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Malingen af MCV er fejlbehaftet!

Brug derfor MCH til anc

Av Jens Peter Philipsen’
og Kirsten Vikkelsg Madsen?

Med baggrund i egne undersggelser og
videnskabelig litteratur beskrives kendte
fejlkilder pa bestemmelsen af erythrocyt-
ters Middel Celle Volumen (MCV). Fejl-
kilder, som ogsa resulterer i fejlagtige
beregninger af B-erythrocytvolumen-
fraktion (EVF) og B-Erythrocyt (B-Ery),
middel-haemoglobin, stofkonc. (MCHC).
Kvantiteten Middel Celle Heemoglobin
(MCH) er ikke sa fejlbehzeftet og giver
bedre information ved anaemiudredning.
Det anbefales derfor, at MCH bruges til
anemiudredning fremfor MCV. EVE,
MCV og MCHC kunne altsa godt slettes
fra analyserepertoiret uden at fejldiag-
nosticere eller fejlbehandle af den grund,
dog med det forbehold, at Polycytaemi
Vera-patienter kan fa udfgrt en manuel
EVE

Historisk baggrund
11929 introducerede Maxwell M. Win-
trobe (1901-1986), der fik klinisk haema-
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tologi etableret som medicinsk subspe-
ciale, en preecis og nogenlunde korrekt
metode til bestemmelse af EVF (1). Win-
trobe beskrev ogsa beregning af MCYV,
MCH og MCHC (2) samt klassifikation af
anemier ud fra disse (3).

I haematologiens spade opstart var
kvaliteten af malingerne betydelig ander-
ledes end i dag. Ogsa maengden af kraevet
prgvemateriale var en del stgrre. Wintro-
bes bestemmelse af EVF var en sakaldt
makro-haematokrit, som kraevede ca. 1
mL blod og et rar, der var ca. 10 cm langt.
Selvom centrifugeringstiden var mindst
% time, blev der lidt plasma tilbage mel-
lem erythrocytterne, sdkaldt "trapped
plasma”, som resulterer i falsk forhgjet
EVE Med mikrohamatokrit-metoden,
som bruges i dag, hvor der benyttes ca.

75 uL fuldblod, er meaengden af "trapped
plasma” veesentlig mindre. Denne maling
kan udferes meget preecist (CV < 0,5 %)
og med korrektion i henhold til The
International Council for Standardization
in Haematology (ICSH) (4) ogsa meget
korrekt.

Wintrobes maling af EVF var mere
palidelig end malingen af B-heemoglobin
(B-Hb) og isaer bestemmelsen af antal-
let af B-Ery. Derfor blev bestemmelsen af
MCV (EVF/Ery) og MCH (Hb/Ery) tilsva-
rende upracise.

emiudredning

[ 1953 fik Wallace Coulter patent pa sin
opfindelse af impedansprincippet til tzel-
ling og starrelsesbestemmelse af diverse
partikler, herunder B-Ery, B-thrombo-
cytter og B-leukocytter. Dette gjorde ery-
throcyt-teellingen meget mere praecis.
Den elektriske impuls, der dannes, nar en
celle passerer talle-hullet, er nogenlunde
proportional med cellens stgrrelse. Dog
pavirkes malingen ogsd af antikoagulan-
set, osmolaliteten i plasma og cellernes
viskositet (~MCHC).

EVF pa heematologiapparaterne blev
kalibreret over for en centrifugeret EVE,
som kunne vare korrigeret for "trapped
plasma”. Meengden af "trapped plasma”
blev malt ved at tilsaette radioaktivt albu-
min eller fibrinogen og malte radioakti-
viteten i erythrocytlaget. Derved var det
muligt at beregne, hvor meget plasma
der var fanget mellem erythrocytterne.
Malingerne varierede dog fra1,3-3,2 %,
dvs. de var ret upalidelige. Coulter Ele-
ctronics, der i kraft af deres patent var
enerddende pa markedet, valgte i 1974
at korrigere deres kontroller pd MCV og
dermed EVF ned med ca. 3 %. Dengang
var det udbredt praksis at kalibrere pa
kontrollerne, sa pludselig faldt EVF og
MCV med 3 %, mens MCHC steg med
3 % (5). Med ICSH's nuvaerende refe-
rencemetode er korrektionen kun ca.
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FIGUR 1: Antikoagulanset K EDTA pévirkning p& MCV’s normalfordeling. Normalfordelin-

