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ÖZET

Amaç:  HbA1c ölçümü Diabetes Mellitus (DM) hastalar›nda retrospektif glisemik kontrolün de¤erlen-

dirilmesinde kullan›lmaktad›r. Günümüzde, HbA1c ölçen 30'dan fazla çeflit yöntem bulunmakta ve bu

yöntemler ölçtükleri bileflik ve etkilenim aç›s›ndan farkl›l›k göstermektedirler. Bu çal›flman›n amac›

otoanalizörde kullan›lan türbidimetrik immüno-inhibisyon yöntem performans›n› yüksek performansl›
s›v› kromatografisi (HPLC) yöntemini referans alarak karfl›laflt›rmakt›r. 

Gereç ve Yöntem:  Kontrol kanlar› ile gün-içi ve günler-aras› tekrarlanabilirlik çal›fl›ld›. 144 ard›fl›k

hastan›n örnekleri al›narak HbA1c düzeyi her iki sistemle (çift-kör, paralel flekilde) ölçüldü. Her iki

yöntemle elde edilen veriler farkl› istatistiksel teknikler kullan›larak karfl›laflt›r›ld›.

Bulgular:  Kontrol materyallerinin gün içi ve günler aras› CV'leri immüno-turbidimetrik yönteminde %

5.1 ve % 8.2 HbA1c de¤erleri için <%3 bulundu. HPLC yönteminde ise % 5.1 ve % 10.5 de¤erleri için

<% 2 olarak bulundu. HbA1c düzeyleri % 5.1-% 17.5 aral›kta olan taze tam kan örnekleri ile yap›lan

yöntem karfl›laflt›rmada; regresyon denklemi, Dimension %HbA1c = 0.974xHPLC %HbA1c -0.442 ve
korelasyon katsay›s› r=0.987, p<0.001 olarak saptand›. HPLC (%8.9±2.8) ve türbidimetrik immüno-

inhibisyon (%8.2±2.8) yöntemleriyle ölçülen hasta örnekleri %HbA1c düzeyleri aras›nda anlaml› bir

fark bulundu (p<0.01).

Sonuç:  ‹mmunoturbidimetrik yöntem HPLC sistemi ile karfl›laflt›r›labilir ve benzer performans göster-
mektedir. Bununla birlikte HbA1c düzeylerindeki ufak de¤iflikliklerin klinik takip ve tedavideki önemi

nedeni ile hastaya sonuç vermede tek bir metoda ba¤l› kal›nmal›d›r.

Anahtar Sözcükler:  Glikozillenmifl hemoglobin, turbidimetri, HPLC

ABSTRACT

Objective:  Measurement of HbA1c is widely used in patients with diabetes mellitus as a monitor of

retrospective glycemic control. Currently, more than 30 different methods are commercially available

to measure HbA1c and these methods vary in the fraction of Hb measured and the interferants. The

aim of this study was to study the performance of immunoturbidimetric method against the high
performance liquid chromatography (HPLC) method as the reference. 

Materials and Methods: Control sera were used to define within-day and between-day precision.

Samples from 144 subjects were collected and HbA1c levels were determined (double-blind, parallel

manner) using both systems. 
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Results:  Intra- and the inter-assay C Vs (coefficient of variation) of assay systems were < 3% with the
immunoturbidimetric method ( HbA1c values 5.1% and 8.2% ) and and < 2% with the HPLC method

(HbA1c values 5.1% and 10.5%) , respectively. There was significant difference between HbA1c
results measured with HPLC (8.9%±2.8) and turbidimetric immuno-inhibition (8.2%±2.8) methods

(p<0.01). Accuracy was evaluated in the selected fresh sera with HbA1c levels between 5.1-17.5 %.

Correlation coefficient was r=0.987 and the regression equation was [Dimension HbA1c (%) =
0.974xHPLC (%) -0.442] acceptable.

Conclusion:  Although the results of immunoturbidimetric assay system is comparable to HPLC
system; depending on the importance of small changes in HbA1c levels in therapy one method

should be chosen for monitoring diabetic patients.

