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Beregning og maling af, hvordan
erytrocyt-storrelse pavirkes af

P-Natrium

Ny forskning viser, at MCH er mere velegnet end MCV til klassificering af anaemi.

Nér Sysmex XE 2100 maler erytrocytternes Middel Celle Volu-
men (MCV), fortyndes blodet med CellPack fortyndingsveeske
(CPK). Hvis det osmotiske tryk i patientens plasma, og dermed
ierytrocytterne, afviger fra det osmotiske tryk i CPK, vil for-
skellen udlignes ved, at vand passerer gennem erytrocyttens
membran inden for millisekunder efter fortyndingen. Erytro-
cytternes volumen vil derfor sendres, og den malte MCV er
derfor forskellig fra patientens reelle MCV. Da Middel Celle
Heemoglobin (MCH) ikke pavirkes af det osmotiske tryk og
desuden er stabil over tid, er MCH en mere palidelig parame-
ter til udredning af aneemi end MCV.

Hamatologiapparatur

Automatiseret haematologisk udstyr maler rutinemzessigt
hzematologiske parametre, sdsom antallet af erytrocytter
(Ery), heemoglobin (Hb) og erytrocytternes stgrrelse. Ud fra
disse malte heematologiske parametre beregnes derefter B-
Erytrocyt Volumen Fraktion (EVF =hsematokrit), gennemsnit-
lig erytrocyt celle volumen (MCV), gennemsnitlig heemoglo-
binindhold (MCH) og gennemsnitlig heemoglobinkoncentrati-
on (MCHC). Hvis der er fejli malingerne, vil de beregnede pa-
rametre ogsa blive forkerte.

Anzaemi

Ved diagnosticeringen af ansemi benyttes MCV ofte til at op-
dele ansemi i mikro-, normo- og makrocyteer ansemi. Derefter
kan rekvireres yderligere blodprgver, sdsom P-Ferritin og
P-Cobalamin, sa patientens ansemi forhabentlig kan klassifice-
res, og den rette behandling pdbegyndes. MCV er dermed en
vigtig indgang til udredning af anseemi.

Sysmex XE 2100

Den fuldautomatiske heematologiske Sysmex XE 2100
(Sysmex Corporation, Kobe, Kansai, Japan) fortynder blodet
500 gange: 4l blod + 1996 pl CellPack (CPK) fortyndings-
veeske. CPK har samme osmotiske tryk som normalt plasma

(referenceinterval P-Natrium = 137-142 mmol/L). Stgrrelsen af
erytrocytterne males, samtidig med at antallet af erytrocytter
teelles (ledningsevne-princippet). Det tager ca. 10 sekunder fra
fortyndingen af blodet, indtil malingen af de 11,7 pL fortyndet
blod starter, og malingen tager ca. 13 sekunder. I alt teelles og
males ca.100.000 erytrocytter.

Fortynding af erytrocytter

Plasma indeholder osmotisk aktive partikler som fx K*, Na*, car-
bamid, glukose mv. Vaesken inden i erytrocytterne indeholder til-
svarende meengde osmotisk aktive partikler, som der eri plasma.
Dermed er der osmotisk ligevaegt over erytrocyttens cellemem-
bran. For at opretholde den osmotiske ligeveegt over cellemembra-
nen benyttes en skaldt isotonisk veeske, nar erytrocytter/plasma
skal fortyndes. Isotonisk betyder, at veesken har samme osmolali-
tet som plasma. Da Nat er dominerende positive ion i plasma, kan
P-Natrium bruges som et estimat for osmolaliteten i plasma. Nar
erytrocytterne fortyndes med den isotoniske CPK, vil der veere os-
motisk ligeveegt over cellemembranen, og erytrocytterne bibehol-
der deres form og volurmen.

