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OZET

Amac: Hemoglobinopati taramasi icin hemoglobin alt tiplerini ayirmada HPLC (High Performance Liquid
Chromatography) yaygin kullanilan bir yontemdir. Calismamizda talasemi taramasinda o6nemli bir
belirte¢ olan HbA2 parametresinin Ol¢iim belirsizligi hesaplamasi yapilarak, bu belirsizligin HbA2

sonuclarina etkisini tespit etmeyi amaclamistir.

Gerec ve yontem: HbA2 analizi Antalya EGitim ve Arastirma hastanesi biyokimya laboratuvarinda Tosoh
HLC-723 G8 cihazinda katyon degistirici HPLC ydntemi ile yapildi. Olciim belirsizliginin hesaplanmasi
Nordtest kilavuzuna uygun olarak hesaplandi. Olgiim belirsizligi hesaplanmasinda laboratuvarimizda
uygulanan i¢ kalite kontrol verileri ile laboratuvarlar aras1 degerlendirmeye dayali olan dis kalite kontrol
verileri kullanildi.

Bulgular: HbA2 icin 6lgiim belirsizligi %95 guiven aralidinda +%12.4 olarak bulundu. laboratuari-mizda
talasemi taramasinin pozitif sonucu icin HbA2'nin cut-off degeri %3.5'tur. Cut-off dederimiz Olgiim
belirsizligi ile birlikte %3.5+0.4 olarak rapor edilebilir.

Sonuclar:. HbA2 talasemi taramasinda onemli bir parametre olmasina ragmen literatiirde bu
parametrenin Olglim belirsizlidi hakkinda herhangi bir yayin yoktur. Her laboratuvar kendi kalite
gelistirme surecleri icinde Olcum belirsizlikleri tahminlerini yapmasi, klinisyene tani ve tedavi noktasinda
katki saglar.

Anahtar sozciikler: Hemoglobin A2, yiiksek basingli sivi kromatografi, belirsizligi, talasemi

ABSTRACT

Objective: High Performance Liquid Chromatography (HPLC) is widely used to classify hemoglobin
fractions in screening of hemoglobinopathies. We, here in this study, detected the “measurement
uncertainty” of the pivotal parameter in thalassemia screening, namely HbA2; and assumed its value in
the laboratory test results.
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Materials and Methods: HbA2 analysis was measured by HPLC analyser Tosoh HLC-723 G8
instrument, which works in cation exchange principle, in Antalya Research and Education Biochemistry
Laboratory. Measurement uncertainty calculations were made according to the Nordtest manuals, using

internal, and external quality control values.

Results: The measurement uncertainty for HbA2 was *12.4% within a 95% coverage probability. The
cut-off value used in our laboratory for a positive screening result is 3.5%. Our cut-off value should
better be presented as 3.5+0.4% after the measurement uncertainty is included.

Conclusions: Although HbA2 measurement is important parameter in the screening of thalassemia,
the literature lacks studies of measurement uncertainty of this parameter. Each laboratory should define
their own measurement uncertainties not only to set their quality goals, but also in order to verify their

capability to aid in clinical decisions.

Key words: Hemoglobin A2, high pressure liquid chromatography, uncertainty, thalassemia

GIRIS

Talasemi, diinyada en yaygin genetik hasta-
Iiklar arasindadir ve diinya nufusunun yakla-
sik %1.5 B-talasemi tasiyicisidir. Hemoglobin
yapisinda bulunan globin zincirlerinin biri ya
da daha fazlasinin uretiminin azhd veya
yoklugu ile karakterize olan bu hastalik
otozomal resesif olarak gecer (1,2). Talasemi
tanisi1 ve taramasinda hemoglobin alt tiple-
rinin aynistirlmast ve degerlendirilmesi
onemlidir (3). Gunumiizde hemoglobin alt
tiplerinin ayrimi icin bircok metot Kkullanil-
maktadir. Bu metotlar; seliiloz asetat elektro-
forezi, kromatografik mikro-kolonlar, im-
miinfiksasyon elektroforezi, kapiller elektro-
forez ve Kkatyon degistirici HPLC olarak
siralanabilir (4).

