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OzZET

Amac: Hemoglobinopati taramasi icin hemoglobin alt tiplerini ayirmada HPLC (High Performance
Liquid Chromatography) yaygin kullanilan bir ydntemdir. Guiniimuizde degisik marka ve modelde HPLC
sistemleri hemoglobinopati taramasi icin Kullanilmakta fakat bu cihazlarin birbiri ile olan uyumu
bilinmemektedir. Bu amacgla, biz bu ¢alismada Primus Ultra2 analyzer marka HPLC cihazi ile Tosoh
HLC 723 G8 marka HPLC cihazini hemoglobin A2 (HbA2) bakimindan birbirleri ile olan uyumu
arastirdik.

Gerec ve Yontem: Laboratuvarimiza 15 Mart -15 Nisan 2013 tarihleri arasinda talasemi taramasi icin
basvuran 22’si erkek, 18’i kadin toplam 40 Kisi prospektif olarak calismaya alindi. Her iki cihazda tek
seferde calisilan HbA2 degerleri icin istatistiksel uyum, student t test, korelasyon katsayisi (r), regresyon
analizi, iki-yonlii rasgele sinifici korelasyon Kkatsayisi (SKK) ve Uyum Kkorelasyon Kkatsayisi (UKK)
Kullanilarak degerlendirildi.

Bulgular: Analiz sonucunda Orneklerin 6’s1 (%33,7) b-talasemi tasiyicisi, 10'u (%36.2) anemik ve 24t
(%30) normal olarak saptandi. Her iki cihazda olglilen HbA2 degderleri arasinda anlaml farklilik yoktu
(t= -1.269 p= 0.208). HbA2 degerleri icin korelasyon Kkatsayisi r= 0.987, SKK=0.97, UKK= 0.93 ve
regresyon analizinde ise Y = -0.0605 + 1.1613X olarak bulundu.

Sonuc: Korelasyon regresyon ve diger istatistiksel analizlere gore iki cihazin HbA2 degerleri arasindaki
uyum iyi olarak bulundu.

Anahtar SOzcii kler: Primus Ultra2 analyzer; Hemoglobinopati; HPLC; Tosoh HLC 723 G8; Yontem
Karsilastirma

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 p-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 HbA:
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.
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GIRiS

Talasemi, hemoglobin yapisinda bulunan
globin zincirlerinin biri ya da daha fazlasi-
nin tiretiminin azhd veya yoklugu ile Karak-
terize olan hemoglobin sentezinin otozomal
resesif kalitimsal bir grup hastalididir. Diin-
yada en yaygin genetik hastaliklar arasinda-
dir ve diinya niifusunun yaklasik %1.5 kadari
b-talasemi tasiyicisidir. Diger bir grup hemo-
globinin yapisal degisiklikleri ise hemoglobin
molekullerinin globin zincirlerindeki 6zel
bir bdlgede aminoasitlerin bir veya daha
fazlasinin yer degistirmesinden olusur (1,2).

Gerek talasemi ve gerekse diger hemoglo-
binopatilerin tanis1 ve taramasinda hemo-
globin alt tiplerinin ayristirilmasi ve deder-
lendirilmesi temel esastir (3). Gunimiizde
hemoglobin alt tiplerinin ayrimi icin seliiloz
asetat elektroforezi, kromatografik mikro-
kolonlar, immiinfiksasyon elektroforezi,
kapiller elektroforez ve katyon degistirici
HPLC Kkullanilan metotlar arasindadir (4).
HPLC, hemoglobin A2 (HbA2), hemoglobin
F (HbF), hemoglobin AO (HbAO) ve bunun
yaninda hemoglobin S (HbS), hemoglobin C
(HbC), vb. patolojik hemoglobin varyantla-
rn1 ayirmada guvenilir ve altin standart bir
yontemdir (5,6). Hemoglobin alt tiplerinin
ayirmak zahmetli ve zor bir siirectir; hem
HPLC, hem de diger metotlar egitimli ve
uzman personel gerektirir (4).
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Hangi yoéntem Kkullanilirsa Kkullanilirsin b-
talasemi tagsiyicilarini saptamada HbA2 deger-
leri cok 6nemlidir. b-talasemi tasiyicilarinin
tanisinda, kullanilan metoda bagh olarak %3.5
ile %4 arasinda degisen oranlarda ylikselmis
HbA2 degerlerine rastlanir (7). b-talasemi ve
diger hemoglobinopati tarama ve tanisinda
dgenel olarak izlenen yol; hemoglobin, hema
tokrit ve diger eritrosit endekslerinin tespiti,
HbF ve HDA2 analizlerini de iceren hemo-
globin alt tiplerinin ayristirilmasi ve sonunde
kesin tani icin DNA analizini kapsar (4,8).