Mulig fejlmaling af MCV

Veesken i erytrocytterne har samme osmolalitet som det om-
givende plasma. Patienter med afvigende osmolalitet, dvs.
unormal natriumkoncentration, har derfor ogsa erytrocytter,
hvis osmolalitet afviger fra CPK. Nér disse erytrocytter fortyn-
des med CPXK, vil der ikke veere osmotisk ligeveegt mellem
yder- og indersiden af erytrocytten. For at genoprette denne li-
gevaegt vil vand passere cellemembranen, indtil en ny lige-
veegt opstér, da hverken haemoglobin eller osmotisk aktive
partikler kan passere cellemembranen. Denne nye ligeveegt
over erytrocytmembranen vil indtreede fa millisekunder efter
fortyndingen med CPK. Jo mere patientens P-Natrium afviger
fra CPK’s natriumkoncentration, jo mere vand vil passere cel-
lemembranen og dermed aendre volumen og form af erytro-
cytten.
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Ved fortynding af erytrocytter pavirkes bade formen og
storrelsen af erytrocytter, hvis fortyndingsvaeskens osmola-
litet er forskellig fra erytrocyttens intracellulaere osmolali-
tet. CellPack (CPK) har en natriumkoncentration svarende
til normalt plasmas indhold af natrium. Nar erytrocytter
fra en patient med P-Natrium = 160 mmol/L fortyndes med
CPK, vil erytrocytten svulme op. Nar erytrocytter fra en pa-
tient med P-Natrium = 140 mmol/L, vil erytrocytternes
form og starrelse veere uaendret. Hvorimod nar erytrocyt-
ter fra en patient med en P-Natrium = 120 mmol/L fortyn-
des med CPK, vil erytrocytterne skrumpe.
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Korrelation mellem P-Natrium og MCV fejlmalingen.
Teoretisk: Den tynde linje repraesenterer den teoretiske MCV-
fejl, nar erytrocytter fortyndes med CellPack(CPK). Hvis patien-
tens P-Natrium afviger 20 mmol/L fra CPK, maler Sysmex XE
2100 teoretisk MCV 9,3fL forkert.

Eksperimentelt: Prikkerne viser de eksperimentelt fundne
MCV-fejl malt i patienter med P-Natrium mellem 122-160
mmol/L. Den kraftige linje repraesenterer lineser regression
pa de fundne resultater (n = 41). Hvis patientens P-Natrium
afviger 20 mmol/L fra CPK, males Sysmex XE 2100 MCV 8,9 fL
forkert.

Teoretisk beregning af fejl pa MCV-maling

En gennemsnitlig erytrocyts volumen er go fL og bestar af ca.
72 % vand, svarende til 64,8 fL H,O (1), resten af erytrocytten
bestar hovedsagelig af haemoglobin, hvis volumen ikke sen-
dres. Men vandfasens volumen kan eendres, da vand kan pas-
sere cellemembranen og dermed kan sendre erytrocyttens
stgrrelse og form.

Hvis erytrocytter fra en patient med en P-Natrium = 120
mmol/L, fortyndes med CKP, som estimeres til at have
[Na+]=140 mmol/L), vil volumen af vandfasen sendres fra 64,8
fL til:

64,8 fL. *(120 mmol/L)/ (140 mmol/L) = 55,5 fL, altsd en sen-
dring pé -9,3 fL, hvilket ogsé vil veere fejlen p4 MCV-malingen.

Tilsvarende, hvis erytrocytter fra en patient med en P-Natri-
um = 160 mmol/L fortyndes med CKP, vil volumen af vandfa-
sen sendres fra 64,8 fL til:

64,8 fL* (160 mmol/L)/(140 mmol/L) = 74,1 fL, dvs. en fejlma-
ling pd + 9,3 fL.

Ud fra ovenstdende beregninger er hzeldningen bestemt til
0,465fL/mmol og afskeering til -65,1fL (Y = 0,465X-65,1), se figur
2. Teoretisk vil MCV males korrekt, ndr P-Natrium = 140
mmol/L. Hvis P-Natrium sendres 1 mmol/L, vil MCV teoretisk
aendres 0,47 fL.

