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HbA2 Ölçümü İçin BioRad D-10TM ve Adams
HA-8180T HPLC Sistemlerinin Karşılaştırılması

ÖÖZZEETT  AAmmaaçç:: Günümüzde değişik marka ve modelde HPLC (High Performance Liquid Chromatography)
sistemleri talasemi taraması için kullanılmakta fakat bu cihazların birbiri ile olan uyumu bilinmemekte-
dir. Bu çalışmanın amacı; D-10TM Hemoglobin testing system (BioRad, Hercules, USA) marka HPLC ci-
hazı ile Adams HA-8180T (Menarini Diagnostics, Floransa, İtalya) HPLC cihazını hemoglobinopati tanı
ve taraması açısından önemli olan HbA2 parametresi ölçümü bakımından karşılaştırılmasıdır. Bu amaçla,
biz bu çalışmada chromsystems kolon ve kitlerini kullanarak Bio-rad D-10 TM analizör marka HPLC ci-
hazı ile Adams HA-8180T marka HPLC cihazını talasemi taraması bakımından birbirleri ile olan uyumu
araştırdık. GGeerreeçç  vvee  YYöönntteemmlleerr:: Talasemi taraması yapılan 22’si erkek, 18’i kadın toplam 40 kişi prospek-
tif olarak çalışmaya alındı. Her iki cihaz da tek seferde çalışılan hemoglobin A2 (HbA2) değerleri için ista-
tistiksel uyum, iki-yönlü rasgele sınıfiçi korelasyon katsayısı (SKK), Wilcoxon Eş Testi, Spearman
korelasyon katsayısı ve uyum korelasyon katsayısı (UKK) kullanılarak değerlendirildi. BBuullgguullaarr::  Yapılan
iki grup fark testlerine göre erkeklerin Hb, Htc ve OEHb (Ortalama Eritrosit Hemoglobini) düzeyleri
kadınlardan anlamlı şekilde yüksek bulundu. HbA2 değerleri için sınıfiçi korelasyon katsayısı (SKK)=0,960
ve uyum korelasyon katsayısı (UKK)= 0,953 olarak bulundu. Bununla birlikte Spearman korelasyon kat-
sayısı rho: 0,806 olarak bulundu. SSoonnuuçç:: İki cihaz arasında HbA2 değerlerinin karşılaştırılmasında CLS’nin
metot karşılaştırma protokolüne (EP-9) göre uyum yetersizdir. Bununla birlikte Fleiss’in önerdiği sınıfiçi
korelasyon katsayısına göre ve Lin’nin önerdiği uyum korelasyon katsayısına göre her iki sistemde çalışılan
HbA2 ölçümlerinin uyumlu olduğunu bulduk. HbA2 değerleri farklı yöntemlerle ve diğer biyokimyasal
parametrelerle (serum demir parametreleri) birlikte yorumlandığında kişilere ve klinisyenlere daha yol
gösterici olacaktır.

AAnnaahh  ttaarr  KKee  llii  mmee  lleerr:: Bio-rad D-10 TM; HbA2; hemoglobinopati; HPLC; Adams HA-8180T;
yöntem karşılaştırma

