
  

  

  

  

  

  

  

  

  

كروماتوگرافي   به روشA2 گلوبين نتايج سنجش سطح خوني هموی همقايس
  ميكروكروماتوگرافي  مرجع با روش HbGoldدستگاه  كاتيوني تعويض

   ۲دکتر نازيلا رستگار راد ،*  ۱دکتر پيمان محمدی تربتی

 چکيده
گاهي هاي آزمايش از بهترين روشاستفاده لذا . ترين بيماريهاي ارثي كشور ماست بيماري تالاسمي يكي از شايع :سابقه و هدف

هدف از اين مطالعه مقايسه كارآيي روش .   حائز اهميت و ضروري استHbA2براي غربالگري زوجين از نظر افزايش سطح خوني 
 .باشد  يا استاندارد طلايي ميكروكروماتوگرافي ميمرجع با روش HbGoldكروماتوگرافي تعويض كاتيوني دستگاه 

 كه به طور تصادفي بر مبناي EDTA نمونه خون ٣٢١اليني تشخيصي بر روي اين تحقيق به روش كارآزمايي ب :ها مواد و روش

هاي  مؤلفه.  شناسايي و تفكيك شده بودند، انجام گرفتمي بتاتالاسل به عنوان فرد سالم يا ناقRDW-CBCهاي  نتايج آزمون
وگرافي تعويض كاتيوني ك روش كروماتليتيت و حداكثر خطاي مجاز آناصح جمله عدم دقت، عدم از هر دو متد يعملكرد

HbGold گرفت با روش استاندارد طلايي ميكروكروماتوگرافي مورد مقايسه قرار.  
خطاي . تر است  مجاز تعريف شده كمحد از HbGoldت روش صح و عدم دقتدهد كه عدم  نتايج نشان مي :يافته ها

 لفه درؤباشد كه هر سه م مي% ٩/٤ ليتيك كلي آناو خطاي مجاز. بود %٥/٢ و ٤/٢سيستماتيك و خطاي رندوم اين متد به ترتيب 
  .باشد مي% ٦٢/١‐١٨/٣ سيگما بوده و در محدوده مارژينال است و دامنه مرجع آن ٢/٣عملكرد اين متد . نه قابل قبول استمدا

       ژينال سطح مارينعي تر يني در مقايسه با روش استاندارد طلايي در سطح پاHbGoldنقطه عملكرد دستگاه  :نتيجه گيري

احتمال رد حفظ  لذا استفاده از اين متد نيازمند به كار گرفتن ضوابط كنترلي چند قانوني و چندسطحي است تا با .قرار دارد
وجود دامنه پنجره . تنظيم نمايد% ٩٠احتمال شناسايي خطاهاي واقعي را در محدوده بيش از % ٣تر از  كاذب جواب به ميزان كم

           تاتالاسمي را در مقايسه با روش مرجع ب سالم و ناقلين فراد امكان تفكيك بهتر اHbGoldوش  در ر٣٢/٠به ميزان 
  .آورد فراهم مي

  HbGoldيكروكروماتوگرافي، م ، كروماتوگرافي تعويض كاتيوني، A2هموگلوبين  :ان کليديگواژ