Eksperimentel maling af fejl pa MCV
For at underspge, om Sysmex XE 2100 maler MCV korrekt, blev
der udvalgt blodprever fra 41 forskellige patienter, hvor der
bade blev analyseret P-Natrium (mélt pa Cobas Integra 800,
Roche Diagnostics, Schweitz) og alle de heematologiske para-
metre. Erytrocytternes korrekte stprrelse (= MCV,rence) 1N ViVO
blev bestemt via maling af centrifugeret EVF (Centrifuged
Packed Cell Method)(2) efterfulgt af fplgende beregning:
MCV ¢ference= EVF/(B-Erythrocytter) .

Fejlen pa MCV malt p& Sysmex blev beregnet med fglgende
formel: MCV, s MCV egerence:

Resultaterne viser, at der en korrelation mellem P-Natrium

og MCV-fejlen, se figur 2. Den eksperimentelt fundne lineaere
regression (heeldning = 0,445fL/mmol, skeering = -61,3fL),
(R*=0,852) er meget lig den teoretisk fundne, se figur 2. Nar P-
Natrium = 140 mmol/L, méles MCV korrekt. Hvorimod sendres
P-Natrium 1 mmol/L, vil MCV zendres 0,45 fL.

MCH som alternativ til MCV

Formalet med at analysere blod er at male hver enkelt para-
meter sa korrekt som muligt, sdledes at leegerne kan diagno-
sticere patienterne hurtigt og korrekt. MCH er en anden hee-
matologisk parameter, som giver tilsvarende informationer
som MCV. MCH beregnes ud fra fglgende formel:

MCH = (B-Hzemoglobin)/(B-Erythrocytter) .

Da heemoglobinmalingen og antallet af erytrocytter ikke pé-
virkes af det osmotiske tryk, og disse to malinger ogsa er stabi-
le over tid, vil vi steerkt anbefale at benytte MCH frem for MCV
til klassificering af ansemi.

Publicering

Resultaterne praesenteret i denne artikel er et uddrag fra artik-
len: Hypo- and hypernatremia results in inaccurate erthrocyte
mean corpuscular volume measurements in vitro, when using
Sysmex XE 2100", som netop er blevet publiceret i Scandinavi-
an Journal of Clinical & Laboratory Investigation (2015; 75: 588-

594).0

Fra eksperiment til videnskabelig artikel
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FRA EKSPERIMENT TIL
VIDENSKABELIG ARTIKEL

’ "Patienter med blodmangel risike-

rer at blive fejltestet”, lpd over-

skriften pé Ekstra Bladets netny-

heder. I artiklen var citater fra en bio-
analytiker og en forsker fra Metropol, og
baggrunden var, at de netop havde pub-
liceret en videnskabelig artikel om fejl-
kilderne ved MCV-maling pa Sysmex.
Med Metropols kommunikationsafde-
ling og Videnskab.dk som mellemmeend
var artiklens konklusioner naet helt ud
til populeerpressen.

Overskrifter i pressen er dog langtfra
hovedformalet for bioanalytiker Jens Pe-
ter Philipsen fra Nordsjeellands Hospital,
Hillerpd og Kirsten Vikkelsp Madsen, ad-
junkt pa bioanalytikeruddannelsen, Pro-
fessionshpjskolen Metropol, som sam-
men har skrevet artiklen.

"Jeg praediker som en anden missio-
neer: I skal bruge MCH i stedet for MCV!
Hvis jeg kan f4 nogen overbevist om det,
har jeg naet meget. Den stgrste gevinst
vil jo veere, hvis vores arbejde kan 4 la-
boratorierne til at eendre praksis,” siger
Jens Peter Philipsen.

Og Kirsten Vikkelsp Madsen uddyber,
hvorfor bioanalytikerfaglig forskning er
ngdvendig:

"Forventningen fra leegerne er jo, at la-
boratoriets analysesvar er korrekte. De er
ikke vant til at seette spprgsmalstegn ved
det. S& her kan vi bioanalytikere veaere en
kaempe kompetence for leegerne.”

Gentog tidligere forsog
Artiklen om de mulige fejlkilder ved
analyser for ansemi er publiceret i The
Scandinavian Journal of Clinical & Labo-
ratory Investigation i 2015. Men kimen
blev lagt mange ar tidligere.

