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Sa že tak

Uvod: Pri mus Ul tra2 je ana li za tor na ko jem se me to dom te ku ćin ske kro ma-

tog ra 4  je vi so ke dje lot vor nos ti (en gl. hi gh-per for man ce liquid chro ma tog rap-

hy, HPLC) po mo ću ion ske iz mje ne obav lja kvan ti ta tiv na i kva li ta tiv na ana li-

za frak ci ja he mog lo bi na: u 4 mi nu te mo gu će je od re di ti toč nu kon cen tra ci ju 

HbF, HbA2, HA0 i de tek ti ra ti dru ge vr ste he mog lo bi na. Cilj is tra ži va nja je oc-

je na ana li tič kog učin ka ana li za to ra Primus Ul tra2 u ru tin skoj proc je ni sad r ža ja 

HbA2, naj važ ni jeg tes ta za iden ti 4  ka ci ju no sio ca β-ta la se mi je.

Ma te ri ja li i me to de: Pro ve de na su is tra ži va nja nep re ciz nos ti, li near nos ti 

i ne toč nos ti pre ma CLSI stan dar di ma (en gl. Cli ni cal La bo ra to ry Stan dar ds In-

sti tu te, CLSI) i smjer ni ca ma proiz vo đa ča. Pouz da no st mje re nja kon cen tra ci je 

HbA2 u svr hu od re đi va nja β-ta la se mi je is pi ta na je na 300 uzo ra ka bo les ni ka s 

pret hod no pos tav lje nom di jag no zom β-ta la se mi je.

Re zul ta ti: Nep re ciz no st. Koe 4  ci je nt va ri ja ci je (en gl. coe%    cie nt of va ria tion, 

CV) unu tar se ri je kod nor mal ne kon cen tra ci je HbA2 (2,2%) iz no sio je 1,9%, a 

kod po vi še ne kon cen tra ci je (5,5%) 1,3%. CV iz se ri je u se ri ju iz no si li su 2,4% 

(nor mal na kon cen tra ci ja) i 1,7% (po vi še na kon cen tra ci ja). CV iz da na u dan 

bi li su 3,0% (nor mal na kon cen tra ci ja) i 2,7% (po vi še na kon cen tra ci ja). Ukup ni 

koe 4  ci jen ti va ri ja ci je bi li su 4,4% (nor mal na kon cen tra ci ja) i 3,5% (po vi še na 

kon cen tra ci ja). Li near no st. Y = 1,089x + 0,01; R2 = 0,992 (ras pon 2,4–5,0%). 

Iz mje re ne su vri jed nosti dob ro ko re li ra le s oče ki va ni ma; pros ječ no is ko riš te nje 

bio je 99%. Ne toč no st. Kod kon trol nog uzor ka nor mal ne kon cen tra ci je greš ka 

je iz no si la 1,6% ± 0,26%, a kod kon trol nog uzor ka po vi še ne kon cen tra ci je 

5,2% ± 0,19%. Re fe ren tni ras pon bio je 0,9–3,0% (sred nja vri jed no st 1,9%, ± 

2,5 SD). Svi is pi ta ni no sio ci β-ta la se mi je ima li su po veća nu kon cen tra ci ju HbA2 

u kr vi [4,7% (3,3–6,9%)].

Zak lju čak: Ana li za tor Pri mus Ul tra2 omo gu ću je br zo i pouz da no raz dva ja nje 

raz li či tih frakcija he mog lo bi na. Mje re nje kon cen tra ci je HbA2 toč no je i po-

nov lji vo, što je neop hod no zbog ma le raz li ke iz me đu nor mal nih i pa to loš kih 

vri jed nos ti. Pos to ji jas na raz li ka u kon cen tra ci ja ma HbA2 iz me đu zdra vih is-

pi ta ni ka i no sio ca β-ta la se mi je. Gra nična se vri jed no st za zdra vu po pu la ci ju 

mo že se pos ta vi ti na 3,3% HbA2. Od re đi va nje kon cen tra ci je HbA2 na ana li za-

to ru Pri mus Ul tra2 je po god na me to da za br zo pro bi ra nje unu tar po pu la ci je 

na no sio ce β-ta la se mi je.

Ključ ne ri je či: HbA2; pro bir na β-ta la se mi ju; HPLC

Ab stra ct

Bac kgrou nd: Pri mus Ul tra2 is a HPLC ion exchan ge ana lyzer for qua li ta ti ve 

and quan ti ta ti ve he mog lo bin frac tion ana lysis: in 4 mi nu tes it quan ti 4 es HbF, 

HbA2, HA0 and i a gs ab nor mal he mog lo bi ns. The aim of the stu dy was to eva-

lua te ana lyti cal per for man ce of Pri mus Ul tra2 ana lyzer for rou ti ne es ti ma tion 

of HbA2, a cri ti cal te st to iden ti fy β-tha las se mia car rie rs.

Met ho ds: The imim pre ci sion, li nea ri ty and inac cu ra cy stu dies we re per for-

med ac cor di ng to CLSI and ma nu fac tu re r’s gui de li nes. The re lia bi li ty of HbA2 

mea su re men ts for de tec tion of β-tha las se mia was stu died by ana lysis of 300 

sam ples from pa tien ts wi th pre vious diag no sis of the di sea se.

Re sul ts: Im pre ci sion. Wit hin run coen    cie nt of va ria tion (CV) was 1.9% for 

nor mal HbA2 le vel (2.2%) and 1.3% for ele va ted le vel (5.5%). Be tween run CV 

was 2.4% for nor mal le vel and 1.7% for ele va ted le vel. Be twee n-day CV was 

3.0% for nor mal le vel and 2.7% for ele va ted le vel. To tal CV was 4.4% for nor-

mal le vel and 3.5% for ele va ted le vel. Li nea ri ty. Y = 1.089x + 0.01; R2 = 0.992 

(ran ge 2.4–5.0%). The mea su red va lues cor re la ted wi th the expec ted ones; 

the mean pro por tion re co ve red was 99%. Inac cu ra cy. The mean was 1.6% (SD 

0.26%) for nor mal con trol and 5.2% (SD 0.19%) for hi gh con trol. Re fe ren ce 

ran ge was 0.9–3.0% (mean 1.9%±2.5 SD). All β-tha las se mia car rie rs had ele-

va ted HbA2 blood con cen tra tio ns (mean 4.7%, ran ge 3.3–6.9%).

Con clu sio ns: Pri mus Ul tra2 pro vi des a ra pid and re liab le se pa ra tion of dip  e-

re nt he mog lo bi ns. HbA2 mea su re me nt is ac cu ra te and rep ro du cib le, whi ch is 

nee ded due to the slig ht dip  e ren ce be tween nor mal and pat ho lo gic va lues. 

The re is good dip  e ren tia tion of HbA2 va lues be tween nor mal sub jec ts and 

β-tha las se mia car rie rs. The cut op  li mit can be set at 3.3% HbA2. This is a sui-

tab le met hod for ra pid po pu la tion scree ni ng for β-tha las se mia car rie rs.

