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ÖZET

Amaç: Tıbbi laboratuvarlarda cihaz değişimi ve ölçüm yöntemindeki değişiklikler sıklıkla karşı karşıya kalınan durumlardır. Söz konusu değişikliklerin 
hasta sonuçları üzerindeki etkisi araştırılmalı ve olası değişiklikler hakkında klinisyenler bilgilendirilmelidir. Hemoglobin A1c (HbA1c), diyabetik hasta-
ların tedavi ve izlenmesinde en sık kullanılan analitlerden biridir. Biz bu çalışmamızda HbA1c için iki farklı ölçüm yönteminin hasta örnekleri üzerindeki 
etkisini değerlendirmeyi amaçladık.

Yöntemler: Bu çalışma için hastanemiz laboratuvarına HbA1c analizi için başvurmuş olan 57 hastanın K3-EDTA’lı tüpe alınan kanları kullanılmıştır. 
HbA1c; immünotürbidimetrik (Architect C 8000, Abbot Laboratories Inc, Middletown, USA) ve iyon değiştirme kromatografisi yöntemleri (MQ-2000PT, 
Shanghai Hui Zhong Medical Technology Co. Ltd, Shangai, China) kullanılarak ölçülmüştür. Her iki sistemde de hastaların örnekleri çift çalışılmıştır. Elde 
edilen sonuçlar, MedCalc istatistik programı kullanılarak analiz edilmiştir. 

Bulgular: İmmüntürbidimetrik yöntem sonuçlarının ortalaması %6,6 (en düşük: %4,1; en yüksek: %11,4), iyon değiştirme kromatografisi yöntemi sonuç-
larının ortalaması %6,9 (en düşük: %4,9, en yüksek: %11,8) bulunmuştur. Lineer regresyon analizinde r<0,975 (r=0,9533) bulunmuştur. Passing-bablok 
regresyon analizinde y=0,4+1,0 x (kesişim CI: -0,22-0,68, eğim CI: 0,97-1,09) denklemi elde edilmiştir. Yöntemler arasında sabit ya da orantısal siste-
matik hata gözlenmemiştir. Bland-Atman grafiklerinde iki yöntem arasında HbA1c ortalamaları arasında 0,37 fark olduğu gözlemlenmiştir (Bias %5,7).

Sonuç: HbA1c harmonizasyonu için tüm dünyada çalışmalar halen sürmektedir. Ancak günümüzde yöntemler ve cihazlar arasında farklılıklar söz 
konusudur. NGSP (National Glycohemoglobin Standardization Program); metotlar arasındaki farkın HbA1c±0,70 aralığında olması gerektiğini öngör-
mektedir. Bu çalışmada iyon değiştirme kromatografisi yöntemi ile elde edilen HbA1c sonuçları immünotürbidimetrik yönteme göre 0,37 daha yüksek 
bulunmuştur. Bu farklılık NGSP tarafından öngörülen sınırların içindedir. Ancak yine de klinisyenlerin bu farklılık konusunda bilgilendirilmesinin diyabe-
tik hastaların hem takibi hem de tedavisi açısından faydalı olacağını düşünmekteyiz. (JAREM 2015; 5: 52-5)

Anahtar Sözcükler: HbA1c, standardizasyon, metod karşılaştırma

ABSTRACT

Objective: Changes in a device and the modification of measurement methods are frequent issues in medical laboratories. The effects of such modi-
fications on assay results should be investigated. HbA1c is a widely used analyte in treatment and in the follow-up of diabetic patients. We aimed to 
evaluate the effects of two different assay methods on the detection of the percentage of HbA1c. 

Methods: We used blood samples with K3-EDTA of 57 diabetic patients who were admitted to our laboratories for the HbA1c assay. HbA1c assays 
were performed using immunoturbidimetric (Architect C 8000; Abbot Laboratories Inc., Middletown, USA) and ion exchange chromatography (MQ-
2000PT; Shanghai Hui Zhong Medical Technology Co. Ltd., Shangai, China) methods. HbA1c assays were repeated two times in both devices. Results 
were analyzed using MedCalc software. 

Results: Mean HbA1c level in immunoturbidimetric and ion exchange chromatography assays were 6.6 (min:4.1 and max:11.4) and 6.9 (min:4.9 and 
max:11.8), respectively. In the linear regression analysis, we detected an r value of 0.9533 (r<0.975). In Passing–Bablock analysis, we found the follow-
ing equation, y=0.4+1.0 x (intercept CI:−0.22−0.68; slope CI:0.97−1.09). We did not observe any constant or proportional systematic errors between 
the assay methods. We found a 0.37 difference between the two methods in the Bland–Altman graphs of mean HbA1c measurements (Bias 5.7%). 

