELISA οφείλουν να αναπτύσσουν ένα ολοκληρωμένο πρόγραμμα 

ποιοτικού ελέγχου, το οποίο περιλαμβάνει σαφώς καθορισμένες πολιτικές, εκπαίδευση 

προσωπικού, κατανομή ευθυνών και επαρκή διαθεσιμότητα πόρων. Όλα τα δεδομένα 

ποιοτικού ελέγχου πρέπει να καταγράφονται με ακρίβεια και να υπόκεινται σε συστηματική 

αξιολόγηση από τον υπεύθυνο ποιότητας και τη διοίκηση του εργαστηρίου, ώστε να 

διασφαλίζεται η συμμόρφωση με τα πρότυπα λειτουργίας. 

Χρήση Μαρτύρων και Επαλήθευση Αντιδραστηρίων 

Κεντρικό στοιχείο του ποιοτικού ελέγχου στην ELISA αποτελεί η χρήση θετικών και 

αρνητικών μαρτύρων, οι οποίοι εφαρμόζονται με τον ίδιο τρόπο όπως τα δείγματα ασθενών. 

Οι μάρτυρες αυτοί χρησιμοποιούνται σε κάθε αναλυτική σειρά ή τουλάχιστον σύμφωνα με τις 

οδηγίες του κατασκευαστή. Ιδιαίτερη σημασία έχει η επιλογή θετικών μαρτύρων με 

συγκεντρώσεις κοντά στο όριο ανίχνευσης, ώστε να διασφαλίζεται η ικανότητα της μεθόδου 

να ανιχνεύει χαμηλά επίπεδα αναλύτη. Επιπλέον, οι μάρτυρες συμβάλλουν στην επαλήθευση 

νέων παρτίδων αντιδραστηρίων και στην αξιολόγηση της απόδοσης του συστήματος όταν 

υπάρχει αλλαγή προσωπικού ή συνθηκών λειτουργίας. 

Λειτουργική Επάρκεια και Συνθήκες Εργαστηρίου 

Η αξιοπιστία των αποτελεσμάτων ELISA επηρεάζεται σημαντικά από τις συνθήκες του 

εργαστηρίου και τη σωστή λειτουργία του εξοπλισμού. Για τον λόγο αυτό, απαιτείται τακτικός 

έλεγχος, συντήρηση και τεκμηρίωση όλων των οργάνων, με πλήρη αρχεία πιστοποίησης καθ’ 

όλη τη διάρκεια ζωής τους. Παράλληλα, οι επιφάνειες εργασίας και ο εξοπλισμός πρέπει να 

καθαρίζονται και να απολυμαίνονται σε τακτική βάση, ενώ κάθε πιθανή φθορά ή 

δυσλειτουργία πρέπει να καταγράφεται και να διορθώνεται σύμφωνα με τις οδηγίες του 

κατασκευαστή. 

Ιστορική εξέλιξη της ELISA 

Η ανάπτυξη της ELISA τοποθετείται χρονικά στις δεκαετίες 1960–1970 και συνδέεται με την 

προσπάθεια αντικατάστασης της ραδιοανοσοδοκιμασίας (RIA), η οποία βασιζόταν σε 

ραδιενεργά ισότοπα. Οι ερευνητικές ομάδες των Engvall και Perlmann στη Σουηδία, καθώς και 

των Schuurs και van Weemen στην Ολλανδία, ανέπτυξαν ανεξάρτητα την τεχνική της 

ενζυμικής ανοσοανάλυσης, αντικαθιστώντας τα ραδιοϊσότοπα με ένζυμα όπως η αλκαλική 

φωσφατάση και η υπεροξειδάση του χρένου. Η εξέλιξη αυτή αποτέλεσε καθοριστικό σημείο 



 

84 
 

για την ευρεία διάδοση της τεχνικής, λόγω της αυξημένης ασφάλειας και της δυνατότητας 

αυτοματοποίησης. 

Η ELISA εφαρμόστηκε αρχικά για τον προσδιορισμό της IgG και στη συνέχεια επεκτάθηκε σε 

ποικίλες κλινικές εφαρμογές, όπως η ανίχνευση της hCG και η διάγνωση λοιμωδών 

νοσημάτων. Με την πάροδο του χρόνου, η μέθοδος εξελίχθηκε σε βασικό εργαλείο 

διαγνωστικής και ερευνητικής ανάλυσης. 

Γενική αρχή της ELISA 

Η ELISA πραγματοποιείται σε μικροπλάκες πολυστυρενίου 96 ή 384 θέσεων, οι οποίες 

επιτρέπουν την ακινητοποίηση πρωτεϊνών μέσω μη ομοιοπολικών αλληλεπιδράσεων. Η 

επιτυχία της μεθόδου βασίζεται αφενός στην υψηλή ειδικότητα της ανοσολογικής αναγνώρισης 

και αφετέρου στις ιδιότητες της επιφάνειας της πλάκας, η οποία επιτρέπει τη σταθερή 

προσρόφηση των μορίων χωρίς σημαντική απώλεια της βιολογικής δραστικότητας. 

Η απομάκρυνση των μη ειδικά δεσμευμένων μορίων μέσω διαδοχικών πλύσεων συμβάλλει 

στη μείωση του υποβάθρου και στην αύξηση της ακρίβειας της ανάλυσης. Η τελική μέτρηση 

του σήματος επιτρέπει τον ποσοτικό προσδιορισμό του αναλυόμενου στόχου μέσω καμπύλης 

αναφοράς. 

Τύποι ELISA 

Οι βασικές μορφές ELISA περιλαμβάνουν την άμεση, την έμμεση, την ανοσοδοκιμασία τύπου 

“sandwich” και την ανταγωνιστική ELISA, οι οποίες διαφοροποιούνται ως προς τον τρόπο 

ανίχνευσης και τον τύπο των χρησιμοποιούμενων αντισωμάτων. Η επιλογή της κατάλληλης 

μορφής εξαρτάται από τη φύση του αναλυόμενου στόχου, τη συγκέντρωσή του στο δείγμα και 

τον σκοπό της ανάλυσης. 

Άμεση ELISA 

Στην άμεση ELISA, το πρότυπο ή το υπό εξέταση δείγμα, το οποίο περιέχει το αντιγόνο-στόχο 

(ανάλυτο ενδιαφέροντος), ακινητοποιείται στην επιφάνεια κάθε φρεατίου μιας μικροπλάκας 96 

θέσεων. Ακολουθεί η προσθήκη ενός αντισώματος συζευγμένου με το ένζυμο υπεροξειδάση 

του χρένου (horseradish peroxidase, HRP), το οποίο αναγνωρίζει και δεσμεύεται ειδικά στο 

ακινητοποιημένο αντιγόνο. Εναλλακτικά, μπορεί να χρησιμοποιηθεί βιοτινυλιωμένο 

αντίσωμα, το οποίο επίσης συνδέεται με το αντιγόνο, ενώ στη συνέχεια προστίθεται 

στρεπταβιδίνη συζευγμένη με υπεροξειδάση του χρένου (streptavidin–HRP), η οποία 

προσδένεται ειδικά στη βιοτίνη, ενισχύοντας έτσι το σύστημα ανίχνευσης. 



 

85 
 

Στο επόμενο στάδιο προστίθεται κατάλληλο υπόστρωμα, το οποίο υφίσταται ενζυμική 

υδρόλυση παρουσία του ενζυμικού συστήματος HRP, οδηγώντας στην παραγωγή μετρήσιμου 

σήματος. Το παραγόμενο σήμα μπορεί να ανιχνευθεί είτε ως σχετικές μονάδες φωτός (relative 

light units, RLUs) με τη χρήση λουμινόμετρου, είτε ως οπτική πυκνότητα (optical density, OD) 

με τη χρήση φασματοφωτομέτρου, είτε μέσω οπτικής παρατήρησης, όταν χρησιμοποιείται 

κατάλληλο υπόστρωμα σχηματισμού ιζήματος. 

Η ένταση του παραγόμενου σήματος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του αντιγόνου στο 

δείγμα και επιτρέπει τόσο ποιοτική όσο και ποσοτική αξιολόγηση, μέσω σύγκρισης με 

πρότυπες καμπύλες αναφοράς γνωστής συγκέντρωσης. 

Εικόνα 8: Σχηματική απεικόνιση 

της άμεσης ELISA. 

 

 

 

 

 

Έμμεση ELISA 

Στην έμμεση ELISA, το πρότυπο ή το υπό εξέταση δείγμα που περιέχει το αντιγόνο-στόχο 

(ανάλυτο ενδιαφέροντος) ακινητοποιείται στην επιφάνεια κάθε φρεατίου μιας μικροπλάκας 96 

θέσεων. Στη συνέχεια προστίθεται το πρωτογενές αντίσωμα, το οποίο συνδέεται ειδικά με το 

ακινητοποιημένο αντιγόνο. 

Ακολούθως, προστίθεται ένα δευτερογενές αντίσωμα συζευγμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση 

του χρένου (horseradish peroxidase, HRP), το οποίο αναγνωρίζει το πρωτογενές αντίσωμα και 

συνδέεται με αυτό. Εναλλακτικά, μπορεί να χρησιμοποιηθεί βιοτινυλιωμένο δευτερογενές 

αντίσωμα, το οποίο στη συνέχεια δεσμεύεται από στρεπταβιδίνη συζευγμένη με υπεροξειδάση 

του χρένου (streptavidin–HRP), όπως απεικονίζεται στο σχήμα. 

Στο επόμενο στάδιο προστίθεται κατάλληλο υπόστρωμα, το οποίο υφίσταται ενζυμική 

υδρόλυση παρουσία του ενζυμικού συστήματος HRP, με αποτέλεσμα την παραγωγή 

χρωματομετρικής αλλαγής. Το παραγόμενο σήμα μπορεί να ανιχνευθεί ως σχετικές μονάδες 
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φωτός (relative light units, RLUs) με τη χρήση λουμινόμετρου, ως οπτική πυκνότητα (optical 

density, OD) με τη χρήση φασματοφωτομέτρου ή μέσω οπτικής παρατήρησης του 

σχηματιζόμενου ιζήματος, όταν χρησιμοποιείται κατάλληλο υπόστρωμα. 

Η ένταση του παραγόμενου σήματος επιτρέπει τόσο ποιοτική όσο και ποσοτική αξιολόγηση 

του αντιγόνου, μέσω σύγκρισης με πρότυπες καμπύλες αναφοράς γνωστής συγκέντρωσης. 

Εικόνα 9: Σχηματική απεικόνιση 

της έμμεσης ELISA. 

 

 

 

 

ELISA τύπου “Sandwich” 

Στη μέθοδο ELISA τύπου “sandwich”, ένα αντίσωμα σύλληψης (capture antibody) είναι 

ακινητοποιημένο ή έχει ήδη επικολληθεί στην επιφάνεια κάθε φρεατίου μιας μικροπλάκας 96 

θέσεων. Στη συνέχεια, το δείγμα προστίθεται και το αντιγόνο-στόχος (ανάλυτο ενδιαφέροντος) 

δεσμεύεται ειδικά στο αντίσωμα σύλληψης που βρίσκεται ακινητοποιημένο στην πλάκα. 

Ακολούθως προστίθεται ένα ανιχνευτικό σύστημα, το οποίο μπορεί να αποτελείται είτε από 

ένα αντίσωμα συζευγμένο με το ένζυμο υπεροξειδάση του χρένου (horseradish peroxidase, 

HRP), το οποίο συνδέεται απευθείας με το αντιγόνο σχηματίζοντας τη δομή “sandwich”, είτε 

από ένα βιοτινυλιωμένο (biotinylated) ανιχνευτικό αντίσωμα, το οποίο στη συνέχεια 

αναγνωρίζεται από στρεπταβιδίνη συζευγμένη με HRP (streptavidin–HRP), είτε από ένα μη 

συζευγμένο πρωτογενές ανιχνευτικό αντίσωμα, το οποίο στη συνέχεια ανιχνεύεται μέσω 

δευτερογενούς αντισώματος συζευγμένου με ένζυμο. 

Μετά τον σχηματισμό του ανοσοσυμπλόκου τύπου “sandwich”, προστίθεται κατάλληλο 

υπόστρωμα, το οποίο υφίσταται ενζυμική υδρόλυση παρουσία του ενζυμικού συστήματος 

HRP. Η αντίδραση αυτή οδηγεί στην παραγωγή μετρήσιμου σήματος, το οποίο μπορεί να 

ανιχνευθεί είτε ως σχετικές μονάδες φωτός (relative light units, RLUs) με λουμινόμετρο, είτε 

ως οπτική πυκνότητα (optical density, OD) με φασματοφωτόμετρο, είτε μέσω οπτικής 

παρατήρησης όταν χρησιμοποιείται υπόστρωμα σχηματισμού ιζήματος. 
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Η ένταση του παραγόμενου σήματος είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του αντιγόνου στο 

δείγμα και επιτρέπει τόσο ποιοτική όσο και ποσοτική αξιολόγηση μέσω σύγκρισης με πρότυπες 

καμπύλες αναφοράς γνωστής συγκέντρωσης. 

Εικόνα 10: Σχηματική απεικόνιση 

της μεθόδου “sandwich” ELISA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ανταγωνιστική ELISA 

Στην ανταγωνιστική ELISA, ένα αντιγόνο ελέγχου (control antigen) ακινητοποιείται στην 

επιφάνεια κάθε φρεατίου μιας μικροπλάκας 96 θέσεων. Στη συνέχεια προστίθεται ένα μείγμα 

που περιέχει το δείγμα και το αντιγόνο-στόχο μαζί με το πρωτογενές αντίσωμα (ή 

βιοτινυλιωμένο πρωτογενές αντίσωμα), με αποτέλεσμα να δημιουργείται ανταγωνισμός 

μεταξύ του ακινητοποιημένου αντιγόνου και του αντιγόνου του δείγματος για τη δέσμευση στο 

αντίσωμα. 

Εναλλακτικά, στην περίπτωση άλλης διαμόρφωσης της μεθόδου, το ακινητοποιημένο αντιγόνο 

ανταγωνίζεται το αντιγόνο του δείγματος για τη δέσμευση στο πρωτογενές αντίσωμα, ενώ η 

ανίχνευση μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε μέσω βιοτινυλιωμένου αντισώματος, είτε μέσω 

δευτερογενούς αντισώματος συζευγμένου με ένζυμο υπεροξειδάση του χρένου (horseradish 

peroxidase, HRP). 

Στη συνέχεια προστίθεται σύστημα στρεπταβιδίνης συζευγμένο με HRP (streptavidin–HRP) 

όταν χρησιμοποιείται βιοτινυλιωμένο αντίσωμα, ή απευθείας δευτερογενές αντίσωμα 

συζευγμένο με HRP, το οποίο συνδέεται με το πρωτογενές αντίσωμα, ανάλογα με τη 



 

88 
 

διαμόρφωση της μεθόδου. Ακολουθεί προσθήκη κατάλληλου υποστρώματος, το οποίο 

υφίσταται ενζυμική υδρόλυση από το ένζυμο και οδηγεί στην παραγωγή μετρήσιμου σήματος. 

Το παραγόμενο σήμα μπορεί να ανιχνευθεί είτε ως σχετικές μονάδες φωτός (relative light units, 

RLUs) με τη χρήση λουμινόμετρου, είτε ως οπτική πυκνότητα (optical density, OD) με 

φασματοφωτόμετρο, είτε μέσω οπτικής παρατήρησης σχηματισμού ιζήματος. Η ένταση του 

σήματος είναι αντιστρόφως ανάλογη της συγκέντρωσης του αντιγόνου στο δείγμα και 

επιτρέπει την ποσοτική και ποιοτική αξιολόγηση μέσω καμπύλης αναφοράς. 

Εικόνα 11: Σχηματική 

απεικόνιση της ανταγωνιστικής 

ELISA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Εφαρμογές της ELISA 

Η ELISA χρησιμοποιείται ευρέως στη βιοϊατρική και κλινική πράξη για την ανίχνευση 

λοιμωδών νοσημάτων, τον προσδιορισμό ορμονών όπως η hCG, τη μέτρηση καρκινικών 

δεικτών και την ανίχνευση αντισωμάτων στο αίμα. Επιπλέον, εφαρμόζεται στη φαρμακολογική 

έρευνα, στην ανάλυση αλλεργιογόνων και στη μελέτη της ανοσολογικής απόκρισης σε 

λοιμώξεις, συμπεριλαμβανομένης της διάγνωσης της COVID-19 μέσω ανίχνευσης 

αντισωμάτων έναντι του SARS-CoV-2. 

5.2.2 CLIA (Chemiluminescent Immunoassay) 

Οι ανοσοδοκιμασίες χημειοφωταύγειας (CLIA) βασίζονται σε ουσίες που παράγουν φως μέσω 

χημικών αντιδράσεων χωρίς εξωτερική διέγερση. Η τεχνική αυτή χαρακτηρίζεται από υψηλή 
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ευαισθησία, πολύ χαμηλά όρια ανίχνευσης και καλή ακρίβεια, γεγονός που την καθιστά 

ιδιαίτερα χρήσιμη στη φαρμακευτική και κλινική ανάλυση. Το παραγόμενο σήμα προκύπτει 

από την εκπομπή φωτός κατά τη χημική αντίδραση της ετικέτας και μετράται με κατάλληλα 

συστήματα ανίχνευσης, επιτρέποντας τον ακριβή ποσοτικό προσδιορισμό της αναλυτέας 

ουσίας. 

Αρχή μεθοδολογίας  

Η χημειοφωταυγής ανοσοδοκιμασία (Chemiluminescent Immunoassay, CLIA) βασίζεται στην 

αρχή της ανίχνευσης της ανοσοχημικής αντίδρασης μέσω ενός ιχνηθέτη (label), ο οποίος είναι 

ένα φωταυγές μόριο. Το μόριο αυτό λειτουργεί ως το κύριο «σήμα» της αναλυτικής 

αντίδρασης, επιτρέποντας την ποσοτική ή ποιοτική εκτίμηση του αναλύτη. 

Η θεμελιώδης φυσική αρχή της μεθόδου στηρίζεται στο φαινόμενο της φωταύγειας 

(luminescence), δηλαδή στην εκπομπή ακτινοβολίας στο ορατό ή σχεδόν ορατό φάσμα 

(περίπου 300–800 nm), η οποία παράγεται όταν ένα ηλεκτρόνιο μεταπίπτει από διεγερμένη 

κατάσταση σε θεμελιώδη ενεργειακή στάθμη. Η αποδιέγερση αυτή οδηγεί στην απελευθέρωση 

ενέργειας υπό μορφή φωτός. Σε αντίθεση με τις μεθόδους απορρόφησης, η φωταύγεια αποτελεί 

απόλυτη μέτρηση σήματος, γεγονός που προσδίδει στη μέθοδο υψηλή αναλυτική αξιοπιστία. 

Στην περίπτωση της χημειοφωταύγειας, η παραγωγή του φωτεινού σήματος προκύπτει από 

εξώθερμες (exergonic) χημικές αντιδράσεις, οι οποίες οδηγούν στη δημιουργία διεγερμένων 

καταστάσεων των μορίων. Η CLIA μπορεί να πραγματοποιηθεί είτε με άμεση σήμανση, όπου 

χρησιμοποιούνται φωταυγή μόρια (π.χ. acridinium και ruthenium esters), είτε με έμμεση 

σήμανση, όπου χρησιμοποιούνται ενζυμικά συστήματα, όπως η αλκαλική φωσφατάση ή η 

υπεροξειδάση του χρένου (horseradish peroxidase – HRP) σε συνδυασμό με υποστρώματα 

όπως το luminol. 

Η ενεργοποίηση των υποστρωμάτων αυτών πραγματοποιείται μέσω χημικών ή ενζυμικών 

αντιδράσεων που συνδέονται άμεσα με το ανοσολογικό σύμπλεγμα. Η χρήση ενισχυτών 

(enhancers), όπως ιόντα μετάλλων ή φερροκυανιούχα συστήματα, αυξάνει περαιτέρω την 

ένταση του εκπεμπόμενου σήματος, οδηγώντας σε εξαιρετικά υψηλή αναλυτική ευαισθησία, 

σημαντικά μεγαλύτερη σε σύγκριση με άλλες ανοσοχημικές τεχνικές όπως ELISA και FEIA. 

Ποιοτικός έλεγχος  

Ο ποιοτικός έλεγχος αποτελεί θεμελιώδη παράγοντα για τη διασφάλιση της αξιοπιστίας των 

αποτελεσμάτων στη χημειοφωταυγή ανοσοδοκιμασία (Chemiluminescent Immunoassay – 
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CLIA). Περιλαμβάνει τη χρήση εξωτερικών και εσωτερικών δειγμάτων ελέγχου με γνωστές ή 

καθορισμένες τιμές, τα οποία αναλύονται παράλληλα με τα άγνωστα δείγματα, ώστε να 

επιβεβαιώνεται η ακρίβεια και η επαναληψιμότητα της μεθόδου. Στο πλαίσιο του εξωτερικού 

ποιοτικού ελέγχου χρησιμοποιούνται πολυπαραμετρικά πρότυπα δείγματα αναφοράς 

(multimarker QC samples), όπως το PeliSpy Type 7 (T7), τα οποία περιέχουν αδρανοποιημένο 

βιολογικό υλικό θετικό για πολλαπλούς ορολογικούς δείκτες και επιτρέπουν την ταυτόχρονη 

αξιολόγηση πολλών αναλυτών. 

Σημαντικό στοιχείο του ποιοτικού ελέγχου αποτελεί η τυποποίηση των υλικών αναφοράς, η 

οποία βασίζεται σε διεθνή πρότυπα (π.χ. WHO και Paul Ehrlich Institute), εξασφαλίζοντας 

ιχνηλασιμότητα και συγκρισιμότητα μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων. Επιπλέον, πριν από 

την αποδοχή κάθε νέας παρτίδας QC υλικού πραγματοποιείται διαδικασία προ-απελευθέρωσης 

(pre-release testing), κατά την οποία αξιολογείται η απόδοση πολλαπλών επαναλήψεων 

(replicates) και επιβεβαιώνεται η αναλυτική σταθερότητα του υλικού. 

Κεντρικό κριτήριο αποδοχής αποτελεί η αξιολόγηση του λόγου σήματος προς όριο αποκοπής 

(signal-to-cut-off ratio, S/Co), ο οποίος πρέπει να παραμένει εντός προκαθορισμένων ορίων, 

καθώς και ο συντελεστής μεταβλητότητας (coefficient of variation, CV), ο οποίος δεν πρέπει 

να υπερβαίνει συγκεκριμένα όρια (συνήθως <15%), εξασφαλίζοντας ικανοποιητική 

επαναληψιμότητα. 

Ακόμα, σημαντικό στον ποιοτικό έλεγχο της CLIA είναι η αντιμετώπιση της προαναλυτικής 

μεταβλητότητας, η οποία περιλαμβάνει παράγοντες όπως η συλλογή, η επεξεργασία και η 

αποθήκευση των δειγμάτων. Αν και η αυτοματοποίηση της CLIA μειώνει σημαντικά τα 

αναλυτικά σφάλματα, η ποιότητα του τελικού αποτελέσματος εξακολουθεί να επηρεάζεται από 

την ορθή διαχείριση του δείγματος πριν την ανάλυση. Για τον λόγο αυτό εφαρμόζονται 

αυστηρά πρωτόκολλα χειρισμού, καθώς και διαδικασίες ελέγχου καταλληλότητας των 

δειγμάτων πριν την εισαγωγή τους στο αναλυτικό σύστημα. 

