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ÖZET

Amaç:  Hemoglobinopati taramas› için hemoglobin alt tiplerini ay›rmada HPLC (High Performance

Liquid Chromatography) yayg›n kullan›lan bir yöntemdir. Günümüzde de¤iflik marka ve modelde HPLC

sistemleri hemoglobinopati taramas› için kullan›lmakta fakat bu cihazlar›n birbiri ile olan uyumu

bilinmemektedir. Bu amaçla, biz bu çal›flmada Primus Ultra2 analyzer marka HPLC cihaz› ile Tosoh

HLC 723 G8 marka HPLC cihaz›n› hemoglobin A2 (HbA2) bak›m›ndan birbirleri ile olan uyumu

araflt›rd›k.

Gereç ve Yöntem:  Laboratuvar›m›za 15 Mart -15 Nisan 2013 tarihleri aras›nda talasemi taramas› için

baflvuran 22’si erkek, 18’i kad›n toplam 40 kifli prospektif olarak çal›flmaya al›nd›. Her iki cihazda tek
seferde çal›fl›lan HbA2 de¤erleri için istatistiksel uyum, student t test, korelasyon katsay›s› (r), regresyon

analizi, iki-yönlü rasgele s›n›fiçi  korelasyon katsay›s› (SKK) ve Uyum korelasyon katsay›s› (UKK)
kullan›larak de¤erlendirildi.

Bulgular:  Analiz sonucunda örneklerin 6’s› (%33,7) β-talasemi tafl›y›c›s›, 10’u (%36.2) anemik ve 24’ü
(%30) normal olarak saptand›. Her iki cihazda ölçülen HbA2 de¤erleri aras›nda anlaml› farkl›l›k yoktu

(t= -1.269 p= 0.208). HbA2 de¤erleri için korelasyon katsay›s› r= 0.987, SKK=0.97, UKK= 0.93 ve
regresyon analizinde ise Y = -0.0605 + 1.1613X olarak bulundu.

Sonuç: Korelasyon regresyon ve di¤er istatistiksel analizlere göre iki cihaz›n HbA2 de¤erleri aras›ndaki
uyum iyi olarak bulundu.

Anahtar Sözcü kler:  Primus Ultra2 analyzer; Hemoglobinopati; HPLC; Tosoh HLC 723 G8; Yöntem
karfl›laflt›rma

ABSTRACT

Objective:  HPLC (High Performance Liquid Chromatography) is the most commonly used method to

differentiate the subtypes of hemoglobin in screening for hemoglobinopathy. Today, different models
and trademarks of HPLC equipment have been used in screening for hemoglobinopathy. However, the

agreement of the results of the analyses performed by these types of equipment are unknown. In this 
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study, the aim was to investigate the agreement between the results of the analyses of

hemoglobinopathy screening performed in two sets of HPLC equipment with the Primus Ultra2
analyzer and the analyzer Tosoh HLC 723 G8 trademarks.

Materials and Methods: A total of 40 individuals, 22 males and 18 females, presented to the
laboratory between March 15 and April 15, 2013 for thalassemia screening were included in this

prospective study. Statistical correlations of hemoglobin A2 (HbA2) values, analyzed in each analyzer
as a single analysis from each sample were evaluated using student t test, two-way random intraclass

correlation coefficient (ICC), concordance correlation coefficient, correlation coefficient (r) and
regression analysis. 

Results:  As a result of the analysis, 6 of the samples (33.7%) were detected as -thalassemia carrier,

10 (36.2%) were diagnosed as anemic and 24 (30%) were detected to be normal. HbA2 values were not
significantly different between the two HPLC equipments (t= -1.269 p= 0.208). Correlation coefficients

for HbA2 values were found to be as r= 0.987, ICC=0.97 and CCC= 0.93. Regression analysis for HbA2
values were found to be as Y= -0.0605+1.1613X.

Conclusion:  According to the regression, correlation and other statistics analysis, agreement between
the results of HbA2 values measured in the two analyzers was found to be sufficient.

Key Words:  Primus Ultra2 analyzer, Hemoglobinopathy, HPLC, Tosoh HLC 723 G8, Method comparison

Ellida¤ HY. ve ark.