AABBSS  TTRRAACCTT  OObbjjeeccttiivvee::  Today, different trademarks of HPLC (High Performance Liquid Chromatogra-
phy) equipment have been used in screening for thalassemia. In this study, the aim was to investigate the
agreement between the results of the analyses of HbA2 values with D-10TM Hemoglobin testing system
(BioRad,Hercules,USA) and Adams HA-8180T (Menarini Diagnostics, Florance, Italy) trademarks. MMaattee--
rriiaall  aanndd  MMeetthhooddss:: This prospective study was included in 40  (22 males and 18 females) individuals per-
formed thalassemia screening. Statistical correlations of hemoglobin A2 (HbA2) values, analyzed in each
analyzer as a single analysis from each sample were evaluated using two-way random intraclass correla-
tion coefficient (ICC), Wilcoxon Signed Ranks Test, Spearman's correlation coefficient  and concordance
correlation coefficient (UCC). RReessuullttss:: Hb, Htc and OEHb levels of men were significantly higher than
women. Intraclass correlation coefficients HbA2 values were found to be as ICC=0.960, and Concordance
correlation coefficient (UCC)= 0.953. However, Spearman's correlation coefficient were calculated as
rho:0.806. CCoonncclluussiioonn:: According to the method comparison protocol of CLS (EP-9), agreement between
the results HbA2 values measured in the two analyzers are found to be insufficient. However, according
to Fleiss’s Intraclass correlation coefficient and Lin’s concordance correlation coefficient the results HbA2
values were found to be sufficient in both systems. HbA2 values will be better guided by people and cli-
nicians when interpreted with different methods and with other biochemical parameters (serum iron pa-
rameters).

KKeeyywwoorrddss::  Bio-rad D-10 TM; HbA2; hemoglobinopathy; HPLC; Adams HA-8180T;
method comparison
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alasemi, hemoglobin tetramer yapısında bu-
lunan globin zincirlerinin biri ya da daha
fazlasının üretiminin azlığı veya yokluğu ile

karakterize olan kalıtsal heterojen  bir hastalık gru-
budur.1 Bu gruptaki hastalıklar, bizim ülkemizin de
yer aldığı  Akdeniz havzası, Orta Doğu, Hindistan,
Kuzey Afrika içeren bölgelerde yüksek oranlarda
görülür.2

Gerek talasemi ve gerekse diğer hemoglobino-
patilerin tanısında klinik tablo ve hemogram tes-
tinde  görülen anormallikler yol gösterici olsa da
asıl tanı hemoglobin alt tiplerinin ayrıştırılması ve
değerlendirilmesi  ile konur.3 Günümüzde hemog-
lobin alt tiplerinin ayrımı için selüloz asetat elek-
troforezi, kromatografik mikro-kolonlar, immün-
fiksasyon elektroforezi, kapiller elektroforez ve
katyon değiştirici HPLC kullanılan metotlar ara-
sındadır.4 HPLC, hemoglobin A2 (HbA2), hemog-
lobin F (HbF), hemoglobin A0 (HbA0) ve bunun
yanında hemoglobin S (HbS), hemoglobin C (HbC),
vb. patolojik hemoglobin varyantlarını ayırmada
güvenilir ve yaygın kullanılan bir yöntemdir.5,6

Hem HPLC hem de diğer metotları kullanarak he-
moglobin alt tiplerini tanımlamak zahmetli ve zor
bir süreçtir, bundan dolayı bu metotların kullanıl-
ması eğitimli ve uzman personel gerektirir.4

Talasemi bozukluklarının önlenmesi amacıyla
genetik danışmanlık verilebilmesi için β-talasemi
taşıyıcılığının doğru tanısı şarttır. Hemoglobin
(HbA2) fraksiyonundaki artışın belirlenmesi en
tipik tanısal belirteç olduğundan hastalığın tanı-
sında anahtar rol oynamaktadır.5

Hemoglobinopati tarama ve tanısında genel
olarak izlenen yol; hemoglobin, hematokrit ve
diğer eritrosit endekslerinin tespiti, HbF ve HbA2
analizlerini de içeren hemoglobin alt tiplerinin ay-
rıştırılması ve sonunda kesin tanı için DNA anali-
zini kapsamaktadır.4,6

Son yıllarda tıp teknolojisi alanında yaşanan
büyük gelişmeler tıp laboratuvarlarında oldukça
fazla marka ve model cihazın kullanılmasına ola-
nak sağlamaktadır. Bu cihazların birbiri ile uyu-
munu araştırmak ise ilgili uzmanlar için bir
problemdir. Bu nedenle bu çalışmada; D-10TM
Hemoglobin Testing System (BioRad, Hercules,

USA) marka HPLC cihazı (Sistem 1) ile Adams
HA-8180T (Menarini Diagnostics, Floransa,
İtalya) HPLC cihazını hemoglobinopati tanı ve
taraması açısından önemli olan HbA2 ve HbF pa-
rametreleri ölçümü bakımından karşılaştırılması
amaçlandı.