Key wor ds: HbA2 ana lysis; β-tha las se mia scree ni ng; HPLC
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Uvod

Ot kri va nje i od re đi va nje toč ne kon cen tra ci je frak ci ja he-
mog lo bi na kli nič ki je važ no u dva slu ča ja. Je dan je od-
re đi va nje toč ne kon cen tra ci je HbA1c, glav nog gli ki ra nog 
ob li ka HbA, što je ko ris no u kli nič koj ob ra di še ćer ne bo-
les ti. Me to de za od re đi va nje HbA1c su imu no loš ke ili kro-
ma tog raf ske. Dru gi je od re đi va nje toč ne kon cen tra ci je 
HbA2 i HbF te ot kri va nje i od re đi va nje toč ne kon cen tra-
ci je va ri ja na ta he mog lo bi na, što je glav ni pos tu pak u di-
jag nos ti ci he mog lo bi no pa ti ja (npr. ta la se mi je ili ane mi je 
sr pas tih sta ni ca).
Be ta-ta la se mi ja je nas ljed ni ob lik ane mi je, ko ja nas ta je 
zbog po re me će ne sin te ze glo bin skog β-lan ca.
Od re đi va nje HbA2 je naj važ ni ji te st za pre poz na va nje no-
si te lja β-ta la se mi je, bu dući da je po ve ća nje ove frak ci je 
he mog lo bi na naj važ ni ja di jag nos tič ka zna čaj ka he te ro zi-
got ne β-ta la se mi je. HbA2 je ot kri ven pri je vi še od 50 go di-
na, te je dru gi he mog lo bin po re du ot kri ven u kr vi od ras-
lih oso ba (1) ko ji pred stav lja oko 3% ukup nog he mog lo-
bi na. Kas ni ja is tra ži va nja po ka za la su da je kon cen tra ci ja 
HbA2 pove ća na kod ta la se mi je (2), te da se HbA2 sas to ji od 
2 α- i 2 δ-glo bin ska la na ca, što je na ve lo In gra ma i Stret to-
na da pret pos ta ve ka ko se kon cen tra ci ja HbA2 u β-ta la se-
mi ji po veća va zbog sma nje ne sin te ze glo bin skog β-lan ca 
(3). Tak vo po veća nje ni je spe ci ] č no, bu du ći da su po vi še-
ne kon cen tra ci je na đe ne i kod dru gih sta nja (4-6). No, za-
jed no s erit ro cit nim kon stan ta ma, HbA2 os ta je stan dar dni 
bio loš ki bi ljeg pro bi ra na β-ta la se mi ju u od ras lih oso ba.
Ta la se mi ja je u sku pi ni naj češ ćih ge net skih po re me ća ja di-
ljem svi je ta; 1,7% svjet ske po pu la ci je su no sio ci ge net skih 
prom je na po ve za nih s ta la se mi jom (7). Ta la se mi ja je učes-
ta la u ne kim di je lo vi ma svi je ta (me di te ran ska re gi ja do 
8%; zem lje Sred njeg Is to ka do 10%; In di ja 3–15%; Ju gois-
toč na Azi ja do 9%), gdje pred stav lja ve li ki jav no-zdrav-
stve ni prob lem. No, i u zem lja ma ko je ni su s tog pod ruč ja, 
po put ze ma lja sje ver ne Eu ro pe i Sje ver ne Ame ri ke, bo le-
st se ta ko đer jav lja kao re zul tat de mog raf skih prom je na 
uz ro ko va nih mig ra ci jom et nič kih ma njin skih sku pi na s vi-
so kom učes ta loš ću mu ta ci ja po ve za nih s ta la se mi jom (8). 
Po da ci ne dav no pro ve de nog epi de mio loš kog is pi ti va nja 
uka zu ju na to da u Eu ro pi pos to ji prib liž no 15.000 oso ba s 
ta la se mi jom ma jor ko ja se jav lja kod tran sfu zi je kr vi (9-11).
Pre ma to me, od re đi va nje kon cen tra cije HbA2 ig ra ključ-
nu ulo gu u prog ra mi ma pro bi ra na β-ta la se mi ju, bu dući 
da po ve ća nje te frak ci je he mog lo bi na omo gu ću je pre-
poz na va nje he te ro zi go ta. Me đu tim, mo gu se po ja vi ti ne-
ke di jag nos tič ke po teš ko će pri iden ti ]  ka ci ji ati pič nih no-
si la ca s nez nat no po višenim sad r ža jem HbA2. Po ja va tih 
gra nič nih slu ča je va ni je ri jet ka zbog ve li ke he te ro ge nos ti 
ge no ti po va β-talasemije ili mo guće is to dob ne pri sut nos ti 
dru gih ste če nih ili ge net skih sta nja (npr. ma njak že lje za, 
δ-ta la se mi ja) ko ja mo gu prik ri ti di jag no zu he te ro zi got ne 
β-ta la se mi je (12-14). Sto ga je, zbog teškog raz li ko va nja iz-

In tro duc tion

De tec tion and quan ti ]  ca tion of he mog lo bin (Hb) frac tio-
ns is cli ni cal ly re le va nt in two si tua tio ns. Fir st, quan ti ]  ca-
tion of HbA1c, the ma jor glyca ted fo rm of HbA, is use ful in 
the cli ni cal ma na ge me nt of dia be tes. Met ho ds for HbA1c 
ana lysis in clu de im mu noas say or chro ma tog rap hy. Se co-
nd, the quan ti ]  ca tion of HbA2 and HbF, and the de tec-
tion and quan ti ]  ca tion of Hb va rian ts is an es sen tial tool 
in the diag no sis of he mog lo bi no pat hies (e.g., tha las se mia 
or sic kle ce ll syndro mes).
β-tha las se mia is an in he ri ted fo rm of ane mia re sul ti ng 
from de fec ti ve synthe sis of β-glo bin chain. HbA2 is a cri ti-
cal te st to iden ti fy β-tha las se mia car rie rs be cau se the in-
crea se in this Hb frac tion is the mo st im por ta nt diag nos-
tic cha rac te ris tic of he te rozygous β-tha las se mia.
HbA2 was iden ti ] ed mo re than 50 yea rs ago as the se-
co nd Hb in the blood of heal thy adul ts (1), rep re sen ti ng 
about 3% of to tal Hb. La ter stu dies de mon stra ti ng HbA2 
to be in crea sed in tha las se mia trait (2) and to com pri se 2 
α and 2 δ glo bin chai ns, led In gram and Stret ton to pos-
tu la te that, be cau se β glo bin synthe sis was dec rea sed, an 
in crea se of HbA2 was li ke ly in β-tha las se mia (3). Su ch an 
in crea se is not spe ci ] c be cau se ele va ted con cen tra tio-
ns ha ve al so been re por ted in ot her con di tio ns (4-6). In 
co njun ction wi th erythro cyte in di ces, howe ver, HbA2 re-
mai ns a stan da rd bio mar ker for β-tha las se mia scree ni ng 
in adul ts.
Tha las se mia syndro mes are amo ng the mo st com mon 
ge ne tic di sor de rs wor ldwi de, wi th 1.7% of the wor ld’s po-
pu la tion car ryi ng tha las se mic ge nes (7). Tha las se mia is 
pre va le nt in so me par ts of the wor ld (Me di ter ra nean re-
gion, up to 8%; Mid dle Ea st coun tries, up to 10%; In dia, 
3%–15%; and Sout hea st Asia, up to 9%) whe re it po ses 
a ma jor pub lic heal th prob lem. Howe ver, no n-en de mic 
coun tries su ch as nor the rn Eu ro pe and Nor th Ame ri ca 
are al so in vol ved in tha las se mia re la ted prob le ms as the 
resu lt of de mog rap hic chan ges cau sed by mig ra tion of 
et hnic mi no ri ty grou ps wi th a hi gh frequen cy of tha las-
se mic mu ta tio ns (8). Da ta from re ce nt epi de mio lo gi cal 
sur veys in di ca te that in Eu ro pe the re are ap proxi ma te ly 
15,000 sub jec ts wi th tran sfu sion de pen de nt tha las se mia 
ma jor (9-11). In this re ga rd, HbA2 de ter mi na tion plays a 
key ro le in scree ni ng prog ra ms for β-tha las se mia, sin ce 
an in crea se in this Hb frac tion al lows for he te ro zygo tes 
to be re cog ni zed. Howe ver, so me diag nos tic dil    cul ties 
may ari se on iden ti ]  ca tion of atypi cal car rie rs ha vi ng slig-
htly in crea sed HbA2 va lues. The ] n di ng of su ch bor der-
li ne sub jec ts is not ra re be cau se of the great he te ro ge-
nei ty of β-tha las se mia ge no types or the pos sib le coexis-
ten ce of ot her acqui red or ge ne tic con di tio ns (i.e. iron 
de ]  cien cy, δ-tha las se mia) that may ma sk the diag no sis of 
he te ro zygous β-tha las se mia (12-14). The re fo re, owi ng to 
the nar row se pa ra tion be tween nor mal and pat ho lo gi cal 
HbA2 va lues, stri ct ana lyti cal qua li ty of HbA2 mea su re me-
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me đu nor mal nih i pa to loš kih kon cen tra ci ja HbA2, za toč-
nu di jag no zu ključ na vi so ka ana li tič ka kva li te ta mje re nja 
kon cen tra ci je HbA2, po go to vo pri ge net skom sav je to va-
nju kod ko jeg se mo ra ju iden ti ]  ci ra ti pa ro vi s po ve ća nim 
ri zi kom od nas tan ka bo les ti kod po tom stva.
Me to de za is pi ti va nje he mog lo bi no pa ti ja tra di cio nal-
no uk lju ču ju al kal nu i ki se lu elek tro fo re zu he mog lo bi na 
u kom bi na ci ji s od re đi va njem toč ne kon cen tra ci je HbA2 
(elek tro fo re za ili kro ma tog ra ]  ja) i HbF (al kal na de na tu-
ra ci ja, elek tro fo re za ili kro ma tog ra ]  ja). Sve se nab ro je ne 
me to de iz vo de ruč no i du got raj ne su. Pos ljed njih de set-
lje ća raz vi ja ju se au to ma ti zi ra ne teh ni ke za od re đi va nje 
frak ci ja he mog lo bi na, ko je kli ni ča ri ma da ju za do vo lja va-
ju će re zul ta te, te po bolj ša va ju dje lot vor no st la bo ra to ri ja 
i kva li te tu re zul ta ta.
Te ku ćin ska kro ma tog ra ]  ja vi so ke dje lot vor nos ti (HPLC) 
ka tion ske iz mje ne pot pu no je au to ma ti zi ran sus tav kva-
li ta tiv ne i kvan ti ta tiv ne ana li ze frak ci ja he mog lo bi na, po-
godan za la bo ra to ri je s ve li kim obuj mom pos la (16,17). 
Uzor ci se ub riz ga va ju u kro ma tog raf op rem ljen ko lo nom 
za iz mje nu io na, ko ja je urav no te že na pre ma pH i ion skoj 
sna zi. Od va ja nje vr sta he mog lo bi na pos ti že se upot re bom 
gra di jen ta iz me đu dvi ju mo bil nih fa za ko je se raz li ku ju po 
kon cen tra ci ji so li i pH. Fi zič ke zna čaj ke kao što su prom je-
ne na pov r ši ni te pri sut no st hid ro ] l nih i hid ro fob nih sku-
pi na od re đu ju sto pu mig ra ci je sva ke vr ste he mog lo bi na. 
U us po red bi sa zah tjev nim kon ven cio nal nim teh ni ka ma, 
HPLC meto de ima ju znat ne pred nos ti, kao što su pre ciz no 
od re đi va nje kon cen tra ci je, uš te da vre me na i pot pu na au-
to ma ti za ci ja. Da nas HPLC teh ni ke pred stav lja ju naj pouz-
da ni je me to de za raz dva ja nje, iden ti ]  ka ci ju i od re đi va nje 
kon cen tra ci je frak ci ja he mog lo bi na, ali ima ju i po ten ci jal-
na og ra ni če nja po put laž ne in ter pre ta ci je u pri sut nos ti 
pa to loš kih he mog lo bi na.