Hangi yöntem kullan›l›rsa kullan›l›rs›n β-

talasemi tafl›y›c›lar›n› saptamada HbA2 de¤er-

leri çok önemlidir. β-talasemi tafl›y›c›lar›n›n

tan›s›nda, kullan›lan metoda ba¤l› olarak %3.5

ile %4 aras›nda de¤iflen oranlarda yükselmifl

HbA2 de¤erlerine rastlan›r (7). β-talasemi ve

di¤er hemoglobinopati tarama ve tan›s›nda

genel olarak izlenen yol; hemoglobin, hema-

tokrit ve di¤er eritrosit endekslerinin tespiti,

HbF ve HbA2 analizlerini de içeren hemo-

globin alt tiplerinin ayr›flt›r›lmas› ve sonunda

kesin tan› için DNA analizini kapsar (4,8).

Günümüzde sürekli geliflen t›p teknolojileri

de¤iflik marka ve modelde cihazlar› t›p

laboratuarlar›n›n kullan›ma sunmaktad›r. Bu

cihazlar›n birbiri ile uyumunu araflt›rmak ise

ilgili uzmanlar için bir s›k›nt›d›r. Bu nedenle

biz bu çal›flmada; Primus Ultra2 analyzer

(Primus Corporation, Kansas City, Kansas,

USA) marka HPLC cihaz› ile Tosoh HLC 723

G8 (Tosoh Bioscience, Japan) HPLC cihaz›n›

hemoglobinopati tan› ve taramas› aç›s›ndan

önemli olan HbA2 bak›m›ndan karfl›laflt›r-

may› hedefledik.

GEREÇ VE YÖNTEM

Çal›flmaya Antalya E¤itim ve Araflt›rma hasta-

nesi merkez laboratuvar› biyokimya bölü-

müne 15 Mart-15 Nisan 2013 tarihleri ara-

s›nda talasemi taramas› için baflvuran 22’si 

G‹R‹fi

Talasemi, hemoglobin yap›s›nda bulunan

globin zincirlerinin biri ya da daha fazlas›-

n›n üretiminin azl›¤› veya yoklu¤u ile karak-

terize olan hemoglobin sentezinin otozomal

resesif kal›t›msal bir grup hastal›¤›d›r. Dün-

yada en yayg›n genetik hastal›klar aras›nda-

d›r ve dünya nüfusunun yaklafl›k %1.5 kadar›

β-talasemi tafl›y›c›s›d›r. Di¤er bir grup hemo-

globinin yap›sal de¤ifliklikleri ise hemoglobin

moleküllerinin globin zincirlerindeki özel

bir bölgede aminoasitlerin bir veya daha

fazlas›n›n yer de¤ifltirmesinden oluflur (1,2).

Gerek talasemi ve gerekse di¤er hemoglo-

binopatilerin tan›s› ve taramas›nda hemo-

globin alt tiplerinin ayr›flt›r›lmas› ve de¤er-

lendirilmesi temel esast›r (3). Günümüzde

hemoglobin alt tiplerinin ayr›m› için selüloz

asetat elektroforezi, kromatografik mikro-

kolonlar, immünfiksasyon elektroforezi,

kapiller elektroforez ve katyon de¤ifltirici

HPLC kullan›lan metotlar aras›ndad›r (4).

HPLC, hemoglobin A2 (HbA2), hemoglobin

F (HbF), hemoglobin A0 (HbA0) ve bunun

yan›nda hemoglobin S (HbS), hemoglobin C

(HbC), vb. patolojik hemoglobin varyantla-

r›n› ay›rmada güvenilir ve alt›n standart bir

yöntemdir (5,6). Hemoglobin alt tiplerinin

ay›rmak zahmetli ve zor bir süreçtir; hem

HPLC, hem de di¤er metotlar e¤itimli ve

uzman personel gerektirir (4).
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Tablo 1.  Hastalar›n cinsiyetlerine göre da¤›l›mlar›, yafl (ortalama±standart sapma) eritrosit indeksleri (ortalama±standart

sapma) ve referans aral›klar›.