Key Words:  Glycated hemoglobins, HbA1c, turbidimetry, HPLC

Üstünda¤ Y. ve ark.

rak uygulamalar› zorludur. Farkl› ölçüm metod-

lar› glikozillenmifl hemoglobinin farkl› fraksi-

yonlar›n› farkl› yollarla ölçtü¤ünden; kullan›-

lan metoda ba¤l› olarak farkl› yöntemler

farkl› HbA 1c de¤erleri ile sonuçlanmaktad›r

(12-15). HbA 1c ölçüm metodlar›n›n uluslar-

aras› düzeyde standardizasyon çal›flmalar›

halen devam etmektedir (16).

Bu çal›flmada laboratuvar›m›zda rutin olarak

HbA1c ölçümünde kullan›lan HPLC yöntemi

ile otoanalizörde kullan›lan immüno türbidi-

metrik yöntemleri karfl›laflt›rmay› amaçlad›k.

GEREÇ VE YÖNTEM

Tüm HbA1c ölçümleri hastanemiz merkez

laboratuar›nda Adams HA-8160 (Arkray KDK,

Shiga, Japan) HPLC cihaz›nda, ve Dimension

RXL analizöründe Dade HbA1c reaktifleri

kullan›larak; (Siemens Medical Solutions USA,

Malvern, PA, USA) çal›fl›ld›. 

HbA 1c  yöntemleri 

Adams HA-8160  

Adams HA-8160 (Arkray KDK, Shiga, Japan)

otomatik HbA1c analizörü ters-faz katyon

de¤iflim kromatografisi yöntemine dayanan

HPLC cihaz›d›r (17). Çal›flma s›ras›nda raklara

koyulan EDTA’l› tam kan tüplerinin kapak-

lar› cihaz taraf›ndan otomatik olarak deline-

rek içinden aspire edilen 4µl otomatik ola-

rak hemolize edilir. Hemolize olan tam kan

kolona transfer olur, burada HPLC taraf›n-

dan de¤iflik fraksiyonlara ayr›l›r. Elde edilen

her fraksiyon çift dalga boylu kolorimetre ile

415 ve 500 nm’de fotomet rik olarak okunur. 

G‹R‹fi

Normal y etiflkin hemoglobini, %97 hemo-

globin A (yani HbAo),~ %2.5 HbA2 ve ~%0.5

HbF'den oluflur. Hemoglobin di¤er birçok

protein gibi enzimatik olmayan glikasyona

u¤rar (1). Glukoz kal›nt›s› ilave edilmifl

hemoglobini tan›mlamak üzere glikozile

hemoglobin (GHb) veya HbA1c terimleri

kullan›l›r. National Glycohemoglobin Stan-

dardization Program (NGSP) HbA 1c de¤erinin,

insan tam kan›ndaki total hemoglobinin yüz-

desi olarak bildirilmesini önermektedir (1, 11).

Diabette mikrovasküler komplikasyonlar›n

geliflme riskinin tahmininde HbA 1c ölçümü-

nün yarar›n›n gösterilmesi, birçok ulusal

sa¤l›k kuruluflunun glisemik kontrolün en

iyi takibinin HbA1c ile yap›labilece¤ini ilan

etmeleri ile sonuçlanm›flt›r (2,3). Bu ise,

laboratuarlar›n HbA 1c ölçüm yükünü artt›r-

m›fl ve HbA1c ölçümü rutin biyokimyasal

analizler d›fl›nda en çok istenen laboratuvar

testi haline gelmifltir (2). Günümüzde labo-

ratuvarlarda HbA 1c tayininde glikozile hemo-

globin ile non glikozile hemoglobin aras›n-

daki yük fark›na dayal› olanlar ("katyon de¤i-

flim kromatografisi, elektroforez ve izoelektrik

fokuslama), yap›sal farka dayal› olanlar;

(boronat affinite kromatografisi ve "immuno-

assay"ler) ya da kimyasal farka dayal› olan-

lar (elektrosprey kütle spektrometrisi) dahil

olmak üzere 30'dan fazla ölçüm yöntemi

kullan›lmaktad›r (4-11). 