gen omkring referenceintervallet er sdledes, at 2,5 % af raske personer er under referencein-

tervallet (gren kurve), og 2,5 % er over referenceomradet. Nér der benyttes K EDTA, skrumper

erythrocytter med 2-3 % og det sendrer fordelingen, sé nu er 7 % af alle raske personer under

referenceintervallet, og 0,7 % over referenceintervallet (red kurve).

0,7 %. Fejlen pa +0,7 % blev endret til en
fejl pa -2,3 % ved denne overkorrektion.
Selvom Coulter efter patentets udlgb fik
mange konkurrenter, overtog disse tilsy-
neladende denne fejlagtige korrektion.

Tilbage til nutiden

Ilgbet af de naesten 100 ar, der er gaet
siden Wintrobe praesenterede heemato-
kritten, er praecisionen pa heematologi-
udstyr blevet betydeligt bedre. Pa disse
apparater males/telles B-Hb, B-Ery og
MCV. Pa basis af disse beregnes:

EVF = Ery x MCV
MCH = Hb/Ery
MCHC = Hb/(Ery x MCV)

Pa trods af mange ars erfaring inden
for haematologiske malinger findes der
stadig fejlkilder pa de malte kvantite-
ter. Eksempelvis malingen af B-Hb, hvor
uklarhed eller turbiditet giver falsk for-
hgjede verdier, da det absorberer lys. Det
ses iseer ved lipeemiske prever, men det
kan ogsd med nogle metoder (men ikke
alle) ses ved hgjt leukocyttal. Dermed
bliver MCH og MCHC ligeledes falsk for-
hgjet.

En anden fejlkilde kan vaere, hvis
plasma indeholder kuldeagglutininer,
hvor erythrocytterne klumper sammen

ved stuetemperatur. Disse klumper bliver
enten ikke talt med eller kun som én ery-
throcyt, derfor bliver erythrocyttallet for
lavt. MCHC bliver oftest meget forhgjet
ved kuldeagglutininer. Massiv haemolyse
vil ogsa reducere antallet, men det ses
sjeeldent i praksis. Ved meget hgjt leuko-
cyttal kan iseer sma lymfocytter interfe-
rere med malingen, da de forveksles med
erythrocytter og dermed teelles som ery-
throcytter og ikke leukocytter (6).

Typen af antikoagulans kan ogsa
pavirke MCV. Erythrocytterne skrumper
2-3 %, hvis blodprgven tages i et K;EDTA-
fremfor K,EDTA-stabiliseret glas (7).
Herved forrykkes malingerne, sd 7 % af
"raske” patienter kommer under referen-
ceintervallet, mens kun 0,7 % kommer
over referenceintervallet (figur 1). Hvis
provetagningsrgret ikke fyldes tilstraek-
keligt, s3 koncentrationen af antikoagu-
lanset stiger ses noget tilsvarende (8).
K,EDTA blev allerede i 1993 anbefalet af
ICSH som antikoagulans til heematologi-
ske analyser (9), sd det burde for lengst
veere indfert pd alle laboratorier.

Kuldeagglutininer, lipaemi og lav
osmolalitet /lav P-Natrium (P-Na) kan
opdages ved, at MCHC bliver forhgjet.
MCHC-veerdier over 22,6 mmol/L skyldes
faktisk altid en fejlmaling. Der er ikke en
tilsvarende graense nedadtil.
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Pracision og korrekthed

Ved god preecision f4s omtrent samme
veerdi, nar der laves flere malinger pa
samme prove. Beskrives med stan-
darddeviation (SD) eller variationskoeffi-
cient (CV, oftest i %)

Ved god korrekthed (= akkuratesse)
er gennemsnittet af flere malinger teet
pé den sande veerdi. Beskrives ved
afvigelsen fra dette, dvs. den systema-
tiske fejl, som nu oftest kaldet bias.