  همقدم
 هاي ارثي سيستم خونساز در ترين بيماري يكي از شايع    

     .باشد  جمله كشور ما بيماري تالاسمي ميازرميانه و خاو

       هاي فاميلي و وجود تعداد  با توجه به فراواني ازدواج

 CBC انجام آزمايشات ،يمقابل توجهي از افراد ناقل بتاتالاس

 و ناقلينراي شناسايي زودرس بورز هموگلوبين فو الكترو

ه بتاتالاسمي ماژور پيشگيري از تولد احتمالي نوزادان مبتلا ب

   اي ماعي و اقتصادي از اهميت ويژهـداشتي، اجتـدگاه بهـاز دي

  ).١(  استبرخوردار

هاي  مبتلايان به بتاتالاسمي ماژور نياز به ترانسفوريون    

يل موارض متعدد و تحـجر به عـود منـدارند كه خ كررم

گردد،   درماني كشور مي‐هاي گزاف بر نظام بهداشتي هزينه

نمايد كه به هنگام انجام آزمايشات پيش از  لذا ضروري مي

هاي آزمايشگاهي براي غربالگري زوجين   بهترين روش،ازدواج

  ).۳و۲(  به كار گرفته شودHbA2از نظر افزايش سطح خوني 

  )مجله پژوهشي دانشگاه علوم پزشکي شهيد بهشتي(پژوهنده 

   ۳۳۸ تا ۳۲۹  صفحات، ۵۸پي در پي , ۴شماره , سال دوازدهم

  ۱۳۸۶ هر و آبانم

  ۳۰/۱۱/۸۴  تاريخ دريافت مقاله 
  ٢٢/١٢/٨٥تاريخ تجديد نظر      

 ٧/٣/٨٦      تاريخ پذيرش مقاله 

   بيمارستان  ،ستان نهمو ب، خيابان پاسداران،رانـ ته:آدرس براي مکاتبه. شهيد بهشتي   پزشكي ومـ عل گاهـ دانش،گـروه پاتولـوژی  استاديار،:نويسنده مسؤول .  ٭ ۱
  p2000torbati@yahoo.com:ت الکترونيکـپس. ۲۲٥٤٩٠٣٩ :نمابر). ٢۵٧( داخلي ۲٢٥٤٩٠١٠‐١٨ و ۲٢٥٤٩٤٢١:تلفن. ١٦٦٦٦دپستي ـك .نژاد لبافيکتر         د

]   شهيد بهشتي   پزشكي  علوم دانشگاهدستيار پاتولوژی، دانشکده پزشکی،   . ۲
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 International committee forهـق توصيـطب    

