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Malingen af MCV

er fejlbehzeftet!

Brug derfor MCH til

anemiudredning

ed baggrund i egne underspgelser og vi-

denskabelig litteratur beskrives kendte fejl-

kilder p& bestemmelsen af erythrocytters

Middel Celle Volumen (MCV). Fejlkilder,
som ogsa resulterer i fejlagtige beregninger af B-ery-
throcytvolumenfraktion (EVF) og B-Erythrocyt, middel-
haemoglobin, stofkonc. (MCHC). Kvantiteten Middel Cel-
le Heermoglobin (MCH) er ikke sa fejlbehaeftet og giver
bedre information ved anaemiudredning. Det anbefales
derfor, at MCH bruges til anzemiudredning fremfor MCV.
EVE, MCV og MCHC kunne altsé godt slettes fra analyse-
repertoiret uden at fejldiagnosticere eller fejlbehandle
af den grund, dog med det forbehold, at Polycyteemi Ve-
ra-patienter kan fa udfgrt en manuel EVE

Historisk baggrund

11929 introducerede Maxwell M. Wintrobe (1901-1986),
der fik klinisk heematologi etableret som

medicinsk subspeciale, en preaecis og nogenlunde korrekt
metode til bestemmelse af EVF (1). Wintrobe beskrev
ogsa beregning af MCV, Middel Celle Heemoglobin
(MCH) og MCHC (2) samt klassifikation

af anseemier ud fra disse (3).

I heematologiens spaede opstart var kvaliteten af ma-
lingerne betydelig anderledes end i dag. Ogsa meengden
af kreevet prgvemateriale var en del stprre. Wintrobes
bestemmelse af EVF var en sdkaldt makro-heematokrit,
som kreevede ca.1ml blod og et r¢r, der var ca. 10 cm
langt. Selvom centrifugeringstiden var mindst /2 time,
blev der lidt plasma tilbage mellem erythrocytterne, sa-
kaldt "trapped plasma”, som resulterer i falsk forhgjet
EVFE. Med mikrohaematokrit-metoden, som bruges i dag,
hvor der benyttes ca. 75 pl fuldblod, er meengden af
"trapped plasma” veesentlig mindre. Denne maling kan
udfgres meget preecist (CV < 0,5%) og med korrektion i
henhold til The International Council for Standardizati-
on in Haematology (ICSH) (4) ogsa meget korrekt.

Wintrobes maling af EVF var mere pélidelig end ma-
lingen af B-heemoglobin (B-Hb) og iseer bestemmelsen
af antallet af erythrocytter (Ery). Derfor blev bestemmel-
sen af MCV (EVF/Ery) og MCH (Hb/Ery) tilsvarende
upreaecise.

11953 fik Wallace Coulter patent pa sin opfindelse af

Praecision og korrekthed

Ved god praecision fas omtrent
samme veerdi, nar der laves flere
malinger pa samme prove. Be-
skrives med standarddeviation
(SD) eller variationskoefficient
(CV, oftest i %).

Ved god korrekthed (= akkura-
tesse) er gennemsnittet af flere
malinger teet pa den sande veer-
di. Beskrives ved afvigelsen fra
dette, dvs. den systematiske fejl,
som nu oftest kaldes bias.

The International Coun-
cil for Standardization in
Haematology (ICSH)

ICSH blev nedsat i 1963 af Euro-
pean Society for Hematology og
efterfglgende anerkendt af In-
ternational Society for Hemato-
logy. Formalet er at skabe kor-
rekte og reproducérbare haema-
tologiske analyseresultater. For
at gore dette er der nedsat in-
ternationale ekspertgrupper,
som kommer med forslag til
standardisering og etablering

af referencemetoder inden for
haematologi. Rekommandatio-
ner herfra ber fglges.