Impedans- eller ledningsevne
princippet

Med denne metode ledes cellerne gen-
nem et ganske lille hul (50-100 pm i dia-
meter). Gennem hullet ledes en strom,
og nar en celle passerer, stiger den
elektriske modstand (ohm) og dermed
spaendingen (volt). Signalernes antal og
storrelse registreres, hvorved antallet og
starrelsen af erythrocytter bestemmes.

The International Council for
Standardization in Haematology (ICSH)

ICSH blev nedsat i 1963 af European
Society for Hematology og efter-
folgende anerkendt af International
Society for Hematology. Formalet er

at skabe korrekte og reproducerbare
hamatologiske analyseresultater. For at
gore dette er der nedsat internationale
ekspertgrupper, som kommer med for-
slag til standardisering og etablering af
referencemetoder indenfor haematologi.
Rekommendationer herfra ber folges.

Dansk Institut for Ekstern
Kvalitetssikring for laboratorier
i Sundhedssektoren (DEKS)

10 gange om aret udsender DEKS
haematologikontroller til landets labora-
torier. P4 de haematologiske parametre
bestemmes middelvaerdier og spred-
ning. P& 4 af kontrollerne bestemmes
desuden en korrekt og meget preecis
veerdi p& B-Hb og EVF bestemt med
referencemetoder. Disse malinger er det
bedste bud pa laboratoriets korrekthed.
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F1GUR 2: MCV's a&ndring in vitro. Ved fortynding af erythrocytter vil bade sterrelsen og volumen af erythrocytten afhaenge af den extracellu-
lzere vaeskes osmolalitet. Hvis erythrocytter fra en patient med en hgj P-Na fortyndes, vil veeske traenge ind i erythrocytten og svulme op. Hvis
erythrocytter fra en patient med lav P-Na fortyndes, vil veeske traenge ud af erythrocytten og erythrocytten vil skrumpe. Teoretisk vil en erythrocyt
fra en patient med P-Na = 160 mmol/L svulme op fra 90 fL til 99 fL og med en P-Na = 120 mmol/L skrumper erythrocytten fra 90 fL til 81 fL (12).

Hvor godt skal det veere?
@nskelig analysekvalitet kan fastlegges i
forhold til biologisk variation (10):

Praecision (CV %): 0,5 x intraindividuel
variation

Korrekthed (Bias %): 0,25 x total vari-
ation

Dermed skal savel variationen inden
for personen (= intraindividuel varia-
tion) kendes, samt populationens totale
variation. Variationerne findes i Euro-
pean Federation of Clinical Chemistrys
database (11). For MCV er total biologisk
variation = 3,8 % og gnskelig bias derfor
< 3,8 %/4= 0,9 % eller ca. 0,9 fL, altsa et
ganske strengt gnske.

Mulige fejlkilder pa maling af MCV
Kalibrering

Som beskrevet ovenfor s har flere produ-
center af haematologiudstyr tidligere leve-
ret kalibratorer, hvor EVF var overkorrige-
ret for "trapped plasma”. Derfor blev MCV
beregnet til at veere lavere end den egent-
lig er. Af samme grund er de fleste refe-
renceintervaller for MCV angivet for lavt.
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Vurderet ud fra DEKS-resultaterne (tilsva-
rer Noklus eksternt kontrollprogram, red.
anm.) ser det dog ud til, at denne fejlkali-
brering over arene er blevet rettet.

P-Natrium/P-Osmolalitet

En heematologisk automatiseret analyse
starter med en fortynding af blodprg-
ven med en isotonisk vaeske, som har en

F1GUR 3: MCV-fejlen

Sysmex XE2100 afhaenger af P-Natrium
15% (~osmolaliteten). Den
R? =0,85 2 .
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wl e Linezer (Malte vaerdier) tervallet, er der en del
-15% malinger uden for accep-
120 130 140 150 160