)ICSH(standardization in hematology  بهتر است 

رز استات سلولز و يا وف به روش الكتروHbA2در اين موارد 

ال ساير ح  با اين.گيري شود كروماتوگرافي تعويض يوني اندازه

 ،(SRID) اعيعري، ايمونوديفيوژن شمتمثل دانستيو ها روش

HPLC هاي اخير   ياكروماتوگرافي مايع با فشار زياد در سال

هاي   و جداسازي هموگلوبينHbA2گيري سطح  براي اندازه

  ). ۵و۴( اند قرار گرفتهغيرطبيعي مورد استفاده 

هاي تشخيص طبي  تر آزمايشگاه در حال حاضر در بيش     

تر،  ت بيشمورز استات سلولز به علت قدفكشور، روش الكترو

تر به مواد مصرفي و آشنايي تكنيكي  ارزانو  تر  سادهدسترسي

 اين ،حال با اين. ده استـه شـپرسنل، انتخاب و به كار گرفت

يي برخي از حاملين بتاتالاسمي يا روش قادر به شناسا

   از همين رو در . باشد  ينممبتلايان به آنمي بتاتالاسمي 

 و HPLC  همچونتر هاي دقيق هاي اخير تكنيك سال

ا جايگزين متد استات مكروماتوگرافي تعويض يوني در كشور

در كتابچه  ، ميلادي٢٠٠١ در سال .)۶( سلولز شده است

 National committee for از مستندات H9-Aراهنماي

)(NCCLS clinical laboratory science  روش

ميكروكروماتوگرافي به عنوان استاندارد طلايي براي 

 درهمان سال دستگاه . معرفي گرديدHbA2گيري  اندازه

HbGold با روش كروماتوگرافي تعويض كاتيوني وارد كشور 

بودن  اتوماتيك ،تر نمونه شد و به علت نياز به حجم كم

تر، سهولت كاربردي، كاهش  دهي بيش روش، سرعت جواب

 از نظر  بودن نيروي انساني مورد نياز، مقرون به صرفه

هاي جانبي مشتمل بر شناسايي  اقتصادي و دارا بودن توانايي

 مورد توجه و اقبال HbA1Cانواع غيرطبيعي هموگلوبين و 

  ). ۴( قرار گرفت

لكردي متد ـهاي عم لفهؤه مـهدف كلي اين تحقيق مقايس    

HbGold )  ليت و ميزان خطاي كصحهمچون عدم دقت، عدم 

 توسط ) استانداردهاي تعيين شدهبر اساسك ليتيمجاز آنا

Clinical laboratory improvement amendment 88 

وش مرجع ميكروكروماتوگرافي  با رCLIA 88  به اختصاريا

 تريك و نهايتاًمو بررسي كارآيي متد بر اساس ضوابط سيگما

  .باشد ارزيابي دامنه مرجع اين متد مي

  ها مواد و روش
روش . صي انجام گرفتـبه روش تشخيحاضر تحقيق    

ميكروكروماتوگرافي به عنوان روش مرجع و كروماتوگرافي 

 به عنوان HbGoldتعويض كاتيوني با استفاده از آنالايزر 

  در HbA2 قدار انتخاب گرديدند و م،"مورد مقايسه"روش 

در . افراد سالم و ناقلين بتاتالاسمي مورد سنجش قرار گرفت

طور تصادفي از بين ه  بEDTA نمونه خون ٣٢١اين مطالعه 

هاي  هاي خون مربوط به مراجعين به بيمارستان نمونه

نژاد و پارس تهران كه در غربالگري اوليه بر مبناي نتايج  لبافي

ناقل  م ياـد سالرـ به عنوان فCBC  ،RDWهاي ونـآزم

  .بتاتالاسمي شناسايي شده بودند، مورد آناليز قرار گرفتند

 هـ تهيEDTAد انعقاد ـط بايد با ضـهاي خون فق نمونه   

ثيري بر نتيجه أ، ايكتريك يا ليز بودن تليپميك. مي شدند

كروكروماتوگرافي نداشته و ـ يا ميHbGoldآزمايش به روش 

هايي كه  نمونه. ظر گرفته نشدنددر نه ـ مطالعبهذا در ورود ـل

RDW ۵/۱ و% ٥/١٢ بيش از% HbA2 < داشتند از مطالعه 

  .حذف شدند

 ١٣تر از  كم) MCV/RBCنسبت  (Mentzer ساندك   

 وييپيشگآن  از تر  اخباري مثبت به نفع تالاسمي و بيشارزش

 در نظر گرفته  سلامت فرد از نظر توليد هموگلوبينهكنند

 ی نهمداتر از حد پايين   كمMCV سدكهمچنين اگر ان .شد

مربوطه نه مرجع متر از حد بالاي دا  بيشRBC وتوده مرجع

  .  تلقي شد دلالت بر وضعيت ناقل تالاسميبود

كليه   درHbGold ليتيك با سيستم آناHbA2سنجش    

خون . خانه سازنده طي شدكارمراحل طبق دستورالعمل 

EDTAق شده، به داخل قير ديونيزه آب  ليتر با يك ميلي

 ،كن دوار سپس توسط مخلوط. ل گرديدهاي نمونه منتق لويا

      .دـقال داده شـمپلر انتس هاي اتو انهـي از خـوط و به يكـمخل

 كاتيوني كروماتوگرافي تعويض  به روشA2 گلوبين نتايج سنجش سطح هموی ه مقايس                              دو ماهنامه پژوهنده  /  ۳۳۰
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 سرنگ به داخل حلقه پمپهر نمونه با اعمال فشار مكش 

 راژنتچرخشي دريچه منتقل شده و پس از مخلوط شدن با 

ر شدت يبا تغي. شد به داخل ستون كروماتوگرافي رانده مي

 فشار، اجزاي مختلف هموگلوبين تام بر اساس قدرت جريان و

تومتر فسپكتروستون خارج و توسط ا يوني خود به تدريج از

 نانومتر ٤١٥ ميزان جذب نوري در طول موج ،داخلي

  .گيري گرديد اندازه

 ٥٠ روش ميكروكروماتوگرافي  بهHbA2سنجش براي     

 پس از مخلوط شدن EDTAهاي خون  تر از نمونهليميكرو

پس از . ت به صورت كامل ليز شديتر هموليزلي ميكرو٢٥٠با 

 ،DE52في حاوي ژل سازي ستون ميكروكروماتوگرا آماده

تر از همولزيت تهيه شده را به آهستگي لي ميكرو١٠٠دقيقاً 

تر لي ميكرو١٠٠زمان  به طور هم .به سطح ژل اضافه كرديم

 آزمايش ديگري با آب مقطر لولهمين همولزيت در هديگر از 

 ٥/٢اضافه كردن  با. ر رسانده شدليت  ميلي١٥ حجمخالص به 

  از داخل ستون خارج HbA2دريج تر بافر به ژل به ت لي ميلي

لوله  وگلوبين تام وـ لوله همنوريذب ـخاتمه ج در. گرديد

 نانومتر در ٤١٥ ج را در طول موHbA2 استخراج به مربوط

درصد زير  ي گيري و با استفاده از رابطه مقابل آب مقطر اندازه

   ؛ را محاسبه نموديمA2هموگلوبين 

   

