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Sammanfattning

Urinblasecancer ar den sjunde vanligaste cancerformen i Sverige dar blasskoljvatska utgor det
huvudsakliga provmaterialet vid utredning. ThinPrep® &r en vanligt forkommande metod som
anvands inom vatskebaserad cytologi vid analys av blasskoljvatska. Fixering av provmaterialet
kan forsvara diagnostiken pa grund av forandrad morfologi samt artefakter. Studiens syfte var
att jamfora erhéllet preparatinnehall fran blasskoljvatskor som fixerats med fixeringslosning
innehallande attiksyra med CytoLyt® solution. Studien &mnade aven jamfora ThinPrep®filtren
“Non-GYN” och ”"UroCyte”. Studien inkluderade 9o patientprover av bldsskoljvatska som
fixerades med tillsats av attiksyra samt CytoLyt®, varvid filtren "Non-GYN” samt “UroCyte”
anviandes. Preparaten bedomdes av cytodiagnostiker samt cytopatolog utifran kriterierna:
bakgrundsmaterial, cellmdngd samt fargbarhet. Resultatet visade att CytoLyt® i kombination
med filtret "Non-GYN” gav ett mer representativt preparat samt limnade en god
bakgrundsbild. Anvindandet av CytoLyt® resulterade i fler diagnostiska fordelar jamfort med
fixering av attiksyra, vilket 4ven gynnar patienter.

Nyckelord: ThinPrep®, cytologi, CytoLyt®, dttiksyra, blasskoljvatska



Summary

Fixation of bladder washings for urine cytology — a comparison
of ThinPrep® CytoLyt solution with fixative containing acetic
acid

Bladder cancer is the seventh most common form of cancer in Sweden where the main source
of material for investigation are bladder washings. A common method within liquid-based
cytology for analysis of bladder washings is ThinPrep®. Altered morphology as well as artifacts
due to fixation can complicate funkar “the diagnostics of the sample. The aim of this study was
to compare the slide content obtained from bladder washings fixed with fixative containing
acetic acid with CytoLyt® solution. The study also intended to compare the ThinPrep® filters
"Non-GYN" and "UroCyte". A total of 9o samples of bladder washings from patients where
included. The samples where fixed with the addition of acetic acid and CytoLyt®, using the
"Non-GYN" and "UroCyte" filters. A cytotechnologist and a cytopathologist assessed the
preparations based on the criteria background material, cell quantity and the amount of colour
change. The results showed that CytoLyt® in combination with the filter "Non-GYN" gave a
more representative preparation and provided a good background image. The use of CytoLyt®
resulted in more diagnostic benefits compared to fixation with acetic acid, which also benefits
patients.

Keywords: ThinPrep®, cytology, CytoLyt®, acetic acid, bladder washings
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Inledning

Globalt dr urinbldsecancer den sjunde vanligaste cancerformen (1). I Sverige insjuknade ar
2016 880 kvinnor och 2276 mian i urinblasecancer varav drygt 80% av fallen drabbade
personer over 65 ar eller dldre (2). Urinblasan &ar utsatt for en o6kad risk frdan ménga
carcinogena kemikalier da njuren filtrerar blodet och koncentrerar urinen, vilket gor att dessa
amnen blir mer koncentrerade i bldsan an i 6vriga kroppen. De uroteliala cellerna utsitts for
en okad exponering av cancerogena dmnen da urinen kan forvaras under en langre tid i
urinbldsan. Den storsta bidragande faktorn till urinbldsecancer ar rokning men &ven
cancerogena kemikalier som anviands inom industrin (3). Begreppet urinblasecancer beskriver
samtliga neoplasmer som uppstéar fran urinbldsan varav urotelialt carcinom ar den vanligaste
histologiska typen (ca 90%) (1). Diagnostiska metoder som anviands for att diagnostisera
urinblasecancer inkluderar ultraljud, datortomografi, cystoskopi samt biopsi (1). Cystoskopi
innebar att urinblasan undersoks med ett fiberoptiskt instrument som fors in via urinréret
varpa urinblasan skoljs med en saltlosning eller en elektrolytviatska. Den erhéllna
blasskoljvatskan analyseras sedan i ljusmikroskop (2, 4). Trots en viletablerad vitskebaserad
cytologi fortsitter den morfologiska tolkningen vara en diagnostisk utmaning pa grund av
nagot forandrad morfologi och artefakter som uppkommer fran bearbetningsprocessen samt
fixeringen (5). Da cytologilaboratoriet pa lanssjukhuset Ryhov idag anviander fixeringslosning
innehéallande attiksyra vid preparering av bldsskoljvatskor erhalls inte alltid onskvard mangd
bakgrundsmaterial, exempelvis erytrocyter. Laboratoriet oOnskar siledes att jamfora
fixeringslosningen med CytoLyt® solution vilken rekommenderas av tillverkaren Hologic Inc.
for fixering av icke-gynekologiska preparat.