P-Natrium, mmol/I

tomradet (n=41) (12).
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FIGUR 4. MCV stiger, nar P-Na stiger. Samhgrende malinger af P-Na og MCV-fejlen fra en patient under thiazid-behandling. A) Den formodede

korrekte MCV-maéling (89,4 fL) er taget 3 uger inden indlaeggelsen (P-Na = 137 mmol/L). Fejlen p4 MCV er beregnet som forskellen mellem den for-
modede korrekte MCV-maling (89,4 fL) inden indleeggelsen og den aktuelle MCV-maéling. Ved indlzeggelsen var P-Na = 112 mmol/L og MCV = 82,2
fL, dermed bliver den formodede fejl 7,2 fL. MCV-maélingerne blev udfert pa Sysmex XN900O. B) Figuren viser den beregnede procentvise MCV-fejl.

osmolalitet svarende til 290 mOsmol/
kg eller P-Na pa 140 mmol/L. Dermed
opretholder erythrocytten dens oprin-
delige volumen, da osmolaliteten inden
i erythrocytten er tilsvarende osmola-
liteten uden for erythrocytten. Hvis en
patients plasma har en aendret osmo-
lalitet i forhold til fortyndingsveesken,
vil det pavirke erythrocyttens stgrrelse.
Vaeske passerer erythrocyt-membranen
via osmose, indtil der er ens osmolali-
tet pd yder- og indersiden af erythrocyt-
ten, hvorved erythrocyttens volumen vil
endres (figur 2). Dermed vil den malte
MCYV ikke afspejle patientens reelle MCV
ikroppen (12).

Natrium er den helt dominerende posi-
tive ion i plasma og er i almindelighed
proportional med osmolaliteten. Zndrin-
ger i P-Na @ndrer dermed den malte
MCV. Ogsa andre osmotisk aktive ioner,
f.eks. P-Glucose og P-Carbamid kan
pavirke plasmas osmolalitet og dermed
resultere i forkerte malinger af MCV (13).

Hvis man vil undersgge, om oven-
naevnte teoretiske betragtninger ogsa

galder i det virkelige liv, ma man sam-
menligne en korrekt bestemt MCV med
MCV-malingen pd apparatet. Da den cen-
trifugerede EVF ikke bliver fortyndet, er
den uafhangig af patientens P-Na/osmo-
lalitet. Apparaternes teelling af erythro-
cytter er ogsa tilneermelsesvis korrekt, og
derfor kan man beregne en korrekt MCV:
EVEF/Ery. Forskellen mellem apparatets
MCV-maling og den korrekte er fejlen pa
MCYV, som det ses pa figur 3. Dette ekspe-
riment viser overordentlig god sammen-
haeng mellem, hvad man teoretisk kan
beregne (gron stiplet linje), og hvad der
males (rad stiplet linje) (12).

Patientcase

En patient indlaegges pa Hillergd Hospi-
tal med lav P-Na pga. behandling med
thiazid, der virker vanddrivende, men
ogsd kan resultere i lav P-Na.

Tre uger inden indleggelsen var
patientens P-Na malt til 137 mmol/L og
MCV var 89,4 fL, begge indenfor referen-
ceintervallet og formodes at vaere kor-
rekte. Ved indleggelsen blev MCV malt

til 81,8 fL (Sysmex XN9000) og P-Na var
108 mmol/L. Efter ophgr med thiazid-be-
handling steg P-Na, og samtidig steg den
malte MCV (figur 4A). Den procentvise
MCV-fejl ses pa figur 4B.

En sendring pa 1 mmol/L P-Na resulte-
rer altsd i en fejl pa 0,28 fL. pd MCV-ma-
lingen (Sysmex XN9000), se figur 4A,
hvor tidligere eksperimenter har pavist
en fejl pd 0,47 fL, ved en @&ndring i P-Na
pa 1 mmol/L (Sysmex 2100) (12). Dette
kan tyde p3, at den nye Sysmex XN900O
er bedre til at male en mere korrekt MCV
end den tidligere udgave.

