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OBIETTIVO  METODI  
L’identificazione e la quantificazione di emoglobina 

rappresentano un segno clinico rilevante nella 

diagnosi e nel monitoraggio delle patologie 

ematologiche e delle loro complicazioni. 

Recentemente, diverse varianti emoglobiniche sono 

state osservate nella routine del nostro laboratorio sia 

in seguito ad un aumento dei flussi migratori di 

soggetti provenienti dalle aree ad alta prevalenza di 

emoglobinopatie ( b-talassemia e comuni varianti 

emoglobiniche clinicamente significative, quali HbS, 

HbC e HbE), sia perché i difetti emoglobinici hanno 

interessato, soprattutto le popolazione meridionali, 

insulari e del delta del fiume Po, conseguentemente 

alla presenza della malaria che ha funestato per 

secoli questi territori. A partire dalla metà del secolo 

scorso, successivamente al processo di 

industrializzazione delle regioni settentrionali e la 

conseguente migrazione dal Sud verso Ovest, i 

programmi di prevenzione della β-talassemia sono 

stati estesi anche nelle regioni settentrionali.  

Nei laboratori clinici diventa una opportunità, la 

possibilità di eseguire la ricerca di emoglobinopatie 

su una apparecchiatura dedicata all’elettroforesi delle 

proteine sieriche. Poiché le varianti emoglobiniche 

non sono tutte rilevabili da una unica metodologia, è 

accolta con un certo entusiasmo la possibilità di 

ricercare varianti emoglobiniche con la CE. Questa 

possibilità può aprire differenti organizzazioni del 

lavoro. Laboratori del territorio potrebbero eseguire la 

ricerca di varianti emoglobiniche in CE e inviare 

campioni non definiti con tale metodica a laboratori di 

secondo livello, senza doversi dotare di 

apparecchiature dedicate. In questa fase può esser 

decisivo anche l’esame di costi con le differenti 

metodiche.  

Lo scopo del presente lavoro è valutare il confronto 

tra il kit per la ricerca di varianti emoglobiniche: V8 

Haemoglobin IEF kit su analizzatore V8 Helena 

Biosciences Europe (Medical Systems – Italia – 

Genova), che in routine è utilizzato per l’elettroforesi 

delle siero-proteine e la ricerca di varianti 

emoglobiniche, che in routine è eseguita su HPLC  

G8, della Tosoh Bioscience Corso Susa 299/A Rivoli 

(To).  

HPLC con Tosoh G8: è un sistema completamente automatico strumento-reagente per cromatografia liquida ad alte prestazioni che separa 

rapidamente e con precisione le emoglobine che si trovano naturalmente nel sangue. Le varie emoglobine vengono eluite in tempi diversi in base 

alla loro carica netta rispetto ad un gradiente di forza ionica crescente, passando attraverso una colonna a scambio cationico costituita da 

materiale non poroso. Nella modalità di analisi β talassemia il programma è predisposto con finestre predeterminate per rilevare la presenza di 

emoglobine F, A2, A0, D+, S+,C+.  

Elettroforesi capillare V8  Helena Biosciences Europe (Medical Systems – Italia – Genova): su tale analizzatore, normalmente dedicato 

all’elettroforesi delle proteine sieriche, è stato installato un kit: V8 Haemoglobin IEF kit utilizzato per la separazione e quantizzazione delle 

emoglobine mediante Focalizzazione Isoelettrica capillare. Il metodo di elettroforesi capillare disponibile in V8 separa le comuni varianti 

emoglobiniche.  Il kit che può eseguire in media 200 prestazioni analitiche, contiene un Cathode Buffer, conservato a 15…30° che viene caricato 

sullo strumento Helena Biosciences V8 nello scomparto del flacone fluido. Successivamente vengono caricati quattro flaconi contenuti nel kit:  

 Anode Buffer,  Methyl Cellulose Solution,  Haemoglobin Ampholyte Buffer,  Haemoglobin Lysing Agent 

Quando V8 è pronto, è possibile inserire i campioni (sangue intero raccolto in EDTA) attraverso un rack, l’analisi inizierà automaticamente e dopo 

circa 15 minuti i risultati verranno trasferiti a video e potranno essere elaborati ed interpretati dall’operatore. 