Impedans- eller lednings-
evne-princippet

Med denne metode ledes
cellerne gennem et ganske lille
hul (50-100 ym i diameter).
Gennem hullet ledes en stregm,
og nar en celle passerer, stiger
den elektriske modstand (ohm)
og dermed spaendingen (volt).
Signalernes antal og starrelse
registreres, hvorved antallet og
starrelsen af erythrocytter be-
stemmes.



impedansprincippet til teelling og sterrelsesbe-
stemmelse af diverse partikler, herunder B-Ery-
throcytter (Ery), B-thrombocytter og B-leukocyt-
ter. Dette gjorde erythrocyt-teellingen meget
mere preecis. Den elektriske impuls, der dannes,
nar en celle passerer teelle-hullet, er nogenlunde
proportional med cellens stgrrelse. Dog pavirkes
malingen ogsé af antikoagulanset, osmolaliteten
i plasma og cellernes viskositet (~MCHC).

EVF pd haematologiapparaterne blev kalibreret
over for en centrifugeret EVF som kunne veere
korrigeret for "trapped plasma”. Maengden af
"trapped plasma” blev mélt ved at tilseette radio-
aktivt albumin eller fibrinogen og malte radio-

Referenceintervaller iflg. NORIP (6)

KVANTITET Lav Hoj
B-Hb, g/L % nz 153
B-Hb, g/L 7 134 170
B-Hb, mmol/L ¢ 73 9,5
B-Hb, mmol/L & 8,3 10,5
B-Ery, *102/L @ 3,94 516
B-Ery, *10'2/L & 4,25 5,71
EVF? 0,348 0,459
EVF & 0,395 0,500
MCV, fL 82 98
MCH, pg 271 33,3
MCH, fmol 1,68 2,07
MCHC, g/L 317 357
MCHC, mmol/L 19,7 22,2
P-Natrium, mmol/L 137 144

aktiviteten i erythrocytlaget. Derved var det mu-
ligt at beregne, hvor meget plasma der var fanget
mellem erythrocytterne. Malingerne varierede
dog fra 1,3-3,2 %, dvs. de var ret upélidelige. Coul-
ter Electronics, der i kraft af deres patent var ene-
rddende pa markedet, valgte i 1974 at korrigere
deres kontroller p4 MCV og dermed EVF ned med
ca. 3 %. Dengang var det udbredt praksis at kali-
brere pa kontrollerne, s& pludselig faldt EVF og
MCV med 3 %, mens MCHC steg med 3 % (5). Med
ICSH'’s nuveerende referencemetode er korrektio-
nen kun ca. 0,7 %. Fejlen pé +0,7 % blev eendret til
en fejl pa -2,3 % ved denne overkorrektion. Selv-
om Coulter efter patentets udlpb fik mange kon-
kurrenter, overtog disse tilsyneladende denne
fejlagtige korrektion.

Tilbage til nutiden

Ilpbet af de naesten 100 ar, der er géet, siden
Wintrobe preesenterede haematokritten, er pree-
cisionen pd heematologiudstyr blevet betydeligt
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bedre. P4 disse apparater males/tzelles B-Heemo-
globin, B-Erythrocytter og MCV. P4 basis af disse
beregnes:

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

Pa trods af mange ars erfaring inden for heema-
tologiske mélinger findes der stadig fejlkilder pa
de malte kvantiteter. Eksempelvis mélingen af
B-Hemoglobin, hvor uklarhed eller turbiditet
giver falsk forhgjede veerdier, da det absorberer
lys. Det ses iseer ved lipaemiske prover, men det
kan ogsa med nogle metoder (men ikke alle) ses
ved hejt leukocyttal. Dermed bliver MCH og
MCHC ligeledes falsk forhgjet.

En anden fejlkilde kan veere, hvis plasma inde-
holder kuldeagglutininer, hvor erythrocytterne
kKlumper sammen ved stuetemperatur. Disse
kKlumper bliver enten ikke talt med eller kun som
én erythrocyt, derfor bliver erythrocyttallet for
lavt. MCHC bliver oftest meget forhgjet ved kul-

deagglutininer. Massiv haemolyse vil ogsé redu-
cere antallet, men det ses sjeeldent i praksis. Ved
meget hgjt leukocyttal kan iseer sma lymfocytter
interferere med mélingen, da de forveksles med
erythrocytter og dermed teelles som erythrocyt-
ter og ikke leukocytter (7).