GEREÇ VE YÖNTEMLER

Çalışmaya  Bilecik Merkez Halk Sağlığı Laboratu-
var’ı biyokimya bölümüne 11 Temmuz -11 Ağustos
2017 tarihleri arasında talasemi taraması için baş-
vuran 22 si erkek, 18’i kadın toplam 40 sağlıklı fert
prospektif olarak dahil edildi. Bu kişilerin antekü-
bital venlerinden EDTA’lı (Etilen Diamin Tetra
Asetik Asit) tüplere kan örnekleri alındı. Alınan bu
örnekler her iki cihazda da tek seferde çalışıldı ve
sonuçlar kaydedildi. Ayrıca bu fertlerin eritrosit
endeksleri Mindray BC5800 (Shenzhen, China) ci-
hazında ölçüldü.

D-10TM ve Adams HA-8180T analyzer HPLC
sistemlerinde cihazlara spesifik iyon değiştirici
HPLC kolon ve tamponları kullanıldı. Bu cihazlar
çalışılan numuneye önceden herhangi bir işlem ge-
rektirmeyen örnek dilisyonunu ve hemolizini oto-
matik yapan HPLC sistemleridir.3,7

HPLC SİSTEMLERİ İLE HEMOGLOBİNİN ALT TİPLERİNİN
AYRILMASI

D-10TM ve Adams HA-8180T analyzer HPLC sis-
temlerin her ikisi de hemoglobinleri alt fraksiyon-
larına iyon değişim yöntemi ile ayırmaktadır. Dilüe
ve hemoliz edilmiş örnekler, özel filtrelerden geçi-
rilir ve kolon içine belirli bir basınçta pompalanır.
Kolon içinde hemoglobin proteinlerinin net yük-
leri ile kolondaki resin yükleri birbirleriyle etkile-
şime girerler. İlk adımda, eluat-1 için analiz
başlayacağı zaman kolon içine diğer tamponlara
göre düşük iyonik güçte (düşük pH ve tuz kon-
santrasyonda) solüsyon pompalanır. Bu solüsyon
HbF gibi zayıf bağlı molekülleri kolon üzerindeki
resinden ayırır. İkinci adımda ise kolonun içine
ikinci solüsyon pompalanır. Bu solüsyon HbA0 ve
HbA2 gibi resine daha güçlü bağlanan hemoglobin
alt tiplerini resinden söker. Daha sonraki adımlarda
ise daha alkali pH ve yüksek tuz konsantrasyonlar-
daki solüsyon kolona pompalanarak resine çok
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daha güçlü bağlanan diğer hemoglobin alt tiplerini
resinden söker. Kolondan çıkan elüatlardaki he-
moglobin alt tiplerini dedektörler saptar ve buna
bağlı olarak kromatogramlar elde edilir.8 Cihazların
uyumu ve yanlılık durumu Youden ve Bland Alt-
man grafiği ile incelendi.