Παράλληλα, πραγματοποιείται πολυκεντρική παρακολούθηση των αποτελεσμάτων μέσω 

αυτοματοποιημένων συστημάτων και κεντρικών βάσεων δεδομένων, όπου συγκεντρώνονται 

οι μετρήσεις από διαφορετικά εργαστήρια και αναλυτικές πλατφόρμες. Η στατιστική 

αξιολόγηση περιλαμβάνει τον υπολογισμό μέσης τιμής, τυπικής απόκλισης και CV, καθώς και 

τον εντοπισμό ακραίων τιμών (outliers) με κατάλληλες στατιστικές μεθόδους. 

Ιδιαίτερη σημασία δίνεται στον ορισμό της ακρίβειας (accuracy), της πιστότητας (precision), 

της μεροληψίας (bias) και της ανακρίβειας (inaccuracy), ενώ σε περιπτώσεις απουσίας 
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πιστοποιημένου προτύπου αναφοράς, ως “αληθής τιμή” χρησιμοποιείται ο σταθμισμένος 

μέσος όρος των αποτελεσμάτων των εργαστηρίων. 

Επιπλέον, η CLIA χαρακτηρίζεται από αυξημένη αναπαραγωγιμότητα, η οποία αποτυπώνεται 

σε χαμηλές τιμές συντελεστή μεταβλητότητας (περίπου 2.9–4.9%), γεγονός που υποδηλώνει 

υψηλή σταθερότητα των μετρήσεων τόσο εντός όσο και μεταξύ εργαστηρίων. Η 

αυτοματοποίηση της μεθόδου συμβάλλει καθοριστικά στη μείωση της αναλυτικής 

μεταβλητότητας, περιορίζοντας τα ανθρώπινα σφάλματα κατά την προετοιμασία και ανάλυση 

των δειγμάτων. 

Τέλος, ο ποιοτικός έλεγχος της CLIA ενισχύεται από τη χρήση πλήρως αυτοματοποιημένων 

αναλυτικών πλατφορμών, οι οποίες επιτρέπουν ταχεία επεξεργασία μεγάλου αριθμού 

δειγμάτων, υψηλή σταθερότητα των αντιδραστηρίων και συνεχή παρακολούθηση της 

αναλυτικής διαδικασίας, εξασφαλίζοντας έτσι υψηλό επίπεδο αξιοπιστίας και 

αναπαραγωγιμότητας των αποτελεσμάτων. 

Περιορισμοί και παρεμβολές  

Παρά τα σημαντικά πλεονεκτήματα της χημειοφωταυγούς ανοσοδοκιμασίας (CLIA), η 

μέθοδος παρουσιάζει ορισμένους αναλυτικούς και μεθοδολογικούς περιορισμούς που πρέπει 

να λαμβάνονται υπόψη στον ποιοτικό έλεγχο. Ένα βασικό ζήτημα είναι οι αναλυτικές 

παρεμβολές από ενδογενείς ή εξωγενείς παράγοντες, όπως ετεροφιλικά αντισώματα, 

ρευματοειδής παράγοντας και αντισώματα έναντι των αντιδραστηρίων της μεθόδου, οι οποίες 

μπορούν να προκαλέσουν ψευδώς θετικά ή ψευδώς αρνητικά αποτελέσματα. Επιπλέον, το 

φαινόμενο hook (prozone effect) σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις αναλύτη μπορεί να οδηγήσει 

σε υποεκτίμηση της πραγματικής τιμής, γεγονός που καθιστά απαραίτητο τον έλεγχο 

γραμμικότητας και τις κατάλληλες αραιώσεις. Σημαντικό ρόλο παίζει επίσης το matrix effect, 

δηλαδή η επίδραση της σύστασης του δείγματος (αιμόλυση, λιπαιμία, ικτερία), το οποίο μπορεί 

να επηρεάσει την ένταση του χημειοφωταυγούς σήματος και την ακρίβεια της μέτρησης. 

Παράλληλα, η απόδοση της μεθόδου μπορεί να επηρεαστεί από τη σταδιακή μεταβολή της 

δραστικότητας των αντιδραστηρίων και την ανάγκη συχνής ανανέωσης των καμπυλών 

βαθμονόμησης, ιδιαίτερα σε συστήματα συνεχούς λειτουργίας. Τέλος, ο περιορισμός των 

κλειστών αναλυτικών συστημάτων μειώνει την ευελιξία και τη δυνατότητα άμεσης σύγκρισης 

μεταξύ διαφορετικών πλατφορμών, καθιστώντας απαραίτητη τη συμμετοχή σε εξωτερικά 

προγράμματα ποιοτικού ελέγχου για τη διασφάλιση της διαχρονικής και δια-εργαστηριακής 

συγκρισιμότητας των αποτελεσμάτων. 
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5.2.3 RIA (Radioimmunoassay) 

Οι ραδιοανοσοδοκιμασίες (RIA) αποτελούν μία από τις πρώτες και πιο ευαίσθητες τεχνικές 

ανοσοανάλυσης, στις οποίες η ανίχνευση βασίζεται σε ραδιενεργούς ιχνηθέτες, όπως το ¹²⁵I, το 

³H και το ¹⁴C. Οι μέθοδοι αυτές έχουν εφαρμοστεί ευρέως για τον προσδιορισμό 

φαρμακευτικών ενώσεων σε βιολογικά υγρά, προσφέροντας εξαιρετικά υψηλή ευαισθησία και 

ακρίβεια, η οποία δύσκολα επιτυγχάνεται με άλλες αναλυτικές τεχνικές. Ωστόσο, η χρήση τους 

περιορίζεται λόγω ζητημάτων ασφάλειας, της ανάγκης εξειδικευμένου χειρισμού και του 

υψηλού κόστους εξοπλισμού και διαχείρισης ραδιενεργών υλικών. 

Αρχή της μεθόδου 

Η βασική αρχή της RIA στηρίζεται στον ανταγωνισμό μεταξύ ενός άγνωστου (μη σημασμένου) 

αντιγόνου και ενός γνωστού ραδιοσημασμένου αντιγόνου για περιορισμένες θέσεις δέσμευσης 

ενός ειδικού αντισώματος. Συγκεκριμένα, το αντιγόνο του δείγματος αναμιγνύεται με 

καθορισμένη ποσότητα ραδιοσημασμένου αντιγόνου, συνήθως ιωδιωμένου με ¹²⁵I, και τα δύο 

μόρια ανταγωνίζονται για τη δέσμευση στο αντίσωμα. 

Μετά την επίτευξη ισορροπίας, το δεσμευμένο αντιγόνο διαχωρίζεται από το ελεύθερο κλάσμα 

και μετράται η ραδιενέργεια του συμπλόκου αντιγόνου–αντισώματος μέσω γ-μετρητή (gamma 

counter). Η ένταση του σήματος είναι αντιστρόφως ανάλογη της συγκέντρωσης του αντιγόνου 

στο δείγμα, καθώς υψηλότερες συγκεντρώσεις άγνωστου αντιγόνου μειώνουν τη δέσμευση του 

ραδιοσημασμένου αντιγόνου. 

Αναλυτική διαδικασία (workflow RIA) 

Η διαδικασία της RIA περιλαμβάνει διαδοχικά στάδια: την επώαση του δείγματος με το ειδικό 

αντίσωμα και το ραδιοσημασμένο αντιγόνο, την επίτευξη ισορροπίας μεταξύ δεσμευμένων και 

ελεύθερων μορφών, τον διαχωρισμό των δύο κλασμάτων και τέλος τη μέτρηση της 

ραδιενέργειας του δεσμευμένου κλάσματος. Η ποσοτικοποίηση επιτυγχάνεται μέσω καμπύλης 

αναφοράς, η οποία κατασκευάζεται από πρότυπα γνωστής συγκέντρωσης. 

Ποσοτικοποίηση και καμπύλη αναφοράς 

Η ποσοτική ανάλυση βασίζεται στη δημιουργία πρότυπης καμπύλης (standard curve), όπου 

συσχετίζεται η μετρούμενη ραδιενέργεια με γνωστές συγκεντρώσεις αντιγόνου. Η 

συγκέντρωση του άγνωστου δείγματος προκύπτει μέσω παρεμβολής στην καμπύλη αυτή, η 

οποία συνήθως ακολουθεί μη γραμμική, σιγμοειδή μορφή λόγω της συναγωνιστικής φύσης της 

αντίδρασης. 
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Διάγραμμα Scatchard και κινητική ανάλυση 

Για τη μελέτη της συγγένειας αντιγόνου–αντισώματος και της ικανότητας δέσμευσης, 

χρησιμοποιείται το διάγραμμα Scatchard. Η γραφική αυτή ανάλυση επιτρέπει τον 

προσδιορισμό της σταθεράς συγγένειας (K) καθώς και του αριθμού δεσμευτικών θέσεων του 

αντισώματος. Η κλίση της ευθείας είναι αρνητική και σχετίζεται άμεσα με τη συγγένεια του 

συστήματος, παρέχοντας σημαντικές πληροφορίες για τη βιοφυσική συμπεριφορά της 

ανοσοαντίδρασης. 

Διαχωρισμός δεσμευμένου και ελεύθερου κλάσματος 

Ένα κρίσιμο στάδιο της RIA είναι ο διαχωρισμός του δεσμευμένου από το ελεύθερο αντιγόνο. 

Αυτό μπορεί να πραγματοποιηθεί με διάφορες τεχνικές, όπως καταβύθιση με 

πολυαιθυλενογλυκόλη (PEG), χρήση πρωτεΐνης Α από Staphylococcus aureus, 

ανοσοκαταβύθιση με δεύτερο αντίσωμα, προσρόφηση σε ενεργό άνθρακα ή στερεοποίηση σε 

επιφάνειες στερεής φάσης. Από όλες τις μεθόδους, η στερεή φάση θεωρείται η πλέον 

αξιόπιστη, καθώς προσφέρει μειωμένο μη ειδικό θόρυβο και δυνατότητα αυτοματοποίησης. 

Ραδιοσημασμένα αντιγόνα και ιχνηθέτες 

Η πιο συχνή ραδιοσήμανση πραγματοποιείται με ¹²⁵I, λόγω της κατάλληλης ενέργειας 

εκπομπής και της σταθερότητάς του. Η τεχνολογία ιχνηθέτη έχει επιτρέψει την ανίχνευση 

εξαιρετικά χαμηλών συγκεντρώσεων βιομορίων, σε επίπεδα της τάξης των 10⁻¹² M, 

καθιστώντας την RIA μία από τις πιο ευαίσθητες αναλυτικές τεχνικές που έχουν αναπτυχθεί. 

Ποιοτικός έλεγχος  

Ο ποιοτικός έλεγχος αποτελεί κρίσιμο στοιχείο για την αξιοπιστία της μεθόδου. Περιλαμβάνει 

τη χρήση δειγμάτων εσωτερικού ελέγχου με γνωστές συγκεντρώσεις, τα οποία αναλύονται 

παράλληλα με τα άγνωστα δείγματα ώστε να διασφαλίζεται η ακρίβεια και η επαναληψιμότητα 

των αποτελεσμάτων. Επιπλέον, πραγματοποιείται έλεγχος της καμπύλης βαθμονόμησης σε 

κάθε αναλυτική παρτίδα (run), καθώς και αξιολόγηση της ενδο- και δια-αναλυτικής 

μεταβλητότητας (intra- and inter-assay variability). Σημαντική παράμετρος αποτελεί επίσης ο 

έλεγχος της μη ειδικής δέσμευσης (non-specific binding), η οποία μπορεί να επηρεάσει την 

ακρίβεια της μέτρησης. 

Επιπρόσθετα, η σταθερότητα των αντιδραστηρίων, η δραστικότητα του ραδιοσημασμένου 

αντιγόνου και η ορθή λειτουργία του μετρητικού συστήματος (gamma counter) ελέγχονται 
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τακτικά. Ο ποιοτικός έλεγχος στη RIA είναι ιδιαίτερα αυστηρός λόγω της φύσης των 

ραδιοϊσοτόπων και των απαιτήσεων ακτινοπροστασίας. 

Πλεονεκτήματα και περιορισμοί  

Η RIA χαρακτηρίζεται από εξαιρετικά υψηλή ευαισθησία και δυνατότητα ανίχνευσης πολύ 

χαμηλών συγκεντρώσεων αναλυτών, γεγονός που την κατέστησε ιστορικά πρωτοποριακή 

μέθοδο στην ενδοκρινολογία και στη μέτρηση ορμονών όπως T3, T4, TSH, LH και FSH. 

Ωστόσο, παρουσιάζει σημαντικούς περιορισμούς, όπως η χρήση ραδιενεργών υλικών, η 

ανάγκη ειδικών εγκαταστάσεων, οι απαιτήσεις ακτινοπροστασίας, καθώς και η αυξημένη 

δυσκολία αυτοματοποίησης. 

Σύγκριση και συνδυασμός με IRMA 

Η ανοσοραδιομετρική ανάλυση (IRMA) αποτελεί εξελικτική μορφή της ραδιοανοσοανάλυσης 

και διαφέρει θεμελιωδώς ως προς τον μηχανισμό ανίχνευσης. Ενώ η RIA είναι συναγωνιστική 

μέθοδος με αντιστρόφως ανάλογη σχέση μεταξύ σήματος και συγκέντρωσης, η IRMA είναι μη 

συναγωνιστική και βασίζεται στη χρήση ραδιοσημασμένου αντισώματος. Στην IRMA το 

αντιγόνο του δείγματος δεσμεύεται ταυτόχρονα από δύο αντισώματα (sandwich τεχνική), με 

αποτέλεσμα το σήμα να είναι ευθέως ανάλογο της συγκέντρωσης. 

Ο συνδυασμός των δύο τεχνικών στη βιβλιογραφία έχει αναδείξει τη μετάβαση από απλές 

ανταγωνιστικές ραδιομεθόδους σε πιο εξελιγμένα συστήματα διπλής δέσμευσης, με στόχο τη 

βελτίωση της ευαισθησίας, της ειδικότητας και της αναλυτικής ακρίβειας. Η IRMA υπερτερεί 

της RIA σε όρους ευκολίας ερμηνείας, ενώ μειώνει σημαντικά τα σφάλματα που σχετίζονται 

με τον ανταγωνισμό και τη μη γραμμικότητα της καμπύλης. 

5.2.4 FIA  

Οι φθοροανοσοδοκιμασίες (FIA) χρησιμοποιούν φθοροφόρα μόρια ως ετικέτες και βασίζονται 

στη μέτρηση της εκπεμπόμενης φθορίζουσας ακτινοβολίας μετά από κατάλληλη διέγερση. Σε 

ομοιογενείς μορφές, η δέσμευση αντιγόνου–αντισώματος επηρεάζει άμεσα τις 

φθορισμομετρικές ιδιότητες του ιχνηθέτη χωρίς να απαιτείται στάδιο διαχωρισμού. 

Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η φθοριοανοσοδοκιμασία πόλωσης φθορισμού 

(FPFIA), όπου η δέσμευση μικρών μορίων στο αντίσωμα οδηγεί σε μεταβολή της πόλωσης 

λόγω διαφοροποίησης της περιστροφικής κίνησης. Επιπλέον, η χρονικά διακριτή 

φθοροανοσοδοκιμασία (TRFIA), βασισμένη σε σύμπλοκα λανθανιδών, επιτρέπει την 
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απομάκρυνση του υποβάθρου και προσφέρει ιδιαίτερα υψηλή ευαισθησία σε πολύπλοκες 

βιολογικές μήτρες. 

Αρχή της μεθόδου 

Η αρχή των ανοσοαναλύσεων φθορισμού βασίζεται στη χρήση αντισωμάτων ή αντιγόνων τα 

οποία έχουν επισημανθεί με φθορίζουσες χρωμοφόρες ουσίες (fluorophores). Όταν το 

σύμπλοκο αντιγόνου–αντισώματος σχηματιστεί, η διέγερση του φθορίζοντος μορίου με 

συγκεκριμένο μήκος κύματος οδηγεί στην εκπομπή φωτός σε διαφορετικό μήκος κύματος, το 

οποίο καταγράφεται και ποσοτικοποιείται. 

Η ένταση του εκπεμπόμενου φθορισμού είναι ανάλογη της συγκέντρωσης του αναλύτη, 

ανάλογα με τον σχεδιασμό της μεθόδου (συναγωνιστική ή μη συναγωνιστική). Στις 

περισσότερες σύγχρονες εφαρμογές χρησιμοποιούνται μη συναγωνιστικά συστήματα τύπου 

sandwich, τα οποία προσφέρουν υψηλότερη ευαισθησία και ειδικότητα. 

Είδη φθορισμού και ανίχνευσης 

Οι FIA μπορούν να βασίζονται είτε σε άμεσο φθορισμό είτε σε έμμεσο φθορισμό. Στον άμεσο 

φθορισμό, το αντίσωμα είναι άμεσα επισημασμένο με φθορίζουσα ουσία, ενώ στον έμμεσο 

χρησιμοποιούνται δευτερογενή αντισώματα. Ιδιαίτερα σημαντική εξέλιξη αποτελεί ο χρονικά 

διαχωριζόμενος φθορισμός (time-resolved fluorescence immunoassay, TR-FIA), ο οποίος 

βασίζεται σε σπάνιες γαίες, όπως το europium, επιτρέποντας τη μέτρηση του σήματος μετά την 

αποσύνθεση του μη ειδικού θορύβου, αυξάνοντας έτσι σημαντικά την ευαισθησία και την 

ειδικότητα της μεθόδου. 

Ποσοτικοποίηση 

Η ποσοτικοποίηση στις FIA πραγματοποιείται μέσω φθορισμομετρικών αναλυτών, οι οποίοι 

καταγράφουν την ένταση εκπομπής σε συγκεκριμένο μήκος κύματος. Η σχέση μεταξύ σήματος 

και συγκέντρωσης του αναλύτη καθορίζεται μέσω πρότυπης καμπύλης βαθμονόμησης, η οποία 

δημιουργείται από δείγματα γνωστής συγκέντρωσης. Η ακρίβεια της μεθόδου εξαρτάται από 

τη σταθερότητα του φθορίζοντος σήματος, την αποφυγή φωτοαποδόμησης και τη σωστή 

βαθμονόμηση του οργάνου. 

Ποιοτικός έλεγχος  

Ο ποιοτικός έλεγχος στις ανοσοαναλύσεις φθορισμού είναι απαραίτητος για τη διασφάλιση της 

αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. Περιλαμβάνει τη χρήση δειγμάτων εσωτερικού ελέγχου σε 
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διαφορετικά επίπεδα συγκέντρωσης (χαμηλό, μεσαίο, υψηλό), τα οποία αναλύονται μαζί με τα 

άγνωστα δείγματα σε κάθε αναλυτική σειρά. Επιπλέον, πραγματοποιείται τακτικός έλεγχος της 

καμπύλης βαθμονόμησης, ώστε να διασφαλίζεται η γραμμικότητα και η σταθερότητα του 

συστήματος ανίχνευσης. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει η παρακολούθηση της ενδο- και δια-αναλυτικής ακρίβειας, καθώς και 

η αξιολόγηση πιθανών παρεμβολών, όπως φαινόμενα αυτοφθορισμού (autofluorescence) από 

βιολογικά δείγματα. Παράλληλα, απαιτείται έλεγχος της φωτοσταθερότητας των φθοριζόντων 

ιχνηθετών και της απόδοσης του οπτικού συστήματος του αναλυτή. 

Πλεονεκτήματα και περιορισμοί  

Οι ανοσοαναλύσεις φθορισμού χαρακτηρίζονται από υψηλή ευαισθησία, δυνατότητα 

ανίχνευσης πολύ χαμηλών συγκεντρώσεων και ευρύ δυναμικό εύρος μέτρησης. Επιπλέον, δεν 

απαιτούν τη χρήση ραδιενεργών υλικών, γεγονός που τις καθιστά ασφαλέστερες και πιο 

εύκολες στη διαχείριση σε σχέση με τις ραδιοϊσοτοπικές τεχνικές. 

Ωστόσο, παρουσιάζουν περιορισμούς όπως πιθανή φωτοαποδόμηση των φθοριζόντων μορίων, 

παρεμβολές από φυσικό φθορισμό βιολογικών δειγμάτων και ανάγκη για εξειδικευμένο οπτικό 

εξοπλισμό υψηλής ακρίβειας. 

5.3 Οργανολογία και εξοπλισμός 

Η εξέλιξη της οργανολογίας στις ανοσοχημικές μεθόδους έχει συμβάλει καθοριστικά στη 

μετατροπή των κλασικών ανοσοδοκιμασιών σε αυτοματοποιημένες, υψηλής ευαισθησίας και 

υψηλής απόδοσης αναλυτικές πλατφόρμες. Οι σύγχρονες τεχνικές δεν βασίζονται πλέον 

αποκλειστικά σε χειρωνακτικές διαδικασίες, αλλά ενσωματώνουν εξειδικευμένα όργανα 

ανίχνευσης, μικροαντιδραστήρες και συστήματα ροής, τα οποία επιτρέπουν τον ακριβή 

ποσοτικό προσδιορισμό αναλυτών σε σύνθετα βιολογικά δείγματα. 

Οργανολογία ανοσοδοκιμασιών και αρχές λειτουργίας 

Η τεχνολογική βάση των ανοσοδοκιμασιών στηρίζεται στη σύνδεση του ανοσοχημικού 

συστήματος αντιγόνου–αντισώματος με κατάλληλους μορφοτροπείς σήματος. Στις ενζυμικές 

ανοσοδοκιμασίες, όπως η ELISA, χρησιμοποιούνται ένζυμα-δείκτες (π.χ. υπεροξειδάση του 

χρένου), τα οποία μέσω της καταλυτικής τους δράσης παράγουν μετρήσιμο οπτικό ή 

ηλεκτροχημικό σήμα. Η ανίχνευση πραγματοποιείται με φασματοφωτόμετρα ή αναγνώστες 
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μικροπλακών, επιτρέποντας την ταυτόχρονη ανάλυση πολλαπλών δειγμάτων και την εξαγωγή 

ποσοτικών και ποιοτικών αποτελεσμάτων. 

Συστήματα ροής και αυτοματοποιημένες πλατφόρμες ανάλυσης 

Πέρα από τις μικροπλακοειδείς διατάξεις, σημαντική εξέλιξη αποτελεί η χρήση συστημάτων 

συνεχούς ροής και έγχυσης ροής, τα οποία ενσωματώνουν στήλες ακινητοποιημένων 

αντισωμάτων και μηχανισμούς διαδοχικών αντιδράσεων. Οι πλατφόρμες αυτές επιτρέπουν την 

ταχεία ανάλυση, μειώνουν τον χρόνο επώασης και αυξάνουν την αναπαραγωγιμότητα των 

αποτελεσμάτων. Παράλληλα, οι εξελιγμένες διατάξεις διαχωρισμού και ανίχνευσης καθιστούν 

δυνατή την εφαρμογή τους σε φαρμακευτική ανάλυση και βιοϊατρικές μελέτες. 

Ανοσοαισθητήρες και ενσωματωμένα συστήματα ανίχνευσης 

Οι ανοσοαισθητήρες αποτελούν μία από τις σημαντικότερες τεχνολογικές καινοτομίες στον 

τομέα, καθώς συνδυάζουν το βιολογικό στοιχείο αναγνώρισης με άμεσο μορφοτροπέα 

σήματος. Ανάλογα με τον τύπο ανίχνευσης, διακρίνονται σε οπτικούς, ηλεκτροχημικούς και 

πιεζοηλεκτρικούς αισθητήρες. Η ενσωμάτωση αυτών των συστημάτων επιτρέπει την άμεση 

μέτρηση της συγκέντρωσης αναλυτών με υψηλή ευαισθησία, μειωμένο χρόνο ανάλυσης και 

δυνατότητα ανάπτυξης φορητών ή αναλώσιμων διατάξεων. 