 زارهايـاف فاده از نرمـا استه بـمطالع ل ازـنتايج حاص     

EZrule 3  WQC 2،linear checker ،Minitab 14، 

Statgraph 5 د و ـرار گرفتنـليل قـزيه و تحـورد تجـم

 رگرسيون آناليز  هاي آزمون توسطهاي آماري مورد نظر  لفهؤم

 ، Deming ،   passing–Boblock ، t-studentطي،ـخ 

Peerson correlation پردازش  وردـو مه شدخراج ـاست       

  .قرار گرفتند

  يافته ها
 ليتيكـ ارزيابي عدم دقت يا خطاي راندوم سيستم آنا١    

HbGold  )پذيري هاي تكرارپذيري و تعميم آزمون:(  

 Intra-assay  ياwithin-runآزمون تكرارپذيري  ‐ الف‐١

(CV-WR) :  
فراد  اEDTAهاي خون  با استفاده از مواد كنترل و نمونه   

 نوبت ٤٠ها براي  هر يك از نمونه. بررسي شدناقل بتا سالم و 

      ك مورد سنجشيمتوالي درطي يك دوره كاري آناليت

 براي within-run بدين ترتيب تكرارپذيري .قرار گرفتند

HbA2 حداكثر . دست آمده ب% ٨/١‐١/٣ بينCV مجاز بر 

  .باشد مي% ٤/٣ CLIAاساس ضوابط 

 CV Interassay   ياbetween-run تكرارپذيري ‐ب ‐١
(CV-BR) :  

 نمونه خون ٢ ماده كنترل و ٢ نمونه مشتمل بر ٤   

EDTA بتاتالاسمي انتخاب وتهيه شدناقل  فرد سالم و .

 روز كاري متوالي ١٠ نوبت وطي ٤پس هر نمونه براي س

 بدين ترتيب ضريب تغييرپذيري ،گرفت مورد سنجش قرار

Interassay براي HbA2حاصل شد% ٤/٣‐٦ن  بي.  

  : ذيريعميم پ آزمون ت‐ج ‐١
ناقل راد ـ افEDTAونه خون ـ نم٢٠ splitه با ـاين مطالع  

         نمونه خون افراد سالم و تقسيم آن بين٢٠تالاسمي و 

قل ـگاهي مستـد آزمايشـ واح٤در  كـاليتيم آنـ سيست٤

پذيري  معمي نتايج آزمون تCV ترتيب  بدين. انجام پذيرفت

HbA2استفاده از سيستم   باHbGold ٨/٦‐٨/٨ بين %   

 CLIA مجاز بر اساس ضوابط CVحداكثر . دست آمده ب

  .باشد مي% ۶/۹

            كـماتيـتسسيطاي ـت يا خـصحدم ـ عيـارزياب ـ٢   

 مرجعبا روش  در مقايسه HbGold كليتيسيستم آنا

  :ميكروكروماتوگرافي

 نمونه فرد ٢٣٤شتمل بر  مEDTA نمونه خون ٣٢١هر      

بتاتالاسمي توسط هر دو متد ناقل  نمونه افراد ٨٧سالم و 

  .مورد آناليز قرار گرفتند

 كه ميانگين اختلاف داد نشان  Difference plotنمودار    

دامنه   با‐۵۶۹/۰تا  ‐١٤۰/٠ (‐١١٨/٠ متد وبين نتايج د

   .باشد مي  r=٩٧٤/٠ضريب همبستگي نتايج و  )%٩٥اطمينان 

  ٣٣١/ مکاران   دکتر پيمان محمدی تربتی و ه                                                             ۱۳۸۶مهر و آبان  , ۵۸، پي در پي ۴شماره

۱۰۰/۲۰ * OD) هموگلوبين تام/ODهموگلوبين  (A2 
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 I n t e r c e p t  :  - 0 . 0 6  [  - 0 . 1 6  t o  0 . 0 4  ]
 S l o p e  :  0 . 9 7 4  [  0 . 9 3 3  t o  1 . 0 1 5  ]

 U n w e i g h t e d  l i n e a r  r e g r e s s i o n  N  =  3 2 1

 C o m p a r i s o n  m e t h o d ; H b A 2  H b G o l d  v s .  H b A 2  R e f e r e n c e  m e t h o d

0 1 2 3 4
R e f  m e t h o d

0

1

2

3

4 F i e l d  m e t h o d

Comparison method: HbA2 reference method
Slope=0.974    , Intercept:-0.06

HbGold
  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

                                                                                                                                     