Conclusion: Researches on the harmonization of HbA1c are still increasing worldwide. However, at present, there are variations in methods and de-
vices. NGSP suggests that the difference between methods should not exceed HbA1c±0.70. We found that mean HbA1c results were higher by 0.37 
times in ion exchange chromatography assay compared with those in immunoturbidimetric assay. This difference is within the range suggested by 
NGSP. (JAREM 2015; 5: 52-5)
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GİRİŞ

Hemoglobin; kırmızı kan hücrelerinde bulunan ve oksijenin ta-
şınmasından sorumlu proteindir. Hemoglobinin sentezinden 
sonra posttranslasyonel modifikasyonlara uğraması ile modifiye 
hemoglobinler oluşur ve bunların içinde en sık hemoglobin A1c 

(HbA1c) karşımıza çıkar (1). HbA1c düzeyinin; ölçümünden önce-

ki 6-8 haftalık ortalama kan glukoz düzeyini yansıttığı ve diyabe-

tin geç komplikasyonları ile korele olduğu uzun zamandır bilin-

mektedir (2). 1988 yılında ADA (American Diabetes Association) 

HbA1c’nin diyabetin takibinde kullanımını önermiştir (3). HbA1c 

Bu çalışma 25. Ulusal Biyokimya Kongresi’nde sunulmuştur, 3-6 Eylül 2013, İzmir, Türkiye.
This study was presented at the 25th National Biochemistry Congress, 3-6 September 2013, İzmir, Turkey.
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için öngörülen tedavi hedefleri ilk defa 1994 yılında yine ADA 
tarafından belirlenmiştir (4). Günümüzde HbA1c diyabetin taki-
binde olan önemini korurken bir yandan da diyabetin tanı kriteri 
olarak da kullanılmaya başlanmıştır (5). 

Hemoglobin A1c biyolojik varyasyonunun düşük olması, test ön-
cesinde özel bir hazırlık gerektirmemesi, akut stres durumundan 
etkilenmemesi, preanalitik stabilitesinin yüksek oluşundan do-
layı diyabetin tanısı ve tedavisinin izlemi için kullanışlı bir para-
metredir (6). HbA1c analizi için dünya çapında kullanılan 70’ten 
fazla yöntemin söz konusu olduğu bildirilmektedir (7). Bu yön-
temlerin her biri glikozillenmiş hemoglobinin farklı fraksiyonla-
rını farklı yollarla ölçtüğünden elde edilen sonuçlar birbirinden 
farklı olabilmektedir (8). 1993 yılında AACC (American Associa-
tion for Clinical Chemistry) tarafından HbA1c ölçüm yöntemleri 
arasında standardizasyonu sağlamak amacıyla NGSP (National 
Glycohemoglobin Standardization Program) oluşturulmuştur (9). 
1995’te IFCC (International Federation of Clinical Chemistry and 
Laboratory Medicine) HbA1c için standardizasyon çalışmalarını 
başlatmıştır. 2001 yılına gelindiğinde IFCC tarafından HbA1c için 
oluşturulan referans metod onaylanmış ve kullanılmaya başlan-
mıştır (10). Gerek IFCC gerekse NGSP’nin çalışmaları ile metotlar 
arasındaki farklılıklar bu şekilde giderilmeye çalışılmış olsa da gü-
nümüze kadar dünya çapında kullanılan tüm yöntemleri kapsayan 
bir standardizasyon henüz sağlanamamıştır (8).

Tıbbi laboratuvarlarda cihaz değişimi ve ölçüm yöntemindeki 
değişiklikler sıklıkla karşı karşıya kalınan durumlardır. Yapılan ça-
lışmalar farklı yöntemlerle saptanan HbA1c düzeyleri arasında 
önemli ölçüde bias olduğunu göstermiştir (11). Söz konusu de-
ğişikliklerin hasta sonuçları üzerindeki etkisi araştırılmalı ve olası 
değişiklikler hakkında klinisyenler bilgilendirilmelidir. Biz bu çalış-
mamızda HbA1c için iki farklı ölçüm yönteminin hasta örnekleri 
üzerindeki etkisini değerlendirmeyi amaçladık.

YÖNTEMLER

Kan Örneklerinin Alınması
Bu çalışma için Abant İzzet Baysal Üniversitesi Tıp Fakültesi Araş-
tırma ve Uygulama Hastanesi laboratuvarına HbA1c analizi için 
başvurmuş olan 57 hastanın örnekleri kullanılmıştır. Hastaların 
venöz kan örnekleri antikoagülan olarak K3-EDTA içeren tüplere 
alınmıştır. Tüm örnekler çalışılıncaya kadar oda ısısında bekletil-
miş ve en geç 4 saat içinde analiz tamamlanmıştır. 