İSTATİSTİKSEL ANALİZ

İstatistiksel analiz için SPSS 15,0 for Windows ve
MedCalc 15,2 paket programı kullanıldı. D-10TM
ve Adams HA-8180T HPLC sistemlerinden elde
edilen HbA2 değerleri ortalama±standart sapma
olarak kaydedildi. Tanımlayıcı istatistikler; sayısal
değişkenler için ortalama, standart sapma, mini-
mum, maksimum, medyan, kategorik değişkenler
sayı ve yüzde olarak verildi. Hastalara ait yaş ve
eritrosit indekslerinin karşılaştırması normal dağı-
lım koşulu sağlandığında Student t Testi, normal
dağılım koşulu sağlan- madığında Mann Whitney
U testi ile yapıldı. Sayısal değişkenler arası ilişkiler
parametrik test koşulu sağlanmadığından Spearman
Korelasyon Analizi ile incelendi. Bağımlı grupta
(herbir hastanın iki farklı cihazdaki sonuçları kı-
yaslanırken) sayısal değişkenlerin farkları normal
dağılım koşulunu sağlanmadığından Wilcoxon testi
ile analiz edildi. Ölçümler arasındaki istatistiksel
olarak uyum iki yönlü rastgele sınıf içi korelasyon
katsayısı ve uyum (concordance) korelasyon katsa-
yısı ile verildi. Cihazların uyumu ve yanlılık du-
rumu Youden ve Bland Altman grafiği ile
incelendi. İstatistiksel alfa anlamlılık seviyesi
p<0,05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Kadın ve erkeklerin yaşları ve eritrosit endeksleri
değerleri arasındaki farklar Tablo 1’de verildi. Hct
ve OEH için student t testi, yaş, Hgb, OEHb için
için Mann Whitney U testi kullanılmıştır. Yapılan
iki grup fark testlerine göre erkeklerin Hb, Htc ve
OEHb düzeyleri kadınlardan anlamlı şekilde yük-
sek bulundu (p<0,001).

Gruplar arasında yapılan tek yönlü varyans
analizinde hastaların yaş ortalamaları arasında an-
lamlı farklılık yokken eritrosit endeksleri arasında
anlamlı farklılık bulundu.

Her iki HPLC cihazında ölçülen HbA2 değer-
lerinin ortalamaları ve standart sapmaları Tablo
2’de verilmiştir.

D-10TM ve Adams HA-8180T HPLC (chroms-
ystems) sistemleri ile ölçülen HbA2 değerleri için
Wilcoxon Eş Testi, Spearman korelasyon katsayısı,
sınıfiçi korelasyon katsayısı (iki-yönlü rasgele),
uyum korelasyon katsayısı ve bias Tablo 3’te, kore-
lasyon, youden ve Bland-Altman grafikleri ise Şekil
1 verilmiştir.

TARTIŞMA

Günümüzde kullanımı ve yorumlama kolaylığı ne-
deniyle hemoglobin varyantlarının tespiti için
HPLC tekniğinin kullanılması tercih edilir ol-
muştur. Dünyada hemoglobin varyantları taran-
ması için birkaç ticari HPLC yöntemi bulun-
maktadır.9

Cinsiyet

Kadın (N=18) Erkek (N=22)

Ort.±SD Min-Maks Medyan Ort.±SD Min-Maks Medyan p

Yaş (yıl) 29,3±13,4 10-78 25 30,8±16,6 1-79 26 0,270

Hemoglobin 12,7±1,2 9,3-14,7 12,8 15,3±1,1 12,9-16,9 15,3 <0,001

Hematokrit 38,0±3,1 30,1-44,1 37,85 44,6±2,6 39,4-49,4 44,6 <0,001

OEH 88,7±7,5 64,4-98,2 89,9 87,4±6,8 63,9-100,7 88,1 0,486

OEHb 31,9±3,5 21,6-34,9 33 33,5±2,4 25,4-36,1 34,1 0,002

TABLO 1: Kişilerin cinsiyetlerine göre dağılımları, yaş (ortalama±standart sapma (SD) eritrosit indeksleri
(ortalama±standart sapma) ve referans aralıkları tabloda gösterilmiştir.

OEH: Ortalama Eritrosit Hacmi; OEHb: Ortalama Eritrosit Hemoglobini.
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Talasemi taramasında kullanılan iki cihazın
uyumunu incelediğimiz çalışmamızda yaptığımız
korelasyon analizine göre  HbA2 için r=0,960 bu-
lunmuştur. CLSI’nin metot karşılaştırma protoko-
lüne (EP-9) göre korelasyon katsayısının, tek başına
yeterli olmamakla birlikte, 0,97’den büyük olması
önerilmektedir.8,10 Buna göre bulunan korelasyon
katsayısının yeterli uygunlukta olmadığı görülmüş-
tür. Bu değerler güven aralıklarına göre değerlendi-
rildiğinde iki cihazın HbA2 ölçümü için uyumsuz
oldukları ve HbA2 değerleri bakımından iki cihaz
arasında anlamlı fark olduğu gözlenmektedir.