  
   و ميكروكروماتوگرافي HbGold بين دو متد HbA2 نمودار آناليز رگرسيون خطي نتايج ‐١نمودار 

 ٥/٢ ، ٥/١آناليز رگرسيون خطي در نقاط حائز اهميت باليني 

 نتايج حاصل از رگرسيون .جام گرفت ان(Xc) درصد ٥/٣، ٣،

  :. نشان داده شده است١نمودار در  Xc=٥/٢در 

Yc3 ٩٧٤/٠)٥/٢( ‐٠٦/٠=٣٧٥/٢=  

Yc3-Xc3  ١٢٥/٠‐ =  
 تورشباشد، درصد   ميY-intercept =‐ ٠٦/٠از آنجا كه 

 چنين محاسبه (SE)به عنوان شاخص خطاي سيستماتيك 

  :گردد مي

Bias(%)= ١٠٠%=٤/٢× ) ۵/۲ ÷  ۰۶/۰(  

باشد لذا   مي٩٧٤/۰ خط رگرسيون برابر slope و از آنجا كه 

 را به (CE) و ثابت (PE)توان خطاي سيتماتيك نسبي  مي

  :شرح زير محاسبه نمود

PE=(١-slope) ۶/۲=%١٠٠)=١ ‐٩٧٤/٠(×١٠٠×  ۰۲۶/۰ =  

SE=PE+CE 

CE=SE-PE=  =۰۲۶/۰‐ ٠٩٩  ١٢٥/٠/۰  
   HbGoldد ـك متـماتيـهاي خطاي سيست صـبنابراين شاخ

ر  ـرابـبد ـب درصـاي برح هـه مقايسـحاصل از مطالع

٩٥/١=% CE ، ۴۵/۰% = PE ۴/۲ و% = SEخواهد بود  .  

   :تريكم ارزيابي عملكرد متد بر اساس ضوابط سيگما‐٣

 حداكثر خطاي مجاز CLIA 88براساس ضوابط     

از آنجا كه مقدار . باشد مي% ٤/١٠ معادل HbA2ك ليتيآنا

با ،باشد  مي% ٥/٢و ميزان عدم دقت % ٤/٢ متد تورش

 و در حد ٢/٣ عملكرد متد معادل MEDxاستفاده از ابزار 

 ٥/٥تريك مكه در مقايسه با سيگماگرديد،مارژينال محاسبه 

  .قرار داردپايينتري   حد درمرجعروش 

  : HbGold به روش HbA2ـ تعيين دامنه مرجع ٤

  ،دهـخراج شـ استHbA2ايج ـع فراواني نتـع تجمـ توزي   

ذف ـو ح Probability (P-P)ودار ـنم فاده ازـبا است

ع ـه مرجـ دامن،٥/٢ و ٥/٩٧دك ـارج از صـادير خـمق

HbA2دـبا متالم ـ افراد س HbGold٦٢/١ ‐١٨/٣ادل ـ مع 

  به دست آمد

 كاتيوني كروماتوگرافي تعويض  به روشA2 گلوبين نتايج سنجش سطح هموی ه مقايس                              دو ماهنامه پژوهنده  /  ۳۳۲

Comparison method: HbA2 reference method 
Slope= 0.974, Intercept:-0.06 
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OPSpecs Chart TEa 10.4% with 90% AQA(SE)
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 HbGold براي متد كروماتوگرافي تعويض كاتيوني N=٤ و AQA = ٩٠%با  OPS pecs Normalized   ارزيابي نمودار‐۲ نمودار

  
OPSpecs Chart TEa 10.4% with 50% AQA(SE)
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  HbGoldيض كاتيوني  براي متد كروماتوگرافي تعوN=٤ و AQA = ٥٠ %با OPS pecs Normalized ارزيابي نمودار ‐۳نمودار 

  ٣٣٣/          دکتر پيمان محمدی تربتی و همکاران                                                       ۱۳۸۶مهر و آبان  , ۵۸، پي در پي ۴شماره
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Critical Error Graph TEa 10.4% (SE)
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  13s/22s/R4s/41s با ضابطه HbGold نمودار تابع تواني متد ‐۴نمودار 