HPLC, hemoglobin A2 (HbA2), hemoglobin F
(HbF) ve hemoglobin A0 (HbAO) yaninda
Hemoglobin S (HbS) gibi patolojik hemog-
lobin alt tiplerini ayirmada guvenilir, altin
standart bir yontemdir (5,6). p-Talasemi
tasiyicilarini saptamada HDbA2 degerleri ¢ok
onemlidir. p-talasemi tasiyicilarinda, kulani-
lan metoda bagl olmakla birlikte %3.5 ile
%4 arasinda degdisen oranlarda yiikselmis
HDbA2 dederlerine rastlanir (7). B-talasemi ve
diger hemoglobinopati tarama ve tanisinda
genel olarak izlenen yol; hemoglobin, hema-
tokrit ve diger eritrosit endekslerinin tespitin-
den sonra supheli olgularda HbF ve HbA2
analizlerini de iceren hemoglobin alt
tiplerinin ayristirilmasi ve sonunda kesin tani
icin DNA analizini kapsar (4,8).

ilkesel olarak hicbir dlciimiin yiizde yiiz dogru
kabul edilmedigi ve bir analitin Ol¢iiminiin
gercek degderinin bilinmedigi kabul edilir.

Olciim belirsizlidginin Slgiim prosediirii sira-
sinda meydana gelen ve Olciim sonucunu
etkileyen faktorleri kapsar. Bir analitin 6lcii-
munu pek c¢ok faktor etkileyebilir. Bunlar;
olciim yontemi, kiitle ve hacimsel belirsizlik-
ler, matriks etkisi, interferanslar, referans
materyaller ve cevresel etkiler olabilir. Bu
faktorlerin 6lciime etkisinin bir boliimii rast-
lantisal olabildigi gibi bir bélimu de siste-
matik olabilir. Sonucta toplam belirsizligin
tahmin edilebilmesi belirsizlige Kkatkida
bulunan her bir bileseninin ayr1 ayr ele
alimmasin gerektirir (9).

Klinik biyokimya laboratuvarinda genisletil-
mis Olcum belirsizligi belirlenecegdi zaman iki
faktor 6nemlidir: 1-Laboratuvar icinde kesin-
lik 2- Uygun referans ya da kalite kontrol
materyali Kullanarak degerlendirilen dog-
ruluk. Dogruluk; Olgiimiin sistematik hatasi,
kesinlik ise rastlantisal hata olarak kabul
edilebilir (10).

Calismamiz talasemi taramasinda 6nemli bir
belirteg olan HDA2 parametresinin olciim
belirsizligi hesaplamasi yapilarak, bu belirsiz-
ligin sonuclarin yorumlanmasindaki 6nemi
ve dederinin tespit etmeyi amaclamustir.

GEREC VE YONTEMLER

HbA2 analizi Antalya Egitim ve Arastirma
hastanesi biyokimya laboratuvarinda Tosoh
HLC-723 G8 cihazinda katyon degistirici
HPLC yo6ntemi ile yapildi.

Olciim Belirsizligi Hesaplamast:

Olgiim belirsizliginin hesaplanmasi Nordtest
Kilavuzuna goére yapildi (11). Buna dore;
laboratuvar ici yeniden uretilebilirlik yanhhgi

Turk Klinik Biyokimya Derg 2014; 12(1)



[u(Rw)] ile yontem ve laboratuvardan gelen
yanlihdin (Uc) kombine edilmesiyle Olgiim
belirsizligi hesaplandi.

Buna gore laboratuvar ici yeniden iiretilebilir-
lik yanlih@:;; u(Rw)® (analitik siiregten dogan
belirsizlik) = (RSDnormal kontrol*> + RSDpato-
lojik kontrol?) /2 formiilii ile hesaplandi. (9-11).

U yanlilik ise; U yanliik> = uCref> + uEQA?
formiiliinden hesaplandi.

BULGULAR
u(Rw)'nin hesaplanmasi:

Normal ve patolojik (TOSOH HbA2 Control,
Lot No:1024, Tosoh Bioscience, SF USA)
diizeylerdeki son 40 calismaya ait ic kalite
kontrol sonuclar toplandi ve her biri igin
rolatif standart deviasyon [RSD = %CV (var-
yasyon katsayisi)= 100 x (Olcimun standart
sapmasi/Olgiim ortalamasi] degerleri hesap-
landi (RSD normal, RSD patolojik) (Tablo-1).

b- Laboratuvar ve yontem yanhlik olciim
belirsizligi (U yanlilik veya Uc)

Yanlilik, 6l¢iim sonucunun, gercek oldugu var
sayllan deder ile arasindaki farktir. Temel
olarak sertifikali referans materyalinden kay-
naklanir. Bir Olciim parametresine ait yanlilik
tespit edilmis ve anlamli bulunmussa mutlaka
diizeltmelidir. Bu deger sifir bile olsa belirsiz-
lik bileseni olarak dikkate alinmasi gereklidir
(9,12). Diger yonden, Klinik laboratuvarlarda
eksternal Kkalite kontrol verileri de yanhlik
hesaplanmasinda kullanilabilir. Bu sekilde
hem Kalibrator hem de metot kaynakli hata
olasiliklar1 tahmin edilmis olacaktir.