12003 publicerede afdelingsbioanalyti-
kerne Bente Philipsen og Nina Kjeer fra
Jens Peter Philipsens daveerende arbejds-

plads i Holstebro en artikel i bioanalytiker-
nes fagblad. Titlen var "Patienter med for-
styrrelser i veeskebalancen far malt forkert
MCV”, og underspgelsen var lavet pa hee-
matologiudstyr fra Advia.

Sa da Jens Peter Philipsen i 2004 flyt-
tede fra Holstebro til Hillerpd satte han
sig for at underspge, om standardtesten
pa heematologiudstyret fra Sysmex gav
samme fejlmalinger.

"Over en periode pa tre maneder mal-
te og indsamlede jeg data og efterprp-
vede resultaterne manuelt,” forteeller
Jens Peter Philipsen.

Resultatet var, at standardtesten for
anzemi pd Sysmex-udstyret gav samme
fejlmalinger hos patienter med saltuba-
lance, som det tidligere forspg pa Advia
havde pévist. Hvis ikke klinikere og bio-
analytikere er opmaeerksomme pa det, ri-
sikerer disse patienter en forkert be-
handling.

Jens Peter Philipsen ville gerne have
sin viden ud til andre laboratorier.

"Jeg havde behov for en samarbejds-
partner for at fi resultaterne ud,” kon-
staterer han.

Tidligere kollega tilbod hjelpe
Lgsningen kom, da Kirsten Vikkelsg
Madsen i 2012 blev ansat som adjunkt
pa bioanalytikeruddannelsen ved Me-
tropol. Hun og Jens Peter Philipsen var
gamle bekendte fra Holstebro Sygehus,
hvor Kirsten i 1991-1994 var hospitalsla-
borantelev, og Jens Peter Philipsen hen-
des instruktionslaborant. Kendt for sin
breendende interesse for haematologi.

Til begges gleedelige overraskelse
mgdtes de nu igen som vejledere pd en
studerendes bachelorprojekt. Jens Peter
fortalte Kirsten om sit eksperiment,
baggrund og resultater.

"Jeg kender jo Jens Peter og ved, at nar

det er ham, der har lavet det, ja, s8 er
materialet i orden. S& jeg kontaktede in-
stitutchefen og fik grent lys til, at vi ar-
bejdede videre med projektet med hen-
blik p& en videnskabelig artikel. Professi-
onshgjskolen Metropol er ved at opbyg-
ge et forskningsmiljg, og dette projekt
passede fint ind i professionshgjskolens
forskningsstrategi,” forteeller hun.

Selvom haematologi ikke er Kirstens
nuveaerende fagspeciale, har hun som
kandidat og ph.d.imolekyleerbiologi de
forskningskundskaber og -erfaring med
videnskabelige artikler, som Jens Peter
Philipsen efterlyste. Hun har desuden et
netveerk med andre forskere, som hun
kunne sparre med i processen.

Kirsten Vikkelsp Madsen udarbejdede
en grovskitse, og s& gik artiklen ellers frem
og tilbage mellem dem, indtil de var enige:
"Nu prgver vi at sende den ind.”

Det var p4 Jens Peter Philipsens anbe-
faling, at de sendte udkastet ind til The
Scandinavian Journal of Clinical & Labo-
ratory Investigation.

"Det er et tidsskrift, der lzeses pé de
danske laboratorier, s& vi nar bedst ud til
malgruppen gennem det,” forklarer han.

Kontante reviewers
Artiklen blev sendt ind til tidsskriftet i
januar 2014, hvorefter den blev gennem-
tygget af tre reviewers. De tre personers
identitet er hemmelig, men de er ud-
valgt af redaktgren, fordi de har eksper-
tise inden for det heematologiske omra-
de. Og de lagde ikke fingrene imellem.

Jens Peter Philipsen og Kirsten Vik-
kelsp Madsen fik et helt A4-ark tilbage
spekket med kommentarer, og de var
"ikke overvejende positive, men kon-
struktive” husker de.