Gunumuzde stirekli gelisen tip teknolojileri
degisik marka ve modelde cihazlan tip
laboratuarlarinin kullanima sunmaktadir. Bu
cihazlarin birbiri ile uyumunu arastirmak ise
ilgili uzmanlar igin bir sikintidir. Bu nedenle
biz bu calismada; Primus Ultra2 analyzer
(Primus Corporation, Kansas City, Kansas,
USA) marka HPLC cihazi ile Tosoh HLC 723
G8 (Tosoh Bioscience, Japan) HPLC cihazini
hemoglobinopati tani ve taramasi agisindan
onemli olan HbA2 bakimindan Kkarsilastir-
may1 hedefledik.

GEREC VE YONTEM

Calismaya Antalya Egitim ve Arastirma hasta-
nesi merkez laboratuvari biyokimya bolu-
mune 15 Mart-15 Nisan 2013 tarihleri ara-
sinda talasemi taramasi i¢cin bagvuran 22°si
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erkek, 18’i kadin toplam 40 Kisi prospektif
olarak alindi. Bu Kisilerin antekiibital ven-
lerinden EDTA’IW (Etilen Diamin Tetra Asetik
Asit) tiiplere kan 6rnekleri alindi. Alinan bu
ornekler her iki cihazda da tek seferde
calisildi ve sonuglar kaydedildi.

Tosoh HLC 723 G8 ve Primus Ultra2 analyzer
HPLC sistemlerinde cihazlara spesifik iyon
degistirici HPLC kolon ve tamponlan Kkulla-
nildi. Bu cihazlar ¢alisilan numuneye 6nce-
den herhangi bir islem gerektirmeyen 6rnek
dilisyonunu ve hemolizini otomatik yapan
HPLC sistemidir (3,9).

Genel olarak HPLC sistemleri ile hemoglo-
binin alt tiplerinin ayrilmasi:

Tosoh HLC 723 G8 ve Primus Ultra2 analyzer
cihazlarinda hemoglobin alt tiplerinin kan-
titatif ayrilmasi genel olarak sdyle Ozetle-
nebilir. Dillie ve hemoliz edilmis Ornekler,
Ozel filtrelerden gegirilir ve Kolon icine orta-
lama +4 MPa (mega paskal) basin¢la pompa-
lanir. Kolon ig¢inde hemoglobin protein-
lerinin net yukleri ile kolondaki resin yukleri
birbirleriyle etkilesime girerler. ilk adimda,
eluat-1 icin analiz bagslayacadg zaman kolon
icine diger tamponlara gore dusiik iyonik
gucte (dusiik pH ve tuz Konsantrasyonda)
soliisyon pompalanir. Bu solusyon HbF gibi
zay1f bagli molekiilleri kolon tizerindeki resin-
den ayirir. ikinci adimda ise kolonun icine
birinci soltisyona gore daha alkali ve daha
yuksek tuz konsantrasyonunda, ikinci solus-
yon pompalanir. Bu soltisyon HbAO ve HbA2
gibi resi ne daha diclu baglanan hemoglo-
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bin alt tiplerini resinden s6ker. Daha sonra-
Ki adimlarda ise ikinci solusyona goére daha
alkali pH ve yuksek tuz konsantrasyonlarda
soliisyon kolona pompalanarak resine cok
daha guglu baglanan diger hemoglobin alt
tiplerini resinden sdker. Kolondan c¢ikan
eltatlardaki hemoglobin alt tiplerini dedek-
torler saptar ve buna bagh olarak kromato-
dgramlar elde edilir.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin Tosoh HLC 723 G8
ve Primus Ultra2 analyzer HPLC sistemlerin-
den elde edilen hemoglobin alt tipleri orta-
lama + standart sapma olarak kaydedildi. Elde
edilen sonuclar icin korelasyon ve regresyon
analizlerinin yanisira istatistiksel uyum icin
siif ici korelasyon katsayisi (SKK) (iki-yonli
rasgele) (10) ve uyum (concordance) Kore-
lasyon katsayisi (11,12) kullanild. iki cihaz-
dan alinan oOl¢umler icin Youden ve Bland
& Altman grafigi (13) olusturuldu. Analizler
SPSS 15.0 ve MedCalc 11.0 paket program-
lan ile yapildi.