İki cihaz arasındaki uyum değerlendirilirken,
sınıf içi korelasyon katsayısı (SKK) esas alınmakta-
dır. Değerlendirme yapılırken bazı yayınlarda  Sınıf
içi korelasyon katsayısının 0,90’ın üzerinde olması
uyumun çok iyi olduğu şeklinde yorumlanırken,
bazıların da ise 0,90-0,95 arasında bulunmasını orta
dereceli uyum olarak yorumlanmıştır.11,12 Bizim ça-
lışmamızdaki İki cihazın uyumunu incelemek için
yaptığımız SKK analizinde; HbA2 için SKK=0,960

Cinsiyet
Kadın (N=18) Erkek(N=22)

Ort.±SD Min-Maks Medyan Ort.±SD Min-Maks Medyan p
HBA2 ADAMS HA-8180T 2,90±0,41 2,1-4,7 2,9 3,18±0,90 2,3-5,9 2,9 0,320

BIORAD d 10 2,98±0,54 2,2-5,5 3 3,28±1,10 2,4-6,8 2,9 0,731

TABLO 2: Her iki cihazda ölçülen HbA2 değerlerinin ortalamaları ve standart sapmaları gösterilmiştir.

HBA2

BIORAD d 10 &

ADAMS HA-8180T

Wilcoxon Eş Testi z:-3,706 p<0,001

Spearman korelasyon katsayısı rho: 0,806 p<0,001

Sınıfiçi korelasyon katsayısı 0,960 (%95 CI 0,936-0,975)

Uyum korelasyon katsayısı 0,953 (%95 CI 0,935-0,967)

Bias -0,091 (%95 CI-0,146-0,037)

Min:-0,541 Maks:0,358

TABLO 3: Her iki cihazda ölçülen HbA2
değerlerinin karşılaştırılması.

ŞEKİL 1: A) Korelasyon grafiği.

ŞEKİL 1: C) Bland-Altmann grafiği.

ŞEKİL 1: B) Youden grafiği.
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olarak bulduk. Buna göre iki cihaz arasında HbA2
uyumunun çok iyi olduğu  anlaşılmaktadır.
Bland-Altman grafiğinde ise %3 değerinden son-
raki değerler için ortalama çizgisinden daha çok
uzaklaştığı ve saçılmanın daha geniş olduğu gö-
rülmüştür (Şekil 1 C).

Son yıllarda özellikle kapiller elektroforezin
hemoglobinopati taramasında yaygın kullanılmaya
başlanması, likit kromatografi metotlarının belirli
sorunlarını giderebilir.

Yapılan çalışmalarda; Sebia marka kapiller
elektroforez sistemi ile Biorad marka Variant II
HPLC sistemleri karşılaştırılmış, HPLC yöntemin-
deki glike HbS ve HbE’nin, kapiller elektroforezde
ise HbC’nin HbA2’e bozucu etkisi dışında sonuçla-
rın uyumlu olduğu bulunmuştur.13,14 Bu çalışma-
lardan da anlaşılacağı üzere, her bir hemoglobin
varyant analiz metodunun belirli kısıtlamaları var-
dır ve tüm hemoglobin varyantlarını tam olarak
saptayacak tek bir yöntem bulunmamaktadır. He-
moglobin varyant çeşitliliğinin en sık görüldüğü
etnik bölgeye göre metot seçilmesi daha doğru ola-
caktır.3

Sonuç olarak, bu iki cihaz arasında talasemi ta-
raması bakımından önemli bir belirteç olan HbA2
değerlerinin elde edilen mutlak değerlerin karşı-
laştırılmasında CLS’nin metot karşılaştırma pro-
tokolüne (EP-9) göre uyumsuz olduğunu, fakat
Fleiss’in önerdiği sınıfiçi korelasyon katsayısına
göre ve Lin’nin önerdiği uyum korelasyon katsayı-
sına göre her iki sistemde çalışılan  HbA2  ölçüm-
lerinin uyumlu olduğunu bulduk. Buna göre
yöntem karşılaştırmada yalnızca tek bir protokole
bağlı kalmadan mevcut diğer protokoller  de kıyas-
layarak karar verilmesini önermekteyiz.