Hemoglobin A1c Ölçüm Yöntemleri
Hemoglobin A1c her iki yöntemle de üreticinin talimatları doğrultu-
sunda ölçüldü. Her iki sistemde de hastaların örnekleri çift çalışıldı. 

1. İmmüntürbidimetrik yöntem: Bu yöntemle HbA1c ölçümü 
otoanalizör (Architect C 8000, Abbot Laboratories Inc, Middle-
town, USA) aracılığı ile gerçekleştirildi. Ölçüm öncesinde örnek-
ler denatüre edici (MULTIGENT Hemoglobin Denaturant) ile ön 
işleme tabi tutuldu. Bu şekilde osmotik basınca maruz bırakılan 
eritrositlerin parçalanması sağlandı. Daha sonra elde edilen he-
molizattan otoanalizör aracılığı ile HbA1c ve total hemoglobin 
olmak üzere iki ölçüm yapıldı. Hemoglobin Zander ve ark.nın (12) 
tanımlamış olduğu yöntem ile ölçüldü. HbA1c mikropartikül ag-
lütinasyon inhibisyon metodu ile immüntürbidimetrik olarak öl-
çüldü. Kullanılan kalibratör değerleri NGSP ve IFCC tarafından 
izlenebilir idi. Elde edilen sonuçlar aşağıdaki formül ile HbA1c 

sonucuna dönüştürüldü. Bu formül yardımıyla HbA1c sonuçları-
nın NGSP sertifikasyonlu yöntem ile korele hale getirildiği bildi-
rilmektedir.

[HbA1c (g/dL) x 100] – 3 + [0,2 x THb (g/dL)] = % HbA1c
  THb (g/dL)

2. İyon değişim kromatografisi yöntemi: Bu yöntemle HbA1c 
ölçümü Otomatik HbA1c analiz cihazında (MQ-2000PT, Shanghai 
Hui Zhong Medical Technology Co. Ltd, Shangai, China) gerçek-
leştirilmiştir. Bu cihaz HPLC prensibi ile iyon değişim kromotogra-
fisi yöntemini kullanarak ölçüm yapmaktadır. Hasta, örneğindeki 
HbA1c kolon materyali ile iyonik etkileşime girmekte ve diğer 
hemoglobin fraksiyonlarından ayrılmaktadır. Bu esnada meydana 
gelen absorbans değişimleri 415 nm’de ölçülmektedir. Ölçülen 
HbA1c yüzde olarak ifade edilmektedir. Bu yöntem IFCC tarafın-
dan kullanılan referans yöntem ile izlenebilir idi.

İstatistiksel Analiz 
İstatistiksel analizler MedCalc istatistik programının demo sürü-
mü kullanılarak gerçekleştirildi. Değişkenlerin normal dağılıma 
uygunluğu Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Değerler or-
talama ve standart sapma olarak verildi. Ortalamalar arasındaki 
farklılıklar Student t-testi ile değerlendirildi. P<0,05 değeri an-
lamlı kabul edildi. Her iki cihazdan elde edilen sonuçlar arasındaki 
ilişkiyi değerlendirmek için regresyon analizi yapıldı. İyon değişim 
kromatografisi ile elde edilen sonuçlar bağımlı değişken olarak 
tanımlandı. Lineer regresyon analizi sonucunda bulunan r değeri 
<0,975 bulunduğu için Passing-bablok regresyon analizi yapıldı. 
Metod karşılaştırma amacıyla Bland–Altman plots uygulandı. 

BULGULAR

İmmüntürbidimetrik ve iyon değişim kromatografisi yöntemleri 
ile çift çalışılan örneklerin her bir yöntem için ortalaması alındı. Bu 
sonuçlar istatistiksel analizde kullanıldı. Elde edilen sonuçlar nor-
mal dağılıma uymaktaydı. İmmüntürbidimetrik yöntem ile elde 
edilen sonuçların ortalaması %6,6 (en düşük %4,1 ve en yüksek 
%11,4); iyon değişim kromatografisi yöntemi ile elde edilen so-
nuçları ortalaması %6,9 (en düşük %4,9 ve en yüksek %11,8) ola-
rak bulundu. Her iki cihaza ait ortalamalar arasında anlamlı bir fark 
yoktu (p=0,27). Lineer regresyon analizinde r=0,9533 bulundu. 
Passing-bablok regresyon analizinde y=0,4+1,0 x (kesişim güven 
aralığı: -0,22 - 0,68, eğim güven aralığı: 0,97-1,09) denklemi elde 
edildi (Şekil 1). Yöntemler arasında sabit ya da orantısal sistematik 
hata gözlenmedi. Yöntemler arasında lineariteden sapma gözlen-
medi (p>0,1). Bland-Atman grafiklerinde iki yöntem karşılaştırıldı-
ğında iyon değişim kromatografisi yöntemi ile elde edilen HbA1c 
sonuçlarının immüntürbidimetrik yöntem ile elde edilene göre 
ortalama 0,37 daha yüksek olduğu ve bunun %5,7 biasa karşılık 
geldiği tespit edildi (Şekil 2).