Typen af antikoagulans kan ogsd pavirke MCV.
Erythrocytterne skrumper 2-3 %, hvis blodprgven
tages i et K3EDTA- fremfor KoEDTA-stabiliseret
glas (8). Herved forrykkes malingerne, sa 7 % af
"raske” patienter kommer under referenceinter-
vallet, mens kun 0,7 % kommer over reference-
intervallet. Hvis provetagningsrgret ikke fyldes
tilstreekkeligt, s4 koncentrationen af antikoagu-
lanset stiger, ses noget tilsvarende (9), se figur 1.

K2EDTA blev allerede i 1993 anbefalet af ICSH
som antikoagulans til heematologiske analyser
(10), sa det burde for leengst veere indfprt pa alle
laboratorier.

Kuldeagglutininer, lipsemi og lav osmolalitet/
lav P-Natrium (P-Na) kan opdages ved, at MCHC

FIGUR 1: Antikoagulanset
KEDTA pavirkning pa MCV’s
normalfordeling.
Normalfordelingen omkring
referenceintervallet er saledes,
at 2,5 % af raske personer er
under referenceintervallet (gren
kurve), og 2,5 % er over refe-
renceomradet. Nar der benyttes
K3EDTA, skrumper erythrocyt-
ter med 2-3 % og det aendrer
fordelingen, sa nu er 7 % af alle
raske personer under referen-
ceintervallet, og 0,7 % over re-
ferenceintervallet (rad kurve).

@nskelig analyse-
kvalitet i forhold til
biologisk variation'

Praecision (CV%):
Y2 intraindividuel
variation

Korrekthed (Bias%):
Ya total variation

Dansk Institut for Eks-
tern Kvalitetssikring
for laboratorier i Sund-
hedssektoren (DEKS)

10 gange om éaret udsen-
der DEKS hamatologikon-
troller til landets laboratori-
er. P4 de haematologiske
parametre bestemmes mid-
delveerdier og spredning.
Pa 4 af kontrollerne be-
stemmes desuden en kor-
rekt og meget praecis vaerdi
pa B-Hb og EVF bestemt
med referencemetoder.
Disse malinger er det bed-
ste bud pa laboratoriets
korrekthed.



FIGUR 2: MCV s a&ndring in vitro.

Ved fortynding af erythrocytter vil
bade starrelsen og volumen af ery-
throcytten afhaenge af den extracel-
lulzere vaeskes osmolalitet. Hvis ery-
throcytter fra en patient med en hgj
P-Na fortyndes, vil vaeske traenge
ind i erythrocytten og svulme op.
Hvis erythrocytter fra en patient
med lav P-Na fortyndes, vil vaeske
traenge ud af erythrocytten og ery-
throcytten vil skrumpe. Teoretisk vil
en erythrocyt fra en patient med
P-Na= 160 mmol/I svulme op fra 90
fL til 99 fL og med en P-Na= 120
mmol/L skrumper erythrocytten fra
90 fL til 81 fL (13).

FIGUR 3: MCV-fejlen afhaenger
af P-Natrium ~ osmolaliteten.

Den malte MCV-fejl beregnes
som forskellen mellem den kor-
rekte MCV (manuelt bestemt)
og den malte MCV (Sysmex XE
2100). Referenceintervallet for
P-Natrium er markeret pa figu-
ren. @nskelig kvalitet pa < 0,9 %
ligger mellem de 2 stiplede ac-
ceptlinjer, som ogsa er markeret
pa figuren. Selv nar P-Natrium
er inden for referenceintervallet,
er der en del malinger uden for
acceptomradet (n=41) (13).
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bliver forhgjet. MCHC-veerdier over 22,6 mmol/l
skyldes faktisk altid en fejlméaling. Der er ikke en
tilsvarende graense nedadtil.

Hvor godt skal det vaere?

@nskelig analysekvalitet kan fastleegges i forhold
til biologisk variation. Dermed skal s&vel varia-
tionen inden for personen (= intraindiviuel varia-

tion) kendes, samt populationens totale variation.

Variationerne findes i European Federation of
Clinical Chemistrys database (12). For MCV er
total biologisk variation = 3,8 % og g¢nskelig bias
derfor = 3,8 %/4 = 0,9 % eller ca. 0,9 fL, altsé et
ganske strengt pnske.