Τεχνολογίες τριχοειδούς ηλεκτροφόρησης και υβριδικά συστήματα 

Η τριχοειδής ηλεκτροφόρηση σε συνδυασμό με ανοσοχημικές αντιδράσεις (CEIA) αποτελεί 

ένα υβριδικό σύστημα υψηλής διαχωριστικής ικανότητας και ευαισθησίας. Η χρήση 

μικροτριχοειδών ως αντιδραστήρων στερεάς φάσης επιτρέπει την ταχεία ανάλυση και την 

ακριβή ποσοτικοποίηση βιομορίων, ενώ η ενσωμάτωση ηλεκτροχημικών ή φθορισμομετρικών 

ανιχνευτών βελτιώνει σημαντικά το όριο ανίχνευσης. 

5.4 Κλινικές εφαρμογές 

5.4.1 Ογκολογία - Καρκινικοί δείκτες 

Η διάγνωση και παρακολούθηση των νεοπλασματικών νοσημάτων βασίζεται σε συνδυασμό 

κλινικών και εργαστηριακών προσεγγίσεων, μεταξύ των οποίων καθοριστικό ρόλο κατέχουν 

οι ανοσοχημικές μέθοδοι. Οι μέθοδοι αυτές στηρίζονται στην εξειδικευμένη αλληλεπίδραση 

αντιγόνου–αντισώματος και αξιοποιούν την ανοσολογική αναγνώριση βιολογικών μορίων που 

σχετίζονται με την ανάπτυξη κακοήθειας, είτε προέρχονται από τα νεοπλασματικά κύτταρα 

είτε παράγονται ως απάντηση του οργανισμού στην παρουσία του όγκου. 
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Στο πλαίσιο της ογκολογίας, η ανίχνευση καρκινικών δεικτών (tumor markers) στο αίμα και 

σε άλλα βιολογικά υγρά, όπως ορός, ούρα ή ιστικά εκχυλίσματα, επιτρέπει την ταχεία 

αναγνώριση και παρακολούθηση της νεοπλασματικής διεργασίας. Οι ανοσοχημικές 

δοκιμασίες χρησιμοποιούνται ευρέως για την ποσοτικοποίηση δεικτών όπως το PSA, το CEA, 

το CA-125 και άλλοι αντιγονικοί καρκινικοί δείκτες, παρέχοντας σημαντικές πληροφορίες για 

την παρουσία και την εξέλιξη της νόσου. 

Επιπλέον, οι ανοσοχημικές μέθοδοι συμβάλλουν ουσιαστικά στη διαφοροποίηση μεταξύ 

ενεργής νεοπλασματικής νόσου και καλοήθων καταστάσεων, αξιοποιώντας τη διαφορά στην 

παραγωγή ή έκφραση συγκεκριμένων αντιγόνων από τα καρκινικά κύτταρα. Η αυξημένη 

συγκέντρωση καρκινικών δεικτών σχετίζεται συχνά με αυξημένο όγκο νόσου ή υποτροπή, ενώ 

η μείωση τους μπορεί να αντανακλά ανταπόκριση στη θεραπεία. 

Παράλληλα, η ανοσοχημική ανάλυση καρκινικών δεικτών έχει σημαντικό ρόλο στην 

παρακολούθηση της πορείας των ασθενών και στην εκτίμηση της αποτελεσματικότητας της 

θεραπείας, καθώς και στην πρώιμη ανίχνευση πιθανής υποτροπής. Έτσι, οι ανοσοχημικές 

μέθοδοι αποτελούν βασικό εργαλείο της σύγχρονης ογκολογικής πρακτικής, συμβάλλοντας 

ουσιαστικά στη διάγνωση, την πρόγνωση και τη θεραπευτική παρακολούθηση των 

νεοπλασιών. 

5.4.2 Λοιμώδη νοσήματα 

Η διάγνωση των λοιμωδών νοσημάτων βασίζεται σε συνδυασμό κλινικών και εργαστηριακών 

προσεγγίσεων, μεταξύ των οποίων σημαντικό ρόλο κατέχουν οι ανοσοχημικές μέθοδοι. Οι 

μέθοδοι αυτές στηρίζονται στην αλληλεπίδραση αντιγόνου–αντισώματος και αξιοποιούν την 

ανοσολογική απάντηση του οργανισμού έναντι παθογόνων μικροοργανισμών, όπως βακτήρια, 

ιοί, μύκητες και παράσιτα. 

Στο πλαίσιο των λοιμωδών νοσημάτων, η ανίχνευση ειδικών αντιγόνων ή αντισωμάτων στο 

αίμα και σε άλλα βιολογικά υγρά (όπως ορός ή εγκεφαλονωτιαίο υγρό) επιτρέπει την ταχεία 

αναγνώριση της λοίμωξης. Οι ανοσοχημικές δοκιμασίες συμβάλλουν ιδιαίτερα στη 

διαφοροποίηση ενεργής λοίμωξης από προηγούμενη έκθεση, αξιοποιώντας την ειδική ανοσία 

του οργανισμού, η οποία χαρακτηρίζεται από παραγωγή αντισωμάτων από τα Β 

λεμφοκύτταρα. 

Επιπλέον, η ανοσοχημική διάγνωση είναι κρίσιμη σε ιογενείς λοιμώξεις όπως η ηπατίτιδα, η 

HIV λοίμωξη και η COVID-19, όπου η ανίχνευση αντιγόνων ή αντισωμάτων συμβάλλει στην 



 

99 
 

έγκαιρη διάγνωση και στην επιδημιολογική παρακολούθηση. Αντίστοιχα, σε βακτηριακές 

λοιμώξεις όπως η φυματίωση ή η σύφιλη, οι ορολογικές δοκιμασίες χρησιμοποιούνται ως 

υποστηρικτικό διαγνωστικό εργαλείο. 

Η συμβολή των ανοσοχημικών μεθόδων είναι καθοριστική και στην εκτίμηση της 

ανοσολογικής μνήμης, η οποία αποτελεί τη βάση του εμβολιασμού και της προστασίας έναντι 

μελλοντικής έκθεσης στον ίδιο παθογόνο παράγοντα. 

5.5 Επικύρωση ανοσοχημικών μεθόδων 

Η επικύρωση των ανοσοχημικών μεθόδων αποτελεί θεμελιώδες στάδιο για τη διασφάλιση της 

αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της αναπαραγωγιμότητας των αναλυτικών αποτελεσμάτων. Οι 

ανοσοχημικές τεχνικές, όπως η ELISA, οι ανοσοπροσδιορισμοί φθορισμού και οι μέθοδοι 

χημειοφωταύγειας, βασίζονται στην ειδική αλληλεπίδραση αντιγόνου–αντισώματος και 

χρησιμοποιούνται ευρέως στη βιοϊατρική ανάλυση, στη φαρμακευτική έρευνα και στη 

διαγνωστική ιατρική. 

Η διαδικασία επικύρωσης περιλαμβάνει διαδοχικά στάδια ανάπτυξης, ελέγχου και 

βελτιστοποίησης της μεθόδου, με στόχο την εξασφάλιση σταθερής και αξιόπιστης αναλυτικής 

απόδοσης. Αρχικά καθορίζονται οι κρίσιμοι παράγοντες επιτυχίας της ανοσοδοκιμασίας 

(critical success factors), όπως η ευαισθησία, η ειδικότητα, η δυναμική περιοχή μέτρησης, η 

ταχύτητα ανάλυσης, η αναπαραγωγιμότητα και το κόστος των αντιδραστηρίων. Οι παράγοντες 

αυτοί επηρεάζουν άμεσα τη λειτουργικότητα και τη χρηστικότητα της μεθόδου σε κλινικές και 

ερευνητικές εφαρμογές. 

Στη συνέχεια πραγματοποιείται η επιλογή και η προμήθεια των κατάλληλων αντιδραστηρίων, 

όπως αντισώματα, πρότυπα διαλύματα, υποστρώματα, δείγματα ελέγχου και δείκτες 

ανίχνευσης. Η ποιότητα και η σταθερότητα των αντιδραστηρίων αποτελούν καθοριστικούς 

παράγοντες για την ειδικότητα και την ευαισθησία της μεθόδου, καθώς πιθανές διακυμάνσεις 

μπορούν να οδηγήσουν σε σφάλματα μέτρησης ή ψευδώς θετικά και αρνητικά αποτελέσματα. 

Ακολουθεί ο έλεγχος και η βαθμονόμηση του εξοπλισμού (instrument testing), όπου 

αξιολογούνται παράμετροι όπως η γραμμικότητα της απόκρισης, η ακρίβεια, η σταθερότητα 

και η επαναληψιμότητα των οργάνων μέτρησης. Η σωστή βαθμονόμηση είναι απαραίτητη 

ώστε το αναλυτικό σύστημα να λειτουργεί εντός αποδεκτών ορίων απόδοσης και να παρέχει 

αξιόπιστα δεδομένα. 
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Σε επόμενο στάδιο πραγματοποιούνται τα πειράματα «proof of concept», κατά τα οποία 

αξιολογείται η καταλληλότητα της μεθόδου, η συμβατότητα των αντιδραστηρίων με τη μήτρα 

του δείγματος και η αρχική απόδοση της ανοσοδοκιμασίας. Παράλληλα εξετάζονται ο λόγος 

σήματος προς θόρυβο (signal-to-noise ratio), η ποιότητα της καμπύλης βαθμονόμησης και τα 

μαθηματικά μοντέλα επεξεργασίας των δεδομένων. 

Η βελτιστοποίηση της μεθόδου (assay optimization) αποτελεί ιδιαίτερα σημαντικό στάδιο της 

διαδικασίας. Σε αυτό αξιολογούνται οι επιδράσεις της μήτρας του δείγματος (matrix effects), 

επιλέγονται οι βέλτιστες πειραματικές συνθήκες και κατασκευάζονται προφίλ ακρίβειας και 

επαναληψιμότητας. Η μεταβλητότητα της μεθόδου εξετάζεται τόσο εντός της ίδιας αναλυτικής 

σειράς όσο και μεταξύ διαφορετικών ημερών ή χειριστών, ώστε να εκτιμηθεί η συνολική 

σταθερότητα και αξιοπιστία της. 

Η επικύρωση περιλαμβάνει επίσης τον έλεγχο της γραμμικότητας της μεθόδου στο εύρος 

συγκεντρώσεων ενδιαφέροντος, ώστε να διασφαλίζεται ότι η ένταση του παραγόμενου 

σήματος μεταβάλλεται αναλογικά με τη συγκέντρωση του αναλύτη. Σε περιπτώσεις μη 

γραμμικής συμπεριφοράς εφαρμόζονται κατάλληλα μαθηματικά μοντέλα προσαρμογής της 

καμπύλης βαθμονόμησης. 

Η ευαισθησία της μεθόδου αξιολογείται μέσω του ορίου ανίχνευσης (Limit of Detection – 

LOD) και του ορίου ποσοτικοποίησης (Limit of Quantification – LOQ), τα οποία καθορίζουν 

τη μικρότερη συγκέντρωση αναλύτη που μπορεί να ανιχνευθεί ή να ποσοτικοποιηθεί με 

αποδεκτή ακρίβεια. Παράλληλα, η ειδικότητα της ανοσοδοκιμασίας εξετάζεται μέσω πιθανών 

διασταυρούμενων αντιδράσεων με συγγενείς ουσίες ή παρεμβαλλόμενα συστατικά του 

δείγματος. 

Σημαντική παράμετρο αποτελεί επίσης ο έλεγχος της ανάκτησης (recovery), κατά τον οποίο 

προστίθεται γνωστή ποσότητα αναλύτη σε πρότυπα ή πραγματικά δείγματα, με σκοπό την 

εκτίμηση της επίδρασης της μήτρας στη συνολική αναλυτική απόδοση. Παράλληλα εξετάζεται 

η σταθερότητα των δειγμάτων και των αντιδραστηρίων υπό διαφορετικές συνθήκες 

αποθήκευσης και χρόνου παραμονής. 

Η τελική επικύρωση (assay validation) περιλαμβάνει την αξιολόγηση της ανθεκτικότητας 

(robustness), της αναπαραγωγιμότητας, της δυνατότητας αυτοματοποίησης και της εφαρμογής 

της μεθόδου σε πραγματικές εργαστηριακές συνθήκες. Η συνολική καταλληλότητα της 

μεθόδου επιβεβαιώνεται συχνά μέσω συγκριτικών δοκιμών με καθιερωμένες ή πρότυπες 

τεχνικές αναφοράς. 
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Τέλος, ολοκληρώνεται η τεκμηρίωση της μεθόδου μέσω της σύνταξης τυποποιημένων 

διαδικασιών λειτουργίας (Standard Operating Procedures – SOPs), οι οποίες εξασφαλίζουν την 

ορθή εφαρμογή της μεθόδου και τη συμμόρφωση με διεθνή πρότυπα ποιότητας, όπως τα ISO 

15189 και ISO/IEC 17025. Οι διαδικασίες αυτές είναι απαραίτητες ώστε οι ανοσοχημικές 

μέθοδοι να παρέχουν αξιόπιστα και κλινικά αποδεκτά αποτελέσματα σε εφαρμογές βιοϊατρικής 

διάγνωσης και φαρμακευτικής ανάλυσης. 

 

Εικόνα 12: Διάγραμμα ροής ανάπτυξης, 

βελτιστοποίησης και επικύρωσης 

ανοσολογικών δοκιμασιών 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Μοριακές Μέθοδοι στην Εργαστηριακή Διάγνωση 

Οι μοριακές μέθοδοι αποτελούν θεμελιώδες εργαλείο της σύγχρονης εργαστηριακής 

διάγνωσης, καθώς βασίζονται στην ανάλυση του γενετικού υλικού (DNA ή RNA) και άλλων 

μοριακών δεικτών για την ανίχνευση παθολογικών καταστάσεων. Οι τεχνικές αυτές 

προσφέρουν υψηλή ευαισθησία, ειδικότητα και ακρίβεια, επιτρέποντας την έγκαιρη διάγνωση 

λοιμωδών νοσημάτων, γενετικών διαταραχών και νεοπλασματικών ασθενειών. Επιπλέον, 

συμβάλλουν σημαντικά στην παρακολούθηση της πορείας μιας νόσου, στην αξιολόγηση της 

θεραπευτικής ανταπόκρισης και στην εφαρμογή της εξατομικευμένης ιατρικής. 
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Οι πιο διαδεδομένες μοριακές μέθοδοι περιλαμβάνουν την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 

(PCR), την ποσοτική PCR πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR), την αλληλούχιση νέας 

γενιάς (Next Generation Sequencing – NGS) και τις τεχνικές υβριδοποίησης νουκλεϊκών 

οξέων. Η δυνατότητα ανίχνευσης ακόμη και πολύ μικρών ποσοτήτων γενετικού υλικού 

καθιστά τις μοριακές τεχνικές εξαιρετικά πολύτιμες στην κλινική πράξη, ιδιαίτερα στη 

διάγνωση ιογενών λοιμώξεων, στην ογκολογία και στη μοριακή γενετική. 

6.1 Βασικές αρχές μοριακής βιολογίας 

Η μοριακή βιολογία μελετά τους μοριακούς μηχανισμούς που διέπουν τη λειτουργία των 

ζωντανών οργανισμών, εστιάζοντας κυρίως στη δομή και λειτουργία των νουκλεϊκών οξέων 

(DNA και RNA) καθώς και των πρωτεϊνών. Αποτελεί τη θεωρητική βάση των σύγχρονων 

τεχνικών μοριακής διάγνωσης, όπως η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) και η real-

time PCR. 

Βασική αρχή της μοριακής βιολογίας αποτελεί το κεντρικό δόγμα, σύμφωνα με το οποίο η 

γενετική πληροφορία ρέει από το DNA στο RNA μέσω της διαδικασίας της μεταγραφής και 

στη συνέχεια από το RNA στις πρωτεΐνες μέσω της μετάφρασης. Το DNA αποτελεί το γενετικό 

υλικό του κυττάρου και περιέχει όλες τις απαραίτητες πληροφορίες για τη σύνθεση των 

πρωτεϊνών, οι οποίες είναι υπεύθυνες για το σύνολο σχεδόν των βιολογικών λειτουργιών. 

Η αντιγραφή του DNA εξασφαλίζει τη μεταβίβαση της γενετικής πληροφορίας από το ένα 

κύτταρο στο άλλο, επιτρέποντας τη διατήρηση της γενετικής σταθερότητας. Η διαδικασία αυτή 

λαμβάνει χώρα στον πυρήνα των ευκαρυωτικών κυττάρων και οδηγεί στη δημιουργία νέων 

μορίων DNA με χρήση του αρχικού μορίου ως πρότυπο. Περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια: 

την έναρξη, την επιμήκυνση και τον τερματισμό. 

Αντίστοιχα, η μεταγραφή αποτελεί τη διαδικασία μέσω της οποίας η γενετική πληροφορία του 

DNA μεταφέρεται στο αγγελιοφόρο RNA (mRNA). Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται 

επίσης σε στάδια έναρξης, επιμήκυνσης και τερματισμού. Το παραγόμενο mRNA υφίσταται 

μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις, όπως η προσθήκη καλύπτρας 5’ και poly-A ουράς, καθώς 

και μάτισμα (splicing), πριν μεταφερθεί στο κυτταρόπλασμα. 

Η γενετική πληροφορία που μεταγράφεται στο mRNA στη συνέχεια μεταφράζεται στο 

κυτταρόπλασμα, όπου τα ριβοσώματα κατευθύνουν τη σύνθεση πρωτεϊνών με βάση την 

αλληλουχία των κωδικονίων του mRNA. Η διαδικασία αυτή ολοκληρώνει τη ροή της γενετικής 
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πληροφορίας από το DNA στις λειτουργικές πρωτεΐνες, οι οποίες καθορίζουν τη δομή και τη 

λειτουργία των κυττάρων. 

Οι παραπάνω διαδικασίες αποτελούν τη βάση της γονιδιακής έκφρασης και είναι θεμελιώδεις 

για την κατανόηση και εφαρμογή των μοριακών τεχνικών ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης 

νουκλεϊκών οξέων, όπως η PCR και η real-time PCR, που χρησιμοποιούνται ευρέως στη 

σύγχρονη μοριακή διάγνωση και έρευνα. 

Αντιγραφή του DNA 

Η αντιγραφή του DNA είναι η διαδικασία κατά την οποία το γενετικό υλικό διπλασιάζεται πριν 

από την κυτταρική διαίρεση. Πρόκειται για μια ημισυντηρητική διαδικασία, καθώς κάθε νέο 

μόριο DNA αποτελείται από έναν μητρικό και έναν νεοσυντιθέμενο κλώνο. Η διαδικασία 

ξεκινά με το ξετύλιγμα της διπλής έλικας από την ελικάση και τη δημιουργία του πιρουνιού 

αντιγραφής. Στη συνέχεια, η πριμάση συνθέτει μικρούς εκκινητές RNA, οι οποίοι επιτρέπουν 

στη DNA πολυμεράση να ξεκινήσει τη σύνθεση νέου DNA προς την κατεύθυνση 5΄→3΄. 

Λόγω της αντιπαράλληλης διάταξης των κλώνων, η σύνθεση πραγματοποιείται συνεχώς στον 

προπορευόμενο κλώνο και ασυνεχώς στον υστερούντα, μέσω των θραυσμάτων Okazaki. Τα 

θραύσματα αυτά συνδέονται τελικά από τη DNA λιγάση, ενώ η υψηλή πιστότητα της 

αντιγραφής εξασφαλίζεται από τους μηχανισμούς διόρθωσης λαθών της DNA πολυμεράσης. 

Μεταγραφή 

Η μεταγραφή είναι η διαδικασία κατά την οποία η γενετική πληροφορία του DNA μεταφέρεται 

σε μόρια RNA. Η σύνθεση του RNA πραγματοποιείται από τις RNA πολυμεράσες, οι οποίες 

προσδένονται σε ειδικές περιοχές του DNA, τους προαγωγείς, και συνθέτουν ένα 

συμπληρωματικό μόριο RNA χρησιμοποιώντας ως πρότυπο τον έναν κλώνο του DNA. 

Στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, η RNA πολυμεράση II είναι υπεύθυνη για τη σύνθεση του 

αγγελιοφόρου RNA (mRNA), το οποίο μεταφέρει τη γενετική πληροφορία για τη σύνθεση 

πρωτεϊνών. Κατά τη μεταγραφή, η ουρακίλη (U) ενσωματώνεται στο RNA αντί της θυμίνης 

(T) που βρίσκεται στο DNA. 

Μετα-μεταγραφικές τροποποιήσεις 

Πριν το mRNA μεταφερθεί στο κυτταρόπλασμα, υφίσταται σειρά τροποποιήσεων που 

αυξάνουν τη σταθερότητα και τη λειτουργικότητά του. Οι σημαντικότερες είναι η προσθήκη 

καλύπτρας 5΄ (5′ cap), η προσθήκη πολυαδενυλιωμένης ουράς στο 3΄ άκρο (poly-A tail) και το 
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μάτισμα (splicing), κατά το οποίο απομακρύνονται τα μη κωδικοποιητικά τμήματα (ιντρόνια) 

και ενώνονται τα κωδικοποιητικά τμήματα (εξόνια). Το ώριμο mRNA εξέρχεται από τον 

πυρήνα και κατευθύνεται στο κυτταρόπλασμα, όπου θα χρησιμοποιηθεί ως πρότυπο για τη 

σύνθεση πρωτεϊνών. 

Μετάφραση 

Η μετάφραση αποτελεί τη διαδικασία κατά την οποία η γενετική πληροφορία του mRNA 

χρησιμοποιείται για τη σύνθεση πρωτεϊνών. Απαιτεί τρία βασικά συστατικά: το αγγελιοφόρο 

RNA (mRNA), τα ριβοσώματα και τα μόρια μεταφορικού RNA (tRNA). Τα ριβοσώματα 

αποτελούνται από δύο υπομονάδες και περιέχουν ριβοσωμικό RNA (rRNA) και πρωτεΐνες, 

ενώ τα tRNA λειτουργούν ως προσαρμογείς που μεταφέρουν συγκεκριμένα αμινοξέα και 

αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα κωδικόνια του mRNA μέσω του αντικωδικονίου τους. 

Η διαδικασία της μετάφρασης διακρίνεται σε τρία στάδια. Στην έναρξη, η μικρή ριβοσωμική 

υπομονάδα προσδένεται στο mRNA και αναγνωρίζει το κωδικόνιο έναρξης (AUG), ενώ στη 

συνέχεια ενώνεται η μεγάλη υπομονάδα. Κατά την επιμήκυνση, το ριβόσωμα κινείται κατά 

μήκος του mRNA και τα tRNA εισάγουν διαδοχικά αμινοξέα, τα οποία συνδέονται μεταξύ τους 

σχηματίζοντας πολυπεπτιδική αλυσίδα. Στον τερματισμό, όταν το ριβόσωμα συναντήσει 

κωδικόνιο λήξης, η πρωτεΐνη απελευθερώνεται και το ριβόσωμα αποσυναρμολογείται. 

Το παραγόμενο πολυπεπτίδιο μπορεί στη συνέχεια να υποστεί μετα-μεταφραστικές 

τροποποιήσεις στο ενδοπλασματικό δίκτυο και στο σύμπλεγμα Golgi, προκειμένου να 

αποκτήσει τη λειτουργική του μορφή. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, το mRNA είναι 

μονοκιστρονικό, δηλαδή κωδικοποιεί μία μόνο πρωτεΐνη, γεγονός που εξασφαλίζει υψηλή 

εξειδίκευση στη γονιδιακή έκφραση. 