 بحث
دست آمده ه ب CV-WRدازه ــه انــك ه به اينــبا توج

تر  و كم) CVa=٤/٣(%تر از حداكثر عدم دقت مجاز  كوچك

 (TEa)ك ليتي  ميزان خطاي كلي مجاز آنايک چهارم از

 لذا آزمون تجربي تكرارپذيري دلالت بر قابل قبول ،باشد مي

مطالعه   در).۴( زموني متد داردآقت درون دبودن اندازه عدم 

Ou روش زمونيآ  درونميزان عدم دقت) ۶( همكاران و 

اندازه گيري شده است  %۶/۳كروماتوگرافي تعويض كاتيوني

كه با   نكته جالب اين.که همچنان در محدوده مجاز است

ي مرز به ويژه در محدوده CV ميزان ،HbA2افزايش درصد 

بتاتالاسمي است به ناقلين  عطف شناسايي نقطهكه % ٥/٣

مثبت متد  بدين ترتيب ارزش اخباري .تقليل مي يابد% ٣/٢

HbGoldيابد  در شناسايي ناقلين بتاتالاسمي افزايش مي. 

 بين آزموني در CV افزايش ،)Keevil  )۷در مطالعه

 درصد برآورد شده ۳تا  ۵/۱  درون آزمونيCVمقايسه با 

در مطالعه ) درصد ۶/۱‐۹/۲(است، اين اختلاف با مقادير 

 رسد   قرار گرفته است که به نظر مييديأمورد تحاضر  نيز 

عملكرد تجهيز و نقطه ناشي از تغيير نقطه عملكرد اپراتور، 

) (IFCC ضوابط رببنا. باشد بوده ازپره آناليز فنوسانات 

International Federtion of clinical chemistry  ،

CVبرابر ٣تواند حداكثر تا   بين آزموني مي CV درون 

 .بول باشدآزموني افزايش يابد و عملكرد متد همچنان قابل ق

 بين آزموني در اين مطالعه دلالت بر CV برابر ولذا افزايش د

 ).۱( كروماتوگرافي تعويض كاتيوني دارد عملكرد مطلوب روش

 اعتباردهي روش )۸( همكاران  وSangkiptronدرمطالعه 

HbGold ناقل بتاتالاسمي ١٢٧ فرد طبيعي و ١٩٦ بر روي 

، %٤/٢‐٥/٣مون  تكرارپذيري درون آزميزان. انجام گرفت

% ٥/٧‐٢/٩پذيري  معميو ت% ٨/٣‐٩/٦تكرارپذيري بين آزمون 

هاي  لفهؤبه دست آمد كه نسبت به مطالعه فعلي كليه م

دهند كه با  تري را نشان مي عملكردي، تغييرپذيري بيش

ناشي از عدم  احتمالاًتوجه به شرايط اقليمي منطقه مطالعه 

   تا دماي مي شودهـط بوده است و توصيـاي محيـرل دمـكنت

 كاتيوني كروماتوگرافي تعويض  به روشA2 گلوبين نتايج سنجش سطح هموی ه مقايس                              دو ماهنامه پژوهنده  /  ۳۳۴
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  . تجاوز نكند٢٢محيط كار از ْ 