Sono stati esaminati con entrami i metodi 135 campioni, così suddivisi: 23 Beta-Talassemici, 10 pazienti con MCV basso ma non Beta-

Talassemici, 23 donatori di sangue volontari, 3 pazienti con HbS, 1 paziente con HbD,1 con Hb Lepore e 3 neonati. 

Statistica: per l’analisi dei dati ottenuti con le due tecnologie sono stati utilizzati test statistici di base e di confronto utilizzando i programmi 

Microsoft Exel 2007 e Ministat 2.1. 
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Tracciato da V8 di paziente con valori normali.                Tracciato da V8 di paziente con HbS                         Tracciato da V8 di paziente con valori elevati di HbA2 

                       

A2 HPLC β-

talassemici 

  A2 V8 β-talassemici 

n. campioni 23 23 

Minimo 4 4.5 

Massimo 7.6 7.58 

Mediana 5.7 5.33 

A2 HPLC 

Donatori 

  A2 V8 Donatori 

n. campioni 23 23 

Minimo 2.1 2.5 

Massimo 3.1 4.72 

Mediana 2.71 2.93 
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In Tabella i dati di HbA2 in HPLC e V8 di 23 

portatori di trait-talassemico e 23 donatori 

volontari di sangue.  

E’ stato stimato il coefficiente di correlazione tra i valori di HbA2    

tra i due metodi per i 132 soggetti esaminati,  escludendo i 3 

neonati, è risultato 0.9659, si riporta anche il grafico relativo. 

Da questa esperienza emerge la ottima correlazione che intercorre tra le due metodiche: HPLC Tosoh G8 e CE V8. La ampia varietà di campioni 

esaminati ha documentato che anche con V8 si riesce a differenziare i veri portatori di talassemia da pazienti che pur avendo un emocromo 

patologico, non sono dei veri portatori. Anche la distribuzione dei valori di HbA2 dei donatori ha riportato una corrispondenza di dati soddisfacente. 

La curva di distribuzione tra le due metodiche di tutti i campioni, esclusi i neonati, ed i portatori di emoglobinopatie, mostra due gruppi di dati che si 

dispongono lungo la bisettrice. Il primo gruppo mostra i pazienti con la HbA2 normale, il secondo con la HbA2 aumentata e sono i pazienti che 

entrambi i metodi hanno classificato, come portatori di beta talassemia. Le HbS, D e Lepore sono state correttamente separate in CE V8 ed i grafici 

sono stati riportati. In questo lavoro di confronto tra due metodi si deve riportare che l’esperienza acquisita in tanti anni dedicati alla tecnica HPLC, 

ha aiutato ad individuare con maggiore sicurezza i grafici che CE V8 disegna per le differenti emoglobine. Inoltre si riporta della totale automazione 

raggiunta da V8, infatti l’operatore, dopo aver posizionato i reagenti a bordo dello strumento, deve inserire le provette di sangue intero in EDTA 

stappate e ponderare l’introduzione del successivo rack dopo un opportuno tempo di attesa, per non permettere alle emazie di sedimentare. In 

conclusione con CE V8 e il kit dedicato alla Hb si possono esaminare i campioni di pazienti richiedenti lo studio delle emoglobinopatie. Se 

consideriamo che la maggioranza delle richieste sono provenienti da reparti di area medica per documentare il portatore di trait talassamico, dopo 

lettura di un emocromo con MCV basso, ben si adatta un analizzatore, dedicato alla grande routine dell’ elettroforesi siero proteica, ad esaminare le 

Hb.  

Paz. te 1 sesso RBC    Hb VGM MCH MCHC RDW HbA HbA2 

Hplc Hplc 

  M 5,67 16,9 85 29,8 35,1 12,5 85,4 2,7 

v.interserie                   

CE V8 Media DS CV             

Hb A 97 0.166 0.2             

Hb A2 2.8 0.166 6             

                    

Paz. te 2 M 4,96 15,6 89,9 31,5 35 13 84,9 2,9 

v.interserie       

CE V8 Media DS CV 

Hb A 97 0.123 0.1 

Hb A2 3.1 0.123 3.9 

V. INTRASERIE     
  

Campione 1 ( 7 volte ) 
  

CE V8 Media DS CV 

Hb A 97.66 0.061 0.1 

Hb A2 2.345 0.061 2.6 

In Tabella variabilità interserrie 

(in alto) di due pazienti e 

intraserie a destra, una sola 

prova 
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