Cinsiyet (n) Yafl Hemoglobin Hematokrit OEH OEHb
Erkek: 14-18 g/dl Erkek: 3 8-50 % 78-93 um3 25-32 pg

Kad›n: 12-16 g/dl Kad›n: 34-44 %

Tafl›y›c› Erkek  (4) 21±10 11±2  35±6   61±3,1 20±1

Kad›n (2) 26±15 10±0.6 34±2   61± 4.2 19±1

Anemik Erkek (2) 25±21 11±0.4 35±1.1 66±20  21±7

Kad ›n (8) 34±20 10±0.1 34±1.3 73±3    23±2

Normal Erkek  (15) 21±26 14±1.5 42±7   85±10   28±2

Kad›n (9) 23±15 12.8±0.8   39±4   83±10   26±2

OEH: Ortalama Eritrosit Hacmi, OEHb: Ortalama Eritrosit Hemoglobini

bin alt tiplerini resinden söker. Daha sonra-

ki ad›mlarda ise ikinci solüsyona göre daha

alkali pH ve yüksek tuz konsantrasyonlarda

solüsyon kolona pompalanarak resine çok

daha güçlü ba¤lanan di¤er hemoglobin alt

tiplerini resinden söker. Kolondan ç›kan

elüatlardaki hemoglobin alt tiplerini dedek-

törler saptar ve buna ba¤l› olarak kromato-

gramlar elde edilir.

‹statistiksel Analiz

‹statistiksel analiz için Tosoh HLC 723 G8

ve Primus Ultra2 analyzer HPLC sistemlerin-

den elde edilen hemoglobin alt tipleri orta-

lama ± standart sapma olarak kaydedildi. Elde

edilen sonuçlar için korelasyon ve regresyon

analizlerinin yan›s›ra istatistiksel uyum için

s›n›f içi korelasyon katsay›s› (SKK) (iki-yönlü

rasgele) (10) ve uyum (concordance) kore-

lasyon katsay›s› (11,12) kullan›ld›. ‹ki cihaz-

dan al›nan ölçümler için Youden ve Bland

& Altman grafi¤i (13) oluflturuldu. Analizler

SPSS 15.0 ve MedCalc 11.0 paket program-

lar› ile yap›ld›.

BULGULAR  

Elde edilen numunelerin her iki cihazda da

çal›flmas› sonucunda örneklerin 6’s› (%33.75)

β-talasemi tafl›y›c›s›, 10’u (%36.25) anemik

ve 24’ü (%30) normal olarak saptand›. Bu

kiflilerin yafl, cinsiyet ve eritrosit endeksleri

Tablo 1’de verilmifltir.

Her iki HPLC cihaz›nda ölçülen HbA2 de¤er-

lerinin ortalamalar› ve standart sapmalar›

Tablo 2’de verilmifltir.

HbA2 Karfl›laflt›r›lmas›

erkek, 18’i kad›n toplam 40 kifli prospektif

olarak al›nd›. Bu kiflilerin antekübital ven-

lerinden EDTA’l› (Etilen Diamin Tetra Asetik

Asit) tüplere kan örnekleri al›nd›. Al›nan bu

örnekler her iki cihazda da tek seferde

çal›fl›ld› ve sonuçlar kaydedildi. 

Tosoh HLC 723 G8 ve Primus Ultra2 analyzer

HPLC sistemlerinde cihazlara spesifik iyon

de¤ifltirici HPLC kolon ve tamponlar› kulla-

n›ld›. Bu cihazlar çal›fl›lan numuneye önce-

den herhangi bir ifllem gerektirmeyen örnek

dilüsyonunu ve hemolizini otomatik yapan

HPLC sistemidir (3,9).

Genel olarak HPLC sistemleri ile hemoglo-

binin alt tiplerinin ayr›lmas›:

Tosoh HLC 72 3 G8 ve Primus Ultra2 analyzer

cihazlar›nda hemoglobin alt tiplerinin kan-

titatif ayr›lmas› genel olarak flöyle özetle-

nebilir. Dilüe ve hemoliz edilmifl örnekler,

özel filtrelerden geçirilir ve kolon içine orta-

lama +4 MPa (mega paskal) bas›nçla pompa-

lan›r. Kolon içinde hemoglobin protein-

lerinin net yükleri ile kolondaki resin yükleri

birbirleriyle etkileflime girerler. ‹lk ad›mda,

eluat-1 için analiz bafllayaca¤› zaman kolon

içine di¤er tamponlara göre düflük iyonik

güçte (düflük pH ve tuz konsantrasyonda)

solüsyon pompalan›r. Bu solüsyon HbF gibi

zay›f ba¤l› molekülleri kolon üzerindeki resin-

den ay›r›r. ‹kinci ad›mda ise kolonun içine

birinci solüsyona göre daha alkali ve daha

yüksek tuz konsantrasyonunda, ikinci solüs-

yon pompalan›r. Bu solüsyon HbA0 ve HbA2

gibi resi ne daha güçlü ba¤lanan hemoglo-
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fiekil 1. A) Regresyon analizi grafi¤i, B) Bland-Altmann grafi¤i, C) Youden grafi¤i.

Tablo 3.  Her iki cihazda ölçülen HbA2 de¤erlerinin

karfl›laflt›r›lmas›.

Tosoh-Primus HbA2 (%)

t-test t= -1.269    p= 0.208

Korelasyon katsay›s› r=0.987

Regresyon katsay›s› Y = -0.0605  +  1.1613X

Bias (%) 1.101

S›n›fiçi korelasyon katsay›s› 0.97 (%95 GA 0.95-0.98)

Uyum korelasyon katsay›s› 0.93 (%95 GA 0.89-0.95)

GA: güven aral›¤›. Korelasyon katsay›s›, regresyon katsa-

y›s› ve s›n›fiçi korelasyon katsay›s› için p<0.0001

Tablo 2.  Cihazlardan elde edilen HbA2 de¤erleri.

Tosoh- HbA2 Primus- HbA2

(%2.0-%3.5)* (%1.7-%3)*

Tafl›y›c› (6) 5.6 ± 0.6 4.9 ± 0.3

Anemik+Normal (34) 2.3 ± 0.37 2.08 ± 0.31

*Referans aral›klar

Tosoh HLC 723 G8 ve Primus Ultra2 analyzer

sistemleri ile ölçülen HbA2 de¤erleri için t

test, korelasyon katsay›s›, regresyon analizi,

s›n›fiçi korelasyon katsay›s› ve uyum kore-

lasyon katsay›s› Tablo 3’te, Bland-Altmann,

Youden ve regresyon grafikleri ise fiekil 1’de

verilmifltir.

Cihazlara ait normal kontrol ile yap›lan gün

içi ve günler aras› %CV (belirsizlik katsay›s›)

çal›flmas› Tablo 4’te verilmifltir.

TARTIfiMA

Primus Ultra2 analyzer ve Tosoh HLC 723

G8 HPLC cihazlar›n›n HbA2 ölçümleri bak›-

m›ndan uyumunu inceledi¤imiz çal›flmam›z-

da iki cihaz›n sonuçlar› aras›nda anlaml› fark

bulunmamaktad›r (t= -1.269, p= 0.208). Yap-

t›¤›m›z korelasyon ve regresyon analizlerine

göre r= 0.987 slope= 1.161 bulunmufltur.

CLSI’nin metot karfl›laflt›rma protokolüne (EP-9)

göre korelasyon katsay›s›n›n, tek bafl›na

yeterli olmamakla birlikte, 0.97’ten büyük

olmas› önerilmektedir (14). Buna göre kore-

lasyon katsay›s› uygundur ve slope de¤erinin

1’e yak›n oldu¤u saptanm›flt›r.

Tablo 4.  Cihazlardan elde edilen %CV de¤erleri.

Primus Ultra2 Tosoh HLC 723 G8

%CV HbA2 (%) HbA2 (%)

Gün ‹çi 2.1 1.9

Günler Aras› 2.4 2.2

Ellida¤ HY. ve ark.
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‹ki cihaz›n uyumunu incelemek için yapt›-

¤›m›z s›n›fiçi korelasyon katsay›s›n› (SKK)

0.97, uyum korelasyon katsay›s›n› (UKK) ise

0.93 olarak bulduk. Fleiss, uyumun çok iyi

olmas› için SKK’n›n 0.90’›n üzerinde olmas›

gerekti¤ini bildirmifltir (10). Lin ise UKK’n›n

0.90-0.95 aras›nda bulunmas›n› "orta dereceli

uyum" olarak de¤erlendirmifltir (11,12).