Bakgrund

Urinblasans uppbyggnad

Urinblasans viagg bestar av fyra lager; mucosa, submucosa, muscularis och serosa. Majoriteten
av urinblasecancer uppstar fran mucosans urotel viket ar uppbyggt av fem till sju cellager tjockt
overgangsepitel (1) som bestar av tre distinkta celltyper; basala-, intermedidra-, samt
paraplyceller. Vid granskning i ljusmikroskop har celltyperna sinsemellan stora variationer i
struktur samt storlek dir de basala cellernas diameter kan ligga mellan 5-10 um, till skillnad
fran paraplyceller vars diameter kan uppnd 20-120 pum (6). De djupare basala cellerna av
urotelet har en tit cytoplasma som fargas bld/gron med Papanicolaoufargning varvid kdarnorna
upplevs runda med ett fint kromatin. Bdde cytoplasman samt kirnan ar skarpt avgransande.
De mer ytliga paraplycellerna ar ofta polynukledra med riklig cytoplasma. Uroteliala celler kan
dock genomga nedbrytning av cellkdrnan in vivo, vilket resulterar i ett hyperkromatiskt
utseende (7).

Cytologi

I alla levande organismer ar celler den strukturella och funktionella enheten. Trots att de
basala komponenterna av samtliga celltyper ar valdigt lika resulterar differentieringen av celler
till en stor variation av cellular morfologi och funktion. Cytologi ar laran om individuella celler
och dess struktur dir cytologiska analyser kan pavisa exempelvis inflammation och
maligniteter (8). Exfoliativ cytologi dr en gren fran cytologin vars provmaterial bestar av celler
som exfolierats fran ytlig serosa alternativt mucosa. Cellers formaga att exfolieras 6kar vid
neoplasi (7) vilket medfor att dessa kan diagnostiseras med hjilp av exempelvis urincytologi
(9). Urincytologi ar en metod som beskrevs av Papanicolaou och Marsall och ar dn idag en
metod som anvidnds frekvent inom varden (10, 11). Palitligheten for urincytologi vid
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diagnostisering av uroteliala neoplasier varierar och beror pa olika faktorer sd som antal
tumorer och dess storlek, gradering av tumoren, provets kvalité samt prepareringsmetod.
Hoggradigt urotelialt carcinom diagnostiseras mer frekvent via urincytologi dn de laggradiga
som ofta undgar diagnosticering (4). Metoden har en hog specificitet med varierande
sensitivitet (38—84%), men har dock ett hogt negativt prediktivt varde (npv), vilket gor att
metoden behover komplettas vid diagnostisering av urinbldsecancer (11). Cancercellerna
exfolieras spontat till urinen varvid detektionen av dessa cancerceller har en stor klinisk
betydelse vid behandlingen av cancern da det mojliggor en tidigare icke-invasiv screening,
diagnos samt prognos for patienten (12). Blasskoljvitska bestar av en heterogen blandning av
cellprodukter och kan bland annat innehélla leukocyter och erytrocyter pa grund av hematuri
och inflammation samt skivepitelceller fran distala urinréret vilket tyder pa en kontamination
som kan paverka sensitiviteten av den cytologiska analysen (13). En studie har dock visat att
sensitiviteten vid detektion av neoplasier ar 100% for blasskoljvitskor. Till skillnad frén andra
provtagningstekniker, som exempelvis kastad urin, har blasskoljvitska visat pa ett hogre antal
erhéllna urotelceller (4).