Çalışmamızı sınırlayan en önemli faktör; ça-
lışma grubumuza ileri genetik tetkik yaparak kesin
tanı koyamamış olmamız ve bu sonuçlara göre sis-
temlerden elde ettiğimiz HbA2 değerlerinin kendi

kesim noktası içinde yalancı pozitif ya da yalancı
negatif sonuç alınan hastaları tespit edemememiz-
dir. Bir başka sınırlayıcı faktör ise hemoglobin A2
ve F ölçümünde altın standart olan kolon kroma-
tografisi ve alkali denatürasyon ile karşılaştırılma-
masıdır. Aynı şekilde kapiller elektroforez ile de
karşılaştırma yapılmamasıdır. Bu yöntemler rutin
laboratuvarlarda çok nadiren kullanılmaktadır.
Özellikle HbA2 talasemi taramalarında hayati bir
öneme sahiptir. Yanlış negatif sonuçlar evlilik ön-
cesi yapılan taramalar için istenmeyen sonuçlar do-
ğurabilir. Yine farklı yöntem kullanan mer-
kezlerden gelen farklı sonuçlar klinisyenlerin ka-
fasını karıştırabilir. Talasemi taramalarında HbA2
eritrosit indeksleri ve serum demir parametreleri
ile beraber yorumlanmalı, şüpheli durumlarda daha
ileri tetkik ve araştırmalar yapılmalıdır.

FFiinnaannssaall  KKaayynnaakk

Bu çalışma sırasında, yapılan araştırma konusu ile ilgili doğru-
dan bağlantısı bulunan herhangi bir ilaç firmasından, tıbbi alet,
gereç ve malzeme sağlayan ve/veya üreten bir firma veya her-
hangi bir ticari firmadan, çalışmanın değerlendirme sürecinde,
çalışma ile ilgili verilecek kararı olumsuz etkileyebilecek maddi
ve/veya manevi herhangi bir destek alınmamıştır.

ÇÇııkkaarr  ÇÇaattıışşmmaassıı

Bu çalışma ile ilgili olarak yazarların ve/veya aile bireylerinin
çıkar çatışması potansiyeli olabilecek bilimsel ve tıbbi komite
üyeliği veya üyeleri ile ilişkisi, danışmanlık, bilirkişilik, her-
hangi bir firmada çalışma durumu, hissedarlık ve benzer du-
rumları yoktur.

YYaazzaarr  KKaattkkııllaarrıı
FFiikkiirr//KKaavvrraamm::  Saadet Çelik; TTaassaarrıımm::  Saadet Çelik; DDeenneett--
lleemmee//DDaannıışşmmaannllııkk::  Saadet Çelik, Rıfat Bülbül; VVeerrii  TTooppllaammaa
vvee//vveeyyaa  İİşşlleemmee::  Saadet Çelik; AAnnaalliizz  vvee//vveeyyaa  YYoorruumm::  Saadet
Çelik; KKaayynnaakk  TTaarraammaassıı::  Saadet Çelik, Rıfat Bülbül; MMaakkaalleenniinn
YYaazzıımmıı::  Saadet Çelik, Rıfat Bülbül; EElleeşşttiirreell  İİnncceelleemmee::  Saadet
Çelik, Rıfat Bülbül; KKaayynnaakkllaarr  vvee  FFoonn  SSaağğllaammaa::  Saadet Çelik;
MMaallzzeemmeelleerr::  Saadet Çelik.
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