سازي نمونه، عملكرد اپراتورها، مشخصات  تفاوت در آماده   

       اوت درـرفي، تفـصزه مـيي آب ديونيياـفيزيكي و شيم

peak tracking و تغيير در retention time و ناپايداري 

 تام به CVها همگي عواملي هستند كه باعث افزايش  راژنت

 ،)Ainley )۹ه ـدر مطالع .اند دهـگردي% ٨/٦ ‐ ٨/٨ميزان 

CV درصد ۷/۱ درصد تعيين شده است که ۳/۱۱ معادل تام 

بر اين است   ماهـتوصي وني است لذاـطالعه کن مCV بيش از

 ره و نگهداريـسازي، ذخي علاوه بر رعايت شرايط آماده که،

ْ  ٤٨تر از  كم (EDTAهاي  نمونه  ٢‐٨ساعت دردماي

ورها حداقل باشد، كنترل ـداد و گردش اپراتـ، تع)گرادسانتي

 انجام، ثبت و ،كيفي آب ديونيزه در فواصل تعيين شده

د و قبل شو تثبيت ١٥‐٣٠ دماي محيط بينْ ،پيگيري گردد

ك براي كنترل موقعيت پيك ليتياز شروع هر دوره كاري آنا

A2 از Calibrator mixtureدار ـمق.  استفاده شودCV 

ورز استات ف به مراتب از روش رايج الكتروHbGoldتام متد 

 لذا )۱۳(  استHPLCد حو در) ١٠‐١٢( تر بوده سلولز كم

هاي پيچيده و گران  گاه قادر به تهيه سيستمچه آزمايش چنان

HbGoldاي روش ـود تا به جـش ه ميـتوصي باشد  نمي

  .ورز از متد مرجع ميكروكروماتوگرافي استفاده نمايدفالكترو

 و HbGoldها بين روش  تناظر دادهمهاي  مقايسه زوج    

روش مرجع ميكروكروماتوگرافي معرف همبستگي قابل قبول 

 ي نتايج رگرسيون خط.)r=٩٧٤/٠و  >٠٠١/٠P(هاست  داده

          تعويض يوني  معرف آن است كه متد كروماتوگرافي

يك ماتتساتي از خطاي سيـد مبنا درجـدر مقايسه با مت

 را (CE)يك ثابت يستمات و همچنين خطاي س(PE)نسبي 

يك در سطوح حائز ستماتاندازه خطاي سي. دهد نشان مي

 لذا ،كند  تغيير مي‐١٩٩/۰ تا ‐١١٢/٠اهميت باليني بين 

تر  يني پا٢/٠ تا ١٢/٠ به طور متوسط HbGoldنتايج روش 

داكثر ـاز ح% ٤/٢ تورش. از نتايج متد مرجع خواهد بود

اختيار  اينك با در. تر است باشد كم مي% ٢/٣ مجاز كه تورش

توان وضعيت  تماتيك ميسم و سيوداشتن اندازه خطاهاي رند

ك ليتيقايسه با حداكثر خطاي مجاز آناعملكرد متد را در م

  .مورد بررسي قرار داد

TE cal =bias+3CV=SE+RE= ٤/٢ +% ٥/٢ =% ٩/٤ %  

TE cal =  ٩/٤% < Tea ٤/١٠= %  

ك ليتيلذا عملكرد متد بر مبناي حداكثر خطاي مجاز آنا    

CLIA۱۴و۴و۱ ( قابل قبول است.(  

كارآيي د لازم است تا ـبار متـ گذاري اعتهـصحپس از     

با استفاده ) Esser)۱۵  .ورد ارزيابي قرار گيردـز مـفرآيند ني

و در  ۴/۴ معادل آناليز شش سيگما کارآيي فرآيند را از

با ) Miavacca)۱۶ . محدوده مطلوب گزارش نموده است

، اندکس عملکرد Normalized OPSpec استفاده از

طه  نقدر مطالعه حاضر .ورده استه دست آ ب۸/۳فرآيند را 

ا متريك ي سيگما٢/٣ در منطقه HbGoldعملكرد متد 

اما چه عواملي مي تواند اين  .منطقه مارژينال قرار دارد

 ،كليتي سيستم آنا.اختلاف نقطه عملکردي را توجيه کند

هنگامي ازكارآيي مطلوب برخوردار خواهد بود كه ساير 

هاي آماري و غيرآماري  لفهؤضوابط كنترل كيفي مشتمل بر م

پرسنل بايد آموزش ديده و تحت . لاً تحت كنترل باشندكام

ها و مواد مصرفي در  نظارت مداوم و مستمر باشند، راژنت

shelf lifeرف شوند، تعداد مشاهدات كنترل از  ص مناسب م

٤=N چندسطحي ي از ضوابط چند قانونحتماًباشد و ن كمتر 

در عين حال . استفاده گردد 13s/22s/R4s/41sهمچون 

راسيون و تصديق تجهيز در فواصل زماني تعريف شده بكالي

  .)۴و۳( انجام گيرد

 ضابطه Normalized OPSpecباتوجه به نمودار    

ض ـرافي تعويـاتوگـكروم دـهادي براي متـكنترلي پيشن

حتي در . )۱۷( باشد  ميN=٤با  13s/22s/R4s/41s كاتيوني

شناسايي  رباز اين ضابطه چند قانوني اگر بناصورت استفاده 

د كاذب رمال ـباشد، احت% ٩٠خطاهاي واقعي با احتمال

 نيز ٢همان گونه که در نمودار  بوده و Pfr=٠٣/٠جواب يا 

يف ـه ضعـناحي لكرد درـه عمـنقطنشـان داده شـده است 

  .)۱۸( گيرد مي قرار

  ٣٣٥/  دکتر پيمان محمدی تربتی و همکاران                                                               ۱۳۸۶مهر و آبان  , ۵۸، پي در پي ۴شماره
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  نمايش داده شده است٣ همان گونه که پيش تر در نمودار   