TARTIŞMA

İki farklı ölçüm yönteminin HbA1c için hasta örnekleri üzerindeki 
etkisinin değerlendirdiği bu çalışmada her iki yöntem ile elde edi-
len sonuçların ortalaması arasında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark olmadığı gösterilmiştir. Bunun yanı sıra yöntemler arasında 
lineer bir ilişki olduğu, sabit veya oransal bir hata olmadığı tespit 
edilmiştir. Tüm bunlara rağmen iyon değişim kromatografisi yön-
temi ile elde edilen sonuçların ortalama 0,37 daha yüksek olduğu 
ve bunun %5,7 biasa karşılık geldiği ortaya koyulmuştur.
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Hemoglobin A1c; diyabetin tanı ve tedavisindeki kullanımının 
yanı sıra günümüzde diyabet taramalarında da kullanılmaya baş-
lanmıştır. Bu nedenle yüksek doğruluk ve güvenilirlikle ölçülmeli-
dir (13). Buna ek olarak aynı laboratuvar için verilecek sonuçların 
kendi içinde standardizasyonunun sağlanması da özellikle önem-
lidir. Bizim bu çalışmamızda yapmış olduğumuz metod karşılaş-
tırması, yöntem değişiminin hasta sonuçları üzerindeki etkisini 
ortaya koymaktadır. Bu çalışmada iyon değiştirme kromatogra-
fisi yöntemi ile elde edilen HbA1c sonuçları immüntürbidimetrik 
yönteme göre 0,37 (%5,7) daha yüksek bulundu. NGSP; metotlar 
arasındaki farkın HbA1c±0,70 aralığında olması gerektiğini ön-
görmektedir (8). Bizim bulduğumuz bu farklılık NGSP tarafından 
öngörülen sınırların içinde kalmaktadır.

Hekimler diyabet hastalarından düzenli aralıklarla HbA1c analizi 
istemekte ve sonuçlarını güncel kılavuzların rehberliğinde, sabit 
eşik değerler üzerinden değerlendirmektedir (8). Ardışık sonuçlar 
arasındaki olası farklılıklar diyabetik regülasyonun etkileri olarak 
yorumlanmaktadır. Yaygın görüşe göre hastanın sonuçları arasın-
daki 0,5 HbA1c değişimi klinik olarak anlamlı bir değişim olarak 
yorumlanmaktadır (14). Oysa iki ölçüm arasındaki sonuçların fark-
lılığına neden olabilecek biyolojik varyasyon ve analitik varyas-
yondan kaynaklanabilecek bazı faktörler söz konusudur. Birbiriyle 
karşılaştırılan iki ardışık ölçüm, farklı iki yöntem ile ölçülmüş ise 
sonuçlar arasında görülen farkın nedenlerinden birinin de yön-
temler arası fark olduğu kuşkusuzdur (15). Bizim hasta grubumuz-
da elde ettiğimiz iki ölçüm yöntemi arasındaki 0,37 HbA1c farkı 
esasen klinik olarak anlamlı sayılan 0,5 HbA1c değişimi düzeyinin 
altında kalmaktadır. Ancak bu farklılığın üzerine biyolojik ve ana-
litik varyasyondan kaynaklanabilecek etkiler eklendiğinde ardışık 
sonuçlar arası değişimin 0,5 HbA1c sınırını aşabileceği unutulma-
malıdır. HbA1c için biyolojik varyasyonun etkisinin <%2 olduğu 
gösterilmiştir (14). Bu nedenle hasta sonuçları üzerindeki etkisi 
azdır. Analitik varyasyonun etkisi de yöntemden yönteme de-
ğişkenlik göstermekle birlikte karşılaştırma yaptığımız iki ölçüm 
yönteminin de değişkenlik katsayılarının %2’nin altında olduğu 
belirtilmektedir. Bu koşullar altında ardışık sonuçlarda biyolojik 
ve analitik varyasyon tek başına sonuçların değerlendirilmesini 

olumsuz yönde etkileyecek bir faktör olarak gözükmemektedir. 
Ancak bunların üzerine yöntem farklılıklarının etkisi de eklendi-
ğinde klinik karar düzeyini olumsuz yönde etkileyebileceğine 
dikkat çekmek gerekir. Bu nedenle yöntem değişiminden sonra-
ki sonuçlar değerlendirilirken tüm bu faktörlerin hasta sonuçları 
üzerindeki toplam etkisi göz önünde bulundurulmalı ve sonuçlar 
buna göre yorumlanmalıdır.