Mulige fejlkilder pa maling af MCV
Kalibrering:

Som beskrevet ovenfor sa har flere producenter
af heematologiudstyr tidligere leveret kalibratorer,
hvor EVEF var overkorrigeret for "trapped plasma”.
Derfor blev MCV beregnet til at veere lavere, end
den egentlig er. Af samme grund er de fleste refe-
renceintervaller for MCV angivet for lavt. Vurderet
ud fra DEKS-resultaterne ser det dog ud til, at den-
ne fejlkalibrering over arene er blevet rettet.

P-Natrium/P-Osmolalitet:
En haematologisk automatiseret analyse starter
med en fortynding af blodprgven med en isoto-

Forr ndemges e

v mideag i #ihe

nisk vaeske, som har en osmolalitet svarende til
290 mOsmol/kg eller P-Na pé 140 mmol/L. Der-
med opretholder erythrocytten dens oprindelige
volumen, da osmolaliteten inden i erythrocytten
er tilsvarende osmolaliteten uden for erythro-
cytten. Hvis en patients plasma har en eendret
osmolalitet i forhold til fortyndingsveesken, vil
det pavirke erythrocyttens stgrrelse. Veeske pas-
serer erythrocyt-membranen via osmose, indtil
der er ens osmolalitet pa yder- og indersiden af
erythrocytten, hvorved erythrocyttens volumen
vil eendres. Dermed vil den malte MCV ikke af-
spejle patientens reelle MCV i kroppen, se figur 2
(13).

Natrium er den helt dominerende positive ion
iplasma og er i almindelighed proportional med
osmolaliteten. £ndringer i P-Na s&endrer dermed
den méalte MCV. Ogsd andre osmotisk aktive
ioner, f.eks. P-Glucose og P-Carbamid kan péavirke
plasmas osmolalitet og dermed resultere i for-
kerte malinger af MCV (14).

Hvis man vil underspge, om ovenneevnte teo-
retiske betragtninger ogsé geelder i det virkelige
liv, m& man sammenligne en korrekt bestemt
MCV med MCV-malingen pa apparatet. Da den
centrifugerede EVF ikke bliver fortyndet, er den
uafheengig af patientens P-Na/osmolalitet. Ap-
paraternes teelling af erythrocytter er ogsa til-
nzaermelsesvis korrekt, og derfor kan man bereg-
ne en korrekt MCV: EVF/Ery. Forskellen mellem
apparatets MCV-maling og den korrekte er fejlen
pa MCV, som det ses pa figur 3. Dette eksperi-
ment viser overordentlig god sammenhaeng
mellem, hvad man teoretisk kan beregne (gron
stiplet linje), og hvad der males (rgd stiplet linje)
pé figur 3 (13).

Patientcase
En patient indleegges pa Hillerpd Hospital med
lav P-Na pga. behandling med thiazid, der virker
vanddrivende, men ogsa kan resultere i lav P-Na.
Tre uger inden indleeggelsen var patientens
P-Na malt til 137 mmol/L, og MCV var 89,4 fL,
begge inden for referenceintervallet og formo-
des at veere korrekte. Ved indlaeggelsen blev
MCV malt til 81,8 fL (Sysmex XNgooo) og P-Na
var 108 mmol/l. Efter ophgr med thiazid-be-
handling steg P-Na, og samtidig steg den mélte
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MCV, se figur 4a. Den procentvise MCV-fejl ses pa
figur 4b.

En eendring p4 1 mmol/L P-Na resulterer altsd i
en fejl pd 0,28 fL pd MCV-malingen (Sysmex
XNgo000), se figur 4a, hvor tidligere eksperimen-
ter har pavist en fejl pé 0,47 L, ved en sendring i
P-Na pa 1 mmol/L (Sysmex 2100) (13). Dette kan
tyde p4, at den nye Sysmex XNgooo er bedre til
at male en mere korrekt MCV end den tidligere
udgave.