Yontem ve laboratuvar yanlihigindan gelen
belirsizlik tahmininde; Kkalibratoriin belirsiz-
ligi (uCref) ile birlikte farkll seviyelerdeki
analitlerle en az 3 katiml dis kalite kontrol
(EQA) performans verilerinden elde edilen
belirsizlik (UuEQA) yer alir (9,11,12).

HbA2 Olctim Belirsizligi

b1. Kalibratorden gelen belirsizlik (uCref)

Kalibrator olarak 8BCALO1W lot numaral G8
Hemoglobin F&A2 Kkalibrator (TOSOH
CORPORATION) kullanildi. Bu c¢alismada
tiretici tarafindan saglanan, %5.3 konsan-
trasyonu olan HbA2 Kkalibratoriinden gelen
belirsizliginin [uCref 0.066% (WHO Reference
Reagent International Reference Reagent for
Haemoglobin A2 NIBSC code: 89/666) ]
rolatif degeri kullanildu.

Rolatif uCref= (100 x uCref) / (k x Cref)
HDbA2 roélatif uCref= (100 X %0.066)/(2 X %5.3)

HDbA2 rolatif uCref= 0.62, HbA2 rolatif uCref?
= 0.38

Cref; Kalibrator konsantrasyonu, uCref; serti-

fikada yer alir, k; kapsam faktoru, ek bilgi

verilmedikce %95 giiven aralid@i kullanildidi

icin 2’dir.

b2. Dis kalite kontrol performans
verilerinden elde edilen belirsizlik

(uEQA)

EQA ile yanlilik, test sonucunun Kkarsilasti-
rilma yapilan grubun test sonug ortalamala-
rindan sapma Yyuzdesi [=(test sonucu-
Karsilastirilan grup ortalamasi / karsilastirilan
grup ortalamasi) x 100] olarak hesaplanir.
Degerlendirmeye alinan her bir EQA raporu
ile laboratuvarin genel performans verilerin-
den dogan belirsizlik icin asagidaki esitlik
Kullanilir.

UEQA = v (X yanlllkEQA?) / n

UEQA?= (X yanhhkEQA?) / n

n: EQA degerlendirme sayisi

Serum HDbA?2 diizeyi dis kalite kontrol perfor-
mans verilerinden elde edilen belirsizligi
laboratuvarimizin dahil oldugu Eqas EQA

programindan 10 analiz sonucuna gore
belirlendi (Tablo 2).

Tablo-1. u(Rw)? hesaplanmasi

Normal kontrol (40)

Patolojik kontrol (40)

2.2 (1.8-2.6)* 6.8 (5.4-8.1)*
Ortalama 2.1 6.7
Standart sapma 0.02 0.07
RSD (0.02/2.1)x100=0.9 (0.07/6.7)x100= 1
u(Rw)? (0.9%+1%)/2=0.9

*ortalama (aralik), RSD; rolatif standart deviasyon, u(Rw); laboratuvar ici yeniden {iretilebilirlik yanhhidr.
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Tablo 2. Dis kalite kontrol degerleri ile yanlilik hesaplanmasi

EQA numunesi

HDbA2 yanlihdi (% sapma)

HDbA2 yanlihk(EQA)2

-4,545
-0,01
6,707
1,01
-0,33
2,293
8,911
-9,427
-4,605
10 10,553
TyanlihkEQA?

UEQA?=(ZyanlilkEQA?)/n

© 0N U &N =

20,661
0,0001
44,088
1,02
0,10
5,257
79,404
88,868
21,208
111,361
372,867
37,3

EQA: Dis Kontrol Degerleri

Kalibrator ve EQA performans verileri ile
hesaplanan laboratuvar ve yontem yanlihdi;

U yanhlik?*= UCref* + uEQA?

U yanlilik? = 0.38 + 37.3

U yanhilik? = 37.68 olarak bulundu.

Birlesik Olciim belirsizligi (Uc)

Elde edilen verilerle asagidaki esitlik yardi-
miyla HbA2 degerinin birlesik Ol¢ciim belirsiz-
ligi hesaplandi.

Uc = v [u(Rw)? + u yanhlik?]

Uc = V (0.9 + 37.68)

Uc = 6.2

Genisletilmis Olciim belirsizligi (U)

Genisletilmis olcum belirsizligi bilesik Olciim
belirsizliginin kapsam faktéri (k) ile
carpilmasiyla elde edilir. k faktorii %95
giiven araligini temsil eden 1.96 yaklasik 2
olarak alinir.