HbA1c heterojen bir moleküldür ve HbA1c

ölçüm metodlar› genel olarak analitik aç›dan

zor testlerdir: zaman al›c›d›rlar, teknik ola-
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aral›¤› %4.2-6 .4; yüksek kontrol hedef de¤er

9.3 ölçüm aral›¤› %7.4-11.2). ‹ç kalite kont-

rol çal›flmalar›n›n yap›ld›¤› gün; Riqas (Randox

Laboratories Ltd UK) (cycle 5, sample 9) d›fl

kalite kontrol çal›flmas› da yap›ld›

Geri kazan›m çal›flmas› için orta (%7) ve

yüksek (%14) de¤erlerde % HbA1c içeren iki

hastan›n EDTA’l› tam kan› yüksek de¤erli

hastan›n kan› 1:10 ve 2:10 oran›nda olacak

flekilde ilave edildi. Daha sonra bu numu-

neler befler kez çal›fl›larak ortalama de¤er-

leri al›nd›. % Geri kazan›m= (Geri elde edi-

len konsantrasyon/Eklenen konsantrasyon)

x 100 formülü kullan›larak hesapland›. 

Do¤rusall›k çal›flmas›nda diyabetik bir hasta-

n›n tam kan› (HbA 1c %15.4, Hct %41, HbF 0)

ve kan grubu 0 negatif olan sa¤l›kl› bir

hastan›n (HbA 1c %4.8, Hct %37, HbF 0.2)

tam kan› kullan›ld›. Üst ve alt limitler tam

kan numunelerinin de¤erleri olarak kabul

edilerek hasta kanlar› farkl› oranlarda kar›fl-

t›r›larak (HbA1c %4.8, %7.4, %10.1, %12.8,

%15.4) ikifler kez çal›fl›ld›. Ölçülen HbA1c

de¤erleri beklenen HbA1c de¤eri ile karfl›lafl-

t›r›larak determinasyon katsay›s› bulundu. 

‹kinci aflamada ise yöntem karfl›laflt›rma çal›fl-

mas› yap›ld›. Bu amaçla hastanemiz biyo-

kimya laboratuvar›na HbA1c ölçümü için

baflvuran toplam 144 hasta çal›flmaya dahil

edildi. Bu çal›flma için bu hastalardan hiç

birinin kayd› al›nmad›, ek örnek istenmedi

ve hasta ile görüflülmedi. ‹nterferans kayna¤›

olabilecek hemoliz, sar›l›k, lipemi görülen

örnekler çal›flmaya al›nmad›. Hastalar›n venöz

kan örnekleri 12 saatlik açl›¤› takiben potas-

sium EDTA’l› tüplere (Insepack Sekisui

Chemical Co., Ltd, Osaka Japonya) al›nd›.

HbA1c düzeyi hiç bekletilmeden her iki

sistemle (çift-kör, paralel flekilde) ölçüldü.

Karfl›laflt›rma çal›flmas›nda hasta örnekleri-

nin HbA 1c konsantrasyonlar› da¤›l›m› Tablo

1’de gösterilmifltir. 

Sonuçlar SPSS 10.0 paket program›na kay-

dedildi. ‹statistiksel de¤erlerdirme için arit-

metik ortalama (AO), standard sapma (SD), 

HBA1C Ölçümünde Yöntem Karfl›laflt›r›lmas›

Sonuçlar %HbA1c, % HbA1 and % HbF olarak

de¤iflik hemoglobin fraksiyonlar›n›n pik alan-

lar›ndan hesaplan›r ve total hemoglobinin

yüzdesi olarak bildirilir. 

Çal›flmaya bafllamadan önce %0.0, %5.5 ve

%11.1 içeren HbA 1c (C: 71179, Arkray KDK,

Shiga, Japonya) kalibratörleri kullan›larak cihaz

kalibre edildi. 