Vatskebaserad cytologi

Den vitskebaserade cytologin utvecklades till en borjan med syftet att preparera gynekologiska
prover varvid den vitskebaserade prepareringstekniken ThinPrep® (Hologic Inc,
Marlborough, MA, USA) godkiandes for anvindning vid diagnostisering av cervix- samt
vaginalcytologi &r 1966. Kort darefter har metoden dven applicerats inom icke-gynekologisk
cytologi, exempelvis urincytologi (5). Onskvirt var att erhélla ett system som resulterar i ett
lager celler for att underlatta utvardering av individuella celler for cytodiagnostiker. Antalet
leukocyter samt erytrocyter minskade, vilket vid framst gynekologiska prover dven minskade
antalet preparat som eventuellt hade bedomts som otillfredsstdllande. Dessa faktorer
tillsammans med att cellerna preparerats inom en valdefinierad yta bidrar till en snabbare
samt mer produktiv diagnostik. (7). Vid vatskebaserad cytologi appliceras provmaterialet till
ett vitskebaserat konserveringsmedium som vanligtvis dr metanol eller etanolbaserat, varvid
provet renas och fixeras direkt i flytande form. Detta bevarar morfologin och minimerar
artefakter som uppkommer i samband med lufttorkning. De celluldra- och nukledra detaljerna
har visat sig bli battre bevarade vid viatskebaserad cytologi samt att en hogre erhallen cellhalt
har observerats jamfort med konventionella utstryksmetoder. Det erhéllna
bakgrundsmaterialet som exempelvis blod och inflammatoriska celler i form av neutrofila
granulocyter samt extracellulara komponenter har visat sig bade kunna forsvinna helt, minska
eller 6ka i méangd vid vitskebaserad cytologi vilket kan forsvara diagnostiken. Pa grund av
metodens hoga specificitet och hoga noggrannhet tillaimpas vitskebaserad cytologi idag pa de
flesta exfoliativa provmaterialen (5).

ThinPrep®

ThinPrep® (Hologic Inc.) ar en vanligt forekommande metod som anvands inom
vitskebaserad cytologi vid analys av blasskoljvatska. Tekniken bygger pa en filterbaserad
cellkoncentrationsmetod vilken ar helt automatiserad via ThinPrep® 5000 Processor (Hologic
Inc.) (14). ThinPrep-filtret ar en plastcylinder diar ena d&nden ar 6ppen och den andra dnden ar
tackt av ett membran. Filtermembranet har en jaimn och plan yta bestdende av porer. Dessa
porer kan variera i storlek beroende pa bearbetningsfrekvensen. ThinPreps blaa ej
gynekologiska filter (Non-GYN) har en porstorlek pa 6u (5,6 p) for att kunna fanga upp sméa
cancerceller. Filtret dr avsedd for allménna cytologiprover som exempelvis urin, lungprover
och finnédlspunktion. ThinPreps gula filter (UroCyte) har en storre porstorlek pa gu (8,5 w) och
bor darmed enbart anvandas till urinprover for urincytologi. Filtret resulterar i ett mindre
cellaviryck vilket ger en mindre yta for bedomning (14). Tillverkaren Hologic Inc.
rekommenderar att provmaterialet forst fixeras i CytoLyt® Solution (Hologic Inc.) vilken ar en
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buffrad, metanolbaserad konserveringslosning som lyserar erytrocyter och l6ser upp slem
samt forhindrar proteinutfiallning samtidigt som morfologin bevaras i allmanna
cytologiprover. Losningen anvinds vid beredning av prover fore bearbetning och ar inte
avsedd for fullstindig avdodning av mikrober (14). Efter att provet har koncentrerats genom
centrifugering overfors materialet till en behéllare med PreservCyt® Solution (Hologic Inc.),
som likasd ar en buffrad metanolbaserad losning som ar avsedd att bevara celler under
transport och objektglasberedning i en ThinPrep® 5000 Processor (Hologic Inc.). Denna
I6sning innehéller inga reaktiva eller aktiva ingredienser (14). I ThinPrep® 5000 Processor
(Hologic Inc.) kommer provmaterialet dispersionernas, filtreras och oOverforas till ett
objektglas enligt figur 1.

