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Protocol de lucru pentru concentratia medie de
hemoglobina eritrocitara de peste 36 g/dl

Working protocol for mean corpuscular hemoglobin concentration greater
than 36 g/dl
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Rezumat

Concentratia medie de hemoglobina eritrocitara (CHEM) exprima cantitatea medie de hemoglobind
dintr-un volum dat de eritrocite. Analizoarele automate calculeaza CHEM folosind valoarea obtinuta prin
masurarea directa a hemoglobinei si valoarea obtinuta prin calcul, a hematocritului. Cu excepfia sferocitozei
ereditare §i a unor cazuri de drepanocitoza sau hemoglobinoza C homozigote, in practicd nu se intdlnesc valori
ale CHEM de peste 36 g/dl. De aici rezulta rolul foarte important al acestui indice eritrocitar, nu atdt ca valoare
diagnostica, cat ca un semnal de alarma asupra existentei unor conditii preanalitice ce pot duce la rezultate
false ale parametrilor eritrocitari. In articol este prezentat protocolul de lucru utilizat in laboratoarele Dynacare
Kasper din Edmonton, Canada, in situatia in care CHEM are o valoare de peste 36 g/dl in urma analizei
automate.

Cuvinte cheie: aglutinine, hemoliza, lipemie, turbiditate.

Abstract

Mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) is the average concentration of hemoglobin in a
given red cell volume. The automated analyzers calculate MCHC by using a direct measurement of hemogobin
and a calculated value of packed red cells. With the exception of hereditary spherocytosis and some cases of
homozygous sickle cell or hemoglobin C disease, MCHC values do not exceed 36 g/dl. Thereby MCHC gains an
important role, not in diagnosis but in signalling preanalytic situations that could lead to false values of the red
cells’ parameters. This article presents the working protocol used in Dynacare Kasper Laboratories, Edmonton,
Canada, when an automated analyzer displays MCHC greater than 36 g/dl.
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Introducere

Concentratia medie de hemoglobina
eritrocitarda (CHEM) reprezintd concentratia
medie de hemoglobina dintr-un volum dat de
eritrocite. Se exprima in grame de hemoglobina
la decilitru de eritrocite (g/dl) si se calculeaza
conform formulei
CHEM (g/dl) = hemoglobina (g/dl)/ hematocrit
(L/L)

CHEM este utila pentru clasificarea po-
pulatiei de eritrocite in normocroma (CHEM
32-36 g/dl) sau hipocromda (CHEM sub 32
g/dl). Termenul de hipercromie (CHEM peste
36 g/dl) nu defineste o situatie reald. Singura
celula hipercroma este sferocitul, dar valoarea
crescutd a CHEM in acest caz se datoreaza pier-
derii elasticitatii membranei §i nu Incarcarii ex-
cesive cu hemoglobina (volumul eritrocitar nor-
mal, suprafata eritrocitard redusd). Din aceleasi
motive poate apare CHEM crescuta in unele ca-
zuri de drepanocitoza sau hemoglobinozd C ho-
mozigote.

Acuratetea determinarii CHEM la ana-
lizoarele automate este afectata de factori ce in-
fluenfeaza masurarea hematocritului sau a he-
moglobinei. Astfel, CHEM de peste 36 g/dl de-
vine un indicator al prezentei unor asemenea
factori care altereaza valoarea parametrilor eri-
trocitari si care in absenta CHEM ar putea trece
neobservati in urma analizei automate. In conti-
nuare este prezentat protocolul de lucru urmat
in laboratorul Dynacare Kasper din Edmonton,
Canada. Acest laborator este acreditat de nume-
roase institutii specializate din Canada si Ame-
rica de Nord (Colegiul Medicilor si Chirurgilor
din Alberta, Colegiul Medicilor Patologi Ame-
ricani, SAMHSA) si este recunoscut pentru pre-
gatirea medicilor rezidenti, a studentilor, a teh-
nicienilor si a asistentilor de laborator. Procedu-
rile prezentate sunt efectuate de tehnicienii de
laborator.

Scop

O concentratic medie de hemoglobina
eritrocitard de peste 36 g/dl poate apare cand in
proba de sange analizatd sunt prezente: aglutini-
ne la rece, lipide sau bilirubina in cantitate cres-
cutd, sferocite, paraproteine, hipergammaglobu-
linemie, crioglobulinemie, anumite medicamen-
te sau substante interferente.

CHEM de peste 36 g/dl impune investi-
garea probei de sange in vederea prezentei de
aglutinine la rece, lipemie/turbiditate/substante
interferente si/sau sferocite.