Dimension RXL immunoassay

Dimension RXL otoanalizöründe % HbA1c

ölçümü türbidimetrik immüno-inhibisyon

yöntemine, total hemoglobin ölçümü ise

alkalin hematin reaksiyonuna dayanan HbA1c

(Siemens Healthcare Diagnostics LTD, Newark,

DE, USA) kiti kullan›larak ölçüm yap›lmakta-

d›r. Analizörde düflük ozmotik bas›nca maruz

b›rak›larak parçalanan eritrositlerden aç›¤a

ç›kan total Hb 405 ve 700 nm de kolorimet-

rik olarak ölçülür. Ayn› anda ikinci küvette

anti HbA1c antikorlar› ile β-Hb’nin N-terminali

çözünür bir antijen-antikor kompleksi olufl-

turmak üzere ba¤lan›r. Sentetik çoklu HbA1c

epitoplar› içeren polihapten reaktifi bu

küvete eklenir. Polihapten serbest anti HbA1c

antikorlar› ile ba¤lanarak çözünmeyen anti-

jen-antikor kompleksleri oluflturur. Reaksi-

yon h›z› turbidimetrik olarak 340 ve 700 nm

de ölçülür. Test sonucu daha sonra Hb A1c/Hb

oran›ndan hesaplan›r. Örnek analiz zaman›

3 dakikad›r (18).  

Çal›flmam›z›n birinci aflamas›nda analitik

performans karakteristikleri yönünden ince-

lemede kontrol materyalinde hedeften sapma

ve tekrarlanabilirlik çal›flmalar› yap›ld›. Gün

içi kesinlik çal›flmalar› için düflük ve yüksek

HbA1c içeren tam kan örneklerini ayn› gün

içinde 20 kez çal›flt›k. Günler aras› kesinlik

çal›flmalar› her bir cihazda kendi kontrol

materyalleri kullan›larak ve her bir örnek

yirmifler kez çal›fl›larak de¤erlendirildi (Streck's

HbA1c -Cellular®, Omaha, USA) (düflük kontrol

hedef de¤er 5.4 ölçüm aral›¤› % 4.4-6.4;

yüksek kontrol hedef de¤er 10.8 ölçüm ara-

l›¤› % 8.8-12.8); (Dade® Diabetes Control,

CA, USA) (d üflük kontrol  mean 5.3 ölçüm 
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fiekil 1 . Immunoturbidimetrik ve HPLC yöntemlerinin

regresyon analizi grafi¤i.

Tablo 3.  Immunoturbidimetrik yöntemin HbA1c için % geri kazan›m sonuçlar›.

Örnek Eklenen Okunan Toplam Geri Elde Geri

Konsantrasyonu Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyonu Kazan›m

(C spike) (Cölç-Cbazal)

% 7.0 %1.4 %8.3 %1.3 %92.8

%2.8 %10.1 %3.1 %110.7

Tablo 2.  HbA1c için tekrarlanabilirlik sonuçlar› (n=20).

Kontrol  Ortalama Gün içi tekrarlanabilirlik Günler aras› tekrarlanabilirlik

% Hb1c % CV % CV

Adams Dimension RXL Adams Dimension RXL Adams Dimension RXL 

C1 5.1 5.1 2.0 1.8 4.3 4.8

C2 10.5   8.2 1.7 2.8 4.1 4.0

Tablo 1.  Karfl›laflt›rma çal›flmas›nda kullan›lan örneklerin

HbA1c konsantrasyon da¤›l›m›.

HbA1c (%) 4-6 6-6.5 6.5-8 8-10 10-12 >12

Hasta say›s› 22 22 26 35 23 16

yüzde varyasyon katsay›s› (%CV) hesapland›.

Yöntemlerin korelasyonu Pearson korelasyon

analizi ile saptand›. Hastalar›n sonuçlar›,

regresyon analizi yap›larak regresyon e¤risi,

eflitli¤i (y=a+bx) hesapland›. HPLC de¤erle-

rinin ortalamas›, ba¤›ms›z de¤iflken olarak

verildi. Dimension cihaz› ile al›nan sonuçlar

ba¤›ml› de¤iflken olarak al›nd›. 