Zndring af MCV ved henstand

Ved valideringen af MCV pa Nordsjzl-
lands Hospital i Hillergd blev MCV malt
pa 20 patientprgver efter o, 2, 4, 6, 24, 48
og 72 timer. Nar patientpreven opbeva-
res ved 4° C, forbliver MCV-malingen
nogenlunde uandret, ogsa efter 72 timer,
hvor MCV-fejlen er 1,7 %. Nar blodpregven
opbevares ved 20°C, er MCV-fejlen alle-
rede efter 6 timer 1,7 % og efter 24 timer
er fejlen 8,6 % (figur 5).
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F1GUR 5: MCV’s holdbarhed. MCV blev mélt (Sysmex XN9000)
efter 0, 2, 4, 6, 24, 48 og 72 timer efter blodprevetagning pa
K,EDTA-stabiliseret blod. Blodprgverne blev opbevaret ved hen-
holdsvis 4°C (n=20) og 20°C (n=20). MCV-fejlen blev beregnet ud fra
forskellen mellem malingen til tiden O timer og den aktuelle tid.

Mens B-Hb og B-Ery er holdbare over
lang tid, geelder det samme absolut ikke
for MCV. Hvis vi anlegger fornaevnte
krav til manglende korrekthed pa <0,9 %

FIGUR 6: Lav MCHC kan pévirke MCV-maélingen pa haemato-
logisk apparatur uden hydrodynamisk fokusering. MCV-fejlen

er beregnet som forskellen mellem den manuelle bestemte MCHC
(B-Hb/EVF manuelt bestemt) og den méalte MCV (Coulter CS+). Coul-
ter CS+ har ikke hydrodynamisk fokusering (13).

Referenceintervaller iflg. Nordic
Reference Interval Project (NORIP) (16)

det kan ses pa figur 6, males erythrocyt-

terne mindre ved lav MCHC, hvilket igen

pavirker beregningen af MCHC og EVE
En patient med Polycyteemi Vera (over-

vil prgverne kun vaere holdbare i ca. 3 Kvantitet Lav  Hgj produktion af erythrocytter) far malt

timer. Det samme er ogsd geeldende for B-Hb (g/dL) ¢ 11,7 153 B-Hb og B-Ery pa Sysmex XN90O0O og

afledte kvantiteter som EVF og MCHC. B-Hb (g/dL) 3 134 17,0 manuelt bestemt EVE hvorefter MCV og

MCH derimod aendrer sig ikke. MCHC beregnes, siledes at de korrekte
AR i) 3 9.5 kvantiteter er:

MCV-madlingen padvirkes pa nogle B-Hb (mmol/L) & 83 105 B-Hb: 9,0 mmol/L

apparater af MCHC B-Ery (10'%/L) ¢ 394 5,16 B-Ery: 7,5 x 10*%/L

Haematologisk apparatur uden hydro- B-Ery (10'2/L) & 425 571 EVF: 0,52

dynamls.k fokusering, som Coulter S+ EVF © 0,348 0,459 MCV: 69,3 fL

eller nutidens POCT-udstyr, kan male MCHC: 17,3 mmol/L

MCV forkert, iszer ved lav MCHC. Vedlavy V% ¢ 0,395 0,500 Hvis milingen foregir pa en Coulter

MCHC vil erythrocyttens viskositet mind- ~ MCV (fL) 82 98 S+, vil méale-fejlen pA MCV veere -13,5 %

skes, og derfor bliver erythrocytten mere MCH (pg) 27,1 33,3 (69,3 fL-13,5 %) = 60 fL, altsd 9,3 fL. mindre

langstrakt, ndr den passerer teellehullet, MCH (fmol) 168 2,07 end erythrocytten reelt er. Den beregnede

sa MCV rgal.es mindre, end den r.eelt er. MCHG (g/100 mL) 317 357 MCHC bliver dermed ogsa fejlbehaef-

Denne fejlkilde har veeret kendt i mange tet: (9 mmol/L)/(7,5 x 10%2/L x 60 fL) = 20

ar og nedenstdende eksempel er fra en HIEIRE (e U 257 mmol/L, hvor den reelt er 17,3 mmol /L.

dansk undersggelse i Alborg (14). Som P-Natrium (mmol/L) 137 144 Tilsvarende er den beregnede EVF
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(7,5 x10%?/L x 60 fL) = 0,45, hvor den
reelt er 0,52. Klinikerne vil pa basis af
EVF = 0,45 vurdere, at behandlingen er
tilstraekkelig, men med en reel EVF pa
0,52 er denne stadig alt for hgj, og patien-
ten bar tappes yderligere for blod. Denne
fejl har gennem arene antagelig medfart
fejlbehandling af patienter med Polycy-
teemi Vera.