Materijali i me to de

HPLC sus tav Pri mus Ul tra2

Ana li za tor Pri mus Ul tra2 (Pri mus Cor po ra tion, Kan sas Ci ty, 
Kan sas, SAD) ra bi na če la HPLC ion ske iz mje ne i spek tro fo-
to met rij skog ot kri va nja. Sus tav je na či njen ta ko da pru ži 
naj ve ću mo gu ću ko li či nu po da ta ka u naj kra ćem vre me-
nu. Ova me to da kom bi ni ra os jet lji vo st i spe ci ] č no st HPLC 
s au to mat skim prog ra mom za ob ra du i pru ža po moć u 
proc je ni po da ta ka.
Uzor ci se ob ra đu ju u se ri ja ma i sva ka se ri ja za po či nje 
FASC kon tro lom kao bi lje gom re ten cij skih vre me na za 
poz na ti he mog lo bin ko ji sad r ži: HbF, HbA0, HbC i HbS, ka-
ko mu ime FASC go vo ri (sli ke 1. i 2.). FASC kon tro la osi gu-
ra va op ti ma lan rad sus ta va. Kao uzor ci su prik lad ne i pu na 
i he mo li zi ra na krv.
Pet mik ro li ta ra pu ne kr vi au to mat ski se sa kup lja, he mo li-
zi ra i ub riz ga va u ko lo nu ko jom prot je če mje ša vi na pu fe ra 

nt is an es sen tial requi re me nt for ac cu ra te diag no sis, par-
ti cu lar ly for ge ne tic coun se li ng when coup les at ri sk ha ve 
to be iden ti ] ed.
The met ho ds for he mog lo bi no pat hy in ves ti ga tion tra di-
tio nal ly in clu de al ka li ne and acid Hb elec trop ho re sis in 
com bi na tion wi th HbA2 quan ti ]  ca tion by elec trop ho re-
sis or chro ma tog rap hy, and HbF quan ti ]  ca tion wi th the se 
met ho ds or al ka li de na tu ra tion. Abo ve men tio ned met-
ho ds are ma nual and ti me con su mi ng (15). In the la st de-
ca des, au to ma ted tec hniques ha ve been de ve lo ped for 
Hb frac tio na tion, pro du ci ng re sul ts requi red by cli ni cia ns, 
whi le im pro vi ng la bo ra to ry el    cien cy and qua li ty of re-
sul ts.
Ca tion exchan ge hi gh per for man ce liquid chro ma tog rap-
hy (HPLC) is a ful ly au to ma ted system for qua li ta ti ve and 
quan ti ta ti ve Hb frac tion ana lysis, sui tab le for la bo ra to ries 
wi th a hi gh wor kload (16,17).
Sam ples are injec ted in to a chro ma tog ra ph equip ped wi-
th an io n-exchan ge co lu mn that has been equi lib ra ted 
wi th res pe ct to pH and io nic stren gth. Sepa ra tion of Hb 
spe cies is ac com plis hed throu gh the use of a gra die nt 
be tween two mo bi le pha ses wi th dio  e ren ces in sa lt con-
cen tra tion and pH. Physi cal cha rac te ris ti cs su ch as sur fa-
ce char ge and the pre sen ce of hydrop hi lic and hydrop ho-
bic grou ps de ter mi ne the ra te of mig ra tion of ea ch spe-
cies. HPLC met ho ds ha ve con si de rab le ad van ta ges over 
la bo r-in ten si ve con ven tio nal tec hniques in ter ms of pre-
ci se quan ti ]  ca tion, ti me sa vin gs and fu ll au to ma tion. Cur-
ren tly, HPLC tec hniques are the mo st re liab le met ho ds 
for se pa ra tion and quan ti ]  ca tion of Hb frac tio ns, and are 
use ful too ls in pre sum pti ve iden ti ]  ca tion of Hb va rian ts 
but ha vi ng po ten tial li mi ts of fal se in ter pre ta tion in the 
pre sen ce of an ab nor mal Hb.