6.2 Τεχνικές ανάλυσης DNA/RNA 

6.2.1 PCR 

Η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, PCR) αποτελεί μία από 

τις σημαντικότερες τεχνικές της σύγχρονης μοριακής βιολογίας και βιοτεχνολογίας. 

Αναπτύχθηκε το 1985 από τον Kary B. Mullis και επέφερε επανάσταση στις τεχνικές ανάλυσης 

γενετικού υλικού, επιτρέποντας την ταχεία και εκλεκτική ενίσχυση συγκεκριμένων τμημάτων 

DNA. Μέσω της PCR είναι δυνατή η παραγωγή εκατομμυρίων έως και δισεκατομμυρίων 

αντιγράφων μιας συγκεκριμένης αλληλουχίας DNA μέσα σε λίγες ώρες, ενώ οι σύγχρονες 

τεχνολογικές εξελίξεις έχουν μειώσει σημαντικά τον απαιτούμενο χρόνο ανάλυσης. 



 

105 
 

Η μέθοδος χρησιμοποιείται ευρέως σε πολλούς επιστημονικούς τομείς, όπως η μοριακή 

διάγνωση, η γενετική, η εγκληματολογία, η περιβαλλοντική βιολογία, η μικροβιολογία και η 

ανάλυση τροφίμων. Η υψηλή ευαισθησία, η ειδικότητα και η ταχύτητα της τεχνικής την έχουν 

καταστήσει αναπόσπαστο εργαλείο των σύγχρονων εργαστηρίων μοριακής βιολογίας. 

Αρχή μεθοδολογίας 

Θεμελιώδης αρχή της ενίσχυσης DNA 

Η PCR βασίζεται στη δυνατότητα ενζυμικής αντιγραφής ενός προκαθορισμένου τμήματος 

DNA μέσω διαδοχικών κύκλων θέρμανσης και ψύξης. Η διαδικασία προσομοιάζει τον 

φυσιολογικό μηχανισμό αντιγραφής του DNA που πραγματοποιείται στα κύτταρα, αλλά 

πραγματοποιείται in vitro υπό ελεγχόμενες εργαστηριακές συνθήκες. 

Η μέθοδος εκμεταλλεύεται τη δράση μιας θερμοανθεκτικής DNA πολυμεράσης, η οποία 

συνθέτει νέους κλώνους DNA χρησιμοποιώντας ως πρότυπο το αρχικό μόριο. Μετά από κάθε 

κύκλο αντίδρασης, ο αριθμός των αντιγράφων της αλληλουχίας στόχου αυξάνεται εκθετικά, με 

αποτέλεσμα τη συσσώρευση μεγάλων ποσοτήτων του επιθυμητού προϊόντος. 

Θεωρητικά, κάθε κύκλος PCR οδηγεί σε διπλασιασμό του αριθμού των μορίων DNA. 

Επομένως, μετά από n κύκλους, ο αριθμός των παραγόμενων αντιγράφων περιγράφεται από τη 

σχέση: 

𝑁 = 𝑁0 × 2𝑛 

όπου N είναι ο τελικός αριθμός αντιγράφων, N₀ η αρχική ποσότητα DNA και n ο αριθμός των 

κύκλων της PCR. 

Η εκθετική αυτή αύξηση αποτελεί τη βάση της εξαιρετικά υψηλής ευαισθησίας της μεθόδου. 

Βασικά Συστατικά της Αντίδρασης PCR 

Πρότυπο DNA (Template DNA) 

Το πρότυπο DNA αποτελεί το γενετικό υλικό που περιέχει την αλληλουχία στόχο προς 

ενίσχυση. Οποιαδήποτε περιοχή DNA μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως πρότυπο, αρκεί να είναι 

γνωστές οι αλληλουχίες που περιβάλλουν την περιοχή ενδιαφέροντος ώστε να σχεδιαστούν οι 

κατάλληλοι εκκινητές. 

Η ποιότητα και η καθαρότητα του DNA επηρεάζουν άμεσα την αποτελεσματικότητα της 

αντίδρασης. 
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Εκκινητές (Primers) 

Οι εκκινητές είναι μικρά μονόκλωνα ολιγονουκλεοτίδια DNA που προσδένονται ειδικά στις 

συμπληρωματικές αλληλουχίες εκατέρωθεν της περιοχής στόχου. 

Χρησιμοποιούνται δύο εκκινητές: 

• Forward primer  

• Reverse primer  

Οι εκκινητές καθορίζουν την ειδικότητα της αντίδρασης, καθώς ορίζουν το ακριβές τμήμα του 

γονιδιώματος που θα ενισχυθεί. 

DNA Πολυμεράση 

Η DNA πολυμεράση είναι το ένζυμο που καταλύει τη σύνθεση νέων κλώνων DNA. 

Η πλέον διαδεδομένη πολυμεράση είναι η Taq DNA Polymerase, η οποία απομονώθηκε από 

το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus. Το ένζυμο αυτό παρουσιάζει υψηλή 

θερμοανθεκτικότητα και παραμένει ενεργό ακόμη και μετά από επανειλημμένες εκθέσεις σε 

θερμοκρασίες άνω των 90°C. 

Η εισαγωγή της Taq πολυμεράσης αποτέλεσε καθοριστικό βήμα για την αυτοματοποίηση και 

ευρεία εφαρμογή της PCR. 

dNTPs 

Τα δεοξυριβονουκλεοτιδικά τριφωσφορικά (dATP, dCTP, dGTP και dTTP) αποτελούν τα 

δομικά συστατικά που χρησιμοποιεί η πολυμεράση για τη σύνθεση των νέων μορίων DNA. 

Κατά τη διαδικασία της επιμήκυνσης, τα νουκλεοτίδια ενσωματώνονται διαδοχικά στον 

αναπτυσσόμενο κλώνο σύμφωνα με τους κανόνες συμπληρωματικότητας των βάσεων. 

Ρυθμιστικό Διάλυμα και Ιόντα Μαγνησίου 

Το ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) διατηρεί σταθερό το pH της αντίδρασης και εξασφαλίζει τις 

κατάλληλες συνθήκες λειτουργίας της πολυμεράσης. 

Τα ιόντα μαγνησίου (Mg²⁺) λειτουργούν ως απαραίτητοι συμπαράγοντες της DNA 

πολυμεράσης. Η συγκέντρωσή τους επηρεάζει σημαντικά τόσο την αποδοτικότητα όσο και την 

ειδικότητα της αντίδρασης. 

Στάδια της PCR 
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Στάδιο Αποδιάταξης (Denaturation) 

Το πρώτο στάδιο κάθε κύκλου είναι η αποδιάταξη του δίκλωνου DNA. 

Η θερμοκρασία αυξάνεται συνήθως στους 90–95°C, προκαλώντας τη διάσπαση των δεσμών 

υδρογόνου που συγκρατούν τις συμπληρωματικές βάσεις των δύο κλώνων. 

Ως αποτέλεσμα, το δίκλωνο DNA διαχωρίζεται σε δύο μονόκλωνα μόρια, τα οποία μπορούν 

να χρησιμοποιηθούν ως πρότυπα για τη σύνθεση νέων αντιγράφων. 

Η απαιτούμενη θερμοκρασία εξαρτάται από τη σύσταση της αλληλουχίας. Περιοχές πλούσιες 

σε ζεύγη G-C απαιτούν υψηλότερες θερμοκρασίες αποδιάταξης, επειδή οι βάσεις αυτές 

συνδέονται με τρεις δεσμούς υδρογόνου, σε αντίθεση με τα ζεύγη A-T που συνδέονται με δύο. 

Στάδιο Υβριδοποίησης ή Πρόσδεσης Εκκινητών (Annealing) 

Μετά την αποδιάταξη, η θερμοκρασία μειώνεται συνήθως στους 55–70°C. 

Σε αυτή τη φάση οι εκκινητές προσδένονται στις συμπληρωματικές αλληλουχίες του 

μονόκλωνου DNA. Η διαδικασία αυτή καθορίζει την ειδικότητα της PCR, καθώς μόνο οι 

σωστά προσδεδεμένοι εκκινητές επιτρέπουν την επόμενη φάση της σύνθεσης. 

Η θερμοκρασία υβριδοποίησης εξαρτάται από τη θερμοκρασία τήξης (Tm) των εκκινητών και 

πρέπει να επιλέγεται με μεγάλη ακρίβεια ώστε να αποφεύγονται μη ειδικές προσδέσεις. 

Σχεδιασμός Εκκινητών 

Ο σχεδιασμός των εκκινητών αποτελεί έναν από τους σημαντικότερους παράγοντες επιτυχίας 

της PCR. 

➢ Μήκος εκκινητών 

Το βέλτιστο μήκος κυμαίνεται συνήθως μεταξύ 18 και 22 νουκλεοτιδίων. Το μήκος αυτό 

εξασφαλίζει υψηλή ειδικότητα και αποτελεσματική υβριδοποίηση. 

➢ Θερμοκρασία τήξης (Tm) 

Οι δύο εκκινητές πρέπει να διαθέτουν παρόμοιες θερμοκρασίες τήξης, ώστε να προσδένονται 

αποτελεσματικά υπό τις ίδιες συνθήκες. 

➢ Περιεκτικότητα σε GC 
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Η περιεκτικότητα σε G και C βάσεις πρέπει να κυμαίνεται περίπου μεταξύ 40–60%, 

εξασφαλίζοντας σταθερή πρόσδεση στο πρότυπο DNA. 

➢ Αποφυγή δευτερογενών δομών 

Ο σχεδιασμός πρέπει να αποτρέπει τον σχηματισμό: 

• hairpins  

• self-dimers  

• cross-dimers  

οι οποίοι μειώνουν σημαντικά την αποδοτικότητα της αντίδρασης. 

Στάδιο Επιμήκυνσης (Extension ή Elongation) 

Στο στάδιο αυτό η θερμοκρασία αυξάνεται περίπου στους 72°C, που αποτελεί τη βέλτιστη 

θερμοκρασία δράσης της Taq πολυμεράσης. 

Η πολυμεράση επιμηκύνει τους εκκινητές προσθέτοντας συμπληρωματικά νουκλεοτίδια προς 

την κατεύθυνση 5′→3′ και συνθέτοντας νέους κλώνους DNA. 

Με την ολοκλήρωση του σταδίου αυτού δημιουργούνται νέα δίκλωνα μόρια DNA, τα οποία 

μπορούν να λειτουργήσουν ως πρότυπα στον επόμενο κύκλο. 

Επαναλαμβανόμενοι Κύκλοι και Εκθετική Ενίσχυση 

Οι τρεις φάσεις της PCR επαναλαμβάνονται συνήθως για 25–35 κύκλους. 

Κατά τους πρώτους κύκλους παράγονται προϊόντα διαφορετικού μήκους. Από τον τρίτο κύκλο 

και μετά αρχίζει να σχηματίζεται το ακριβές αμπλικόνιο (amplicon), δηλαδή το 

προκαθορισμένο τμήμα DNA που οριοθετείται από τους δύο εκκινητές. 

Καθώς οι κύκλοι συνεχίζονται, τα αμπλικόνια γίνονται το κυρίαρχο προϊόν της αντίδρασης και 

η ενίσχυση αποκτά εκθετικό χαρακτήρα. 

Θεωρητικά, μετά από 35 κύκλους μπορούν να παραχθούν περισσότερα από 3 × 10¹⁰ αντίγραφα 

από ένα μόνο αρχικό μόριο DNA. 
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Εικόνα 13: Παράδειγμα PCR που επαναλαμβάνεται 

για 35 κύκλους. Οι κίτρινες και ροζ έλικες 

αντιστοιχούν στο πρότυπο νουκλεϊκό οξύ (template 

DNA), ενώ οι πράσινες και μπλε αλυσίδες 

αντιστοιχούν στους εκκινητές (primers) που 

προσδένονται στο DNA για την έναρξη της ενίσχυσης. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Φάση Κορεσμού (Plateau Phase) 

Παρά την αρχική εκθετική αύξηση, η PCR δεν συνεχίζει επ' άπειρον. 

Με την πάροδο των κύκλων παρατηρείται: 

• εξάντληση των dNTPs,  

• μείωση της δραστικότητας της πολυμεράσης,  

• κατανάλωση των εκκινητών,  

• συσσώρευση προϊόντων αντίδρασης.  

Αποτέλεσμα είναι η αντίδραση να εισέρχεται στη φάση κορεσμού (plateau phase), κατά την 

οποία η παραγωγή νέου DNA μειώνεται σημαντικά ή σταματά. 
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6.2.2 Real-Time PCR 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης σε πραγματικό χρόνο (Real-Time PCR ή quantitative 

PCR – qPCR) αποτελεί μία από τις πιο θεμελιώδεις και ευρέως εφαρμοζόμενες τεχνικές στη 

σύγχρονη μοριακή βιολογία. Η μέθοδος επιτρέπει την ανίχνευση και ταυτόχρονη 

ποσοτικοποίηση συγκεκριμένων αλληλουχιών νουκλεϊκών οξέων (DNA ή RNA), ακόμη και 

όταν αυτές υπάρχουν σε εξαιρετικά χαμηλές συγκεντρώσεις. 

Η τεχνική έχει καταστεί αναπόσπαστο εργαλείο τόσο στην ερευνητική όσο και στην κλινική 

πρακτική, καθώς επιτρέπει την ανάλυση γονιδιακής έκφρασης, τη διάγνωση λοιμωδών 

νοσημάτων, την ανίχνευση μεταλλάξεων και τη μελέτη μοριακών μηχανισμών 

παθοφυσιολογίας. 

Αρχή μεθοδολογίας 

Η Real-Time PCR (qPCR) αποτελεί μια ποσοτική μοριακή τεχνική ενίσχυσης νουκλεϊκών 

οξέων, η οποία βασίζεται στην ταυτόχρονη ανίχνευση και μέτρηση του προϊόντος της PCR 

κατά τη διάρκεια κάθε κύκλου της αντίδρασης. Η βασική αρχή της μεθόδου έγκειται στη 

συσχέτιση της αύξησης του φθορίζοντος σήματος με την ποσότητα του παραγόμενου DNA, 

επιτρέποντας έτσι την άμεση και αξιόπιστη ποσοτικοποίηση του αρχικού γενετικού υλικού. 

Εκθετική Φάση Ενίσχυσης 

Κατά τα αρχικά στάδια της PCR, η αντίδραση βρίσκεται στη λεγόμενη εκθετική φάση 

ενίσχυσης, όπου η αύξηση του προϊόντος είναι θεωρητικά διπλασιαστική σε κάθε κύκλο, υπό 

ιδανικές συνθήκες. Σε αυτή τη φάση, κάθε νεοσχηματισμένο μόριο DNA λειτουργεί ως 

καλούπι για τον επόμενο κύκλο ενίσχυσης, οδηγώντας σε ταχεία και προβλέψιμη αύξηση της 

ποσότητας του προϊόντος. 

Η εκθετική φάση χαρακτηρίζεται από υψηλή αποδοτικότητα της αντίδρασης και σταθερή 

σχέση μεταξύ της αρχικής ποσότητας του στόχου (template) και της παραγόμενης ποσότητας 

DNA. Η γραμμικότητα αυτή καθιστά το συγκεκριμένο στάδιο το πλέον κατάλληλο για 

ποσοτική ανάλυση, καθώς οι μεταβολές στο αρχικό υλικό αντανακλώνται άμεσα στο 

παραγόμενο σήμα. 

Κατώφλι Φθορισμού (Threshold) και Τιμή Ct 

Κεντρική παράμετρος της Real-Time PCR αποτελεί το κατώφλι φθορισμού (threshold), 

δηλαδή ένα προκαθορισμένο επίπεδο σήματος που υπερβαίνει το υπόβαθρο (baseline) της 
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αντίδρασης. Ο κύκλος κατά τον οποίο το φθορίζον σήμα υπερβαίνει το συγκεκριμένο όριο 

ορίζεται ως Ct (Cycle threshold). 

Η τιμή Ct αποτελεί βασικό δείκτη ποσοτικοποίησης και παρουσιάζει αντιστρόφως ανάλογη 

σχέση με την αρχική ποσότητα του νουκλεϊκού οξέος-στόχου. Συγκεκριμένα, δείγματα με 

υψηλή αρχική συγκέντρωση DNA απαιτούν λιγότερους κύκλους για να φτάσουν το κατώφλι 

φθορισμού και επομένως εμφανίζουν χαμηλότερη τιμή Ct. Αντιθέτως, δείγματα με χαμηλή 

αρχική ποσότητα γενετικού υλικού εμφανίζουν υψηλότερες τιμές Ct. 

Η μαθηματική αυτή συσχέτιση επιτρέπει την ακριβή και επαναλήψιμη ποσοτικοποίηση του 

αρχικού template, καθιστώντας την τιμή Ct έναν από τους σημαντικότερους δείκτες στην 

ανάλυση Real-Time PCR δεδομένων. 

Σημασία της Εκθετικής Φάσης για την Ποσοτικοποίηση 

Η ποσοτικοποίηση στην Real-Time PCR βασίζεται αποκλειστικά στην εκθετική φάση της 

αντίδρασης, καθώς μόνο σε αυτό το στάδιο η ενίσχυση του DNA είναι σταθερή και αναλογική 

προς την αρχική συγκέντρωση του στόχου. Στα μεταγενέστερα στάδια της αντίδρασης, η PCR 

εισέρχεται σε φάση κορεσμού (plateau phase), κατά την οποία η αποδοτικότητα της αντίδρασης 

μειώνεται σημαντικά λόγω εξάντλησης αντιδραστηρίων (dNTPs, εκκινητών, ενζύμου) και 

συσσώρευσης ανασταλτικών παραπροϊόντων. 

Στη φάση κορεσμού, η τελική ποσότητα προϊόντος δεν αντανακλά πλέον την αρχική ποσότητα 

του DNA, καθιστώντας την ποσοτικοποίηση μη αξιόπιστη. Η Real-Time PCR υπερβαίνει 

αυτόν τον περιορισμό μέσω της συνεχούς καταγραφής της αύξησης του φθορισμού σε 

πραγματικό χρόνο, εστιάζοντας αποκλειστικά στα δεδομένα που προκύπτουν από την εκθετική 

φάση. 

Η μεθοδολογία της Real-Time PCR περιλαμβάνει μια σειρά διαδοχικών και αλληλένδετων 

σταδίων, τα οποία απαιτούν υψηλό επίπεδο ακρίβειας και τυποποίησης, προκειμένου να 

εξασφαλιστεί η αξιοπιστία και η αναπαραγωγιμότητα των αποτελεσμάτων. 

Απομόνωση Νουκλεϊκού Οξέος 

Το πρώτο και θεμελιώδες στάδιο της διαδικασίας είναι η απομόνωση του γενετικού υλικού 

(DNA ή RNA) από το βιολογικό δείγμα. Η ποιότητα της απομόνωσης επηρεάζει άμεσα την 

απόδοση της Real-Time PCR και αποτελεί κρίσιμο παράγοντα για την ακρίβεια των 

αποτελεσμάτων. 



 

112 
 

Κατά τη διαδικασία αυτή είναι απαραίτητη: 

• η αποφυγή αποικοδόμησης του νουκλεϊκού οξέος, ιδιαίτερα στην περίπτωση του RNA, το 

οποίο είναι ιδιαίτερα ευαίσθητο  

• η αποτελεσματική απομάκρυνση αναστολέων της PCR, οι οποίοι μπορούν να επηρεάσουν 

τη δράση της DNA πολυμεράσης  

• η διατήρηση της καθαρότητας και της ακεραιότητας του δείγματος για την αποφυγή 

ψευδών αποτελεσμάτων  

Η επιτυχής απομόνωση αποτελεί προϋπόθεση για την αξιοπιστία όλων των επόμενων σταδίων 

της ανάλυσης. 

Σύνθεση cDNA (RT-qPCR) 

Σε περιπτώσεις όπου το αρχικό γενετικό υλικό είναι RNA, απαιτείται το στάδιο της 

αντίστροφης μεταγραφής, κατά το οποίο το RNA μετατρέπεται σε συμπληρωματικό DNA 

(cDNA) μέσω της δράσης του ενζύμου αντίστροφης μεταγραφάσης. 

Η αντίδραση αυτή αποτελεί θεμελιώδες βήμα για την ανάλυση γονιδιακής έκφρασης και 

επηρεάζεται από: 

• τον τύπο και την αποδοτικότητα της αντίστροφης μεταγραφάσης  

• τον τύπο των εκκινητών που χρησιμοποιούνται (oligo-dT, random hexamers ή gene-

specific primers)  

• τις συνθήκες της αντίδρασης (θερμοκρασία, χρόνος, ρυθμιστικά διαλύματα)  

Η ποιότητα και η αναλογικότητα του παραγόμενου cDNA είναι κρίσιμη, καθώς επηρεάζει 

άμεσα την αξιοπιστία της ποσοτικής ανάλυσης. 

Σχεδιασμός Εκκινητών (Primers) 

Ο σχεδιασμός των εκκινητών αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για την ειδικότητα και την 

επιτυχία της Real-Time PCR. Οι εκκινητές πρέπει να σχεδιάζονται με τρόπο που να 

εξασφαλίζει την αποκλειστική ενίσχυση της επιθυμητής αλληλουχίας-στόχου. 

Τα βασικά κριτήρια σχεδιασμού περιλαμβάνουν: 

• υψηλή ειδικότητα προς τη στοχευόμενη αλληλουχία DNA  

• αποφυγή σχηματισμού δευτερογενών δομών (π.χ. hairpins)  

• ομοιόμορφη θερμοκρασία τήξης (Tm) μεταξύ forward και reverse primers  
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• αποφυγή σχηματισμού primer-dimers, τα οποία μπορούν να επηρεάσουν τον φθορισμό 

και να οδηγήσουν σε ψευδώς θετικά αποτελέσματα  

Η ορθή επιλογή εκκινητών είναι κρίσιμη για την ακρίβεια της ποσοτικοποίησης. 

Στήσιμο Αντίδρασης PCR 

Η προετοιμασία του μίγματος αντίδρασης (PCR reaction mix) αποτελεί ένα από τα πιο 

σημαντικά στάδια της διαδικασίας και πρέπει να πραγματοποιείται με υψηλή ακρίβεια. 

Το μίγμα περιλαμβάνει: 

• το πρότυπο DNA ή cDNA (template)  

• ειδικούς εκκινητές (primers)  

• θερμοανθεκτική DNA πολυμεράση (π.χ. Taq polymerase)  

• δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs)  

• ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) για σταθερό pH και ιοντική ισορροπία  

• ιόντα μαγνησίου (Mg²⁺), απαραίτητα για τη δράση της πολυμεράσης  

• φθορίζουσα χημεία ανίχνευσης (π.χ. SYBR Green ή fluorescent probes)  

Η σωστή αναλογία των συστατικών είναι καθοριστική για την αποδοτικότητα και την 

αναπαραγωγιμότητα της αντίδρασης. 

Θερμικοί Κύκλοι Ενίσχυσης 

Η Real-Time PCR πραγματοποιείται σε εξειδικευμένο θερμικό κυκλοποιητή (real-time PCR 

thermocycler), ο οποίος επιτρέπει την ταυτόχρονη θερμική ρύθμιση και ανίχνευση φθορισμού. 