Andring af MCV ved henstand
Ved valideringen af MCV pa Nordsjeellands Ho-
spital i Hillerpd blev MCV malt pa 20 patientprg-
ver efter 0, 2, 4, 6, 24, 48 og 72 timer. Nar patient-
proven opbevares ved 4° C, forbliver MCV-malin-
gen nogenlunde usendret, ogsa efter 72 timer,
hvor MCV-fejlen er 1,7 %. Nar blodprgven opbeva-
res ved 20°C, er MCV-fejlen allerede efter 6 timer
1,7 %, og efter 24 timer er fejlen 8,6 %, se figur s.
Mens B-Hb og B-Ery er holdbare over lang tid,
geelder det samme absolut ikke for MCV. Hvis vi
anleegger fgrnevnte krav til manglende korrekt-
hed pé <0,9 %, vil prgverne kun veere holdbare i
ca. 3 timer. Det samme er ogsé geeldende for af-
ledte kvantiteter som EVF og MCHC. MCH deri-
mod aendrer sig ikke.

Sysmex XN9000
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FIGUR 4a, 4b: 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-maling
(89,4 fL) er taget 3 uger inden indlaeggelsen
(P-Na=137 mmol/L). Fejlen pa MCV er bereg-
net som forskellen mellem den formodede
korrekte MCV-maling (89,4 fL) inden indlaeg-
gelsen og den aktuelle MCV-maling. Ved ind-
laeggelsen var P-Na = 112 mmol/L og MCV =
82,2 fL, dermed bliver den formodede fejl 7,2
fL. MCV-malingerne blev udfert pa Sysmex

-10%

XN9000.

b) Figuren viser den beregnede procentvise
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FIGUR 5: MCV’s holdbarhed.

MCV blev malt (Sysmex XN900O0) efter
0, 2,4, 6,24, 48 og 72 timer efter blod-
prevetagning pd K,EDTA-stabiliseret
blod. Blodpraverne blev opbevaret ved
henholdsvis 4°C (n=20) og 20°C (n=20).
MCV-fejlen blev beregnet ud fra forskel-
len mellem malingen til tiden O timer og
den aktuelle tid.

Coulter counter S-plus

FIGUR 6: Lav MCHC kan pavirke MCV-
malingen pa haematologisk apparatur

R?=0,88 uden hydrodynamisk fokusering.

MCV-fejlen er beregnet som forskellen
mellem den manuelle bestemte MCHC
(B-Hb/EVF manuelt bestemt) og den
malte MCV (Coulter CS+). Coulter CS+
har ikke hydrodynamisk fokusering (14).

17 18 20

MCHC, mmol/I

21 22 23

GUR 6

MCV-malingen pavirkes pa nogle
apparater af MCHC

Heematologisk apparatur uden hydrodynamisk
fokusering, som Coulter S+ eller nutidens POCT-
udstyr, kan méle MCV forkert, iseer ved lav
MCHC. Ved lav MCHC vil erythrocyttens viskosi-
tet mindskes, og derfor bliver erythrocytten mere
langstrakt, nar den passerer teellehullet, s& MCV
males mindre, end den reelt er. Denne fejlkilde
har veeret kendt i mange ar, og nedenstaende ek-
sempel er fra en dansk underspgelse i Aalborg
(15). Som det kan ses pé figur 5, males erythrocyt-
terne mindre ved lav MCHC, hvilket igen pavirker
beregningen af MCHC og EVE.

En patient med Polycyteemi Vera (overpro-
duktion af erythrocytter) far malt B-Hb og B-Ery
pa Sysmex XNgooo og manuelt bestemt EVE,
hvorefter MCV og MCHC beregnes, séledes at de
korrekte kvantiteter er:

B-Hb 9,0 mmol/L
B-Ery  75x10%/L
EVF 0,52

MCV 69,3 fL
MCHC 17,3 mmol/L

Hvis malingen foregér pa en Coulter S+, vil méale-
fejlen pad MCV veere -13,5 % (69,3fL-13,5 %) = 60 1L,
altsd 9,3fL mindre, end erythrocytten reelt er.
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Den beregnede MCHC bliver dermed ogsé fejlbe-
heeftet

9 mmuol/L
( 75 x10'2 /L x 60 x fL
hvor den reelt er 17,3 mmol/L. Tilsvarende er den
beregnede EVF (7,5 x 10'2/L x 60 fL) = 0,45, hvor
den reelt er 0,52. Klinikerne vil pd basis af
EVF=0,45 vurdere, at behandlingen er tilstraekke-
lig, men med en reel EVF pd 0,52 er denne stadig
alt for hgj, og patienten b¢r tappes yderligere for
blod. Denne fejl har gennem arene antagelig
medfgrt fejlbehandling af patienter med Poly-
cyteemi Vera.