Ma te ria ls and Met ho ds

Pri mus Ul tra2 HPLC system

Pri mus Ul tra2 ana lyzer (Pri mus Cor po ra tion, Kan sas Ci ty, 
Kan sas, USA) em ploys prin cip les of ion exchan ge chro-
ma tog rap hy HPLC and spec trop ho to met ric de tec tion. 
The system has been de sig ned to pro vi de the maxi mum 
amou nt of in for ma tion in the shor te st ti me. The met hod 
com bi nes the sen si ti vi ty and spe ci ]  ci ty of HPLC wi th au-
to ma tion sof twa re and pro vi des as sis tan ce in da ta eva lua-
tion.
Sam ples are run in bat ches and eve ry run star ts wi th a 
FASC con trol as a re ten tion ti me mar ker for the known 
he mog lo bi ns that it con tai ns: HbF, HbA0, HbS and HbC, as 
sta ted by the na me FASC (Fi gu res 1 and 2). FASC con trol 
en su res op ti mal system per for man ce. Bo th who le blood 
and he mo lysa tes are sui tab le sam ples.
Fi ve µL of who le blood are au to ma ti cal ly sam pled, he-
mo lyzed and injec ted on to the co lu mn du ri ng the q ow 
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(mo bil ne fa ze 1 i 2). Na kon is pi ra nja s ko lo ne sas tav ni ce 
uzor ka pro la ze kroz spek tro fo to met rij ski de tek tor gdje se 
na val noj du lji ni od 413 ± 2 nm ot kri va ju po je di ne frak ci je.
Pos to je dvi je me to de ana li ze: me to da br zog pro bi ra (en-
gl. Qui ck Scan Met hod) – za pro bir uzo ra ka bo les ni ka. Vri-
je me ana li ze je 4 min, sus tav od re đu je kon cen tra ci ju HbF, 
HbA2, HbA0 i oz na ču je vrijednos ti iz van gra ni ca nor ma le. 
Me to da vi so ke re zo lu ci je (en gl. Hi gh Re so lu tion Met hod): 
u 10,5 mi nu ta ras tav lja dru ge vr ste he mog lo bi na kao po-
moć pri iden ti ]  ka ci ji. Ovom me to dom mo že se pre poz na-
ti i iden ti ]  ci ra ti i do 100 va ri ja na ta he mog lo bi na. Sva ka se 
me to da mo že ra bi ti za od re đi va nje toč ne kon cen tra ci je 
HbA2 i HbF uko li ko se u se ri ji od re de i kon trol ni uzor ci.

of ap prop ria te ly blen ded buo  e rs (mo bi le pha ses 1 and 2). 
Upon elu tion from the co lu mn, sam ple com po nen ts pa ss 
throu gh the spec trop ho to met ric de tec tor, whe re de tec-
tion oc cu rs at a wa ve len gth of 413 ± 2 nm.
Two ana lysis met ho ds are avai lab le, i.e. Qui ck Scan as say 
for scree ni ng pa tie nt sam ples. Ana lysis ti me is 4 mi nu tes; 
the system quan ti ] es HbF, HbA2, HbA0 and q a gs ab nor-
mal pea ks; and Hi gh Re so lu tion as say: in 10.5 mi nu tes it 
fur ther re sol ves ab nor mal he mog lo bi ns to aid in their 
iden ti ]  ca tion. Up to 100 Hb va rian ts can be re cog ni zed 
and iden ti ] ed wi th this hi gh re so lu tion wor ki ng met hod. 
Eit her prog ram may be used to quan ti fy HbA2 and HbF if 
con tro ls ha ve been run wi th the bat ch.

SLIKA 1. Kro ma tog ram PRIMUS Ul tra2, FASC kon tro la, me to-
da br zog pro bi ra (Qui ck Scan as say). Me to da br zog pro bi ra: za 
pro bi ra nje uzo ra ka bo les ni ka. Vri je me ana li ze iz no si 4 mi nu te, 
sus tav od re đu je kon cen tra ci ju HbF, HbA2, HbA0 i oz na ču je vr ške 
dru gih vr sta he mog lo bi na; FASC kon tro la je bi ljeg re ten cij skih 
vre me na za poz na te he mog lo bi ne: HbF, HbA0, HbC i HbS.

FI GU RE 1. Pri mus Ul tra2 chro ma tog ram, FASC con trol Qui ck 
Scan as say. Qui ck Scan as say: for scree ni ng pa tie nt sam ples. 
Ana lysis ti me is 4 mi nu tes; the system quan ti ] es HbF, HbA2, 
HbA0 and q a gs ab nor mal pea ks. FASC con trol is a re ten tion ti-
me mar ker for the known he mog lo bi ns it con tai ns: HbF, HbA0, 
HbC and HbS.

SLI KA 2. Kro ma tog ram PRIMUS Ul tra2, FASC kon tro la, me to da 
vi so ke re zo lu ci je (Hi gh Re so lu tion as say). Me to da vi so ke re zo-
lu ci je: u 10,5 mi nu ta ras tav lja dru ge vr ste he mog lo bi na kao po-
moć pri nji ho voj iden ti ]  ka ci ji.

FI GU RE 2. Pri mus Ul tra2 chro ma tog ram, FASC con trol hi gh re so-
lu tion as say. Hi gh re so lu tion as say: in 10.5 mi nu tes it fur ther re-
sol ves ab nor mal he mog lo bi ns to aid in their iden ti ]  ca tion.
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Is to dob no dok se uzo rak ana li zi ra, na mo ni to ru se pri ka-
zu je kro ma tog ram u stvar nom vre me nu. Ra ču na lo tis ka 
iz vješ taj s in for ma ci ja ma o uzor ku, da tu mom i vre me-
nom, na kon če ga sli je di kro ma tog ram s re ten cij skim vre-
me ni ma oz na če ni ma kod sva kog vr ška. Na kra ju se tis ka 
ob je di njen iz vješ taj za sva ki vr šak s ap so lut nim i re la tiv-
nim re ten cij skim vre me nom, pos tot kom pov r ši ne i ko-
men ta ri ma za sva ki vr šak u kro ma tog ra mu.
Cilj ovo ga is tra ži va nja bi la je oc je na ana li tič kog ra da i kva-
li te te re zul ta ta do bi ve nih sus ta vom Pri mus Ul tra2 za ru-
tin sko od re đi va nje HbA2 i pro bir na β-ta la se mi ju.

Bolesnici

U is tra ži va nje je bi lo uk lju če no 150 uzo ra ka kr vi naiz gled 
zdravih is pi ta ni ka, do bi ve nih iz Za vo da za tran sfu zi ju kr vi, 
ka ko bi se od re dio re fe ren tni ras pon, pre ma stan dar di ma 
CLSI. Kom plet na kr vna sli ka i pa ra met ri me ta bo liz ma že-
lje za bi li su unu tar re fe ren tnog ras po na. Pouz da no st mje-
re nja kon cen tra ci je HbA2 sus ta vom Pri mus Ul tra2 za ot kri-
va nje β-ta la se mi je od ređe na je ana li zom 300 uzas top nih 
uzo ra ka od ras lih bo les ni ka s pret hod no di jag nos ti ci ra-
nom β-ta la se mi jom (53% muškaraca, 47% že na; ras pon 
do bi 18–95 go di na, sred nja dob 49 go di na). U tab li ci 1. 
pri ka za ne su vri jed nos ti bio ke mij skih pa ra me ta ra za zdra-
ve is pi ta ni ke i is pi ta ni ke s ta la se mi jom. Na sli ci 3. pri ka zan 
je kro ma tog ram no sio ca β-ta la se mi je.
Pro bir na β-ta la se mi ju obav ljen je ru tin ski u našem la bo-
ra to ri ju mje re njem erit ro cit nih kon stan ti i kon cen tra ci je 
HbA2. Mo le ku lar na ka rak te ri za ci ja mu ta ci ja obav lje na je 
teh ni kom PCR-ASO (en gl. po lyme ra se chain reac tion – al le-

le-spe ci U c oli go nuc leo ti de hybri di za tion, PCR-ASO).
Sli je de ći naš pro to kol, di jag nos ti ci ra li smo sku pi nu no sio-
ca β-ta la se mi je: erit ro cit ne kon stan te od re đe ne su ana li-
za to rom LH750 Bec kma n-Coul ter (Bec kman Coul ter, Inc., 
Mia mi, FL, SAD).

As the sam ple is ana lyzed, a chro ma tog ram is dis played 
on the mo ni tor in real ti me. The com pu ter pro du ces prin-
ted re por ts wi th sam ple iden ti ]  ca tion in for ma tion, da te 
and ti me, fol lowed by a chro ma tog ram wi th re ten tion ti-
mes in di ca ted at the apex of ea ch peak. A peak sum ma ry 
re po rt is prin ted af ter the chro ma tog ram wi th re ten tion 
ti me, re la ti ve re ten tion ti me, % area and com men ts for 
ea ch peak in the chro ma tog ram.
The aim of the stu dy was to eva lua te ana lyti cal per for-
man ce and qua li ty of re sul ts ob tai ned wi th the Pri mus Ul-
tra2 system for rou ti ne es ti ma tion of HbA2 and scree ni ng 
for β-tha las se mia.