Dacd mai multe probe au o CHEM
crescutd, instrumentul folosit necesita service.

Materiale necesare

e Sange recoltat pe EDTA
e Analizor automat
e Baie de apa termostatata la 37°C sau in-
cubator
Centrifuga

e Kit de colorare panoptica
e Tuburi Wintrobe sau eprubete
e Pipete Pasteur
e Lame
Proceduri

Pentru CHEM > 36 g/dl se efectueaza
cat mai multe dintre urmatoarele proceduri:

1. Se examineazd macroscopic proba de
sange pentru prezenta aglutininelor la rece
(grunji In suspensie).

2. Se examineazd plasma obtinutd prin
centrifugare sau sedimentare spontand pentru o
culoare anormala (hemoliza sau icter), turbidi-
tate sau lipemie.

3. Se examineaza un frotiu de sange colo-
rat panoptic pentru sferocite, aglutinare la rece
sau modificari lipemice asupra eritrocitelor sau
a leucocitelor.

4. Se consultd materiale de referintd pen-
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tru alte cauze rar intalnite.

Procedura A (suspiciune de aglutini-
ne la rece)

Aglutininele la rece duc la formarea
unor agregate eritrocitare care 1n momentul
masurdrii pe analizoarele automate vor produce
numar de eritrocite (E) si hematocrit (Ht) fals
scazute si volum eritrocitar mediu (VEM), he-
moglobina eritrocitard medie (HEM) si CHEM
fals crescute. In functie de severitatea agluti-
ndrii, unii parametri pot fi in intervalul de refe-
rintd dar CHEM va fi, in general, peste 36 g/dl.
Pacientii cu microcite pot avea aglutinine la
rece (hemolizd autoimund) rezultatul fiind o
CHEM crescuta si un VEM aparent (fals) nor-
mal.

Etape de lucru

1. Nu se raporteaza rezultatele initiale
cu CHEM crescuta.

2. Se noteaza rezultatele initiale si fro-
tiul tras la temperatura camerei cu “TC”.

3. Se incdlzeste proba de sange la
37°C pentru 30-60 minute.

4. Dupa 30 minute se examineaza
plasma pentru lipemie, icter sau hemoliza. Daca
plasma nu este icterica, lipemica sau hemolizata
se omogenizeaza proba si se masoard imediat
pentru a obtine un rezultat “cald”. Se face si un
frotiu pe care pe langd nume si datd se noteaza
“cald”.

5. Se analizeaza rezultatul “cald”.

6. Daca CHEM a scazut sub 36 g/dl, E
a crescut $i VEM a scazut, se raporteaza rezul-
tatul “cald”, cu comentariul (1): “posibil agluti-
nine la rece, proba a fost incalzita la 37°C” in
dreptul numarului de leucocite.

7. In cazul in care a) s-a cerut si for-
muld leucocitard sau b) rezultatul “cald” are
CHEM sub 36 g/dl dar nu s-au modificat E sau
VEM sau c¢) in rezultatul “cald” CHEM nu a
scazut sub 36 g/dl dar s-a redus semnificativ iar
E a crescut comparativ cu rezultatul “TC”(si-
tuatie ce sugereaza prezenta de aglutinine cu
amplitudine termicad mare), se analizeaza frotiu-

rile “TC” si “cald”. Se confirma aglutinarea de
pe “TC”. Daca nu se poate demonstra, proba se
raceste la 4°C o ora, apoi se face un frotiu notat
“rece” pe care se urmareste aglutinarea. Se con-
firma absenta sau reducerea aglutindrii pe froti-
ul “cald”.

8. Daca este confirmatd aglutinarea
eritrocitard, se raporteaza rezultatul “cald”, se
adaugd comentariul (1) la numarul de leucocite
si se adaugd comentariul (2): “aglutinare eritro-
citard”. Dacd CHEM a ramas peste 36 g/dl iar
frotiurile au demonstrat aglutinarea eritrocitara
si numarul de leucocite (L), hemoglobina (Hb)
si numarul de trombocite (T) din rezultatul
“cald” se coreleaza cu frotiul, se raporteaza din
rezultatul “cald“doar L, Hb si T, se adauga co-
mentariul (3): “datoritd autoaglutinarii nu se pot
raporta numarul de eritrocite si indicii eritroci-
tari. Numarul de leucocite ar putea fi inexact” si
comentariul (1). Daca CHEM a ramas peste 36
g/dl iar frotiurile nu au demonstrat aglutinare
eritrocitard, se trece la procedura E.