Sa det var pd med vanten igeniet
keempe redigeringsarbejde, hvor Kirsten
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JENS PETER
PHILIPSEN

Uddannelse:1972-5 uddan-
nelse til hospitalslaborant,
1983-4 videreuddannelse til
ledende og instruerende la-
borant, 1999-2001 diplom-
leder for sundhedssektoren.
Arbejde: 1975-1981 bioana-
lytiker, Odense Sygehus og
Dronning Ingrids Hospital,
Nuuk Grgnland. 1984-6 af-
delingslaborant Holstebro
Sygehus, 1986-96 Undervi-
ser Holstebro sygehus,
1996-2004 Ledende bioana-
lytiker Holstebro Sygehus,
2004- Underviser Nordsjeel-
lands Hospital, Hillergd.

gik hver enkelt kommentar igennem, og
endnu et forspg blev tilfgjet. De sendte
ind igen den 14. oktober samme ar.

Artiklen kom retur med nye kommen-
tarer. De sendte ind igen.

"Processen gentoges hele tre gange,
og til sidst kom der endda en fjerde re-
viewer pa. Det var en hard proces,” hu-
sker Kirsten Vikkelsp Madsen og tilfgjer:

"Men rigtig mange af deres kritik-
punkter var relevante, og den endelige
artikel er blevet meget bedre og meget
mere tydelig, end den var fra start.”

Klar bioanalytikerfaglig
forskning

Artiklens reviewers gnskede blandt an-
det, at forskningen ogsa havde inde-
holdt kliniske forspg. Men her holdt de
to forfattere fast.

"Det er et teknisk forsgg, vi har lavet,
og vi har argumenteret for alle de ting,
vi har udfert, og den proces, vi har haft,”
forklarer Kirsten og fastslar:

"Som bioanalytikerfaglig forskning sid-
der artiklen lige i skabet. Den indeholder
teknisk apparatur, analysemetode, analy-
seprincipper, cellebiologi, fysiologi, fysik,
kemi og fysisk kemi. Det kan simpelthen
ikke blive mere bioanalytikerfagligt.”

Jens Peter Philipsen supplerer:

"Ja, desuden rummer artiklen meget
af det, en bioanalytiker skal kunne, nem-
lig at vurdere et svar og afggre, om det
er patienten, der er syg, eller udstyret,
der maler fejl”

Sog hjeelp til publicering
Jens Peter og Kirsten er sikre pa, at der
rundtomkring ilandet er bioanalytikere,

KIRSTEN
VIKKELSO
MADSEN

Uddannelse: 1991-4 hospi-
talslaborantelev, Klinisk Bio-
kemisk Afdeling, Holstebro
Centralsygehus. Molekylser-
biolog fra Roskilde Univer-
sitets Center i 2007. Ph.d. fra
Kgbenhavns Universitet i
2012.

Arbejde: 2012- Adjunkt pa
Professionshgjskolen Metro-
pol, underviser for bioanaly-
tikerstuderende. Har tidlige-
re arbejdet som bioanalyti-
ker, blandt andet i Holste-
bro, Nuuk og pa LIFE, og
som produktspecialist inden-
for laboratorieudstyr.
|

som ligesom Jens Peter har projekter og
ideer liggende, som med hjeelp fra en
forskningskyndig kan szettes sammen
til et videnskabeligt projekt og skrives
sammen til en videnskabelig artikel.

"Men vi er ngdt til at have hjeelp fra
andre med forskningserfaring. Der bpr
etableres samarbejder mellem uddan-
nelsesinstitutionerne og klinikken. Og vi
skal have de unge pé banen,” siger Jens
Peter Philipsen.

“Ja, det drejer sig om at komme i gang
og fa hjeelp til processen. Kontakt fx stu-
dielederen pé professionshgjskolen, og
fa en kontakt til en forsker. Der ligger
s& meget derude, som venter pa at blive
publiceret,” siger Kirsten Vikkelsg
Madsen. O
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