Bu sonuçlara benzer flekilde Bland-Altman

grafi¤inde iki cihaz ölçümlerinin ortalama-

lar› aras›nda %0.35 fark oldu¤unu ve di¤er

farklar›n güven aral›klar›nda saç›ld›¤› görül-

müfltür. Yine Bland-Altman ve Youden gra-

fiklerine göre her iki cihaz sonuçlar›n›n %1-

%3 aral›klar›nda uyumunun iyi oldu¤unu,

bununla birlikte %4'den büyük de¤erlerde

Tosoh cihaz›n›n Primus cihaz›na göre daha

yüksek ölçüm yapt›¤›n› saptad›k. 

Teknolojik geliflmeler ve ülkemizdeki ihale

ile kit karfl›l›¤› cihaz edinme uygulamas›na

ba¤l› olarak klinik biyokimya laboratuvarla-

r›nda cihazlar belirli periyotlarla de¤iflmekte-

dir. Bu geçifl sürecinde yeni cihaz için yön-

tem de¤erlendirme çal›flmalar› zor, zaman

al›c› ve maliyetli bir süreçtir. Bunun için

klinik biyokimya uzmanlar› laboratuarlar›na

yeni bir cihaz kuruldu¤u zaman, gerek d›fl

kalite kontrol, gerek iç kalite kontrol ve ge-

rekse klinisyen ve hasta geri dönüflü yönün-

den takip ettikleri ve uzun süre kulland›k-

lar› eski cihazla (referans yöntem olmasa

da) uyumlu olmas›n› isterler. Genellikle iki

cihaz aras›ndaki uyumu bulmak için yap›lan

çal›flmalarda korelasyon ve regresyon ana-

lizleri kullan›lmaktad›r. Uyumu araflt›rmada

bu analizlerin kullan›lmas› da¤›l›m geniflli¤i-

nin korelasyon katsay›s›n› etkilemesi, iki

yöntemin zay›f uyuma sahip oldu¤u halde

yüksek korelasyon göstermesi, regresyon

analizinde, slope de¤erinin yorumlanmas›-

n›n güçlü¤ü ve hangi yöntemin ba¤›ml› hangi

yöntemin ba¤›ms›z olmas›n›n saptanama-

mas› vb. nedenlerden dolay› hatal› sonuçlar

elde edilebilmektedir (13,15). Bundan dolay›

yöntem karfl›laflt›rma deneylerinde daha kolay

yorumlanabilir ek istatistik yöntemlere ge-

rek duyulmaktad›r.  SKK ve UKK bu amaçla

kullan›lan ve yorumlanmas› kolay istatistik-

sel yöntemlerdir. Yine Bland-Altmann ve

Youden grafikleri regresyon grafi¤i yan›nda

ek bilgi sa¤layan ve kolayl›kla çizilebilen

grafiklerdir.

Bu çal›flman›n sonuncunda talasemi tara-

mas›nda kullan›lan Primus Ultra2 analyzer

ve Tosoh HLC 723 G8 HPLC cihaz›n›n bir-

biri ile uyumunu araflt›rd›k ve yöntem de¤er-

lendirme için gerekli ekipman› (örne¤in

primer referans madde) ve zaman› olmayan

laboratuvarlarda iki cihaz›n birbiri ile uyu-

munu nas›l araflt›r›laca¤›n› ortaya koyduk.

Yapt›¤›m›z istatistiksel analizlere göre her

iki cihaz aras›nda HbA2 yönünden uyumun

yeterli oldu¤unu bulduk. HbA2 talasemi

taramalar›nda hayati bir öneme sahiptir.

Yanl›fl negatif sonuçlar evlilik öncesi yap›lan

taramalar için istenmeyen sonuçlar do¤ura-

bilir. Yine farkl› cihaz kullanan merkezler-

den gelen farkl› sonuçlar klinisyenlerin kafa-

s›n› kar›flt›rabilir. Talasemi taramalar›nda

HbA2 eritrosit indeksleri ve serum demir

parametreleri ile beraber yorumlanmal› flüp-

heli durumlarda daha ileri tetkik ve arafl-

t›rmalar yap›lmal›d›r.
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