) AQA=%٥٠( Analytical Quality Assuranceاگر 

با حفظ احتمال رد كاذب جواب نقطه عملكرد متد در باشد 

محدوده مارژينال قرار گرفته و با ضابطه فوق تحت كنترل در 

  .آيد يم

 شده هنشان داد ۴چه در نمودار تابع تواني شماره چنان   

 ٥٥/١معادل  )∆(SE يماتيك بحرانستاندازه خطاي سي

، ٥٥/١ بنابراين در صورت شيفت ميانگين به ميزان .باشد مي

تر و احتمال رد  كم،% ٤٨مال شناسايي خطاي واقعي از ـاحت

د شد و متد از حالت ـتر خواه  بيش، %٤كاذب جواب از 

  .گردد پايدار خارج مي

ات ـعلطامه در مقايسه با ـه در اين مطالعـچ آن    

Deacon-Smith) ١٣ (و  Brueger)۱۹ ( به عنوان نقطه

د ـرد متـد ارزيابي عملكـگردد، ادامه رون رح ميـقوت مط

HbGold ودارهاي ـ نم،ستم سنجش شش سيگما سيتوسط

 مشخص  ايتاًـلكرد و نهـه عمـتعيين نقطمختصات عملكردي، 

           Pfr  ،Pedمعين ازكردن ضوابط كنترلي براي مقادير 

 باشد د ميـردي متـه عملكـبه منظور حفظ بهترين نقط

  .)۱۸و۱۷و۹(

يين دامنه مرجع ـگام تعـهي كه به هنـ جالب توجی تهنك    

HbA2يك ليت در سيستم آناHbGold آمد، به دست      

 ثابت بودن دال بر لاف انتظار هميشگي ـ كه برخ استآن

 و تثبيت دامنه مرجع بين سالگي پس از يك HbA2توليد 

 ٦٢/١‐١٨/٣ بين HbGold، اين دامنه در متد % ٥/١‐٥/٣

از % ٥/٣تا % ١٨/٣ لذا فاصله بين ).۲۰و۱۳و۳( باشد مي

 خالي   بتاتالاسمي ناقلين  همچنين  وجمعيت افراد سالم

ع ـيز بين منحني توwindowدايش پنجره يا است و پي

 ولگيچسو و حد پايين منحني توزيع با   از يكHbA2نرمال 

بتاتالاسمي با ناقلين  به تفكيك و شناسايي ،ناقلافراد است ر

  .)۲۱( كند تر نسبت به ساير متدها كمك مي قاطعيت بيش

 متد كروماتوگرافي ريز ستوني به عنوان با اين كهسرانجام     

تايج حاصل از ن ، معرفي شده استHbA2تد مرجع تعيين م

، بافر،  كيفيت طراحي و انطباق ستونتابعاين روش به شدت 

هاي  يافته. )۱۲و۶( باشد  محيط مييته و اسمولاpHگراديان 

نتايج آزمون ه نشان داد كه ميزان تغييرپذيري جانبي مطالع

مراحل هاي توليد داخل كه فاقد  به هنگام استفاده از كيت

باشد به ميزان قابل توجهي  نظارت بر ساخت و توليد مي

       به نحوي كه علاوه بر افزايش بيش از . يابد فزوني مي

 ، ميزان خطاي سيتماتيك ثابت و نسبي نيز CVحد مجاز 

ك از محدوده ليتيكند كه خطاي كلي آنا به حدي تغيير مي

گردد  لذا پيشنهاد مي. )۴و۳( شود  خارج ميCLIAمجاز 

بندي   اقلامي طبقهزو جA2 هاي ميكروكروماتوگرافي كيت

المللي يا تأييد  گردد كه ارائه گواهينامه تأييد صلاحيت بين

  .ها الزامي باشد صلاحيت آزمايشگاه رفرانس ايران براي آن

  تشکر و قدرداني
علي جاراللهي  دکتراز جناب آقاي در پايان نويسندگان مقاله  

پناه، همكاران محترم آزمايشگاه   خانم وحدت سركار و

 صميمانه ايشان تشكر و همكاريبيمارستان پارس، به خاطر 

  .ندنماي قدرداني مي
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