Det skal dog anfores, at apparater,
der anvender isovolumetrisk spheering
(ADVIA) eller hydrodynamisk fokuse-
ring (Sysmex m.fl.), slet ikke, eller kun i
begraenset omfang, har denne fejl.

Diskussion

Hurtig og korrekt diagnosticering af
anami er tidsbesparende og gkonomisk
fordelagtigt bade for den enkelte patient,
for sundhedsvaesnet og for hele sam-
fundet. Derfor er det vigtigt, at de malte
kvantiteter, der diagnosticeres ud fra, er
sa korrekte som muligt. Denne artikel
gennemgar mange kendte fejlkilder pa
malingen af MCV. Da MCV indgar i bereg-
ningen af EVF og MCHC, vil disse kvanti-
teter ogsa veere fejlbehaftede, hvis MCV
er malt ukorrekt.

Heldigvis har pavisningen af mange
fejlkilder resulteret i @endrede procedurer
pa laboratorierne, f.eks. benyttes K,EDTA
fremfor K;EDTA som antikoagulans til
hamatologiske prever.

Angdende indsendte prgver fra prak-
tiserende laeger, hvor transporttiden
og opbevaringen undervejs kan variere
betydeligt, er transporten en betydelig
fejlkilde for isaer MCV. Problemet kan
reduceres ved at opbevare prgven ved 4°C
indtil analysering. En reel lgsning er at
benytte MCH i stedet for MCV, da MCH
beregnes ud fra B-Hb og B-Ery. Der kan
selvfglgelig ogsd veere fejl pa malingerne
af B-Hb og B-Ery, men disse fejl er ikke sa
hyppige. MCH kunne derfor bruges som
forste indgang til ansemiudredning i ste-
det for MCV.

En anden MCV-fejlkilde er osmolalite-
ten i patientens blod. Hvis man gnsker en
korrekt MCV, bgr P-Na males samtidig,
og MCV-resultatet bor korrigeres til en
P-Na pd 140 mmol/L.

Patienter med Polycytaemi Vera
behandles ud fra deres EVE hvor malet

for kvinder er EVF < 0,42 og for meend
< 0,45.1den sammenhang er EVF en vig-
tig analyse, som skal bestemmes praecist
og korrekt. For denne lille patientgruppe
bor der udfares en manuel EVE EVF
burde altsd vaere en specialanalyse forbe-
holdt disse patienter.

MCV, MCH og MCHC bruges forst og
fremmest til aneemiudredning. MCV
og MCH fplges i almindelighed ad, men
som beskrevet er der mange fejlkilder pa
MCV. MCH er derfor efter vores opfat-
telse altid bedre end MCV. Til specielle
anemityper som thalassaemi, hvor der
enten dannes for fa a- eller f-kaeder, er
der ofte meget lav MCV og MCH. Her er
MCH igen bedre end MCV. I den engelske
screening for thalassaemi (15) er det ogsd
MCH, der bruges.

Konklusion

Konklusionen er, at malingen af MCV er
fejlbeheeftet, brug derfor MCH i anaemi-
udredningen! Bade EVF og MCHC bereg-
nes ud frabl.a. MCV, og dermed er disse
kvantiteter ogsa behaftet med usikker-
hed. MCHC tilfgrer ingen ny informa-
tion, ud over hvad der kan ses af MCH.
EVE MCV og MCHC kunne altsa godt
slettes fra analyserepertoiret uden at fejl-
diagnosticere eller fejlbehandle af den
grund, dog med det forbehold at Poly-
cytemi Vera-patienter kan fa udfert en
manuel EVE. Ved at fjerne MCV, MCHC og
EVF fra analyserepertoiret vil maengden
af overflgdig stoj reduceres og dermed
reducere risikoen for, at et vigtigt resultat
overses.
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