Pa tien ts

One hun dred and ] f ty sam ples from ap pa ren tly heal thy 
sub jec ts ob tai ned from the Blood Tran sfu sion De par tme-
nt we re used to es tab li sh the re fe ren ce ran ge, ac cor di ng 
to the Cli ni cal and La bo ra to ry Stan dar ds In sti tu te (CLSI) 
gui de li nes. Blood ce ll coun ts and bioc he mi cal iron te st 
re sul ts we re wit hin the re fe ren ce ran ges.
The re lia bi li ty of HbA2 mea su re me nt by Pri mus Ul tra2 for 
de tec tion of β-tha las se mia was as ses sed by ana lyzi ng 
300 sam ples from con se cu ti ve adu lt pa tien ts wi th a pre-
vious diag no sis of the di sea se (53% ma le and 47% fe ma le, 
age ran ge 18-95, mean age 49 yea rs). Tab le 1 shows ana-
lyti cal da ta of stu dy pa tien ts and Figu re 3 a β-tha las se mia 
car rier chro ma tog ram.
Scree ni ng for β-tha las se mia is rou ti ne ly per for med in our 
la bo ra to ry by mea su ri ng red blood ce ll in di ces and le vel 
of HbA2. Mo le cu lar cha rac te ri za tion of mu ta tio ns is per-
for med wi th the PCR-ASO (po lyme ra se chain reac tio n-al-
le le-spe ci ] c oli go nuc leo ti de hybri di za tion) tec hnique.
The group of β-tha las se mia car rie rs was diag no sed fol-
lowi ng our pro to col: red blood ce ll in di ces we re de ter-
mi ned on an LH750 Bec kma n-Coul ter (Bec kman Coul ter 

SLIKA 3. Kro ma tog ram PRIMUS Ul tra2, no si lac β-ta la se mi je. Kro-
ma tog ram s is tak nu tim re ten cij skom vre me ni ma kod sva kog 
vrška. Na kon kro ma tog ra ma is pi su je se ob je di njen iz vješ taj za 
sva ki vr šak s ap so lut nim i re la tiv nim re ten cij skim vre me nom, 
pos tot kom pov r ši ne i ko men ta ri ma za sva ki vr šak u kro ma tog-
ra mu.

FI GU RE 3. Pri mus Ul tra2 chro ma tog ram, β-tha las se mia car rier. 
Chro ma tog ram wi th re ten tion ti mes indica ted at the apex of 
ea ch peak. A peak sum ma ry re po rt is prin ted af ter the chro ma-
tog ram wi th the re ten tion ti me, re la ti ve re ten tion ti me, % area 
and com men ts for ea ch peak in the chro ma tog ram.
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5.038
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Uzorci s erit ro ci to zom (RBC > 5,8 x 1012/L) i mik ro ci to zom 
(MCV < 70 fL) odab ra ni su za od re đi va nje kon cen tra ci je 
HbA2 na HPLC ana li za to ru HA 8160 Me na ri ni (Me na ri ni 
Diag nos ti cs, Fi ren ca, Ita li ja).
Kod bo les ni ka s kon cen tra ci jom HbA2 vi šom od re fe ren-
tne vri jed nos ti (3,5%) pos to ji kli nič ka sum nja na β-ta la se-
mi ju te su nji ho vi uzor ci pos la ni na mo le ku lar nu ana li zu.
DNA je do bi ve na pro čiš ća va njem na ko lo na ma po mo ću 
Ge ne ra tionR Cap tu re Co lu mn ki ta (Gen tra Syste ms, Min-
nea po lis, MN, SAD).
Mo le ku lar na ana li za ot kri va nja pri sut nos ti naj češ će me-
di te ran ske toč kas te mu ta ci je obav lje na je se tom tes to va 
mDxR BeT ha Ge ne 1 (Bio Rad La bo ra to ries, Her cu les, CA, 
SAD), pre ma na čelu ASO hib ri di za ci je.
U tab li ci 2. pri ka za ne su is pi ta ne mu ta ci je te re zul ta te do-
bi ve ni za 300 no sio ca β-ta la se mi je. Svi su bi li he te ro zi go ti.

Ana li tič ka proc je na

Ne toč no st

Ne toč no st se od re đi va la ana li zom dva ju ko mer ci jal nih 
kon trol nih uzo ra ka po se ri ji u vi še od 20 da na. Iz ra ču na te 
su sred nja vri jed no st, stan dar dna de vi ja ci ja te koe ]  ci je nt 
va ri ja ci je.

Inc. Mia mi, FL, USA) ana lyzer. Sam ples wi th erythro cyto-
sis (red blood ce ll (RBC) > 5.8 x 1012/L) and mic ro cyto sis 
(MCV < 70 fL) we re se lec ted for HbA2 quan ti ]  ca tion, per-
for med by HPLC HA 8160 Me na ri ni (Me na ri ni Diag nos ti-
cs, Flo ren ce, Ita ly). HbA2 over the re fe ren ce va lue of 3.5% 
stron gly sug ges ts β-tha las se mia trait. The se sam ples un-
de rwe nt mo le cu lar ana lysis. DNAs we re pu ri ] ed wi th Ge-
ne ra tionR cap tu re co lu mn kit (Gen tra Syste ms, Min nea-
po lis, MN, USA).
Mo le cu lar ana lysis for the pre sen ce of the mo st com mon 
Me di ter ra nean poi nt mu ta tio ns we re per for med wi th 
mDxR BeT ha Ge ne 1 (Bio Rad La bo ra to ries, Her cu les, CA, 
USA), ba sed on the prin cip le of ASO hybri di za tion. Tab le 
2 re su mes the mu ta tio ns stu died, the mu ta nt cla ss and 
the re sul ts ob tai ned for the se ries of 300 β-tha las se mia 
car rie rs. All of them we re fou nd to be he te ro zygous.

Ana lyti cal eva lua tion

Inac cu ra cy

Inac cu ra cy was as ses sed by ana lyzi ng two com mer cial ly 
avai lab le con trol sam ples per run over 20 days. The mean, 
stan da rd de via tion (SD) and coel    cie nt of va ria tion (CV) 
we re cal cu la ted.

RBC 

1012/L

Hb

g/dL

MCV

fL

MCH

pg

MCHC

g/dL

HbA2

%

HbF

%

Iron 

µmol/L

Tran sfer rin

g/L

Fer ri tin 

µg/L

Sat

%

Referent
group

4.9 ± 0.27 15.4 ± 0.64 91.1 ± 2.55 31.3 ± 1.53 34.3 ± 0.52 1.9 ± 0.71 0.3 ± 0.3 16.5 ± 0.62 2.53 ± 0.2 75 ± 2.8 31 ± 1.9

β-tha las-
se mia

5.8 ± 0.43 12.6 ± 1.21 63.8 ± 3.74 21.5 ± 1.3 33.7 ± 0.92 4.7 ± 0.7 1.4 ± 0.4 18.1 ± 3.95 2.48 ± 0.28 137 ± 125 30 ± 5.6

RBC – red blood ce ll cou nt; Hb – he mog lo bin; MCV – mean cor pus cu lar vo lu me; MCH – mean cor pus cu lar he mog lo bin; MCHC – mean cor pus cu lar 
he mog lo bin con cen tra tion; % sat – % tran sfer rin sa tu ra tion.

TAB LI CA 1. He ma to loš ki i bio ke mij ski pa ra met ri re fe ren tne sk-
upine i kod 300 is pi ta ni ka s β-ta la se mi jom.

TAB LE 1. He ma to lo gi cal and bioc he mi cal pa ra me te rs in the re-
fe ren ce group and in a pool of 300 β-tha las se mia pa tien ts.