Hemoglobin A1c ölçümü için kullanılan yöntemler temel iki 
prensibi kullanmaktadırlar (16). İlk yol HbA1c’yi diğer hemoglo-
bin fraksiyonlarından ayıran kromatografi veya elektroforez gibi 
yöntemlerdir. Diğer yaklaşım ise HbA1c’yi hedef alan antijenlerin 
kullanıldığı immünokimyasal yöntemlerdir. Bu yöntemler ile elde 
edilen sonuçlar birbiriyle korele değildir, yöntemler ve cihazlar 
arasında bazı farklılıklar söz konusudur. Bu farklılıkların hasta so-
nuçları üzerindeki muhtemel olumsuz etkilerini ortadan kaldıra-
bilmek amacıyla tüm dünyada HbA1c harmonizasyonu için çalış-
malar halen sürmektedir. Ancak tüm yöntem ve cihazları kapsayan 
bir standardizasyon söz konusu değildir (17). Bizim karşılaştırmış 
olduğumuz her iki yöntem de NGSP ve IFCC tarafından izlenebi-
lir kalibratörler kullanmaktadır. Elde edilen sonuçlar her ne kadar 
birbiri ile uyumlu bulunsa da yine de iki cihaz arasında göz önün-
de bulundurulması gerekli bir fark söz konusudur. Bu fark bize 
laboratuvarlarda cihaz değişimi söz konusu olduğunda -yöntem-
ler standardize yöntemle izlenebilir olsa da- sonuçlar üzerindeki 
etkisinin mutlaka değerlendirmesi gerektiğini vurgulamaktadır.

Bu çalışmada yöntem karşılaştırma çalışmalarının istatistiksel ana-
lizinde altın standart kabul edilen Bland-Altman analizi ile yapıl-
mış olması çalışmanın güçlü yönüdür. Bu istatistiksel analiz yönte-
mine göre iki yönteme ait ölçüm farklılıkları objektif olarak ortaya 
koyulmakta ve farklılıkların kabul edilebilirlik düzeyinin yorumu 
klinisyenin görüşüne bırakılmaktadır.

Bu çalışmanın zayıf yönleri tek merkezli olarak tasarlanması ve 
ancak sınırlı bir hasta popülasyonu için değerlendirme yapılmış 
olmasıdır. Bunun yanı sıra kullanılan yöntemler için tekrarlayıcılık 
çalışması yapılmamasıdır. 
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Şekil 1. Passing-bablok regresyon grafiği. Passing-bablok regresyon 
analizinde y=0,4+1,0 x (kesişim güven aralığı: -0,22 - 0,68, eğim güven 
aralığı: 0,97 - 1,09) denklemi elde edildi.

Şekil 2. Bland-Altman grafiği. İyon değişim kromatografisi yöntemi ile 
elde edilen HbA1c sonuçlarının immüntürbidimetrik yöntem ile elde 
edilene göre ortalama 0,37 daha yüksek olduğu saptandı.



SONUÇ

Bu çalışmanın sonuçları göstermektedir ki; iyon değiştirme kro-
matografisi yöntemini kullanan MQ-2000PT cihazı ile elde edilen 
HbA1c sonuçları, immüntürbidimetrik yöntemi kullanan ARCHİ-
TECT C 8000’e göre ortalama 0,37 daha yüksek ölçülmektedir. 
Bu farklılık NGSP tarafından öngörülen sınırların içindedir. Ancak 
yine de klinisyenlerin bu farklılık konusunda bilgilendirilmesinin 
diyabetik hastaların hem takibi hem de tedavisi açısından faydalı 
olacağını düşünmekteyiz.

Etik Komite Onayı: Çalışma klinik araştırmalar hakkındaki yönetmeliğin 
kapsamı dışındadır. 

Hasta Onamı: Çalışma klinik araştırmalar hakkındaki yönetmeliğin kap-
samı dışındadır. 

Hakem değerlendirmesi: Dış bağımsız.
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