BULGULAR 

HbA1c ’nin HPLC ile ölçümünde gün içi CV

de¤eri %5.1 hedef de¤eri için %2, %10.5

hedef de¤eri için %1.7 olarak bulundu

(Tablo 2). ‹mmünoturbidimetrik yönteminin

gün içi CV de¤eri ise %5.1 hedef de¤eri için

%1.8 ve %8.2 için %2.8 olarak bulundu

(Tablo 2). 

Riqas (Randox Laboratories Ltd UK) (cycle

5, sample 9) d›fl kalite kontrol çal›flmas›nda

16 laboruvardan elde edilen Siemens/Dade

Dimension HbA1c de¤er ortalamas› %5.7±0.23,

bizim HbA1c bulgumuz ise %5.9 olarak ka-

bul edilebilir s›n›rlar içinde rapor edildi. Yön-

temlerin do¤rusall›k çal›flmas›nda determi-

nasyon katsay›s› HPLC ve immunoturbidi-

metrik yöntem için s›ras› ile (R2) 0.997 ve

0.996 olarak bulundu. Geri kazan›m çal›fl-

mas›nda bulunan de¤erler %100 civar›nda

toplanm›flt› (Tablo 3). 

Yöntem karfl›laflt›rmas› çal›flmas›na al›nan

olgu say›s› ise toplam 144 olup; iki yöntem

aras›ndaki korelasyon (r=0.987, p<0.001)

ve regresyon denklemi [Dimension HbA1c

(%) = 0.974xHPLC (%) -0.442] olarak bulundu

(fiekil 1). 

Çal›flmaya al›nan vakalar›n HPLC sonuçla-

r›na göre HbA 1c (%) da¤›l›m› 5.10 ile 17.5

aral›¤›nda, mean de¤eri 8.9, standard devias-

yonu 2.8 bulundu. Dimension cihaz›nda

HbA1c (%) da¤›l›m› 5.10 ile 17.1 aral›¤›nda,

mean de¤eri 8.2, standard deviasyonu 2.8

bulundu, ortalama de¤erleri aras›nda istatis-

tiksel olarak anlaml› bir fark bulundu (p<0.01).

Üstünda¤ Y. ve ark.
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TARTIfiMA

Dünya Sa¤l›k Örgütü eriflkinlerde y›lda 3-4

kez, American Diabetes Association (ADA)

stabil glisemik kontrolü olanlarda y›lda en

az 2, tedavisi de¤iflen ya da glisemi hedefi

sa¤lanamayanlarda y›lda 4 kez HbA 1c düze-

yinin ölçülmesini önermektedir (19). HbA1c

de¤erinin diyabetin uzun dönem takibinde

kullan›l›yor olmas› HbA1c ölçüm metodunun

yeterli tan›sal kesinli¤e ve do¤rulu¤a sahip

olmas›n› gerektirmektedir (20). 

HbA1c 'nin birey içi CV de¤eri çok düflük oldu-

¤undan; HbA1c ölçüm de¤erlerinin kabul edi-

lebilir olmas› için ADA tüm laboratuarlar›n

NGSP (National Glycohemoglobin Standardi-

zation Programme) taraf›ndan sertifikaland›-

r›lm›fl, çal›flma içi CV de¤eri <%5 (ideal ola-

rak <%3) olan kitlerle çal›fl›lmas›n› önermifl-

tir (21). 

HbA1c standardizasyonu için IFCC çal›flma

grubu ise (International Federation of Clinical

Chemistry) referans laboratuarlar› için kriter

olarak CV < %2.5 hedef de¤erini koymufltur

(22). 

Bu çal›flmada gün içi tekrarlanabilirlik sonuç-

lar› her iki cihazda da <%3’ün alt›nda bulun-

du; ancak günler aras› tekrarlanabilirlik de-

¤eri >%4 olarak tespit edildi. Literatürde ise

tüm HPLC cihazlar› ile HbA1c ölçümlerinde

CV de¤erleri %3.5’un alt›nda ve immuno-

kimyasal yöntemler de ise %4–6 aral›¤›nda

bulunmufltur (23, 24). 