Mutations Mu ta nt Cla ss Fre cuen cy %

CD39 (C-T)
IV S1: 110 (G-A)

IV S1: 6 (T-C)
IV S1:1 (G-A)

IV S2: 745 (C-G)
IV S2: 1 (G-A)

-87 (C-G)
CD6 – A

Non fun ctio nal mR NA
RNA pro ces si ng mu ta nt
RNA pro ces si ng mu ta nt
RNA pro ces si ng mu ta nt
RNA pro ces si ng mu ta nt
RNA pro ces si ng mu ta nt
Tran scrip tio nal mu ta nt
Non fun ctio nal mR NA

42.9
30.6
12
12
1.3
0
0

1.3

TAB LI CA 2. Dis tri bu ci ja mu ta ci ja β-ta la se mi je iz raženih kao pos-
to tak u ukup nom bro ju is pi ta ni ka (300 no sio ca β-ta la se mi je)

TAB LE 2. Dis tri bu tion of β-tha las se mia mu ta tio ns expres sed as 
per cen ta ge of the to tal num ber stu died (300 β-tha las se mia car-
rie rs)
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Nepreciznost u se ri ji

Dva su uzor ka (je dan zdra vog is pi ta ni ka, dru gi no sio ca 
β-ta la se mi je) ana li zi ra na 10 pu ta unu tar is te se ri je te su iz-
raču na te sred nje vrijednosti, SD i CV.

Nep re ciz no st iz da na u dan

Dva su uzor ka tes ti ra na 3 pu ta 7 da na za re dom, te su iz-
ra ču na te sred nja vri jed no st, SD i CV dnev nih sred njih vri-
jed nos ti za tih 7 da na.

Is pi ti va nje is ko riš te nja

Is pi ti va nje is ko riš te nja mi ješa njem uzo ra ka na či nje no 
je ka ko bi se oci je ni la spo sob no st ot kri va nja po ve ća ne 
kon cen tra ci je HbA2 ana li za to ra Pri mus Ul tra2. Nor mal na 
krv (2,4% HbA2) i uzo rak kr vi no sio ca β-ta la se mi je (5,0% 
HbA2) po mi je ša ni su u om je ri ma 9:1, 8:2…1:9 te je ana li-
zi ra no je da nae st uzo ra ka. Za us po red bu oče ki va nih i iz-
mje re nih vri jed nos ti nap rav ljen je li near ni reg re sij ski te st 
(sta tis tič ki prog ram Met hod Va li da tor 1.15, P. Ma rquis, Me-
tz, Fran cus ka).

Rezultati

Re fe ren tni ras pon

Sred nja vri jed no st kon cen tra ci je HbA2 u kr vi bi la je 1,9%, a 
re fe ren tni in ter val 0,9–3,0% (sred nja vri jed no st ± 2,5 SD). 
Svi is pi ta ni no sio ci β-ta la se mi je ima li su po višenu kon cen-
tra ci ju HbA2 u kr vi, uz ras pon vri jed nos ti od 3,3% do 6,9% 
i sred nju vri jed no st 4,7%.

Ne toč no st

Ne toč no st je od re đe na ana li zom dva ju ko mer ci jal nih 
kon trol nih uzo ra ka po se ri ji u vre me nu od pre ko 20 da na. 
Iz ra ču na te su sred nja vri jed no st i SD do bi ve nih re zul ta ta, 
ko je su iz no si le 1,6% ± 0,26% za kon trol ni uzo rak nor mal-
ne kon cen tra ci je i 5,2% ± 0,19% za kon trol ni uzo rak po vi-
še ne kon cen tra ci je.

Nep re ciz no st

Nep re ciz no st je is pi ta na ob ra dom uzo ra ka s nor mal nim i 
vi so kim kon cen tra ci ja ma HbA2. Pre ciz no st unu tar se ri je: 
dva uzor ka (je dan zdra vog is pi ta ni ka, dru gi no sio ca β-ta-
la se mi je) ana li zi ra ni su 10 pu ta unu tar is te se ri je te su se 
iz ra ču na te sred nje vri jed nos ti, SD i CV. Pre ciz no st iz da na 
u dan: dva uzor ka (je dan zdra vog is pi ta ni ka, dru gi no sio-
ca β-ta la se mi je) tes ti ra ni su više od 7 da na za re dom, 3 
pu ta sva kog da na. Uzor ci su poh ra nje ni na 4 °C. Za sva-
ki je dan izra ču na ta sred nja vri jed no st i CV dnev ne sred-
nje vri jed nos ti. CV unu tar se ri je bio je 1,9% kod nor mal ne 
kon cen tra ci je HbA2 (2,2%) i 3,3% kod po vi še ne kon cen-
tra ci je HbA2 (5,5%). CV iz se ri je u se ri ju bio je neš to vi ši i 
iz no sio je 2,4% (nor mal na kon cen tra ci ja) i 1,7% (po vi še-
na kon cen tra ci ja). CV iz da na u dan bio je 3,0% (nor mal na 
kon cen tra ci ja) i 2,7% (po vi še na kon cen tra ci ja).

In tra-as say im pre ci sion

Two sam ples (one from a heal thy adu lt and anot her from 
a β-tha las se mia car rier) we re ana lyzed 10 ti mes wit hin 
the sa me run. The mean, SD and CV we re cal cu la ted.

In te r-as say im pre ci sion

Two sam ples we re as sayed 3 ti mes ea ch day, over se ven 
days. Sam ples we re sto red at 4 ºC eve ry day. The mean, 
SD and CV of dai ly mean va lues we re cal cu la ted for 7 
days.

Re co ve ry stu dy

Re co ve ry stu dy by sam ple mixi ng was per for med to eva-
lua te the res pon se of Pri mus Ul tra2 to in crea si ng con cen-
tra tio ns of the ana lyte, i.e. HbA2.
A nor mal blood (2.4% HbA2) and β-tha las se mia car rier 
sam ple (5.0% HbA2) we re mixed at the ra tios of 9:1, 8:2…
1:9 and ele ven sam ples we re ana lyzed.
To ma ke com pa ri son be tween the theo re ti cal expec ted 
va lues and mea su red ones, a li near reg res sion te st was 
per for med (Met hod Va li da tor 1.15, P. Ma rquis sta tis ti cal 
sof twa re, Me tz, Fran ce).

Re sul ts

Re fe ren ce ran ge

The mean HbA2 blood con cen tra tion was 1.9% and re fe-
ren ce ran ge 0.9–3.0% (mean ± 2.5 SD). All β-thalassemia 
car rie rs stu died had in crea sed HbA2 blood con cen tra tion, 
the va lues ran gi ng from 3.3% to 6.9%, mean 4.7%.

Inac cu ra cy

Inac cu ra cy was as ses sed by ana lyzi ng two com mer cial ly 
avai lab le con trol sam ples per run over 20 days. The mean 
and stan da rd de via tion (SD) we re cal cu la ted. The fol lowi-
ng re sul ts we re obtai ned: 1.6% (SD 0.26) for nor mal con-
trol and 5.2% (SD 0.19) for hi gh con trol.

Im pre ci sion

Im pre ci sion was tes ted by run ni ng sam ples wi th nor mal 
and hi gh HbA2 con cen tra tio ns. In tra-as say im pre ci sion: 
two sam ples (one from a heal thy adu lt and anot her from 
a β-tha las se mia car rier) we re ana lyzed 10 ti mes wit hin 
the sa me run. The mean and CV we re cal cu la ted. In te r-
as say im pre ci sion: two sam ples (one from a heal thy adu lt 
and anot her from a β-tha las se mia car rier) we re as sayed 3 
ti mes ea ch day, for se ven days. Sam ples we re sto red at 4 
ºC eve ry day. The mean and CV of dai ly mean va lues we re 
cal cu la ted for 7 days. Wit hi n-run CV was 1.9% for nor mal 
HbA2 le vel (2.2%) and 1.3% for ele va ted HbA2le vel (5.5%). 
Be twee n-run CVs we re slig htly hig her, i.e. 2.4% (nor mal 
le vel) and 1.7% (ele va ted le vel). Be twee n-day CVs we re 
3.0% and 2.7% for nor mal and hi gh HbA2 con cen tra tio ns, 
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Ukup ni koe ]  ci je nt ko re la ci je bio je 4,4% (nor mal na kon-
cen tra ci ja) i 3,5% (po vi še na kon cen tra ci ja).