Κάθε κύκλος περιλαμβάνει τρία βασικά στάδια: 

3 Αποδιάταξη (Denaturation) (~95°C), όπου το δίκλωνο DNA διαχωρίζεται σε μονόκλωνες 

αλυσίδες  

4 Υβριδοποίηση (Annealing) (~50–65°C), όπου οι εκκινητές προσδένονται στις 

συμπληρωματικές αλληλουχίες-στόχους  

5 Επιμήκυνση (Extension) (~72°C), όπου η DNA πολυμεράση συνθέτει τον νέο κλώνο 

DNA  

Η διαδικασία επαναλαμβάνεται για 35–45 κύκλους, ενώ σε κάθε κύκλο καταγράφεται η ένταση 

του φθορισμού, επιτρέποντας την ποσοτική ανάλυση του αρχικού γενετικού υλικού σε 

πραγματικό χρόνο. 
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Ποιοτικός Έλεγχος  

Ο ποιοτικός έλεγχος στη Real-Time PCR αποτελεί κρίσιμο παράγοντα για τη διασφάλιση της 

αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της αναπαραγωγιμότητας των αποτελεσμάτων. Λόγω της 

εξαιρετικά υψηλής ευαισθησίας της μεθόδου, ακόμη και μικρές αποκλίσεις κατά την 

προετοιμασία του δείγματος ή την εκτέλεση της αντίδρασης μπορούν να οδηγήσουν σε 

σημαντικά σφάλματα ποσοτικοποίησης. 

Έλεγχος ποιότητας και καθαρότητας νουκλεϊκών οξέων 

Το πρώτο στάδιο ποιοτικού ελέγχου αφορά την αξιολόγηση της ποιότητας και της 

συγκέντρωσης του απομονωμένου DNA ή RNA. Η παρουσία αναστολέων της PCR, όπως 

πρωτεΐνες, αιμοσφαιρίνη, ηπαρίνη ή υπολείμματα χημικών αντιδραστηρίων απομόνωσης, 

μπορεί να μειώσει την αποδοτικότητα της ενίσχυσης και να προκαλέσει ψευδώς αρνητικά 

αποτελέσματα. Για τον λόγο αυτό αξιολογείται η καθαρότητα του δείγματος, συνήθως μέσω 

φασματοφωτομετρικών μετρήσεων ή με χρήση ειδικών εσωτερικών μαρτύρων. 

Θετικοί και αρνητικοί μάρτυρες 

Σε κάθε πείραμα qPCR χρησιμοποιούνται κατάλληλοι μάρτυρες ελέγχου. Ο θετικός μάρτυρας 

(positive control) περιέχει γνωστή αλληλουχία-στόχο και επιβεβαιώνει ότι όλα τα 

αντιδραστήρια και οι συνθήκες της αντίδρασης λειτουργούν σωστά. Ο αρνητικός μάρτυρας ή 

No Template Control (NTC) δεν περιέχει γενετικό υλικό και χρησιμοποιείται για την ανίχνευση 

πιθανής επιμόλυνσης των αντιδραστηρίων ή του εργασιακού περιβάλλοντος. 

Εσωτερικοί μάρτυρες και γονίδια αναφοράς 

Στις ποσοτικές εφαρμογές γονιδιακής έκφρασης χρησιμοποιούνται εσωτερικοί μάρτυρες ή 

γονίδια αναφοράς (housekeeping genes), όπως τα GAPDH, ACTB και 18S rRNA. Τα γονίδια 

αυτά εμφανίζουν σχετικά σταθερή έκφραση και χρησιμοποιούνται για την κανονικοποίηση των 

αποτελεσμάτων, περιορίζοντας τις αποκλίσεις που οφείλονται σε διαφοροποιήσεις της 

ποσότητας ή της ποιότητας του αρχικού δείγματος. 

Αποδοτικότητα ενίσχυσης και πρότυπη καμπύλη 

Η αξιολόγηση της αποδοτικότητας της PCR πραγματοποιείται μέσω πρότυπης καμπύλης 

(standard curve), η οποία κατασκευάζεται από διαδοχικές αραιώσεις γνωστής συγκέντρωσης 

προτύπου DNA. Ιδανικά, η αποδοτικότητα της αντίδρασης πρέπει να κυμαίνεται μεταξύ 90–

110%, ενώ ο συντελεστής συσχέτισης (R²) της καμπύλης πρέπει να είναι μεγαλύτερος από 
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0,99. Τιμές εκτός αυτών των ορίων υποδηλώνουν προβλήματα στον σχεδιασμό των εκκινητών 

ή στις συνθήκες της αντίδρασης. 

Επαναληψιμότητα και αναπαραγωγιμότητα 

Για την εκτίμηση της ακρίβειας της μεθόδου πραγματοποιούνται πολλαπλές επαναλήψεις 

(replicates) του ίδιου δείγματος. Η μεταβλητότητα των τιμών Ct αξιολογείται μέσω του 

συντελεστή μεταβλητότητας (Coefficient of Variation, CV), ο οποίος πρέπει να παραμένει σε 

χαμηλά επίπεδα. Η συμφωνία μεταξύ επαναλήψεων αποτελεί βασικό δείκτη αξιοπιστίας της 

μεθόδου. 

Έλεγχος ειδικότητας της αντίδρασης 

Στις αναλύσεις που χρησιμοποιούν χρωστικές όπως το SYBR Green, η ειδικότητα της 

ενίσχυσης επιβεβαιώνεται μέσω της καμπύλης τήξης (melting curve analysis). Η παρουσία ενός 

και μόνο διακριτού μέγιστου υποδηλώνει παραγωγή ενός ειδικού προϊόντος PCR, ενώ η 

εμφάνιση πολλαπλών κορυφών ή primer-dimers υποδηλώνει μη ειδική ενίσχυση. 

Πρόληψη επιμολύνσεων 

Η qPCR είναι ιδιαίτερα ευαίσθητη σε επιμολύνσεις από προηγούμενα προϊόντα PCR ή 

εξωγενές DNA. Για τον λόγο αυτό εφαρμόζεται φυσικός διαχωρισμός των χώρων 

προετοιμασίας, απομόνωσης και ανάλυσης, χρήση φίλτρων στις πιπέτες (filter tips), καθώς και 

αυστηρή τήρηση κανόνων εργαστηριακής πρακτικής. 

Αυτοματοποίηση και τυποποίηση 

Οι σύγχρονες πλατφόρμες Real-Time PCR διαθέτουν αυτοματοποιημένα συστήματα 

ανάλυσης, ελέγχου θερμοκρασίας και επεξεργασίας δεδομένων, τα οποία μειώνουν τα 

ανθρώπινα σφάλματα και βελτιώνουν την αναπαραγωγιμότητα των αποτελεσμάτων. 

Παράλληλα, η εφαρμογή διεθνών προτύπων και κατευθυντήριων οδηγιών, όπως οι MIQE 

(Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments), 

συμβάλλει στην τυποποίηση της μεθόδου και στη συγκρισιμότητα των αποτελεσμάτων μεταξύ 

διαφορετικών εργαστηρίων. 

6.2.3 Τεχνολογίες Αλληλούχισης DNA 

Αλληλούχιση 1ης γενιάς - Sanger 
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Η αλληλούχιση πρώτης γενιάς, γνωστή ως μέθοδος Sanger, αποτέλεσε για πολλές δεκαετίες το 

πρότυπο αναφοράς (gold standard) για τον προσδιορισμό της αλληλουχίας του DNA. Η 

μέθοδος βασίζεται στον τερματισμό της σύνθεσης του DNA μέσω της ενσωμάτωσης 

σημασμένων διδεοξυνουκλεοτιδίων (ddNTPs), τα οποία διακόπτουν την επιμήκυνση της 

αλυσίδας. Τα παραγόμενα θραύσματα διαχωρίζονται κατά μέγεθος με ηλεκτροφόρηση και η 

αλληλουχία προσδιορίζεται από τη σειρά των φθοριζόντων σημασμένων νουκλεοτιδίων. 

Η μέθοδος Sanger χαρακτηρίζεται από πολύ υψηλή ακρίβεια και αξιοπιστία, ωστόσο 

παρουσιάζει περιορισμούς ως προς την ταχύτητα και τη δυνατότητα ταυτόχρονης ανάλυσης 

μεγάλου αριθμού δειγμάτων, καθώς αλληλουχεί ουσιαστικά ένα μόνο τμήμα DNA κάθε φορά. 

Για τον λόγο αυτό χρησιμοποιείται σήμερα κυρίως για την επιβεβαίωση μεταλλάξεων και την 

επαλήθευση αποτελεσμάτων που προκύπτουν από νεότερες τεχνολογίες αλληλούχισης.  

 

Αλληλούχιση 2ης γενιάς - Next Generation Sequencing (NGS) 

Η αλληλούχιση νέας γενιάς (Next Generation Sequencing – NGS) αποτελεί μία από τις 

σημαντικότερες τεχνολογικές εξελίξεις στον τομέα της μοριακής βιολογίας και της 

εργαστηριακής διάγνωσης. Παρότι οι τεχνικές ενίσχυσης και ανίχνευσης νουκλεϊκών οξέων 

(NAATs) εξακολουθούν να αποτελούν τα συχνότερα χρησιμοποιούμενα μοριακά εργαλεία στα 

εργαστήρια κλινικής μικροβιολογίας, η γενετική αλληλούχιση των παθογόνων αποκτά ολοένα 

και σημαντικότερο ρόλο στη διάγνωση και στη διαχείριση λοιμώξεων. Η ανάπτυξη των 

τεχνολογιών NGS επέκτεινε σημαντικά τις δυνατότητες της κλασικής αλληλούχισης Sanger, 

επιτρέποντας την ταυτόχρονη ανάλυση εκατομμυρίων ή και δισεκατομμυρίων αλληλουχιών 

DNA ή RNA. 

Οι σύγχρονες τεχνολογίες NGS διακρίνονται σε πλατφόρμες δεύτερης γενιάς, οι οποίες 

βασίζονται σε σύντομες αναγνώσεις (short-read sequencing), όπως οι Illumina και Ion Torrent, 

και σε πλατφόρμες τρίτης γενιάς, οι οποίες πραγματοποιούν αλληλούχιση μακράς ανάγνωσης 

(long-read sequencing), όπως οι PacBio και Oxford Nanopore. Οι τεχνολογίες αυτές 

επιτρέπουν την ανάλυση γενετικού υλικού με πολύ υψηλή ταχύτητα, ευαισθησία και ακρίβεια, 

προσφέροντας σημαντικές δυνατότητες τόσο στην κλινική διάγνωση όσο και στην 

επιδημιολογική επιτήρηση. 

Η αλληλούχιση μπορεί να εφαρμοστεί είτε σε γενετικό υλικό που απομονώνεται απευθείας από 

κλινικά δείγματα είτε σε μικροβιακά στελέχη που έχουν ήδη καλλιεργηθεί. Στη μικροβιολογία, 
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η ταξινόμηση και ταυτοποίηση των μικροοργανισμών βασίζεται κυρίως στο DNA τους. Όταν 

οι συμβατικές μέθοδοι αναγνώρισης, όπως οι βιοχημικές δοκιμασίες ή η φασματομετρία μάζας, 

δεν επαρκούν, η αλληλούχιση ειδικών γονιδίων μπορεί να προσφέρει ακριβέστερη 

ταυτοποίηση. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν: 

• το γονίδιο 16S rRNA για τα βακτήρια, 

• και η εσωτερική μεταγραφόμενη περιοχή ITS για τους μύκητες. 

Η αλληλούχιση αυτών των γενετικών περιοχών επιτρέπει τον ακριβή ταξινομικό χαρακτηρισμό 

των παθογόνων μικροοργανισμών, ακόμη και όταν πρόκειται για δύσκολα καλλιεργήσιμα ή 

σπάνια είδη. 

Ιδιαίτερα σημαντική είναι η εφαρμογή της αλληλούχισης ολόκληρου γονιδιώματος (Whole 

Genome Sequencing – WGS). Η μέθοδος αυτή επιτρέπει την πλήρη ανάλυση του γενετικού 

υλικού ενός μικροοργανισμού και χρησιμοποιείται ευρέως: 

• στον εντοπισμό επιδημιολογικών εστιών, 

• στη μελέτη της συγγένειας και της κλωνικότητας μεταξύ στελεχών, 

• και στην παρακολούθηση της διασποράς παθογόνων. 

Το WGS χρησιμοποιείται πλέον εκτεταμένα από εργαστήρια δημόσιας υγείας για την 

επιτήρηση λοιμωδών νοσημάτων και την ανίχνευση επιδημιών. 

Παράλληλα, το NGS διαδραματίζει καθοριστικό ρόλο στην ανίχνευση γονιδίων αντοχής στα 

αντιμικροβιακά φάρμακα. Μέσω της ανάλυσης συγκεκριμένων γενετικών πολυμορφισμών 

είναι δυνατόν να προβλεφθεί η ευαισθησία ή η αντοχή ενός παθογόνου σε αντιβιοτικά ή 

αντιιικά φάρμακα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί ο HIV, όπου μεταλλάξεις στα γονίδια 

της πρωτεάσης, της αντίστροφης μεταγραφάσης και της ιντεγκράσης σχετίζονται με αντοχή 

στην αντιρετροϊκή θεραπεία. Αντίστοιχα, στο Mycobacterium tuberculosis έχουν ταυτοποιηθεί 

μεταλλάξεις που σχετίζονται με αντοχή σε αντιφυματικά φάρμακα. 

Η συνεχής εξέλιξη της βιοπληροφορικής και της μηχανικής μάθησης έχει ενισχύσει περαιτέρω 

τις δυνατότητες του NGS. Σήμερα εφαρμόζονται υπολογιστικά μοντέλα πολλαπλών 

γονιδιακών τόπων για την πρόβλεψη της αντιμικροβιακής ευαισθησίας, γεγονός που ενδέχεται 

να συμβάλει σημαντικά στη μελλοντική εξατομίκευση της αντιμικροβιακής θεραπείας. 

Μία ιδιαίτερα καινοτόμος εφαρμογή του NGS είναι η μεταγονιδιωματική ανάλυση 

(metagenomics). Στη μέθοδο αυτή, το συνολικό γενετικό υλικό που απομονώνεται από ένα 

κλινικό δείγμα αλληλουχείται χωρίς να απαιτείται προηγούμενη στόχευση συγκεκριμένου 
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μικροοργανισμού. Με τον τρόπο αυτό καθίσταται δυνατή η ανίχνευση άγνωστων, σπάνιων ή 

μη καλλιεργήσιμων παθογόνων. Η προσέγγιση αυτή έχει χρησιμοποιηθεί σε: 

• αίμα και πλάσμα, 

• εγκεφαλονωτιαίο υγρό, 

• βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα (BAL), 

• αρθρικά υγρά, 

• και δείγματα ιστών. 

Στις μεταγονιδιωματικές αναλύσεις, ακόμη και μικρός αριθμός μικροβιακών αναγνώσεων 

μπορεί να υποδηλώνει παρουσία παθογόνου οργανισμού. Ωστόσο, η ερμηνεία των 

αποτελεσμάτων απαιτεί ιδιαίτερη προσοχή, καθώς το ανιχνευόμενο μικροβιακό DNA ή RNA 

δεν αντιστοιχεί πάντοτε σε ενεργή λοίμωξη. Επιπλέον, η διάκριση μεταξύ φυσιολογικής 

μικροβιακής χλωρίδας, επιμόλυνσης και πραγματικού παθογόνου αποτελεί σημαντική 

πρόκληση. 

Αρχή μεθοδολογίας 

Η βασική αρχή της αλληλούχισης νέας γενιάς βασίζεται στη μαζικά παράλληλη ανάγνωση 

μικρών ή μεγάλων τμημάτων νουκλεϊκών οξέων. Η διαδικασία περιλαμβάνει πολλαπλά 

στάδια, τα οποία πρέπει να εκτελούνται με υψηλή ακρίβεια ώστε να εξασφαλίζεται η 

αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. 

Απομόνωση Νουκλεϊκών Οξέων 

Το πρώτο στάδιο της διαδικασίας είναι η απομόνωση του γενετικού υλικού από το βιολογικό 

δείγμα. Ανάλογα με τον στόχο της ανάλυσης, μπορεί να απομονωθεί: 

• DNA, 

• RNA, 

• μικροβιακό γενετικό υλικό, 

• ή κυκλοφορούν ελεύθερο DNA (cfDNA). 

Τα δείγματα μπορεί να προέρχονται από: 

• αίμα, 

• πλάσμα, 

• ιστούς, 

• εγκεφαλονωτιαίο υγρό, 
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• βρογχοκυψελιδικό έκπλυμα, 

• καλλιέργειες μικροοργανισμών, 

• ή άλλους βιολογικούς ιστούς και υγρά. 

Η ποιότητα και η καθαρότητα του γενετικού υλικού είναι εξαιρετικά σημαντικές, καθώς 

επηρεάζουν άμεσα την ποιότητα της αλληλούχισης. Παρουσία πρωτεϊνών, ενζύμων ή άλλων 

αναστολέων μπορεί να επηρεάσει αρνητικά την ενίσχυση και την ανάλυση. 

Κατακερματισμός του DNA/RNA 

Μετά την απομόνωση, το γενετικό υλικό κατακερματίζεται σε μικρότερα τμήματα 

συγκεκριμένου μήκους. Ο κατακερματισμός μπορεί να πραγματοποιηθεί: 

• μηχανικά, 

• ενζυμικά, 

• ή με χρήση υπερήχων. 

Στις τεχνολογίες short-read sequencing δημιουργούνται συνήθως μικρά θραύσματα μήκους 

100–600 ζευγών βάσεων, ενώ στις long-read πλατφόρμες διατηρούνται μεγαλύτερα τμήματα 

DNA. 

Ο κατακερματισμός είναι απαραίτητος ώστε να μπορεί η πλατφόρμα NGS να αναλύσει 

αποτελεσματικά το γενετικό υλικό και να δημιουργηθούν εκατομμύρια ανεξάρτητες 

αναγνώσεις. 

Προσθήκη Προσαρμογέων (Adapters) 

Στα άκρα των θραυσμάτων DNA προστίθενται ειδικές αλληλουχίες νουκλεοτιδίων που 

ονομάζονται adapters. Οι adapters: 

• επιτρέπουν τη σύνδεση των θραυσμάτων στη στερεή επιφάνεια της πλατφόρμας, 

• λειτουργούν ως θέσεις πρόσδεσης εκκινητών PCR, 

• και επιτρέπουν την αναγνώριση διαφορετικών δειγμάτων μέσω ειδικών μοριακών 

δεικτών (barcodes/indexes). 

Η διαδικασία αυτή οδηγεί στη δημιουργία της βιβλιοθήκης αλληλούχισης (sequencing library). 

Ενίσχυση με PCR 

Ακολουθεί ενίσχυση των θραυσμάτων μέσω αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης (PCR). Η 

PCR χρησιμοποιείται για: 
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• την αύξηση της ποσότητας του γενετικού υλικού, 

• τη δημιουργία πολλών αντιγράφων κάθε θραύσματος, 

• και τη βελτίωση της ανιχνευσιμότητας του σήματος. 

Στις πλατφόρμες Illumina δημιουργούνται «clusters» ίδιων μορίων πάνω στη στερεή επιφάνεια 

της κυψελίδας ροής (flow cell), ενώ σε άλλες πλατφόρμες δημιουργούνται «polonies» 

(polymerase colonies). 

Η ποιότητα της PCR είναι ιδιαίτερα σημαντική, καθώς σφάλματα ενίσχυσης μπορούν να 

οδηγήσουν σε ψευδείς μεταλλάξεις ή λανθασμένη ποσοτικοποίηση. 

Αλληλούχιση 

Το επόμενο στάδιο είναι η ίδια η διαδικασία της αλληλούχισης. Ανάλογα με την πλατφόρμα, 

εφαρμόζονται διαφορετικές τεχνολογίες: 

• Η Illumina χρησιμοποιεί αναστρέψιμο τερματισμό σύνθεσης. 

• Η Ion Torrent ανιχνεύει ιόντα υδρογόνου που απελευθερώνονται κατά την ενσωμάτωση 

νουκλεοτιδίων. 

• Η PacBio χρησιμοποιεί τεχνολογία SMRT (Single Molecule Real-Time). 

• Η Oxford Nanopore μετρά μεταβολές ηλεκτρικού ρεύματος καθώς το DNA διέρχεται από 

νανοπόρους. 

Κατά τη διαδικασία παράγονται εκατομμύρια αναγνώσεις (reads), οι οποίες αντιπροσωπεύουν 

μικρά τμήματα της αλληλουχίας του γονιδιώματος. 

Βιοπληροφορική Ανάλυση 

Μετά την ολοκλήρωση της αλληλούχισης, τα δεδομένα αναλύονται με εξειδικευμένα 

βιοπληροφορικά εργαλεία. Η ανάλυση περιλαμβάνει: 

• έλεγχο ποιότητας των reads, 

• ευθυγράμμιση με γονιδιωματικές βάσεις δεδομένων, 

• συναρμολόγηση αλληλουχιών, 

• ανίχνευση μεταλλάξεων, 

• ταυτοποίηση παθογόνων, 

• και ερμηνεία των γενετικών παραλλαγών. 

Η βιοπληροφορική αποτελεί κρίσιμο τμήμα του NGS, καθώς ο τεράστιος όγκος δεδομένων 

απαιτεί ισχυρούς υπολογιστικούς πόρους και εξειδικευμένους αλγορίθμους. 
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Το NGS προσφέρει σημαντικά πλεονεκτήματα έναντι της αλληλούχισης Sanger, όπως μαζικά 

παράλληλη ανάλυση, υψηλή διαγνωστική απόδοση, ανίχνευση σπάνιων μεταλλάξεων, 

ταυτόχρονη ανάλυση πολλών δειγμάτων και μειωμένο κόστος ανά γονιδίωμα. 

Ωστόσο, παρουσιάζει περιορισμούς, όπως υψηλό κόστος εξοπλισμού, ανάγκη εξειδικευμένης 

βιοπληροφορικής, μεγάλο όγκο δεδομένων και δυσκολία στην ανάλυση επαναλαμβανόμενων 

περιοχών και στην ερμηνεία παραλλαγών. 

Εικόνα 14: Σύγκριση αλληλούχησης Sanger 

και Illumina (NGS). 

Η μέθοδος Sanger βασίζεται στην ενίσχυση 

DNA και στον τυχαίο τερματισμό της 

επιμήκυνσης με διδεοξυνουκλεοτίδια 

(ddNTPs), τα οποία φέρουν φθορίζουσα 

σήμανση. Τα προϊόντα διαχωρίζονται κατά 

μέγεθος με ηλεκτροφόρηση και η 

αλληλουχία προκύπτει από την ανίχνευση 

του τελικού σημασμένου νουκλεοτιδίου. 

Αντίθετα, η Illumina (NGS) βασίζεται σε 

στερεή φάση όπου τα μόρια DNA 

ακινητοποιούνται και ενισχύονται τοπικά. 

Κατά τη σύνθεση, ενσωματώνονται 

αναστρέψιμα σημασμένα νουκλεοτίδια με 

φθορισμό, τα οποία απεικονίζονται σε κάθε κύκλο και στη συνέχεια απομακρύνεται το σήμα 

για να συνεχιστεί η επιμήκυνση. Τα δεδομένα εικόνας αναλύονται υπολογιστικά για την 

ανακατασκευή της αλληλουχίας. 

Ποιοτικός έλεγχος 

Ο ποιοτικός έλεγχος στην αλληλούχιση νέας γενιάς (NGS) αποτελεί θεμελιώδη παράγοντα για 

τη διασφάλιση της αξιοπιστίας και της αναπαραγωγιμότητας των αποτελεσμάτων, καθώς η 

συγκεκριμένη τεχνολογία χαρακτηρίζεται από πολλαπλά στάδια στα οποία μπορούν να 

εισαχθούν τεχνικά σφάλματα. Ιδιαίτερη βαρύτητα δίνεται στο αρχικό στάδιο της ενίσχυσης του 

γενετικού υλικού μέσω PCR, όπου η ποιότητα και η ακεραιότητα του DNA επηρεάζουν άμεσα 

την τελική απόδοση της ανάλυσης. Η ανεπαρκής ποιότητα δείγματος ή η μη αποδοτική 

ενίσχυση μπορεί να οδηγήσει σε αποτυχία ανίχνευσης συγκεκριμένων αλληλουχιών ή σε 
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μερική απώλεια γενετικού υλικού, γεγονός που επηρεάζει σημαντικά την αξιοπιστία της 

γονοτυπικής ταυτοποίησης. 