U = 2V [u(Rw)? + U yanhlik?]
U=2xUc

U=2x6.2

Unpro= %12.4

SONUC

Laboratuvarimizda talasemi taramasinin pozitif
sonucu i¢cin HbA2'nin cut-off degeri %3.5'tur.
Hesapladigimiz Olgiim belirsizligine gore bu
cut-off degere etki eden Olcum belirsizligi
3.5x%12.1= 0.4'tlir. Cut-off dederimiz Olgiim
belirsizligi ile birlikte %3.5+0.4 olarak rapor
edilebilir.

TARTISMA

HbA2'nin o6lciim belirsizligini hesapladigimiz
bu calismada, HDbA2 igin birlesik O6l¢im
belirsizligi %12.4 olarak hesaplanmistir.
Olciim belirsizlidi hesaplanmasinda laboratu-
varimizda uygulanan i¢ kalite kontrol verileri
ile laboratuvarlar aras1 degerlendirmeye dayali
olan dis kalite kontrol verileri kullaniimistir.

HPLC, HDbA2 tespitinde altin standart bir
yontemdir (5,6). Gercekten de yaptigimiz
kesinlik calismasi sonunda %0,9 ile %1 gibi
iyi %CV degerleri elde ettik. Bu sekilde
laboratuvardaki bir dlgiimiin kesinligini tespit
etmek kolayken, dogrulugu tespit etmek
daha zordur. Olciilen parametreye ait refe-
rans madde bulmak her zaman mumkun
degildir. Bunu i¢in Klinik biyokimya laboratu-
varlar Olgiimiin dodrulugunu tahmin etmek
icin dis kalite programlari kullanirlar. Boy-
lelikle belirli bir parametrenin dis Kkalite
kontrol programina katilan baska laboratu-
varlara ait sonuclarin dadihimi ile karsilastira-
bilirler. Dis Kkalite Kkontrol programi bir
parametrenin veya parametrelerin sistematik
hatasini tespit etmede iyi bir yontem olma-
sina radmen, dis kalite kontrol sonuglarinin
degerlendirilmesinin zaman almasi, dis kalite
programina katilan laboratuvarlarin sayisi,
dis kalite kontrol materyelinin transportunda
ve yanlis sulandirilmasindaki hatalar, matriks
etkisi, yanlis raporlandirma, analiz sirasinda
meydana gelen hatalardan dolayr her zaman
iyi performans gosteremeyebilir (10,11).
Bizim calismamizda UEQA'nin yiiksek c¢ik-
masi dis kalite materyelinin analizi sirasinda

Turk Klinik Biyokimya Derg 2014; 12(1)



meydana delen hatalardan dolay1 olabilir.
Yine tam bir dlcum degerlendirme prosedii-
runun yapilmasi ve belirsizligin saptanmasi
icin baska primer referans maddelere ihtiyag
vardir.

Yaptigimiz bu calismada talasemi pozitifligi
icin HbA2'nin oOlcim belirsizligi ile beraber
cut-offu 3.5+0.4'tiir. Buna gore Tosoh cihazi
%3.1 ile %3.9 arasinda bir dogru Ol¢iim
aralid! belirler. Buna gore, laboratuvarimizin
Klinisyenlerimize yaptidi tavsiye; eger hasta-
da anemi yok ama MCV ve MCH degerleri
disuk ve HbA2 degerleri 3 ile 3.5 arasinda
ise talasemi taramasi icin daha ileri tetkikler
istemeleri yonuindedir. Ciinkii Mosca A. (13)
ve arkadaslarinin yaptidi calismaya gore
HDbAZ2’si sinir degerlerde olan talasemi tasiyi-
clarinin nadir olmadidr goérulmiistiir. Yine
ayni sekilde HbA2 degeri 3.5 ile 3.9 cikan
hastalardan yapilan ileri tetkikler gereksiz
maliyet ve zaman kaybina yol acabilir.

Sonu¢ olarak, HbA2 talasemi taramalarinda
hayati bir Oneme sahiptir. Yanlis negatif
sonuglar istenmeyen sonuglar dogurabilir.
HbA2 talasemi taramasinda Onemli bir
parametre olmasina ragmen literatiirde bu
parametrenin Olciim belirsizligi hakkinda
herhangi bir yayin yoktur. Her laboratuvar
kendi Kkalite gelistirme strecleri icinde ol¢iim
belirsizlikleri tahminlerini yapmasi, klinik
karar verme noktasinda Kklinisyene tani ve
tedavi noktasinda yardimci olur.
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