Figur 1. Preparering av objektglas i ThinPrep® 5000 Processor. 1. Dispersion; provet blandas vilket ger upphov till
strommar, vilka avskiljer oonskat material samt sonderdelar slem och blod utan att paverka morfologin hos
cellerna. 2. Cellinsamling; ett liatt vakuum skapas i filtret vilket gor att cellerna fastnar pa membranet. ThinPrep®
5000-processorn styr insamlingen av celler genom att Overvaka flodeshastigheten. 3. Celloverforing; filtret
innehallande cellmaterial trycks forsiktigt mot ThinPrep-objektglaset, vilket leder till att cellerna genom latt
overtryck samt naturlig vidhaftning, faster pa objektglaset. Detta resulterar i en jamn férdelning av cellerna i en
cirkular yta (9). (bild frdn Hologic Inc., ThinPrep®5000 Processor Anvindarhandbok, Marlborough, MA, USA;
20151103. Anviand med tillatelse.)

Cytologilaboratoriet lanssjukhuset Ryhov

Prepareringsmetoder och fargning

ThinPrep® 5000 Processor (Hologic Inc.) anviands for vatskebaserad cytologi vid
cytologilaboratoriet Ryhov. Instrumentet anvands framst for gynekologiska prover, men aven
icke-gynekologiska sidsom blasskoljvitskor. Laboratoriet har sedan tidigare anvint sig av
filtren "UroCyte” vid glasprepareing av blasskoljviatskor men anviander idag filtret "Non-GYN”,
vilken resulterar i ett 20mm cirkulart cellavtryck pa objektglaset. Detta till foljd av
rekommendationer fran Hologic Inc. vilket laboratoriet 6nskar utvirdera med avseende pa
cellméngd samt bakgrund som erhélls pa objektglaset. Efter 6verforing av cellmaterialet till
objektglas fargas preparaten med rutinfargningen Papanicolaou. Vid fargning av Papanicolaou
anvinds hematoxylin som en regressiv kiarnfargning foljt av ett differentiering- och
blaningssteg som ger en morkbla infargning. Metoden anvéander sig av tva kontrastfargningar:



orange G (OG) vilken fargar in keratin i det epiteliala skivepitelet och eosin azure (EA) som
fargar in cytoplasman i fargskiftningar av rosa och gron beroende pa de fysiologiska
forhallandena i cellen, som exempelvis pH (7).