Στο πλαίσιο αυτό, καθοριστικό ρόλο στον ποιοτικό έλεγχο διαδραματίζει η χρήση 

τυποποιημένων και υψηλής ποιότητας δειγμάτων αναφοράς, τα οποία επιτρέπουν τη μείωση 

της διακύμανσης μεταξύ διαφορετικών εργαστηριακών αναλύσεων. Παράλληλα, η εφαρμογή 

εξωτερικών σχημάτων ελέγχου ποιότητας και διαδικασιών αξιολόγησης επίδοσης (proficiency 

testing) συμβάλλει στην αντικειμενική εκτίμηση της εργαστηριακής απόδοσης μέσω της 

σύγκρισης των αποτελεσμάτων με καθορισμένα πρότυπα αναφοράς (consensus 

αποτελέσματα). Η συμφωνία των αποτελεσμάτων μεταξύ εργαστηρίων αποτελεί βασικό δείκτη 

αξιοπιστίας, με υψηλά ποσοστά συμφωνίας να θεωρούνται απαραίτητα για την αποδοχή των 

δεδομένων σε οργανωμένα συστήματα αξιολόγησης. 

Ακόμα, ο ποιοτικός έλεγχος στην NGS επηρεάζεται σημαντικά από τεχνικούς και 

βιοπληροφορικούς περιορισμούς της μεθόδου. Δυσκολίες στην ανάλυση επαναλαμβανόμενων 

περιοχών του γονιδιώματος, καθώς και φαινόμενα που σχετίζονται με σφάλματα της 

πολυμεράσης, μπορούν να οδηγήσουν σε ασαφείς ή μη επιλύσιμες γονοτυπικές εκδοχές. 

Παράλληλα, διαφορετικά πρωτόκολλα ενίσχυσης και διαφοροποιήσεις στα σημεία έναρξης της 

PCR μπορούν να επηρεάσουν τα τμήματα του DNA που τελικά αναλύονται, δημιουργώντας 

αποκλίσεις στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηριακών 

προσεγγίσεων. 

Ένα ακόμη σημαντικό ζήτημα αφορά την εμφάνιση γενετικών ασαφειών, οι οποίες προκύπτουν 

είτε από τεχνικούς περιορισμούς της αλληλούχισης είτε από δυσκολίες στην ορθή 

ανακατασκευή της αλληλουχίας. Αντίστοιχα, παρατηρούνται περιπτώσεις απώλειας 

ανίχνευσης συγκεκριμένων αλληλομόρφων, γεγονός που υπογραμμίζει την ανάγκη για 

προσεκτική αξιολόγηση των αποτελεσμάτων και, όπου απαιτείται, χειροκίνητο έλεγχο των 

ευθυγραμμισμένων αλληλουχιών. Η σωστή διαχείριση τέτοιων περιπτώσεων αποτελεί κρίσιμο 

στοιχείο του ποιοτικού ελέγχου, καθώς επηρεάζει άμεσα την ακρίβεια της τελικής ερμηνείας. 

Επιπλέον, ιδιαίτερη σημασία αποδίδεται στην ιχνηλασιμότητα των δειγμάτων και στην 

αποφυγή σφαλμάτων ταυτοποίησης, καθώς έχει παρατηρηθεί ότι λανθασμένες καταχωρήσεις 

ή ανταλλαγές δειγμάτων μπορούν να οδηγήσουν σε εσφαλμένα αποτελέσματα. Για τον λόγο 

αυτό, προτείνεται η ενσωμάτωση εσωτερικών μηχανισμών ελέγχου σε κάθε κύκλο ανάλυσης, 

ώστε να διασφαλίζεται η ορθή αντιστοίχιση δείγματος και αποτελέσματος. 
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Τέλος, επισημαίνεται ότι τα συστήματα NGS παρουσιάζουν περιορισμούς ως προς τη 

διαλειτουργικότητα μεταξύ διαφορετικών πλατφορμών και λογισμικών ανάλυσης, γεγονός που 

δυσχεραίνει τη σύγκριση δεδομένων και την επαναανάλυση πρωτογενών αρχείων. Για τον λόγο 

αυτό, η συνεχής βελτιστοποίηση των διαδικασιών συναρμολόγησης των αλληλουχιών και η 

ενίσχυση των συστημάτων ποιοτικού ελέγχου, τόσο σε εσωτερικό όσο και σε εξωτερικό 

επίπεδο, θεωρούνται απαραίτητες προϋποθέσεις για τη διασφάλιση υψηλής ακρίβειας και 

αξιοπιστίας στα αποτελέσματα της NGS ανάλυσης. 

6.3 Οργανολογία και εργαστηριακές συνθήκες 

Η μοριακή διάγνωση βασίζεται σε εξειδικευμένα εργαστηριακά συστήματα και αυστηρά 

ελεγχόμενες συνθήκες, οι οποίες είναι απαραίτητες για την επίτευξη υψηλής ευαισθησίας, 

ειδικότητας και αναπαραγωγιμότητας των αποτελεσμάτων. Η οργανολογία περιλαμβάνει τον 

συνδυασμό θερμικών, οπτικών και υπολογιστικών συστημάτων, τα οποία λειτουργούν ως 

ενιαία πλατφόρμα για την εκτέλεση και ανάλυση των μοριακών τεχνικών. 

Κεντρικό ρόλο στη μοριακή διάγνωση κατέχουν οι θερμοκυκλοποιητές, οι οποίοι επιτρέπουν 

την ακριβή και επαναλαμβανόμενη εναλλαγή θερμοκρασιών που απαιτούνται για την 

αποδιάταξη του DNA, τον υβριδισμό των εκκινητών και την επιμήκυνση της νέας αλυσίδας. Η 

θερμική ομοιογένεια μεταξύ των δειγμάτων αποτελεί κρίσιμο παράγοντα, καθώς μικρές 

αποκλίσεις στη θερμοκρασία μπορούν να επηρεάσουν σημαντικά την απόδοση της αντίδρασης 

και να οδηγήσουν σε διαφοροποιήσεις στην τελική ανίχνευση του στόχου. 

Εικόνα 15: Σύστημα Real-Time PCR. 

Τα δείγματα τοποθετούνται σε θερμοκυκλοποιητή, 

ο οποίος ρυθμίζει τις απαιτούμενες θερμοκρασίες 

για κάθε κύκλο της PCR. Κατά τη διάρκεια της 

αντίδρασης εφαρμόζεται ενέργεια διέγερσης στα 

δείγματα και το παραγόμενο σήμα φθορισμού 

ανιχνεύεται από φωτοανιχνευτή σε κάθε κύκλο 

ενίσχυσης. LED: δίοδος εκπομπής φωτός. 

Στις σύγχρονες εφαρμογές Real-Time PCR, η 

οργανολογία επεκτείνεται με την ενσωμάτωση συστημάτων οπτικής ανίχνευσης φθορισμού. 

Τα όργανα αυτά χρησιμοποιούν πηγές διέγερσης διαφορετικής τεχνολογίας, όπως λαμπτήρες 

ευρέος φάσματος, LED ή λέιζερ, προκειμένου να διεγείρουν τα φθορίζοντα μόρια που 

συνδέονται με το προϊόν της ενίσχυσης. Η εκπεμπόμενη φθορίζουσα ακτινοβολία 
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καταγράφεται μέσω φωτοανιχνευτών υψηλής ευαισθησίας, όπως CCD κάμερες ή 

φωτοπολλαπλασιαστές, ενώ η χρήση οπτικών φίλτρων επιτρέπει την επιλογή συγκεκριμένων 

μηκών κύματος και την ταυτόχρονη ανάλυση πολλαπλών στόχων στο ίδιο δείγμα. 

Η δυνατότητα πολυπλεξίας αποτελεί σημαντικό πλεονέκτημα των συστημάτων αυτών, καθώς 

επιτρέπει την ταυτόχρονη ανίχνευση περισσότερων του ενός στόχων σε μία αντίδραση, 

μειώνοντας τον χρόνο ανάλυσης και την κατανάλωση αντιδραστηρίων. Παράλληλα, η ακρίβεια 

της ανίχνευσης εξαρτάται άμεσα από τη σταθερότητα της οπτικής και θερμικής απόδοσης του 

συστήματος. 

Εξίσου σημαντικό στοιχείο αποτελεί το υπολογιστικό σύστημα και το λογισμικό ανάλυσης 

δεδομένων, το οποίο μετατρέπει τα σήματα φθορισμού σε ποσοτικά αποτελέσματα. Μέσω της 

γραφικής απεικόνισης των καμπυλών ενίσχυσης και τήξης, παρέχεται πληροφορία σχετικά με 

την κινητική της αντίδρασης, την αποδοτικότητα της ενίσχυσης και την ειδικότητα του 

παραγόμενου προϊόντος. Η σωστή επεξεργασία των δεδομένων αποτελεί καθοριστικό βήμα για 

την τελική ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 

Οι εργαστηριακές συνθήκες που συνοδεύουν τη μοριακή διάγνωση απαιτούν αυστηρό 

διαχωρισμό των σταδίων προετοιμασίας, ενίσχυσης και ανάλυσης, ώστε να ελαχιστοποιείται ο 

κίνδυνος επιμόλυνσης. Η χρήση καθαρών χώρων, η εφαρμογή διαδικασιών απολύμανσης και 

η τήρηση πρωτοκόλλων αποφυγής διασταυρούμενης επιμόλυνσης αποτελούν βασικές 

προϋποθέσεις για την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. 

Επιπλέον, η χρήση κατάλληλων εσωτερικών και εξωτερικών ελέγχων ποιότητας συμβάλλει 

στη συνεχή παρακολούθηση της απόδοσης των συστημάτων και στην έγκαιρη ανίχνευση 

τεχνικών σφαλμάτων. Η σταθερότητα των αντιδραστηρίων, η σωστή βαθμονόμηση των 

οργάνων και η τήρηση τυποποιημένων πρωτοκόλλων αποτελούν αναπόσπαστα στοιχεία της 

ορθής εργαστηριακής πρακτικής. 

Συνολικά, η επιτυχής εφαρμογή της μοριακής διάγνωσης προϋποθέτει τον συνδυασμό 

προηγμένης οργανολογίας και αυστηρά ελεγχόμενων εργαστηριακών συνθηκών, με στόχο την 

επίτευξη υψηλής ακρίβειας, επαναληψιμότητας και αξιοπιστίας στα διαγνωστικά 

αποτελέσματα 

6.4 Εφαρμογές στη διάγνωση 

6.4.1 Λοιμώδη νοσήματα 
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Οι μοριακές μέθοδοι αποτελούν σήμερα ένα από τα σημαντικότερα εργαλεία στη διάγνωση 

των λοιμωδών νοσημάτων, καθώς επιτρέπουν την άμεση ανίχνευση του γενετικού υλικού των 

παθογόνων μικροοργανισμών. Οι μικροοργανισμοί που προκαλούν λοιμώξεις (βακτήρια, ιοί, 

μύκητες και παράσιτα) μπορούν να ταυτοποιηθούν με υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα μέσω 

τεχνικών που βασίζονται στην ανάλυση DNA ή RNA. 

Η PCR (Polymerase Chain Reaction) αποτελεί την κυριότερη μοριακή τεχνική και 

χρησιμοποιείται ευρέως για τη διάγνωση λοιμωδών νοσημάτων, επιτρέποντας την ανίχνευση 

ακόμη και μικρών ποσοτήτων γενετικού υλικού παθογόνων οργανισμών. Η τεχνική αυτή είναι 

ιδιαίτερα σημαντική σε περιπτώσεις όπου η καλλιέργεια του μικροοργανισμού είναι δύσκολη 

ή χρονοβόρα. 

Οι μοριακές μέθοδοι συμβάλλουν καθοριστικά στη διάγνωση ιογενών λοιμώξεων όπως η HIV 

λοίμωξη, η ηπατίτιδα και η COVID-19, καθώς και σε βακτηριακές λοιμώξεις όπως η 

φυματίωση. Επιπλέον, επιτρέπουν την ταυτοποίηση παραγόντων που σχετίζονται με 

ενδονοσοκομειακές λοιμώξεις, οι οποίες συχνά οφείλονται σε πολυανθεκτικά μικροβιακά 

στελέχη. 

Ένα σημαντικό πλεονέκτημα των μοριακών τεχνικών είναι η δυνατότητα πρώιμης διάγνωσης, 

ακόμη και πριν την εμφάνιση κλινικών συμπτωμάτων, γεγονός που συμβάλλει στην άμεση 

έναρξη θεραπείας και στον έλεγχο της διασποράς της λοίμωξης. Παράλληλα, οι μέθοδοι αυτές 

χρησιμοποιούνται για την επιδημιολογική παρακολούθηση και την ταυτοποίηση μεταλλάξεων 

παθογόνων μικροοργανισμών. 

6.4.2 Ογκολογία – Καρκινικοί δείκτες 

Η πρόοδος της μοριακής βιολογίας έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη εξειδικευμένων τεχνικών για 

την ανίχνευση γενετικών και μοριακών αλλοιώσεων που σχετίζονται με την καρκινογένεση. 

Οι μοριακές μέθοδοι παρουσιάζουν υψηλότερη ευαισθησία και ειδικότητα σε σύγκριση με τις 

κλασικές ανοσοχημικές προσεγγίσεις, επιτρέποντας την ανίχνευση της νόσου ακόμη και σε 

πολύ πρώιμα στάδια. 

Τεχνικές όπως η PCR (Polymerase Chain Reaction) και η real-time PCR χρησιμοποιούνται 

ευρέως για την ανίχνευση μεταλλάξεων και γονιδιακών αναδιατάξεων σε κρίσιμα ογκογονίδια 

και ογκοκατασταλτικά γονίδια, όπως τα HER2, KRAS, EGFR, BRAF, p53 και RB1. Οι 

γενετικές αυτές αλλοιώσεις επηρεάζουν σημαντικά τη βιολογική συμπεριφορά του όγκου, 
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συμπεριλαμβανομένης της επιθετικότητας, του ρυθμού ανάπτυξης και της μεταστατικής 

ικανότητας. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει ο ρόλος των μοριακών βιοδεικτών στην εξατομικευμένη ιατρική, καθώς 

επιτρέπουν την επιλογή στοχευμένων θεραπευτικών προσεγγίσεων (targeted therapy) και την 

πρόβλεψη της πιθανής ανταπόκρισης του ασθενούς στη θεραπεία. Για παράδειγμα, 

μεταλλάξεις στο γονίδιο EGFR σχετίζονται με αυξημένη ανταπόκριση σε συγκεκριμένες 

στοχευμένες θεραπείες στον καρκίνο του πνεύμονα. 

Επιπλέον, η real-time PCR επιτρέπει όχι μόνο την ανίχνευση αλλά και την ποσοτικοποίηση του 

γενετικού υλικού, μέσω της μέτρησης του cycle threshold (Ct). Η δυνατότητα αυτή συμβάλλει 

στην παρακολούθηση της εξέλιξης της νόσου, στην εκτίμηση της υπολειμματικής νόσου και 

στην αξιολόγηση της θεραπευτικής απόκρισης, καθιστώντας τη μέθοδο σημαντικό εργαλείο 

στη σύγχρονη ογκολογική διάγνωση. 

6.5 Επικύρωση μοριακών μεθόδων 

Η επικύρωση των μοριακών μεθόδων αποτελεί κρίσιμο στάδιο για την αξιολόγηση της 

αξιοπιστίας, της ακρίβειας και της κλινικής τους χρησιμότητας. Στόχος της διαδικασίας αυτής 

είναι η τεκμηρίωση ότι μια μέθοδος μπορεί να αποδώσει σταθερά, επαναλήψιμα και κλινικά 

χρήσιμα αποτελέσματα, πριν εφαρμοστεί στην καθημερινή διαγνωστική πράξη. 

Για την επικύρωση ενός υπολογιστικού ταξινομητή (classifier), απαιτείται αρχικά η επιλογή 

κατάλληλων μετρικών απόδοσης. Στη δυαδική ταξινόμηση χρησιμοποιούνται συνήθως η 

ευαισθησία (sensitivity) και η ειδικότητα (specificity), καθώς και η θετική και αρνητική 

προγνωστική αξία. Για πιο ολοκληρωμένη αξιολόγηση είναι απαραίτητη η χρήση στατιστικών 

παραμέτρων όπως η διακύμανση και τα διαστήματα εμπιστοσύνης, ώστε να εκτιμάται η 

στατιστική σημαντικότητα και η πραγματική απόδοση του μοντέλου. 

Οι παραπάνω παράμετροι υπολογίζονται μέσω τεχνικών εσωτερικής επικύρωσης (internal 

validation), όπως η διασταυρούμενη επικύρωση (cross-validation), το bootstrap ή ο 

διαχωρισμός του δείγματος σε σύνολα εκπαίδευσης και ελέγχου. Παράλληλα, η αξιολόγηση 

ενός ταξινομητή πρέπει να λαμβάνει υπόψη τον επιπολασμό της νόσου, καθώς ένας 

ταξινομητής δεν αρκεί να είναι απλώς ακριβής αλλά πρέπει να παρέχει και πληροφοριακή αξία. 

Για παράδειγμα, σε δυαδικά προβλήματα το άθροισμα ευαισθησίας και ειδικότητας θα πρέπει 

να υπερβαίνει τη μονάδα ώστε να θεωρείται κλινικά χρήσιμος. 
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Επιπλέον, η χρήση ενός μόνο δείκτη απόδοσης, όπως το odds ratio, μπορεί να είναι 

παραπλανητική, καθώς δεν αποτυπώνει την πολυδιάστατη φύση του προβλήματος 

ταξινόμησης. Ακόμη και ένας υψηλά ακριβής ταξινομητής μπορεί να μην έχει κλινική αξία αν 

δεν προσφέρει επιπλέον πληροφορία πέρα από τους υπάρχοντες κλινικούς δείκτες. Η κλινική 

χρησιμότητα αξιολογείται όταν η μέθοδος αποδίδει καλύτερα από τους υπάρχοντες δείκτες ή 

όταν ο συνδυασμός τους βελτιώνει τη διαγνωστική ακρίβεια, με χρήση στατιστικών ελέγχων 

όπως τα likelihood ratio tests. 

Ιδιαίτερη σημασία έχει επίσης η εξωτερική επικύρωση (external validation), η οποία 

περιλαμβάνει την αξιολόγηση του μοντέλου σε ανεξάρτητα σύνολα δεδομένων, ιδανικά από 

διαφορετικά κλινικά κέντρα, καθώς και τη μεταφορά της μεθόδου στην πλατφόρμα κλινικής 

εφαρμογής. Τέλος, για την καθημερινή χρήση μιας μοριακής μεθόδου απαιτείται υψηλή δια-

εργαστηριακή αναπαραγωγιμότητα (inter-laboratory reproducibility), η οποία επιβεβαιώνεται 

μέσω της συμφωνίας αποτελεσμάτων μεταξύ διαφορετικών εργαστηρίων. 

Στο πλαίσιο των μοριακών τεχνικών, όπως η real-time PCR, η επικύρωση βασίζεται σε 

συγκεκριμένες αναλυτικές παραμέτρους. Η αναλυτική ευαισθησία αφορά την ελάχιστη 

ποσότητα γενετικού υλικού που μπορεί να ανιχνευθεί αξιόπιστα, ενώ η κλινική ευαισθησία 

εκφράζει το ποσοστό των ασθενών με νόσο που ανιχνεύονται σωστά ως θετικοί. Το όριο 

ανίχνευσης (limit of detection – LOD) ορίζεται ως η χαμηλότερη συγκέντρωση που μπορεί να 

ανιχνευθεί με υψηλή πιθανότητα (συνήθως 95%), ενώ θεωρητικά μπορεί να φτάσει περίπου τα 

3 αντίγραφα ανά αντίδραση PCR. 

Η αναλυτική ειδικότητα αφορά την ικανότητα της μεθόδου να ανιχνεύει αποκλειστικά τον 

σωστό στόχο χωρίς μη ειδικές αντιδράσεις, ενώ η διαγνωστική ειδικότητα εκφράζει το ποσοστό 

των υγιών ατόμων που ταξινομούνται σωστά ως αρνητικά. Η ακρίβεια αναφέρεται στη διαφορά 

μεταξύ μετρούμενης και πραγματικής τιμής, ενώ η επαναληψιμότητα (repeatability) και η 

αναπαραγωγιμότητα (reproducibility) αξιολογούν αντίστοιχα τη σταθερότητα εντός του ίδιου 

πειράματος και μεταξύ διαφορετικών πειραμάτων ή εργαστηρίων. 

Η συμμόρφωση με διεθνή πρότυπα ποιότητας, όπως τα ISO 15189 και ISO/IEC 17025, 

αποτελεί βασικό στοιχείο της επικύρωσης μοριακών μεθόδων, διασφαλίζοντας την τεχνική 

επάρκεια, την τυποποίηση διαδικασιών, την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων και τη δια-

εργαστηριακή συγκρισιμότητα. 

Σημαντικός περιορισμός των μοριακών μεθόδων αποτελεί το γεγονός ότι τα αποτελέσματα 

mRNA δεν αντικατοπτρίζουν πάντα την αντίστοιχη πρωτεϊνική έκφραση, λόγω μετα-
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μεταγραφικών μηχανισμών και εναλλακτικού ματίσματος (alternative splicing). Επιπλέον, τα 

δεδομένα real-time PCR είναι κατά κανόνα σχετικά και όχι απόλυτα, γεγονός που καθιστά 

κρίσιμη την επιλογή κατάλληλων γονιδίων αναφοράς για σωστή κανονικοποίηση. 

Τέλος, η μεταβλητότητα των αποτελεσμάτων δεν οφείλεται μόνο στις πειραματικές 

διαδικασίες αλλά και στους αλγορίθμους ανάλυσης δεδομένων. Για τον λόγο αυτό, η real-time 

PCR, αν και θεωρείται μέθοδος αναφοράς στη μοριακή διάγνωση, απαιτεί αυστηρή 

τυποποίηση, σωστή επικύρωση και προσεκτική ερμηνεία των αποτελεσμάτων. 

Κεφάλαιο 3 

7. Συγκριτική Αξιολόγηση Μεθόδων 

7.1 Σύγκριση φασματομετρικών, ανοσοχημικών και μοριακών μεθόδων 

Οι φασματομετρικές, ανοσοχημικές και μοριακές μέθοδοι αποτελούν τρεις βασικούς πυλώνες 

της σύγχρονης εργαστηριακής διάγνωσης, οι οποίοι διαφοροποιούνται ουσιαστικά τόσο ως 

προς τη μεθοδολογική τους αρχή όσο και ως προς την κλινική τους εφαρμογή, την αναλυτική 

τους απόδοση και τις απαιτήσεις ποιοτικού ελέγχου. Η συγκριτική τους αξιολόγηση είναι 

απαραίτητη, καθώς κάθε κατηγορία παρουσιάζει διαφορετικό επίπεδο ευαισθησίας, 

ειδικότητας και κλινικής χρησιμότητας, ανάλογα με το είδος του αναλυόμενου στόχου. 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι βασίζονται στην αλληλεπίδραση της ύλης με την 

ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία και επιτρέπουν κυρίως τη μέτρηση φυσικοχημικών 

παραμέτρων και συγκεντρώσεων μικρών μορίων. Σε σύγκριση με τις άλλες δύο κατηγορίες, 

χαρακτηρίζονται από υψηλή ταχύτητα ανάλυσης και σχετικά χαμηλό κόστος, αλλά υστερούν 

σε βιολογική ειδικότητα, καθώς δεν ανιχνεύουν άμεσα βιολογικούς στόχους όπως αντιγόνα ή 

γενετικό υλικό. Παράλληλα, είναι πιο ευάλωτες σε παρεμβολές από τη σύνθεση του δείγματος. 