BULGULAR

Elde edilen numunelerin her iki cihazda da
calismasi sonucunda Orneklerin 6°s1 (%33.75)
b-talasemi tasiyicisi, 10°'u (%36.25) anemik
ve 24’ (%30) normal olarak saptandi. Bu
Kisilerin yas, cinsiyet ve eritrosit endeksleri
Tablo 1°de verilmistir.

Her iki HPLC cihazinda 6l¢iilen HbA2 deger-
lerinin ortalamalart ve standart sapmalari
Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 1. Hastalarn cinsiyetlerine gore dagilimlar, yas (ortalama=standart sapma) eritrosit indeksleri (ortalamax+standart

sapma) ve referans araliklari.

Cinsiyet (n) Yas Hemoglobin Hematokrit OEH OEHDb
Erkek: 14-18 g/dl Erkek: 3 8-50 % 78-93 um? 25-32 pg
Kadin: 12-16 g/dl Kadin: 34-44 %
Tasiyicl Erkek (4) 21+10 112 35+6 61+3,1 20=1
Kadin (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+20 217
Kadin (8) 34+20 10+0.1 34+1.3 73+3 23+2
Normal Erkek (15) 2126 14+1.5 42+7 85+10 28+2
Kadin (9) 23+15 12.8+0.8 39+4 83«10 26+2
OEH: Ortalama Eritrosit Hacmi, OEHDb: Ortalama Eritrosit Hemoglobini
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Tablo 2. Cihazlardan elde edilen HbA2 degerleri.

Tosoh- HbA2
(%2.0-%3.5)*

Primus- HbA2
(%1.7-%3)*

5.6 +0.6
2.3 +0.537

49+0.3
2.08 + 0.31

Tasiyici (6)
Anemik+Normal (34)

*Referans araliklar

Tablo 3. Her iki cihazda o6lgiilen HbA2 degerlerinin
Karsilastirilmasi.

Tosoh-Primus HbA2 (%)

t-test

Korelasyon Katsayisi

t=-1.269 p=0.208
r=0.987
Y =-0.0605 + 1.1613X
1.101
0.97 (%95 GA 0.95-0.98)
0.93 (%95 GA 0.89-0.95)

Regresyon katsayisi
Bias (%)
Sinifici korelasyon katsayisi

Uyum Kkorelasyon Katsayisi

GA: giiven arahdl. Korelasyon Katsayisi, regresyon Katsa-
yis1 ve smifici korelasyon katsayisi icin p<0.0001

Tablo 4. Cihazlardan elde edilen %CV degerleri.

Primus Ultra2 Tosoh HLC 723 G8

%CV HDbA2 (%) HDbA2 (%)
Gun igi 2.1 1.9
Giinler Arasi 2.4 2.2

L L L L i ik ks S

Tygsh-Tiris

Tosoh HLC 723 G8 ve Primus Ultra2 analyzer
sistemleri ile Olciilen HbA2 degerleri icin t
test, korelasyon Katsayisi, regresyon analizi,
sinifici korelasyon katsayisi ve uyum Kore-
lasyon Kkatsayisi Tablo 3’te, Bland-Altmann,
Youden ve regresyon grafikleri ise Sekil 1’de
verilmistir.

Cihazlara ait normal kontrol ile yapilan giin
ici ve gunler arasi %CV (belirsizlik katsayisi)
calismasi Tablo 4’te verilmistir.

TARTISMA

Primus Ultra2 analyzer ve Tosoh HLC 723
G8 HPLC cihazlarinin HbA2 o&l¢iimleri baki-
mindan uyumunu inceledigimiz ¢calismamiz-
da iki cihazin sonuglarn arasinda anlamh fark
bulunmamaktadir (t= -1.269, p= 0.208). Yap-
tigimiz Korelasyon ve regresyon analizlerine
aore r= 0.987 slope= 1.161 bulunmustur.
CLSI'nin metot kargilastirma protokoliine (EP-9)
agore Korelasyon Katsayisinin, tek basina
yeterli olmamakla birlikte, 0.97’ten biiyluk
olmasi 6nerilmektedir (14). Buna gore kore-
lasyon Kkatsayisi uygundur ve slope degderinin
1’e yakin oldugu saptanmistir.
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Sekil 1. A) Regresyon analizi grafigi, B) Bland-Altmann grafigi, C) Youden grafigi.
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iki cihazin uyumunu incelemek icin yapti-
daimiz sinifici korelasyon katsayisini (SKK)
0.97, uyum Korelasyon katsayisin1 (UKK) ise
0.93 olarak bulduk. Fleiss, uyumun c¢ok iyi
olmasi icin SKK'nin 0.901n tlizerinde olmasi
gerektigini bildirmistir (10). Lin ise UKK'nin
0.90-0.95 arasinda bulunmasini "orta dereceli
uyum" olarak degerlendirmistir (11,12).