Çal›flmam›zda, HbA 1c’nin immunotürbidimet-

rik yöntem ile ölçülmesinde elde edilen so-

nuçlar ile HPLC yöntemiyle elde edilen sonuç-

lar aras›nda regresyon eflitli¤i (y=0.974xHPLC

(%) -0.442) ve korelasyon de¤eri r=0.987

olarak kabul edilebilir bulundu. Bu bulgu

iki cihaz HbA1c bulgular› aras›nda kabul edi-

lebilir bir iliflki oldu¤unu ortaya koymakta-

d›r. Ancak t›bbi gereksinimin laboratuvarlar-

ca karfl›lanmas›nda, çal›fl›lan testin biyolojik

varyasyonunun temel al›nmas› da önemlidir.

Klinik laboratuarlar›n performans›n›n hasta

tan› ve tedavinin izlenmesi gibi medikal 

gereksinimlere karfl›l›k ve rmesi gerekti¤i de

aç›kt›r (25). HbA1c’nin birey içi biyolojik

varyasyonu oldukça düflüktür <%2.0 (26).

Buna göre iki farkl› yöntemle çal›fl›lan HbA1c

de¤erleri aras›ndaki sapman›n %7 HbA1c

düzeyi için %0.3’den daha düflük olmas›

gerekti¤i bildirilmifltir (27). Çal›flmam›zda

ise hastalardan al›nan örneklerden ölçülen

% HbA1c düzeylerinin her iki cihazdaki sapma

de¤eri (-0.7 %HbA1c) bu kabul edilebilir

de¤erden oldukça yüksektir. 

Holmes ve ark. Dade Behring Dimension

(Dade Behring, Deerfield, IL) HbA1c ölçüm

metodu da dahil olmak üzere ABD’de en

çok kullan›lan ve NGSP taraf›ndan sertifika-

land›r›lm›fl 8 yöntemin uzun dönem metod-

lar aras› medyan bias de¤erini incelemifller-

dir ve metodlar aras›nda sistematik biaslara

rastlam›fllard›r (28). HbA1c sonuçlar› klinis-

yenler taraf›ndan evrensel, sabit, de¤er eflik-

lerine dayanarak yorumland›¤› için metodlar

aras› bias hasta tan› ve izleminde potansiyel

hata kayna¤›d›rlar (28). Bizim de bu çal›fl-

madaki bulgumuz sistematik bias yüksekli¤i

ile uyumludur (28). 

Sonuç olarak; 2 farkl› yöntemle (HPLC ve

immunoturbidimetrik) yap›lan HbA1c anali-

ziyle, ölçülen % HbA1c ölçümlerinin do¤ru,

kesin ve güvenilir sonuç verdi¤ini belirledik.

Ancak iki metod sonuçlar› aras›ndaki fark

kabul edilebilir de¤erden yüksektir. Literatür-

de kiflinin % HbA 1c de¤erindeki +/- %0.5'lik

bir fark›n ölçüm farkl›l›klar› olarak de¤er-

lendirilmesini ve tedavi de¤iflikli¤ine gerek

olmad›¤›n› bildirmekle beraber hastan›n

%HbA1c de¤erindeki +/- %0.5-1 de¤iflim ara-

l›¤› hastan›n tedavisinin için iki yöntemin de

(HPLC ve immunoturbidimetre) ayn› hastada

sonuç vermede kullan›lmas› tedavide klinis-

yenin hasta takibi aç›s›ndan problem yarata-

bilir (29). Bu sorun HbA1c ölçümünde sürekli

ve düzenli olarak tek bir analitik sistemin

kullan›lmas› ile çözümlenebilir. 

Bununla birlikte kullan›c›n›n h›zl› sonuç elde

etme, maliyet ve kendi laboratuvar flartlar›

gibi faktörleri de gö z önünde bulundurarak 
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yöntem seçimi yapmas›n›n uygun olaca¤›

düflüncesindeyiz.
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