9. Pacientii noi sunt raportai medicu-
lui de laborator, acestuia prezentandu-i-se froti-
urile “cald”, “TC” si/sau “rece” si copii ale re-
zultatelor “TC” sau “rece” (vezi procedura E).

Procedura B (lipemie, turbiditate,
substante interferente)

S-a aratat cd valorile Hb, HEM si
CHEM sunt fals crescute in prezenta lipemiei, a
hiperbilirubinemiei marcate (plasma icterica), a
emulsiilor de nutritie parenterald, a paraprotei-
nelor, hipergammaglobulinemiei, crioglobuline-
miei i a unor medicamente. Trigliceridele con-
tinute 1n chilomicroni produc o turbiditate cres-
cutd ce interfera cu citirea Hb in timp ce trigli-
ceridele din lipoproteinele cu densitate foarte
joasa nu au acest efect. Nici colesterolul nu in-
fluenteaza citirea Hb deoarece nu produce tur-
biditate.

In functie de substantd si concentratie,
plasma poate lua orice culoare de la clar pana la
brun-inchis, alb sau lactescent. Plasma lipemica
sau foarte icterica poate produce suficienta tur-
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biditate pentru a creste Hb. In plus, lipemia
poate interfera cu liza eritrocitelor. Foarte rar, o
substantd interferentd poate creste CHEM dar
plasma va fi clard. Pentru a corecta turbiditatea
trebuie efectuat un martor (blanc) al plasmei.

Etape de lucru (trebuie aplicate rapid,
pana nu apare hemoliza ce va interfera cu plas-
ma-blanc)

. Nu se raporteazd rezultatul cu
CHEM crescuta.

2. Se omogenizeaza proba asigurandu-
se ca este la temperatura camerei §i ca nu se
produce hemoliza prin agitare excesiva.

3. Se prepara o proba pentru centrifu-
gare. Se umple un tub Wintrobe cu sange sau se
pipeteaza 1 ml intr-o eprubetd de dimensiuni re-
duse. Se acoperd cu parafilm.

4. Se centrifugheaza 10 minute la 1500
— 1800 g (rcf).

5. Se examineaza plasma supernatanta.

6. In cazul in care este lipemica sau ic-
terica fara a fi hemolizata, se transfera intr-o
eprubeta separata.

7. Se analizeaza “plasma-blanc” la
analizorul automat.

8. Se inregistreaza rezultatul pe o foaie
de lucru speciald pentru probele lipemice sau
icterice. Aici se vor Inregistra ambele rezultate,
si cel initial si cel al plasmei-blanc.

9. Se calculeazd Hb corectata din for-
mula: Hb corectatd = Hb originald — [Hb data
de plasma-blanc x (1 — Ht original)].

10. Se recalculeaza HEM si CHEM:
HEM = Hb corectatai/E; CHEM = Hb
corectata/Ht.

11. Se raporteaza rezultatele. Daca
CHEM este in intervalul 32 - 36 g/dl, se rapor-
teaza rezultatele si se adaugd comentariul cores-
punzitor: (4)“Hb corectata pentru lipemie”;
(5)“proba icterica, Hb corectata”; (6)“Hb corec-
tatd pentru substante interferente”. Daca CHEM
este sub 32 g/dl iar indicii se coreleaza cu froti-
ul, se raporteaza rezultatul si se adaugd comen-
tariul corespunzator (4), (5) sau (6). Daca
CHEM este sub 32 g/dl iar indicii nu se corelea-

za cu frotiul, se raporteaza doar L, Hb si T din
rezultat si se adaugd comentariul corespunzator
(4), (5) sau (6). Daca CHEM a ramas peste 36
g/dl se raporteaza doar L, Hb si T si se refera
rezultatele (copia rezultatului original, foaia de
lucru pentru lipemie, frotiul de sange) catre me-
dicul de laborator pentru verificare si eventuale
comentarii suplimentare.

12. In cazul in care se suspecteazi pre-
zenta de paraproteine sau gammaglobuline, in
loc de procedura cu plasma blanc se poate inlo-
cui plasma originala: se ia o parte din proba, se
centrifugheaza, se noteaza pe eprubetd meniscul
supernatant si meniscul sediment, se scoate su-
pernatantul si se inlocuieste cu o cantitate egala
de diluent de la analizorul automat (solutie sali-
na echivalentd serului fiziologic). Se omogeni-
zeaza §i se citeste la aparatul automat.