Ο ποιοτικός τους έλεγχος στηρίζεται κυρίως σε πρότυπες καμπύλες βαθμονόμησης, εσωτερικά 

standards και συστηματικό έλεγχο γραμμικότητας και ορίου ανίχνευσης, ώστε να 

διασφαλίζεται η ακρίβεια των μετρήσεων. 

Αντίθετα, οι ανοσοχημικές μέθοδοι βασίζονται στην εξαιρετικά εξειδικευμένη αλληλεπίδραση 

αντιγόνου–αντισώματος, γεγονός που τους προσδίδει υψηλότερη βιολογική ειδικότητα σε 

σχέση με τις φασματομετρικές τεχνικές. Χρησιμοποιούνται ευρέως για την ανίχνευση 

πρωτεϊνικών δεικτών, ορμονών και παθογόνων μικροοργανισμών, όπως σε λοιμώδη νοσήματα 

και καρκινικούς δείκτες. Παρότι παρουσιάζουν υψηλή ειδικότητα, η ακρίβειά τους μπορεί να 
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επηρεαστεί από την ποιότητα και την εκλεκτικότητα των αντισωμάτων, καθώς και από πιθανές 

διασταυρούμενες αντιδράσεις. Σε επίπεδο ποιοτικού ελέγχου, απαιτούν συστηματική χρήση 

θετικών και αρνητικών controls, έλεγχο παρτίδων αντιδραστηρίων και αξιολόγηση 

επαναληψιμότητας και αναπαραγωγιμότητας, ώστε να διασφαλίζεται η αξιοπιστία των 

αποτελεσμάτων στην κλινική πράξη. 

Οι μοριακές μέθοδοι, όπως η PCR και η real-time PCR, υπερέχουν έναντι των δύο 

προηγούμενων κατηγοριών ως προς την ευαισθησία και την ειδικότητα, καθώς βασίζονται 

στην ανίχνευση DNA ή RNA και επιτρέπουν την ταυτοποίηση γενετικών αλλοιώσεων ή 

παθογόνων ακόμη και σε πολύ πρώιμα στάδια. Σε σύγκριση με τις ανοσοχημικές μεθόδους, 

παρέχουν μεγαλύτερη ακρίβεια σε μοριακό επίπεδο και δυνατότητα ποσοτικοποίησης του 

γενετικού υλικού, αλλά είναι τεχνικά πιο απαιτητικές και πιο ευαίσθητες σε επιμολύνσεις. Ο 

ποιοτικός έλεγχος στις μοριακές τεχνικές είναι ιδιαίτερα αυστηρός και περιλαμβάνει θετικά και 

αρνητικά controls, internal amplification controls, έλεγχο του ορίου ανίχνευσης (LOD), 

αξιολόγηση της αποδοτικότητας της PCR, καθώς και εξωτερική επικύρωση σε ανεξάρτητα 

δείγματα και διαφορετικά εργαστήρια, σύμφωνα με διεθνή πρότυπα. 

Συγκριτικά, οι φασματομετρικές μέθοδοι υπερέχουν σε ταχύτητα και απλότητα, αλλά υστερούν 

σε ειδικότητα, οι ανοσοχημικές προσφέρουν ισορροπία μεταξύ ευαισθησίας και κλινικής 

εφαρμογής με υψηλή ειδικότητα, ενώ οι μοριακές αποτελούν την πιο προηγμένη κατηγορία με 

τη μεγαλύτερη διαγνωστική ακρίβεια και δυνατότητα πρώιμης ανίχνευσης. Ωστόσο, όσο 

αυξάνεται η ευαισθησία και η εξειδίκευση των μεθόδων, τόσο πιο απαιτητικός γίνεται ο 

ποιοτικός έλεγχος και η ανάγκη για αυστηρή τυποποίηση και εξωτερική επικύρωση. Συνεπώς, 

καμία μέθοδος δεν είναι απόλυτα επαρκής από μόνη της, αλλά η επιλογή της κατάλληλης 

τεχνικής εξαρτάται από τον κλινικό στόχο, το υπό εξέταση μόριο και το απαιτούμενο επίπεδο 

διαγνωστικής ακρίβειας. 

7.2 Ευαισθησία και ειδικότητα 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι παρουσιάζουν σχετικά χαμηλότερη ειδικότητα σε σύγκριση με 

τις υπόλοιπες κατηγορίες, λόγω πιθανών παρεμβολών από το βιολογικό υπόστρωμα του 

δείγματος, ενώ η ευαισθησία τους εξαρτάται σημαντικά από τις πειραματικές συνθήκες και την 

προετοιμασία του δείγματος. Αντίθετα, οι ανοσοχημικές μέθοδοι προσφέρουν υψηλή 

ευαισθησία και ειδικότητα, λόγω της εξειδικευμένης αλληλεπίδρασης αντιγόνου–

αντισώματος, αν και ενδέχεται να επηρεάζονται από διασταυρούμενες αντιδράσεις. Τέλος, οι 

μοριακές μέθοδοι εμφανίζουν τη μέγιστη ευαισθησία και ειδικότητα, καθώς βασίζονται σε 
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στοχευμένες αλληλουχίες DNA/RNA, επιτρέποντας την ανίχνευση ακόμη και ελάχιστων 

ποσοτήτων γενετικού υλικού. 

Κατηγορία μεθόδου Ευαισθησία Ειδικότητα 

Φασματομετρικές 

μέθοδοι 

Μέτρια έως υψηλή (εξαρτάται 

από το αναλυόμενο μόριο και 

την προετοιμασία δείγματος) 

Μέτρια, λόγω πιθανών 

παρεμβολών από το βιολογικό 

υπόστρωμα 

Ανοσοχημικές 

μέθοδοι 

Υψηλή (ειδικά σε πρωτεϊνικούς 

δείκτες και λοιμώξεις) 

Υψηλή λόγω αντιγονικής 

ειδικότητας, αλλά επηρεάζεται 

από διασταυρούμενες 

αντιδράσεις 

Μοριακές μέθοδοι Πολύ υψηλή (ανίχνευση ακόμη 

και λίγων αντιγράφων 

DNA/RNA) 

Πολύ υψηλή λόγω στοχευμένων 

αλληλουχιών νουκλεϊνικών 

οξέων 

 

7.3 Κόστος και χρόνος ανάλυσης 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι χαρακτηρίζονται από πολύ χαμηλό κόστος και εξαιρετικά 

γρήγορο χρόνο ανάλυσης, γεγονός που τις καθιστά κατάλληλες για καθημερινές βιοχημικές 

εξετάσεις ρουτίνας. Οι ανοσοχημικές μέθοδοι παρουσιάζουν μέτριο κόστος και σχετικά 

σύντομο χρόνο ανάλυσης, προσφέροντας ισορροπία μεταξύ ταχύτητας και διαγνωστικής 

αξιοπιστίας. Αντίθετα, οι μοριακές τεχνικές, αν και παρέχουν τη μεγαλύτερη διαγνωστική 

ακρίβεια και ευαισθησία, απαιτούν υψηλότερο κόστος και περισσότερο χρόνο λόγω της 

πολυπλοκότητας των διαδικασιών και της ανάγκης εξειδικευμένου εξοπλισμού. 

Μέθοδος Κόστος 

ανάλυσης 

Χρόνος ανάλυσης Γενική αξιολόγηση 

Φασματομετρικές 

μέθοδοι 

Χαμηλό Πολύ σύντομος (λεπτά) Ιδανικές για ρουτίνα και 

μαζικό έλεγχο 
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Ανοσοχημικές 

μέθοδοι 

Μέτριο Σύντομος–μέτριος (1–4 

ώρες) 

Καλή ισορροπία 

κόστους/απόδοσης 

Μοριακές 

μέθοδοι  

Υψηλό Μέτριος (3–6 ώρες ή 

περισσότερο) 

Υψηλή ακρίβεια αλλά 

αυξημένο κόστος 

 

7.4 Αξιοπιστία και αναπαραγωγιμότητα 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι παρουσιάζουν υψηλή αναπαραγωγιμότητα λόγω της 

αυτοματοποίησης των αναλυτών, ωστόσο η διαγνωστική τους αξιοπιστία περιορίζεται από τη 

χαμηλότερη ειδικότητα σε σχέση με πιο εξειδικευμένες τεχνικές. 

Οι ανοσοχημικές μέθοδοι εμφανίζουν υψηλή αξιοπιστία και καλή αναπαραγωγιμότητα, 

ιδιαίτερα όταν εφαρμόζονται σε πλήρως αυτοματοποιημένα συστήματα, γεγονός που τις 

καθιστά κατάλληλες για μαζικό διαγνωστικό έλεγχο. 

Αντίθετα, οι μοριακές τεχνικές όπως η real-time PCR παρουσιάζουν εξαιρετικά υψηλή 

διαγνωστική ακρίβεια και ευαισθησία, αλλά η αναπαραγωγιμότητα μπορεί να επηρεαστεί από 

παραμέτρους όπως η ποιότητα του δείγματος, τα πρωτόκολλα εκχύλισης και η τυποποίηση της 

μεθόδου. Για τον λόγο αυτό απαιτείται αυστηρή επικύρωση και τήρηση κατευθυντήριων 

οδηγιών (π.χ. MIQE guidelines). 

 

Μέθοδος Αξιοπιστία 

(Accuracy/S

pecificity) 

Αναπαραγωγιμότητα 

(Reproducibility) 

Γενική αξιολόγηση 

Φασματομετρικές 

μέθοδοι 

Μέτρια Υψηλή Σταθερές, αλλά με 

περιορισμένη 

ειδικότητα 

Ανοσοχημικές 

μέθοδοι 

Υψηλή Υψηλή (με 

αυτοματοποίηση) 

Πολύ καλές για ρουτίνα 

και screening 
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Μοριακές μέθοδοι  Πολύ υψηλή Μέτρια–υψηλή 

(εξαρτάται από 

standardization) 

Μέγιστη ευαισθησία 

αλλά απαιτεί strict QC 

 

7.5 Επιλογή κατάλληλης μεθόδου ανά εφαρμογή 

Η επιλογή της κατάλληλης διαγνωστικής μεθόδου εξαρτάται από πολλαπλούς παράγοντες, 

όπως ο σκοπός της εξέτασης, η κλινική κατάσταση του ασθενούς, η απαιτούμενη διαγνωστική 

ευαισθησία και ειδικότητα, καθώς και οι διαθέσιμοι εργαστηριακοί πόροι. Καμία μέθοδος δεν 

θεωρείται απόλυτα ιδανική για όλες τις εφαρμογές, γεγονός που καθιστά αναγκαία την 

εξατομικευμένη επιλογή της τεχνικής. 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι χρησιμοποιούνται κυρίως σε βιοχημικές αναλύσεις ρουτίνας, 

όπου απαιτείται ταχύτητα, χαμηλό κόστος και υψηλή αυτοματοποίηση. Είναι ιδιαίτερα 

χρήσιμες για τον έλεγχο βασικών παραμέτρων σε μεγάλα δείγματα πληθυσμού, ωστόσο δεν 

ενδείκνυνται για εξειδικευμένη μοριακή διάγνωση λόγω περιορισμένης ειδικότητας. Για 

παράδειγμα, εφαρμόζονται στη μέτρηση γλυκόζης, χοληστερόλης, ουρίας και ηπατικών 

ενζύμων (ALT, AST).  

Οι ανοσοχημικές μέθοδοι αποτελούν την πιο ευρέως χρησιμοποιούμενη κατηγορία στη 

διαγνωστική πράξη, καθώς προσφέρουν ισορροπία μεταξύ κόστους, χρόνου και διαγνωστικής 

ακρίβειας. Χρησιμοποιούνται εκτενώς στην ανίχνευση πρωτεϊνικών δεικτών, ορμονών και 

λοιμωδών παραγόντων, τόσο για διάγνωση όσο και για παρακολούθηση της θεραπείας. 

Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν η μέτρηση καρκινικών δεικτών όπως PSA, CA-125 

και CEA, η ανίχνευση ορμονών όπως TSH και hCG, καθώς και η διάγνωση λοιμώξεων μέσω 

αντιγόνων ή αντισωμάτων (π.χ. HIV, ηπατίτιδα B και C). Οι μέθοδοι αυτές είναι κατάλληλες 

για screening, διάγνωση και παρακολούθηση θεραπείας λόγω της καλής ισορροπίας μεταξύ 

κόστους και αξιοπιστίας. 

Οι μοριακές επιλέγονται όταν απαιτείται υψηλή ευαισθησία και ειδικότητα, ιδιαίτερα σε 

περιπτώσεις πρώιμης διάγνωσης, ανίχνευσης χαμηλού φορτίου παθογόνου ή μοριακής 

ταυτοποίησης μεταλλάξεων. Παρά το υψηλότερο κόστος και την ανάγκη εξειδικευμένου 

εξοπλισμού, αποτελούν τη μέθοδο εκλογής στην εξατομικευμένη ιατρική και στη μοριακή 

ογκολογία. Στην ογκολογία χρησιμοποιούνται για την ανίχνευση μεταλλάξεων σε γονίδια όπως 

EGFR, KRAS, BRAF και HER2, που καθοδηγούν την επιλογή στοχευμένης θεραπείας. Στα 
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λοιμώδη νοσήματα εφαρμόζονται για την ταχεία ανίχνευση ιών όπως SARS-CoV-2, HIV και 

ιών ηπατίτιδας, καθώς και βακτηρίων όπως Mycobacterium tuberculosis. Επιπλέον, 

χρησιμοποιούνται και για την ποσοτικοποίηση ιικού φορτίου κατά την παρακολούθηση της 

θεραπείας. 

Στην ογκολογία, οι ανοσοχημικές μέθοδοι χρησιμοποιούνται κυρίως για παρακολούθηση της 

πορείας της νόσου μέσω καρκινικών δεικτών, ενώ οι μοριακές τεχνικές παρέχουν πληροφορίες 

για τη γενετική βάση του όγκου και την πιθανή ανταπόκριση σε στοχευμένες θεραπείες. 

Αντίστοιχα, στα λοιμώδη νοσήματα, οι ανοσοχημικές δοκιμασίες χρησιμοποιούνται συχνά για 

αρχικό έλεγχο αντισωμάτων, ενώ οι μοριακές μέθοδοι υπερτερούν στην πρώιμη και άμεση 

ανίχνευση του παθογόνου. 

Τέλος, η τελική επιλογή της μεθόδου δεν βασίζεται αποκλειστικά σε τεχνικά χαρακτηριστικά, 

αλλά και στη διαθεσιμότητα του εργαστηρίου, στον χρόνο απόκρισης που απαιτείται για τη 

λήψη θεραπευτικών αποφάσεων και στη σχέση κόστους–οφέλους. Η σύγχρονη διαγνωστική 

προσέγγιση τείνει προς έναν συνδυασμό μεθόδων, όπου η κάθε τεχνική συμπληρώνει τα 

πλεονεκτήματα και τους περιορισμούς των άλλων. 

8. Συζήτηση 

8.1 Περιορισμοί των μεθόδων 

Περιορισμοί φασματοσκοπικών μεθόδων 

Οι φασματοσκοπικές αναλύσεις, αν και αποτελούν ισχυρά εργαλεία για την ποιοτική και 

ποσοτική αξιολόγηση βιολογικών και χημικών δειγμάτων, χαρακτηρίζονται από σημαντικούς 

περιορισμούς που επηρεάζουν την αξιοπιστία και την αναπαραγωγιμότητα των 

αποτελεσμάτων. Η αξιοπιστία των φασματοσκοπικών μετρήσεων επηρεάζεται σε μεγάλο 

βαθμό από παραμέτρους του προαναλυτικού σταδίου, καθώς η συλλογή, η αποθήκευση και η 

προετοιμασία των δειγμάτων μπορούν να προκαλέσουν μεταβολές στα φασματικά 

χαρακτηριστικά και να οδηγήσουν σε διαφοροποίηση των τελικών δεδομένων. Επιπλέον, ο 

μεγάλος όγκος δεδομένων που παράγεται από σύγχρονες φασματοσκοπικές τεχνικές αυξάνει 

την πιθανότητα εμφάνισης ψευδώς θετικών αποτελεσμάτων, γεγονός που καθιστά αναγκαία 

την αυστηρή τυποποίηση των πειραματικών διαδικασιών. 

Ένας επιπλέον σημαντικός περιορισμός αφορά την έντονη εξάρτηση της ποιότητας του 

φάσματος από τη συγκέντρωση και τον όγκο του δείγματος. Σε περιπτώσεις υψηλών 



 

134 
 

συγκεντρώσεων μπορεί να παρατηρηθεί κορεσμός χαρακτηριστικών ζωνών απορρόφησης, με 

αποτέλεσμα απώλεια γραμμικότητας του σήματος, ενώ σε πολύ χαμηλούς όγκους δειγμάτων 

μειώνεται η αναπαραγωγιμότητα λόγω αυξημένου σφάλματος στη δειγματοληψία. 

Παράλληλα, η επιλογή του διαλύτη και οι συνθήκες αραίωσης επηρεάζουν καθοριστικά το 

τελικό φασματικό προφίλ, καθώς μπορούν να προκαλέσουν φαινόμενα όπως καθίζηση 

πρωτεϊνών ή εμφάνιση τεχνητών φασματικών κορυφών, ιδίως όταν χρησιμοποιούνται μη 

βελτιστοποιημένα διαλύματα ή διαφορετικά αντιπηκτικά κατά την επεξεργασία βιολογικών 

δειγμάτων. 

Η σταθερότητα των δειγμάτων αποτελεί επίσης κρίσιμο παράγοντα που επηρεάζει την ακρίβεια 

των μετρήσεων. Επαναλαμβανόμενοι κύκλοι κατάψυξης και απόψυξης μπορούν να 

προκαλέσουν δομικές και χημικές μεταβολές στα αναλυόμενα μόρια, οδηγώντας σε αλλοίωση 

του φασματικού προφίλ. Επιπλέον, τεχνικοί παράγοντες όπως ο τρόπος εναπόθεσης του 

δείγματος, οι συνθήκες ξήρανσης, οι διαφοροποιήσεις μεταξύ οργάνων και οι δια-

εργαστηριακές αποκλίσεις επηρεάζουν σημαντικά την αναπαραγωγιμότητα των 

αποτελεσμάτων. Για τον λόγο αυτό, απαιτείται εκτεταμένη προαναλυτική επικύρωση και 

αυστηρή τυποποίηση των συνθηκών μέτρησης. 

Περιορισμοί ανοσοχημικών μεθόδων 

Οι ανοσοχημικές μέθοδοι παρουσιάζουν περιορισμούς που σχετίζονται κυρίως με την 

ευαισθησία τους σε παρεμβολές. Οι παρεμβολές αυτές μπορεί να είναι ενδογενείς ή εξωγενείς 

και δύνανται να οδηγήσουν σε αναλυτικά σφάλματα, επηρεάζοντας την αξιοπιστία των 

αποτελεσμάτων και ενδεχομένως τη λήψη κλινικών αποφάσεων. Σημαντικό πρόβλημα 

αποτελεί η παρουσία βιολογικών παραγόντων όπως αυτοαντισώματα, ετεροφιλικά αντισώματα 

και μακρομορφές βιομορίων, τα οποία μπορούν να προκαλέσουν ψευδώς αυξημένες ή ψευδώς 

μειωμένες τιμές. Επιπλέον, το φαινόμενο hook effect σε περιπτώσεις υψηλών συγκεντρώσεων 

αναλυτών μπορεί να οδηγήσει σε ψευδώς χαμηλά αποτελέσματα, ιδιαίτερα σε 

ανοσοδοκιμασίες τύπου sandwich. 

Σημαντικές παρεμβολές προκαλούνται επίσης από εξωγενείς παράγοντες, όπως φαρμακευτικές 

ουσίες, με χαρακτηριστικό παράδειγμα τη βιοτίνη, η οποία μπορεί να επηρεάσει την ειδικότητα 

της αντίδρασης αντιγόνου–αντισώματος. Η αντιμετώπιση τέτοιων παρεμβολών απαιτεί συχνά 

επαναληπτικές αναλύσεις, αραιώσεις δειγμάτων ή χρήση εναλλακτικών αναλυτικών μεθόδων, 

γεγονός που αυξάνει τη χρονική και οικονομική επιβάρυνση των εργαστηρίων. Παράλληλα, η 

πλήρης ανίχνευση όλων των πιθανών παρεμβολών σε κάθε δείγμα δεν είναι εφικτή, γεγονός 
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που καθιστά αναγκαία μια στοχευμένη και κατά περίπτωση αξιολόγηση σε συνεργασία με την 

κλινική εκτίμηση. 

Περιορισμοί μοριακών μεθόδων 

Οι μοριακές μέθοδοι ανάλυσης, παρουσιάζουν επίσης σημαντικούς περιορισμούς που 

σχετίζονται κυρίως με την παρουσία αναστολέων. Οι αναστολείς αυτοί μπορούν να 

επηρεάσουν είτε τη δραστηριότητα της DNA πολυμεράσης είτε τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ 

εκκινητών και προτύπου DNA, οδηγώντας σε μειωμένη απόδοση ή πλήρη αποτυχία της 

ενίσχυσης. Οι ουσίες αυτές προέρχονται είτε από το ίδιο το δείγμα είτε από τη μήτρα του, είτε 

ακόμη και από αντιδραστήρια που χρησιμοποιούνται κατά την προετοιμασία. Ενδεικτικά 

παραδείγματα αποτελούν η αιμοσφαιρίνη και η αιματίνη στο αίμα, οι ανοσοσφαιρίνες και τα 

αντιπηκτικά, καθώς και οι χουμικές και φουλβικές ουσίες σε περιβαλλοντικά δείγματα όπως 

το έδαφος και τα ιζήματα. Οι ενώσεις αυτές δρουν μέσω άμεσης αναστολής της πολυμεράσης, 

δέσμευσης στο πρότυπο DNA ή διαταραχής κρίσιμων ιοντικών συνθηκών που είναι 

απαραίτητες για την ενζυμική λειτουργία. 

Πέρα από την αναστολή του πολυμερισμού, σημαντικός περιορισμός προκύπτει και στο στάδιο 

της ανίχνευσης, ιδίως όταν αυτή βασίζεται σε φθορισμό. Οι φθορίζουσες χρωστικές και οι 

ανιχνευτές που χρησιμοποιούνται σε τεχνικές όπως η qPCR και η dPCR μπορούν να 

επηρεαστούν από εξωγενή μόρια μέσω φαινομένων απόσβεσης φθορισμού, οδηγώντας σε 

υποεκτίμηση της συγκέντρωσης του παραγόμενου προϊόντος ή ακόμη και σε ψευδώς αρνητικά 

αποτελέσματα. Το γεγονός αυτό καθιστά τις τεχνικές ιδιαίτερα ευαίσθητες σε πολύπλοκες 

μήτρες δειγμάτων, όπου η καθαρότητα του σήματος δεν μπορεί να θεωρηθεί δεδομένη. 