Is pi ti va nje is ko riš te nja

Is pi ti vanje is ko riš te nja mi je ša njem uzo ra ka nap rav lje no 
je ka ko bi se oci je ni la spo sob no st ot kri va nja po ve ća nih 
kon cen tra ci ja ana li ta HbA2 za ana li za tor Pri mus Ul tra2. 
Nor mal na krv (2,4% HbA2) i uzo rak no sio ca β-ta la se mi je 
(5,0% HbA2) po mi je ša ni su u om je ri ma 9:1, 8:2…1:9 i je da-
nae st je uzo ra ka ana li zi ra no.
Za us po red bu teo ret ski oče ki va nih i iz mje re nih vri jed nos-
ti nap rav ljen je li near ni reg re sij ski te st (sta tis tič ki prog ram 
Met hod Va li da tor 1.15, P. Ma rquis, Me tz, Fran cus ka). Naj-
bo lji pra vac i pra vac li near ne re gresije do bi ven za is ko riš-
te nje bio je: y = 1,089x + 0,01, R2 = 0,992.
Iz mje re ne vri jed nos ti bi le su u dob roj ko re la ci ji s oče ki va-
ni ma i pros je čan om jer is ko riš te nja bio je 99% (tab li ca 3.).

res pec ti ve ly. To tal CVs we re 4.4% (nor mal le vel) and 3.5% 
(ele va ted le vel).

Re co ve ry stu dy

Re co ve ry stu dy by sam ple mixi ng was per for med to eva-
lua te the res pon se of Pri mus Ul tra2 to in crea si ng con cen-
tra tio ns of the ana lyte, i.e. HbA2.
A nor mal blood (2.4% HbA2) and β-tha las se mia car rier 
sam ple (5.0% HbA2) we re mixed at the ra tios of 9:1, 8:2…
1:9 and ele ven sam ples we re ana lyzed.
To ma ke com pa ri son be tween the theo re ti cal expec ted 
va lues and mea su red ones, a li near reg res sion te st was 
per for med (Met hod Va li da tor 1.15, P. Ma rquis sta tis ti cal 
sof twa re, Me tz, Fran ce). The li ne of be st ] t and li near reg-
res sion ob tai ned for re co ve ry was Y = 1.089x + 0.01; R2 

= 0.992. The mea su red va lues cor re la ted we ll wi th the 
expec ted ones, and the ave ra ge pro por tion re co ve red 
was 99% (Tab le 3).

TAB LI CA 3. Re zul ta ti is tra ži va nja is ko riš te nja TAB LE 3. Re co ve ry stu dy re sul ts

Theoretical va lue % Ob ser ved va lue % Re co ve ry %

2.66 2.7 101

2.92 2.8 96

3.18 3.1 97

3.44 3.3 96

3.7 3.8 102

3.96 3.9 98

4.22 4.4 103

4.48 4.6 102

4.74 4.8 101

Rasprava

Ia ko je ta la se mi ja glo bal no naj zas tup lje ni ja na Me di te ra-
nu i zem lja ma Da le kog Is to ka, zbog po pu la cij skih mig ra-
ci ja dos lov ce ne pos to ji zem lja na svi je tu u ko joj ba rem 
ma li pos to tak sta nov ni ka ne bo lu je od ta la se mi je. Kao i 
za sve kro nič ne bo les ti ta ko je i u slu ča ju ta la se mi je važ-
na cje lo vi ta ob ra da bo les ti: od go va ra ju ći pro bir, ot kri va-
nje bo les ni ka i sav je to va nje pa ro va s po ve ća nim ri zi kom 
bit ni su pos tup ci za sma nje nje po bo la i smr tnos ti bo les-
ni ka (18).
β-ta la se mi ja se sa si gur nošću mo že di jag nos ti ci ra ti u slu-
ča ju po vi še ne kon cen tra ci je HbA2, bro ja erit ro ci ta većeg 
od 5 x 1012/L, mik ro ci to ze i nor mal ne kon cen tra ci je fe ri ti-
na u se ru mu. Ia ko se do bi ve ne vri jed nos ti kon cen tra ci je 

Dis cus sion

Al thou gh tha las se mia is mo st com mon in the Me di ter-
ra nean ba sin and Far Ea st coun tries, due to mig ra tion of 
po pu la tio ns the re is vir tual ly no coun try in the wor ld now 
in whi ch tha las se mia does not ao  e ct so me per cen ta ge of 
the po pu la tion. Li ke ot her chro nic di sea ses, pre ven tion 
is im por ta nt in the ove ra ll ma na ge me nt of the di sea se, 
whe reas ap prop ria te scree ni ng, de tec tion of pa tien ts 
and coun se li ng of coup les at ri sk are the mo st im por ta nt 
pro ce du res to re du ce the mor bi di ty and mor ta li ty ra tes 
of the di sea se (18).
β-tha las se mia can be diag no sed wi th con ]  den ce when 
ele va ted HbA2, RBC cou nt over 5 x 1012/L, mic ro cyto sis 
and nor mal se rum fer ri tin are pre se nt. Al thou gh HbA2 
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HbA2 tre ba ju in ter pre ti ra ti za jed no s os ta lim pa ra met ri-
ma, npr. kon cen tra ci jom že lje za, erit ro cit nim kon stan-
ta ma ili obi telj skom anam ne zom, zbog kli nič ke važ nos-
ti od re đi va nja HbA2 u pro bi ru na β-ta la se mi ju i oz bilj nih 
pos lje di ca us li jed ne toč ne di jag no ze, do bi ve ni re zul ta ti 
mo ra ju bi ti vi so ke kva li te te. Ima ju ći to na umu tre ba na-
po me nu ti ka ko još ne pos to je ko nač no de ]  ni ra ni ana li tič-
ki ciljevi mje re nja kon cen tra ci je HbA2. Ipak, dob ro je da 
se ra be sas tav ni ce bio loš ke va ri ja ci je ka ko bi se ut vr di le 
spe ci ]  ka ci je ana li tič ke kva li te te za pre ciz no st, sus tav nu i 
ukup nu pog reš ku kli nič ko-la bo ra to rij skih pos tu pa ka. In-
tra- i in te r-in di vi dual ne sas tav ni ce va ri ja ci je iz ra že ne kao 
koe ]  ci jen ti va ri ja ci je (CVw, in tra-in di vi dual ne i CVg, in te-
r-in di vi dual ne) ra be se za iz ra ču na va nje ukup ne pog reš ke 
(en gl. to tal er ror, TE) pre ma for mu li:

TE = 
2 2CV w + CV g

1,65 × CVa +
4

gdje je cilj pre ciz nos ti pos tav ljen na os no vi in tra-in di vi-
dual ne va ri ja bil nos ti CVa < 0,5 CVw (19). Pret pos tav lja ju-
ći da in tra-in di vi dual na va ri ja bil no st kon cen tra ci je HbA2 
mo že bi ti slič na kon cen tra ci ji HbA0 (CVI iz me đu 2,8% i 
3,4%) (20), ana li tič ki cilj za pre ciz no st mo že se ut vr di ti 
iz me đu 1,4% i 1,7%. Zbog te in te r-in di vi dual ne va ri ja bil-
nos ti znan stve na li te ra tu ra još ne nu di op šir ni je po dat-
ke. Gru ba proc je na mo že se ek stra po li ra ti iz re fe ren tnog 
ras po na gdje se iz ra ču na pros ječ na kon cen tra ci ja HbA2 u 
zdra vih od ras lih oso ba i ti me se do bi va ukup na doz vo lje-
na pog reš ka od 7,8% (21).
Važ no je nag la si ti da re fe ren tni ras pon do bi ven u ovoj oc-
je ni (sred nja vri jed no st 1,9%, ras pon ± 2,5 SD 0,9–3,0%), 
slič no ras po nu što ga na vo di proiz vo đač (sred nja vri jed-
no st 1,9%, ras pon ± 2,5 SD 0,7–3,1%), ima ni že vri jed nos ti 
ne go što se mo gu do bi ti na dru gim HPLC sus ta vi ma (sred-
nja vri jed no st 2,5%, ras pon ± 2,5 SD 2,5–3,5%) (22). Ove bi 
se vri jed nos ti mog le ob jas ni ti nis kom proc je nom sus ta va 
in teg ri ra nja pov r ši ne vr ša ka. Ukup na doz vo lje na pog reš-
ka ek stra po li ra na iz re fe ren tnog ras po na 0,9–3,0%, CVg 
15,2%, iz no si 6,5%. Ukup ni koe ]  ci jen ti va ri ja ci je do bi ve ni 
is pi ti va njem pre ciz nos ti ni ži su od ove gra ni ce. U pog le du 
po nov lji vos ti tes ta HbA2, ana li za tor Tosoh G7 je pos ti gao 
dob ru pre ciz no st unu tar se ri je, ma lo vi še od že lje nog ci lja 
tes ta i neš to vi šu pre ciz no st iz me đu se ri ja.
Sustav Pri mus Ul tra2 pru ža br zo i pouz da no raz dva ja nje i 
od re đi va nje re la tiv nog pos tot ka raz li či tih ti po va he mog-
lo bi na, oso bi to HbA2. Do bi ve ni su re zul ta ti toč ni i po nov-
lji vi. Omo gu će no je dob ro raz li ko va nje zdra vih oso ba i 
no sio ca β-ta la se mi je. Gra nična se vri jed no st mo že pos ta-
vi ti na 3,3%, s ti me da se svi bo les nici s vri jed nos ti ma vi-
šim od 3,3% iden ti ]  ci ra ju kao no sio ci β-ta la se mi je.
La ko ća ra da i pot re ba og ra ni če nog teh nič kog zna nja či ne 
ovaj ana li za tor po god nim za la bo ra to ri je s ve li kim obuj-
mom pos la, po bolj ša va ju ći nji ho vu dje lot vor no st i sma-

con cen tra tio ns ob tai ned shou ld be in ter pre ted to get her 
wi th ot her pa ra me te rs su ch as iron sta tus, erythro cyte in-
di ces or fa mi ly stu dies, due to the cli ni cal va lue of HbA2 
as say in the scree ni ng for β-tha las se mia and the se rious 
con sequen ces of an in cor re ct diag no sis, the re sul ts ob tai-
ned mu st be of hi gh qua li ty. Wi th this in mi nd, it is im por-
ta nt to no te that no ana lyti cal goa ls for HbA2 mea su re-
men ts ha ve been de ]  ni te ly de ]  ned. It is, howe ver, we ll 
re cog ni zed that the com po nen ts of bio lo gi cal va ria tion 
ha ve been used to de ri ve ana lyti cal qua li ty spe ci ]  ca tio ns 
for the im pre ci sion, bias and to tal er ror of cli ni cal la bo ra-
to ry pro ce du res. The wit hi n- and be twee n-sub je ct com-
po nen ts of va ria tion, expres sed in ter ms of coel    cien ts of 
va ria tion (CVw and CVg, res pec ti ve ly) are used to cal cu la-
te the to tal er ror (TE) ac cor di ng to the for mu la:

TE = 
2 2CV w + CV g

1.65 × CVa +
4

whe re the goal for im pre ci sion is set on the ba sis of in-
tra-in di vi dual va ria bi li ty CVa < 0.5 CVw (19). As su mi ng 
that the in tra-in di vi dual va ria tion of HbA2 cou ld be si mi-
lar to that of HbA0 (CVI be tween 2.8% and 3.4%) (20), the 
ana lyti cal goal for im pre ci sion can be de ]  ned be tween 
1.4% and 1.7%. Wi th re ga rd to in te r-in di vi dual va ria bi li ty, 
no da ta are yet avai lab le in the li te ra tu re. A raw es ti ma te 
cou ld be extra po la ted from the re fe ren ce ran ge in whi ch 
an ave ra ge HbA2 can be cal cu la ted in nor mal adul ts, thus 
pro du ci ng a to tal al lowab le er ror of 7.8% (21).
It is im por ta nt to sta te that the re fe ren ce ran ge es tab-
lis hed in this eva lua tion (mean 1.9%, ran ge ±2.5 SD 0.9–
3.0%), si mi lar to the ran ge pro vi ded by the ma nu fac tu-
rer (mean 1.9%, ran ge ± 2.5 SD 0.7–3.1%) has lower li mi ts 
than the ran ge ob tai ned on ot her HPLC syste ms (mean 
2.5%, ran ge ± 2.5 SD 2.5–3.5%) (22). The se va lues cou ld 
be explai ned by the un de res ti ma tion of the system in-
teg ra ti ng peak area.
To tal al lowab le er ror extra po la ted from for the re fe ren ce 
ran ge 0.9–3.0%, CVg 15.2%, is 6.5%. To tal CVs ob tai ned in 
the im pre ci sion stu dy are lower than this li mit.
Wi th res pe ct to HbA2 rep ro du ci bi li ty, the To soh G7 ana-
lyzer was fou nd to yie ld good wit hi n-run im pre ci sion, 
ju st a lit tle abo ve the de si rab le goal for the as say, and a 
slig htly hig her be twee n-run im pre ci sion.
The Pri mus Ul tra2 system pro vi des a ra pid and re liab le se-
pa ra tion and de ter mi na tion of the re la ti ve per cen ta ge of 
dio  e re nt he mog lo bin types, par ti cu lar ly HbA2. The re sul-
ts ob tai ned are ac cu ra te and rep ro du cib le. The re is good 
dio  e ren tia tion of HbA2 values be tween nor mal pa tien ts 
and β-tha las se mia car riers. The cut oo  li mit can be set at 
3.3%, wi th all pa tien ts wi th va lues hig her than 3.3% bei-
ng iden ti ] ed as β-tha las se mia car rie rs.
The ea se of the ope ra tion and the li mi ted tec hni cal wo-
rk ma ke this ana lyzer sui tab le for la bo ra to ries wi th a hi gh 
wor kload, im pro vi ng its el    cien cy and al lowi ng the co st 
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nju ju ći troš ko ve probi ra na ta la se mi ju i he mog lo bi no pa ti-
je. Na še is tra ži va nje je po ka za lo ka ko je ova me to da prim-
je re na za brz pro bir po pu la ci je na no si te lje β-ta la se mi je i 
pouz da na za od ređi va nje toč ne kon cen tra ci je HbA2 u kr-
vi. Sto ga se smat ra prik lad nom za ru tin sku kli nič ko-la bo-
ra to rij sku upot re bu, no, kao što je to slu čaj sa svim la bo ra-
to rij skim tes to vi ma pr vo ga stup nja za ka rak te ri za ci ju va-
ri ja na ta he mog lo bi na, ovaj HPLC sus tav ima po ten ci jal no 
og ra ni če nje laž ne in ter pre ta ci je vr ša ka u pri sut nos ti pa-
to loš kih he mog lo bi na. U tim se slu ča je vi ma pre po ru ča ju 
la bo ra to rij ski tes to vi dru go ga stup nja, npr. mo le ku lar na 
ana li za ili obi telj ska is pi ti va nja za ko nač nu iden ti ]  ka ci ju 
va ri jan te he mog lo bi na.

of tha las se mia and he mog lo bi no pat hy scree ni ng to be 
re du ced.
Our stu dy showed the met hod to be ap prop ria te for ra-
pid po pu la tion scree ni ng for β-tha las se mia car rie rs, re-
liab le for quan ti ta ti ve de ter mi na tion of HbA2 in blood 
and sui tab le for rou ti ne cli ni cal la bo ra to ry use; howe ver, 
as in any of the ] r st-le vel la bo ra to ry tes ts for the cha rac-
te ri za tion of Hb va rian ts, this HPLC system al so has po-
ten tial li mi ts of fal se in ter pre ta tion in the pre sen ce of an 
ab nor mal Hb peak. In the se ca ses, it is re com men ded 
that se co nd-le vel la bo ra to ry tes ts su ch as mo le cu lar ana-
lysis and fa mi ly stu dies be un der ta ken in or der to ac hie ve 
de ]  ni ti ve iden ti ]  ca tion of the Hb va ria nt.
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