13. Pentru pobele care dupa centrifu-
garea initiald sunt lipemice si hemolizate, se ra-
porteaza doar L, Hb si T din rezultat, se adauga
comentariul (7): “nu s-a putut corecta Hb pentru
lipemie datoritd hemolizei. Hb poate fi crescuta
datorita lipemiei. Nu se pot raporta numarul de
eritrocite i indicii”.

Procedura C (suspiciune de hemoliza
“in vivo”)

Acest fenomen apare foarte rar, iar
cand este detectat trebuie anuntat imediat medi-
cul de laborator.

Intr-o proba de la un pacient cu hemoli-
74 “in vivo”, rezultatul de Hb reprezinta atat Hb
din plasma cat si Hb din eritrocite. Importanta
pentru pacient si medicul curant este Hb eritro-
citara ce reprezinta hemoglobina functionala.

Etape de lucru

14. Se examineaza frotiul de sange, ur-
marindu-se prezenta de schizocite si/sau sfero-
cite. Absenta acestora exclude hemoliza “in
vivo”, nu se raporteaza rezultatul. in cazul in
care sunt prezente se continua:

1. Se centrifugheaza o parte din proba
10 minute la 1500 — 1800 g (rcf).

2. Se transferd plasma intr-o eprubeta
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separata.

3. Se analizeaza “plasma — blanc”.

4. Se Iinregistreaza rezultatele pe o
foaie de lucru de lipemie. Se inregistreazd am-
bele rezultate, cel original si cel al plas-
mei-blanc. Se noteaza ca este vorba de rezultat
corectat pentru hemoliza.

5. Se calculeaza Hb corectatd dupa
formula: Hb corectatdi = Hb originala — [Hb
data de plasma-blanc x (1 — Ht original)].

6. Se recalculeaza HEM si CHEM:
HEM = Hb corectati/E; CHEM = Hb
corectatd/Ht.

7. Se raporteaza rezultatele corectate si
se adauga comentariul (8): "Hb corectata pentru
hemoliza”.

8. Se raporteaza rezultatele originale
pentru L, E, VEM, Ht, RDW si formula leuco-
citara.

9. Se raporteaza T dupd verificarea
frotiului de sange.

Procedura D (suspiciunea de sferoci-
te)

In cazul in care sunt prezente sferocite
pe frotiu, se verificd rezultatele anterioare ale
pacientului, se raporteaza CHEM, se anunta
medicul de laborator in cazul in care este vorba
de un pacient nou si se trimite frotiul medicului
de laborator pentru verificare, la nevoie.

Procedura E (CHEM ramiane > 36
g/dl)

Daca pe frotiul de sange nu sunt sfero-
cite, modificari lipemice sau nu este prezenta
aglutinare la “TC”, iar proba centrifugatd nu
aratd lipemie, hemoliza sau icter, trebuie exclu-
sa aglutinarea la rece.

Etape de lucru

1. Se refrigereaza proba 30 minute.

2. Se omogenizeazd imediat, se face
un frotiu notat “rece”.

3. Se analizeaza pe analizorul automat
proba “rece”.

4. Se examineaza frotiul “rece” colorat

panoptic. Se determina daca refrigerarea a pro-
dus aglutinare la rece.

5. Se compara CHEM “rece” cu
CHEM original. Aglutininarea la rece va produ-
ce cresterea CHEM si a VEM si scaderea E.

Daca a fost demonstratd aglutinarea la
rece se urmeaza procedura A.

Daca CHEM ramane > 36 g/dl si au
fost excluse lipemia, icterul, substantele interfe-
rente, aglutininele la rece, sferocitele si hemoli-
za “in vivo”, se raporteaza doar L, Hb si T din
rezultat. Se refera frotiul de sange si rezultatele
la medicul de laborator pentru revizuire si even-
tuale comentarii suplimentare daca este necesar.

Multumiri

Documentatia prezentatd a fost oferita
de Laboratoarele Dynacare Kasper, Edmonton,
Canada.

Accesul la protocoalele de lucru a fost
posibil ca urmare a unei burse oferite de Labo-
ratoarele Dynacare Kasper si familia Higgins
din Edmonton, prin intermediul Asociatiei La-
boratoarelor Medicale din Roménia in perioada
23 septembrie — 17 octombrie 2006.

Ellen Klontz este manager al departa-
mentului de hematologie.

Abrevieri

E: numar de eritrocite;

T: numar de trombocite;

L: numar de leucocite;

Ht: hematocrit;

Hb: hemoglobina;

VEM: volum eritrocitar mediu;

HEM: hemoglobina eritrocitara medie;
CHEM: concentratia medie de hemoglobina eritroci-
tara;

RDW: indicele de distributie eritrocitar;
TC: temperatura camerei
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