Οι διαφορετικές πλατφόρμες μοριακής ανάλυσης παρουσιάζουν επίσης διαφοροποιήσεις ως 

προς την ευαισθησία στους αναστολείς. Η qPCR επηρεάζεται άμεσα από μεταβολές στις 

καμπύλες ενίσχυσης και στις τιμές Cq, γεγονός που επηρεάζει την ακρίβεια της 

ποσοτικοποίησης. Η dPCR εμφανίζει μεγαλύτερη ανθεκτικότητα λόγω της κατανομής του 

δείγματος σε πολλαπλές επιμέρους αντιδράσεις και της χρήσης τελικού σημείου μέτρησης, 

χωρίς ωστόσο να είναι πλήρως ανεπηρέαστη. Στην περίπτωση της MPS, οι αναστολείς 

επηρεάζουν κυρίως το αρχικό στάδιο της ενίσχυσης κατά την προετοιμασία των βιβλιοθηκών, 

με αποτέλεσμα αλλοιώσεις στην απόδοση και στην ομοιομορφία της κάλυψης. 

Τέλος, σημαντικός περιορισμός όλων των μοριακών τεχνικών αποτελεί η ίδια η προετοιμασία 

των δειγμάτων. Οι διαδικασίες εκχύλισης και καθαρισμού του DNA, αν και απαραίτητες για 

την απομάκρυνση ανασταλτικών παραγόντων, συνοδεύονται συχνά από σημαντικές απώλειες 
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γενετικού υλικού, ιδιαίτερα σε δείγματα χαμηλής συγκέντρωσης ή πολύπλοκης μήτρας. 

Αντίθετα, οι προσεγγίσεις άμεσης PCR μειώνουν τις απώλειες αυτές, αλλά αυξάνουν την 

πιθανότητα παρουσίας αναστολέων, δημιουργώντας ένα ουσιαστικό συμβιβασμό μεταξύ 

απόδοσης και καθαρότητας δείγματος. Συνολικά, οι περιορισμοί των αναλυτικών μεθόδων 

προκύπτουν από την αλληλεπίδραση παραγόντων που σχετίζονται με τη φύση του δείγματος, 

τη χημική του σύσταση, τη μεθοδολογία προετοιμασίας και το σύστημα ανίχνευσης, 

καθιστώντας απαραίτητη την αυστηρή βελτιστοποίηση και τυποποίηση των πρωτοκόλλων για 

τη διασφάλιση της αξιοπιστίας των αποτελεσμάτων. 

8.2 Σύγχρονες εξελίξεις στην εργαστηριακή διάγνωση 

Η εργαστηριακή διάγνωση έχει εξελιχθεί σημαντικά τις τελευταίες δεκαετίες χάρη στην 

ανάπτυξη νέων τεχνολογιών που προσφέρουν υψηλότερη ευαισθησία, ειδικότητα, ταχύτητα 

και δυνατότητα αυτοματοποίησης. Οι σύγχρονες διαγνωστικές προσεγγίσεις συμβάλλουν στην 

έγκαιρη διάγνωση νοσημάτων, στην εξατομικευμένη θεραπεία και στη βελτίωση της 

παρακολούθησης των ασθενών. Ιδιαίτερα σημαντικές εξελίξεις αποτελούν η αλληλούχηση 

νέας γενιάς (NGS), η υγρή βιοψία, η φασματομετρία μάζας και η αξιοποίηση τεχνητής 

νοημοσύνης στην εργαστηριακή ιατρική. 

Η αλληλούχηση νέας γενιάς (NGS) επέτρεψε την ταχεία και ταυτόχρονη ανάλυση μεγάλου 

αριθμού γονιδίων ή ακόμη και ολόκληρου του γονιδιώματος. Η τεχνολογία αυτή 

χρησιμοποιείται ευρέως στη μοριακή διάγνωση κληρονομικών νοσημάτων, στην ογκολογία 

και στη φαρμακογονιδιωματική, παρέχοντας πληροφορίες που υποστηρίζουν την εφαρμογή 

της εξατομικευμένης ιατρικής.  

Μία από τις σημαντικότερες σύγχρονες εξελίξεις είναι η υγρή βιοψία (liquid biopsy), η οποία 

βασίζεται στην ανάλυση βιοδεικτών που κυκλοφορούν σε βιολογικά υγρά, όπως το αίμα. Οι 

σημαντικότεροι δείκτες περιλαμβάνουν το κυκλοφορούν καρκινικό DNA (ctDNA), τα 

κυκλοφορούντα καρκινικά κύτταρα (CTCs), το RNA και τα εξωσώματα. Η υγρή βιοψία 

αποτελεί ελάχιστα επεμβατική μέθοδο, επιτρέποντας την έγκαιρη διάγνωση, την 

παρακολούθηση της εξέλιξης του όγκου και την αξιολόγηση της ανταπόκρισης στη θεραπεία.  

Παράλληλα, η φασματομετρία μάζας (MS) έχει αναδειχθεί σε μία από τις πλέον αξιόπιστες 

τεχνολογίες της σύγχρονης εργαστηριακής διάγνωσης. Η τεχνική αυτή προσφέρει εξαιρετικά 

υψηλή ειδικότητα και ευαισθησία, επιτρέποντας τον ταυτόχρονο προσδιορισμό πολλών 

αναλυτών σε πολύπλοκα βιολογικά δείγματα. Εφαρμόζεται στη θεραπευτική παρακολούθηση 

φαρμάκων, στην τοξικολογία, στον προσδιορισμό ορμονών, στη μεταβολομική και στην 
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ανακάλυψη βιοδεικτών. Επιπλέον, η αυξανόμενη αυτοματοποίηση των συστημάτων 

φασματομετρίας μάζας αναμένεται να ενισχύσει περαιτέρω τη χρήση τους στη ρουτίνα των 

κλινικών εργαστηρίων.  

Τέλος, η τεχνητή νοημοσύνη (AI) και οι μέθοδοι μηχανικής μάθησης ενσωματώνονται 

σταδιακά στην εργαστηριακή διάγνωση. Οι τεχνολογίες αυτές χρησιμοποιούνται για την 

ανάλυση μεγάλων όγκων δεδομένων, την αναγνώριση προτύπων, την ανίχνευση αναλυτικών 

σφαλμάτων και την υποστήριξη της λήψης κλινικών αποφάσεων. Η συνδυασμένη χρήση 

τεχνητής νοημοσύνης με μοριακές και φασματομετρικές τεχνικές αναμένεται να βελτιώσει 

σημαντικά την ακρίβεια και την αποδοτικότητα των διαγνωστικών εξετάσεων στο μέλλον 

8.3 Μελλοντικές προοπτικές 

Οι μελλοντικές προοπτικές των φασματομετρικών, ανοσοχημικών και μοριακών μεθόδων 

διαμορφώνονται από τη ραγδαία τεχνολογική πρόοδο, την αυξανόμενη ανάγκη για ταχεία και 

ακριβή διάγνωση, καθώς και τη μετάβαση προς ολοκληρωμένες και συστημικές προσεγγίσεις 

στη βιοϊατρική ανάλυση. Οι τρεις αυτές κατηγορίες μεθόδων παρουσιάζουν σταδιακή 

σύγκλιση προς ένα ενιαίο διαγνωστικό πλαίσιο υψηλής ευαισθησίας, αυτοματοποίησης και 

κλινικής εφαρμοσιμότητας, το οποίο αναμένεται να ενισχύσει ουσιαστικά τη σύγχρονη 

διαγνωστική ιατρική και τη δημόσια υγεία. 

Στον τομέα των φασματομετρικών μεθόδων, η μελλοντική εξέλιξη επικεντρώνεται στην 

περαιτέρω ενίσχυση της αναλυτικής διακριτικής ικανότητας και της κλινικής αξιοπιστίας μέσω 

προηγμένων τεχνικών φασματομετρίας μάζας, όπως PSI-MS, IMS-MS, ESI-MS, TIMS και 

AMS. Οι τεχνολογίες αυτές αναμένεται να επιτρέψουν αποτελεσματικότερο διαχωρισμό 

ισομερών και ισοβαρών ενώσεων, καθώς και ανίχνευση βιοδεικτών σε εξαιρετικά χαμηλές 

συγκεντρώσεις. Παράλληλα, η ανάπτυξη φορητών και point-of-care συστημάτων, σε 

συνδυασμό με την αξιοποίηση τεχνητής νοημοσύνης στην ανάλυση φασματικών δεδομένων, 

αναμένεται να επιτρέψει ταχεία και αυτοματοποιημένη ερμηνεία σύνθετων βιολογικών 

προτύπων. Η ενσωμάτωση προσεγγίσεων μεταβολομικής και λιπιδωμικής στο πλαίσιο πολυ-

ομικών αναλύσεων συμβάλλει στην ολιστική κατανόηση παθοφυσιολογικών μηχανισμών. 

Στις ανοσοχημικές μεθόδους, η εξέλιξη κατευθύνεται προς την ανάπτυξη υπερευαίσθητων και 

υψηλής εξειδίκευσης πλατφορμών ανίχνευσης. Ψηφιακές ανοσοδοκιμασίες (digital 

immunoassays), μικρορευστονικές τεχνολογίες (lab-on-a-chip), νανοτεχνολογικά συστήματα 

και βιοαισθητήρες νέας γενιάς επιτρέπουν την ανίχνευση πρωτεϊνικών βιοδεικτών σε πολύ 

χαμηλές συγκεντρώσεις με υψηλή ακρίβεια και αναπαραγωγιμότητα. Παράλληλα, οι multiplex 
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ανοσοχημικές δοκιμασίες επιτρέπουν την ταυτόχρονη ανίχνευση πολλαπλών βιοδεικτών, 

βελτιώνοντας τη διαγνωστική ακρίβεια σε πολύπλοκες παθολογικές καταστάσεις, όπως οι 

καρκίνοι και τα αυτοάνοσα νοσήματα. Η ενσωμάτωση νανοϋλικών και κβαντικών δομών 

αναμένεται να ενισχύσει περαιτέρω την αναλυτική απόδοση των ανοσοχημικών τεχνικών, 

καθιστώντας τις ιδιαίτερα κατάλληλες για εφαρμογές σημείου φροντίδας (point-of-care). 

Όσον αφορά τις μοριακές μεθόδους, η αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώματος (Whole 

Genome Sequencing – WGS) και οι τεχνολογίες επόμενης γενιάς (NGS) αναμένεται να 

καταστούν βασικά εργαλεία της κλινικής και επιδημιολογικής πρακτικής. Η ευρεία εφαρμογή 

τους προϋποθέτει μείωση του χρόνου ανάλυσης, αυτοματοποίηση των βιοπληροφορικών 

pipelines και μείωση του κόστους. Παράλληλα, η εμβάθυνση στη λειτουργική πολυπλοκότητα 

του γονιδιώματος, μέσω της μελέτης επιγενετικών μηχανισμών, μετα-μεταγραφικών και μετα-

μεταφραστικών τροποποιήσεων, καθώς και της τρισδιάστατης οργάνωσης του DNA, 

αναμένεται να ενισχύσει σημαντικά την κατανόηση της σχέσης γονότυπου–φαινότυπου. Η 

ανάπτυξη προσεγγίσεων συστημικής βιολογίας (systems biology), με ενσωμάτωση δεδομένων 

“omics” και τεχνικών μηχανικής μάθησης, συμβάλλει στη συνολική ερμηνεία πολύπλοκων 

βιολογικών συστημάτων. 

Κοινός άξονας εξέλιξης και για τις τρεις κατηγορίες αποτελεί η τυποποίηση των αναλυτικών 

πρωτοκόλλων, η διασφάλιση ποιότητας μέσω εξωτερικών ελέγχων και διεθνών προγραμμάτων 

αξιολόγησης, καθώς και η ανάπτυξη πολυκεντρικών μελετών μεγάλης κλίμακας για την 

ενίσχυση της αξιοπιστίας και της γενικευσιμότητας των αποτελεσμάτων. Επιπλέον, η 

μετάβαση προς ελάχιστα επεμβατικές ή μη επεμβατικές διαγνωστικές προσεγγίσεις, όπως η 

ανάλυση υγρής βιοψίας και εκπνεόμενου αέρα, αναμένεται να ενισχύσει καθοριστικά τη χρήση 

τους στην κλινική πράξη. 

Συνολικά, οι φασματομετρικές, ανοσοχημικές και μοριακές μέθοδοι κινούνται προς μια εποχή 

τεχνολογικής σύγκλισης, όπου η αυτοματοποίηση, η τεχνητή νοημοσύνη, η πολυ-ομική 

ανάλυση και η τυποποίηση των διαδικασιών θα επιτρέψουν την ανάπτυξη ολοκληρωμένων, 

ταχύτατων και εξαιρετικά ακριβών διαγνωστικών πλατφορμών, με καθοριστικό ρόλο στη 

σύγχρονη ιατρική, την εξατομικευμένη θεραπεία και τη δημόσια υγεία. 

9. Συμπεράσματα 

Η εργαστηριακή διάγνωση αποτελεί σήμερα έναν από τους σημαντικότερους πυλώνες της 

σύγχρονης ιατρικής πράξης, καθώς παρέχει αντικειμενικά δεδομένα για την ανίχνευση, 
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επιβεβαίωση, παρακολούθηση και πρόγνωση νοσημάτων. Στο πλαίσιο αυτό, οι 

φασματομετρικές, ανοσοχημικές και μοριακές μέθοδοι διαμορφώνουν τρεις βασικές 

κατηγορίες διαγνωστικών προσεγγίσεων, οι οποίες δεν λειτουργούν ανταγωνιστικά, αλλά 

συμπληρωματικά. 

Οι φασματομετρικές μέθοδοι αποτελούν θεμελιώδεις αναλυτικές τεχνικές, καθώς βασίζονται 

στην αλληλεπίδραση της ακτινοβολίας με την ύλη και επιτρέπουν την ανίχνευση, ταυτοποίηση 

και ποσοτικοποίηση ουσιών σε βιολογικά δείγματα. Η υψηλή τους ακρίβεια, η δυνατότητα 

ποσοτικής ανάλυσης και η εφαρμογή τους σε μεγάλο εύρος αναλυτών τις καθιστούν ιδιαίτερα 

χρήσιμες στην κλινική χημεία, την τοξικολογία, τη φαρμακευτική παρακολούθηση και την 

ανάλυση ιχνοστοιχείων. Τεχνικές όπως η UV-Vis, η IR/FTIR, η φθορισμομετρία, η ατομική 

απορρόφηση, η ICP-OES, η ICP-MS και η φασματομετρία μάζας προσφέρουν σημαντικές 

δυνατότητες τόσο σε επίπεδο ρουτίνας όσο και σε εξειδικευμένες διαγνωστικές εφαρμογές. 

Ωστόσο, η διαγνωστική αξία των φασματομετρικών μεθόδων εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από 

την ποιότητα του δείγματος, τη σωστή βαθμονόμηση, την επιλογή κατάλληλης μεθοδολογίας 

και τον αυστηρό ποιοτικό έλεγχο. Παράγοντες όπως η σκέδαση, οι παρεμβολές από τη μήτρα 

του δείγματος, η ιοντική καταστολή, η φασματική επικάλυψη και οι αποκλίσεις από ιδανικά 

μοντέλα, όπως ο νόμος Beer-Lambert, μπορούν να επηρεάσουν την αξιοπιστία των 

αποτελεσμάτων. Για τον λόγο αυτό, οι μέθοδοι αυτές απαιτούν επαρκή τυποποίηση, χρήση 

προτύπων αναφοράς και συνεχή αξιολόγηση της αναλυτικής απόδοσης. 

Οι ανοσοχημικές μέθοδοι, από την άλλη πλευρά, στηρίζονται στην ειδική αλληλεπίδραση 

αντιγόνου-αντισώματος και έχουν καθιερωθεί ως βασικό εργαλείο της εργαστηριακής 

διάγνωσης. Η μεγάλη τους αξία έγκειται στην υψηλή ειδικότητα, στη σχετικά εύκολη 

εφαρμογή, στη δυνατότητα αυτοματοποίησης και στη χρήση τους για την ανίχνευση ορμονών, 

πρωτεϊνών, καρκινικών δεικτών, αντισωμάτων, αντιγόνων και λοιμωδών παραγόντων. 

Μέθοδοι όπως ELISA, ανοσοφθορισμός, χημειοφωταύγεια και Western blot αποτελούν βασικά 

εργαλεία σε κλινικά εργαστήρια, καθώς προσφέρουν ισορροπία μεταξύ ευαισθησίας, 

ειδικότητας και πρακτικής εφαρμογής. 

Παρά τα πλεονεκτήματά τους, οι ανοσοχημικές μέθοδοι παρουσιάζουν περιορισμούς που δεν 

μπορούν να αγνοηθούν. Η παρουσία ετερόφιλων αντισωμάτων, η διασταυρούμενη 

αντιδραστικότητα, η επίδραση της μήτρας του δείγματος και η πιθανότητα ψευδώς θετικών ή 

ψευδώς αρνητικών αποτελεσμάτων καθιστούν αναγκαία την προσεκτική ερμηνεία των 

ευρημάτων. Επομένως, τα ανοσοχημικά αποτελέσματα πρέπει να αξιολογούνται πάντοτε σε 
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συνδυασμό με το κλινικό ιστορικό, τα συμπτώματα και, όταν απαιτείται, με επιβεβαιωτικές 

εργαστηριακές μεθόδους. 

Οι μοριακές μέθοδοι αντιπροσωπεύουν την πιο εξειδικευμένη και εξελιγμένη κατηγορία 

εργαστηριακών τεχνικών, καθώς βασίζονται στην ανίχνευση και ανάλυση DNA ή RNA. Η 

PCR, η real-time PCR, η RT-PCR, η ψηφιακή PCR και οι τεχνολογίες αλληλούχισης νέας 

γενιάς έχουν αλλάξει ριζικά τη διαγνωστική προσέγγιση, ιδίως στους τομείς των λοιμώξεων, 

της ογκολογίας, της γενετικής, της φαρμακογονιδιωματικής και της προγεννητικής διάγνωσης. 

Το βασικό τους πλεονέκτημα είναι η δυνατότητα ανίχνευσης πολύ μικρών ποσοτήτων 

γενετικού υλικού, ακόμη και σε πρώιμα στάδια νόσου, προσφέροντας υψηλή ευαισθησία και 

ειδικότητα.  

Ιδιαίτερα η εισαγωγή του NGS έχει επεκτείνει σημαντικά τις δυνατότητες της εργαστηριακής 

διάγνωσης, επιτρέποντας την ταυτόχρονη ανάλυση μεγάλου αριθμού γονιδίων, δειγμάτων ή 

παθογόνων. Η τεχνολογία αυτή είναι ιδιαίτερα χρήσιμη σε περιπτώσεις σύνθετων γενετικών 

νοσημάτων, ογκολογικών μεταλλάξεων, σπάνιων παθήσεων, λοιμώξεων άγνωστης αιτιολογίας 

και επιδημιολογικής επιτήρησης. Παρόλα αυτά, η εφαρμογή της απαιτεί εξειδικευμένο 

εξοπλισμό, υψηλό κόστος, προηγμένη βιοπληροφορική υποστήριξη και προσεκτική ερμηνεία 

των δεδομένων. 

Συγκριτικά, οι φασματομετρικές μέθοδοι υπερέχουν στην ταχύτητα, στην ποσοτική ανάλυση 

και στη μελέτη μικρών μορίων ή στοιχείων. Οι ανοσοχημικές μέθοδοι προσφέρουν 

πρακτικότητα, κλινική χρησιμότητα και υψηλή ειδικότητα για πρωτεϊνικούς και 

ανοσολογικούς δείκτες. Οι μοριακές μέθοδοι παρέχουν τη μεγαλύτερη αναλυτική ευαισθησία 

και δυνατότητα πρώιμης διάγνωσης, αλλά είναι ταυτόχρονα πιο απαιτητικές ως προς τον 

ποιοτικό έλεγχο, την αποφυγή επιμολύνσεων και την τεχνική εξειδίκευση. Όπως προκύπτει 

από τη συγκριτική αξιολόγηση, καμία μέθοδος δεν είναι απόλυτα επαρκής για όλες τις 

διαγνωστικές ανάγκες· η επιλογή της κατάλληλης τεχνικής εξαρτάται από τον αναλυόμενο 

στόχο, το είδος του δείγματος, την απαιτούμενη ευαισθησία και ειδικότητα, το κόστος και τον 

διαθέσιμο εργαστηριακό εξοπλισμό.  

Ιδιαίτερη σημασία έχει ο ποιοτικός έλεγχος, ο οποίος αποτελεί κοινό παρονομαστή όλων των 

μεθόδων. Η βαθμονόμηση, τα πρότυπα αναφοράς, τα controls, η αξιολόγηση της 

γραμμικότητας, του ορίου ανίχνευσης, της επαναληψιμότητας και της αναπαραγωγιμότητας 

είναι απαραίτητα στοιχεία για την αξιοπιστία των αποτελεσμάτων. Όσο αυξάνεται η 
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ευαισθησία και η εξειδίκευση των τεχνικών, τόσο αυξάνεται και η ανάγκη για αυστηρότερη 

τυποποίηση, εξωτερική επικύρωση και δια-εργαστηριακή σύγκριση.  

Συμπερασματικά, η σύγχρονη εργαστηριακή διάγνωση δεν μπορεί να βασιστεί αποκλειστικά 

σε μία μόνο κατηγορία μεθόδων. Η πραγματική διαγνωστική ισχύς προκύπτει από τη 

συνδυαστική αξιοποίηση φασματομετρικών, ανοσοχημικών και μοριακών τεχνικών. Η 

φασματομετρία προσφέρει ακρίβεια και ποσοτική πληροφορία, η ανοσοχημεία παρέχει ειδική 

και πρακτικά εφαρμόσιμη ανίχνευση βιοδεικτών, ενώ οι μοριακές τεχνικές επιτρέπουν 

βαθύτερη κατανόηση της γενετικής και παθογενετικής βάσης των νοσημάτων. 

Η μελλοντική εξέλιξη της εργαστηριακής διάγνωσης αναμένεται να βασιστεί ακόμη 

περισσότερο στην αυτοματοποίηση, στη διασύνδεση διαφορετικών τεχνολογιών, στη χρήση 

τεχνητής νοημοσύνης και στην ανάπτυξη εξατομικευμένων διαγνωστικών προσεγγίσεων. Η 

ενσωμάτωση των δεδομένων από διαφορετικές μεθόδους μπορεί να οδηγήσει σε ακριβέστερη 

διάγνωση, καλύτερη πρόγνωση και πιο στοχευμένες θεραπευτικές αποφάσεις. Έτσι, οι 

φασματομετρικές, ανοσοχημικές και μοριακές μέθοδοι δεν αποτελούν απλώς τεχνικές 

εργαστηριακής ανάλυσης, αλλά βασικά εργαλεία της σύγχρονης βιοϊατρικής επιστήμης και της 

εξατομικευμένης ιατρικής. 
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Δηλώνω ρητά ότι, σύμφωνα με το άρθρο 8 του Ν. 1599/1986 η παρούσα εργασία αποτελεί 

αποκλειστικά προϊόν προσωπικής εργασίας και δεν προσβάλλει κάθε μορφής δικαιώματα 

διανοητικής ιδιοκτησίας, προσωπικότητας και προσωπικών δεδομένων τρίτων, δεν 

περιέχει έργα/εισφορές τρίτων για τα οποία απαιτείται άδεια των δημιουργών/ δικαιούχων 

και δεν είναι προϊόν μερικής ή ολικής αντιγραφής, οι πηγές δε που χρησιμοποιήθηκαν 

περιορίζονται στις βιβλιογραφικές αναφορές και μόνον και πληρούν τους κανόνες της 

επιστημονικής παράθεσης.» 
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