Bu sonuclara benzer sekilde Bland-Altman
grafiginde iki cihaz o6lgumlerinin ortalama-
lan arasinda %0.35 fark oldugunu ve diger
farklarin giiven araliklarinda sacgildid@r gortiil-
mustir. Yine Bland-Altman ve Youden gra-
fiklerine gore her iki cihaz sonuclariin %1-
%3 araliklarinda uyumunun iyi oldugunu,
bununla birlikte %4'den biiylik degerlerde
Tosoh cihazinin Primus cihazina gére daha
yuksek oOl¢cum yaptigini saptadik.

Teknolojik gelismeler ve ulkemizdeki ihale
ile kit karsihd@ cihaz edinme uygulamasina
bagl olarak Klinik biyokimya laboratuvarla-
rinda cihazlar belirli periyotlarla degismekte-
dir. Bu gecis stuirecinde yeni cihaz icin yon-
tem degerlendirme calismalarn zor, zaman
alicl ve maliyetli bir surectir. Bunun icin
Klinik biyokimya uzmanlarn laboratuarlarina
yeni bir cihaz kuruldugu zaman, gerek dis
kalite kontrol, gerek ic¢ kalite kontrol ve ge-
rekse Klinisyen ve hasta geri dénust yontin-
den takip ettikleri ve uzun siire kullandik-
lan eski cihazla (referans yontem olmasa
da) uyumlu olmasini isterler. Genellikle iki
cihaz arasindaki uyumu bulmak icin yapilan
calismalarda korelasyon ve regresyon ana-
lizleri kKullaniimaktadir. Uyumu arastirmada
bu analizlerin kullanilmas1 dagihm genisligi-
nin korelasyon katsayisini etkilemesi, iki
yontemin zayif uyuma sahip oldugu halde
yuksek Kkorelasyon gostermesi, regresyon
analizinde, slope degderinin yorumlanmasi-
nin gugcligi ve hangi yontemin bagimh hangi
yontemin badimsiz olmasinin saptanama-
masl vb. nedenlerden dolay1 hatali sonuclar
elde edilebilmektedir (13,15). Bundan dolayi
yontem Karsilastirma deneylerinde daha kolay
yorumlanabilir ek istatistik ydontemlere ge-
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rek duyulmaktadir. SKK ve UKK bu amacla
kullanilan ve yorumlanmasi Kkolay istatistik-
sel yontemlerdir. Yine Bland-Altmann ve
Youden grafikleri regresyon grafigi yaninda
ek bilgi saglayan ve Kkolaylikla cizilebilen
grafiklerdir.

Bu calismanin sonuncunda talasemi tara-
masinda Kullanilan Primus Ultra2 analyzer
ve Tosoh HLC 723 G8 HPLC cihazinin bir-
biri ile uyumunu arastirdik ve yéntem deger-
icin gerekli ekipmani (6rnegdin
primer referans madde) ve zamani olmayan
laboratuvarlarda iki cihazin birbiri ile uyu-

lendirme

munu nasil arastirilacagini ortaya koyduk.
Yaptigimiz istatistiksel analizlere gore her
iki cihaz arasinda HbA2 yéniinden uyumun
yeterli oldugunu bulduk. HbA2 talasemi
taramalarinda hayati bir 6neme sahiptir.
Yanlis negatif sonuglar evlilik 6ncesi yapilan
taramalar icin istenmeyen sonuclar dogura-
bilir. Yine farklh cihaz kullanan merkezler-
den gelen farkli sonuclar klinisyenlerin kafa-
sint kanstirabilir. Talasemi taramalarinda
HbA2 eritrosit indeksleri ve serum demir
parametreleri ile beraber yorumlanmali stip-
heli durumlarda daha ileri tetkik ve aras-
tirmalar yapilmaldir.
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