Det skal dog anferes, at apparater, der anven-
der isovolumetrisk spheering (ADVIA) eller hydro-
dynamisk fokusering (Sysmex m.fl), slet ikke,
eller kun i begreenset omfang, har denne fejl.

) — 20 mmol/L

Diskussion

Hurtig og korrekt diagnosticering af aneemi er
tidsbesparende og pkonomisk fordelagtig bade
for den enkelte patient, for sundhedsveesnet og
for hele samfundet. Derfor er det vigtigt, at de
malte kvantiteter, der diagnosticeres ud fra, er s
korrekte som muligt. Denne artikel gennemgar
mange kendte fejlkilder p4 malingen af MCV. Da
MCV indgér i beregningen af EVF og MCHC, vil
disse kvantiteter ogsd veaere fejlbehzeftede, hvis
MCV er malt ukorrekt.

Heldigvis har pavisningen af mange fejlkilder
resulteret i eendrede procedurer pa laboratorier-
ne, f.eks. benyttes KoEDTA fremfor K3EDTA som
antikoagulans til heematologiske prover.

Angéende indsendte prover fra praktiserende
leeger, hvor transporttiden og opbevaringen un-
dervejs kan variere betydeligt, er transporten en
betydelig fejlkilde for iseer MCV. Problemet kan
reduceres ved at opbevare prgven ved 4°C indtil
analysering. En reel lpsning er at benytte MCH i
stedet for MCV, da MCH beregnes ud fra B-Hb og
B-Ery. Der kan selvfplgelig ogsa veere fejl pa ma-

LITTERATUR:

lingerne af H-Hb og B-Ery, men disse fejl er ikke
sa hyppige. MCH kunne derfor bruges som fgrste
indgang til aneemiudredning i stedet for MCV.

En anden MCV-fejlkilde er osmolaliteten i pa-
tientens blod. Hvis man g¢nsker en korrekt MCV,
bgr P-Na males samtidig, og MCV-resultatet bpr
korrigeres til en P-Na pé 140 mmol/L.

Patienter med Polycyteemi Vera behandles ud
fra deres EVF, hvor mélet for kvinder er EVF < 0,42
og for meend < 0,45. 1 den sammenhaeng er EVF
en vigtig analyse, som skal bestemmes praecist
og korrekt. For denne lille patientgruppe bgr der
udfgres en manuel EVF. EVF burde altsa veere en
specialanalyse forbeholdt disse patienter.

MCV, MCH og MCHC bruges fgrst og fremmest
til aneemiudredning. MCV og MCH fglges i al-
mindelighed ad, men som beskrevet er der man-
ge fejlkilder p4 MCV. MCH er derfor efter vores
opfattelse altid bedre end MCV. Til specielle anae-
mityper som thalasseemi, hvor der enten dannes
for fa a- eller B-keeder, er der ofte meget lav MCV
og MCH. Her er MCH igen bedre end MCV.Iden
engelske screening for thalasseemi (16) er det
ogsa MCH, der bruges.

Konklusion

Konklusionen er, at mélingen af MCV er fejlbe-
heeftet, brug derfor MCH i aneemiudredningen!
Bade EVF og MCHC beregnes ud fra bl.a. MCV, og
dermed er disse kvantiteter ogsé behaeftet med
usikkerhed. MCHC tilfgrer ingen ny information,
ud over hvad der kan ses af MCH. EVF, MCV og
MCHC kunne altsd godt slettes fra analysereper-
toiret uden at fejldiagnosticere eller fejlbehandle
af den grund, dog med det forbehold at Polycy-
teemi Vera-patienter kan fa udfprt en manuel
EVE Ved at fjerne MCV, MCHC og EVF fra ana-
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