Fixering

Cytologilaboratoriet pad lanssjukhuset Ryhov anviander idag en modifierad ThinPrep® metod
dar attiksyra tillsammans med metanol anviands som fixeringsmedel for blasskoljvatskor i
stillet for CytoLyt® vilken rekommenderas av tillverkaren Hologic Inc. Inom cytologin syftar
“fixering” pa att bevara den cytoplasmiska och nukleidra morfologin vilket ar av hogt varde for
att kunna forse diagnostiken med konsekventa och tillforlitliga svar da celler borjar brytas ned
snabbt efter insamling av provmaterialet. Syftet med fixeringen ar sdledes att forhindra
autolys, mikrobiella angrepp, ldmna celler i ett tillstdnd som mdjliggor pafoljande fargning
samt bevara cellerna i ett tillstdnd som representerar deras levande stadie. Fixeringen uppnar
dessa krav genom att stabilisera cellproteiner samt inaktivera autolytiska enzymer. Det mest
anvanda cytologiska fixeringsmedlet ar alkoholer (exempelvis etanol och metanol) som ger en
snabb fixering (10-15min) och bevarar cytoplasmiska samt nukleira detaljer vil utan
omfattande morfologiska forandringar som exempelvis cellférminskning. Alkoholer ger
dessutom en produkt som ir oloslig i vatten vilket gor att framtida potentiella kemiska och
strukturella forandringar forhindras (7). Blodiga preparat som har uppstatt fran
kontamination vid provtagning eller vid blodning av vavnaden kan forsvara diagnostiken da
potentiella patologiska forandringar kan doljas vid bedomning av cellmorfologin. Ett flertal
studier har visat att attiksyrans hemolysrande effekt har bidragit till ett forbattrat cytologiskt
resultat. Studier av Bentz et al. (15), Islam et al. (16) och Frisch et al. (17) har visat att
cytologiska prover som ompreparerats och tvattats i 9 delar CytoLyt® till 1 del isattika (99,8%)
underlattar bedomningen av blodiga preparat varvid en forbattring pa 67,3% observerades. I
preparat som bedomts otillfredsstillande upptiacktes dessutom cellular avvikelse i 6,4% av
fallen efter ompreparering med attiksyra. En studie av Cohen et al. (18) beskriver dock att
behandling med attiksyra paverkade den celluldra morfologin pa bland annat endocervikala
kortelepitel vilket ledde till fler falskt positiva diagnoser, ndgot som &ven Frisch et al. (17)
framfor i sin studie. Aven Hologic Inc. forordar att icke-gynekologiska preparat kan tvittasig
delar CytoLyt® till 1 del isdttika vid en mikroskopiskt blodig bild. Detta bor dock enbart
appliceras efter att provet inkuberats i PreservCyt® och ej till farska preparat eftersom den
nukledra morfologin inte alltid bevaras pa ett tillfredstillande sitt (14). Cytologilaboratoriet pa
Ryhov har dessutom valt att tillféra attiksyra till ett metanolbaserat fixeringsmedel, vilket
onskas utviarderas samt jamforas med fixering i CytoLyt® solution.



Syfte

Studiens syfte var att jamfora erhéllet preparatinnehall frén blasskoljvatskor som fixerats med
fixeringslosning innehallande attiksyra med CytoLyt® solution. Studien amnade aven jamfora
erhéllet preparatinnehdll mellan ThinPrep® filtren "Non-GYN” och "UroCyte”.



Material och metod

Provinsamling och omfattning

Blasskoljvatskor fran 9o patienter samlades in fran urologkliniker i Jonkoping, Eksjo samt
Varnamo. Provtagningen initierades genom att urinblasan spolades med natriumkloridlosning
(NaCl), varpa urinblasan tomdes pa NaCl och urin for att pa nytt spolas med NaCl. Med hjalp
av en 50 ml spruta aspirerades 125 ml bldsskoljvatska till insamlingskarlet innehéllande 125
ml fixeringsmedel inklusive attiksyra 10% (rutinanalys). Darefter aspirerades 9o ml
blasskoljvatska till insamlingskarlet innehéllande 30 ml CytoLyt® losning. Samtliga prover
filtrerades med filtren "Non-GYN” vilket genererande 180 preparerade glas. Blasskoljvatskor
fixerade med den befintliga fixeringslosningen innehallande attiksyra filtrerades dessutom
med "UroCyte” filter vilket resulterade i ytterligare 50 preparerade glas. Totalt erholls saledes
230 preparerade glas for utvardering av cytodiagnostiker samt cytopatolog. Se figur 2 for
studiens arbetsprocess. Provinsamlingen péaborjades cirka tre veckor innan det laborativa
arbetet initierades och fortlopte under ytterligare tre veckor efter preparering av prover
paborjades. Fran insamling till preparering forvarandes proverna i kylskap i 4°C.

90 st filtrerade med
"Non-GYN" (bla)
90 st fixerade med
fixeringslosning
innehallande attiksyra

Blasskoljvatskor fran 5Q'§rfgl(§;$2§c%§1§%ed

90 patienter

90 st fixerade med .
. ® 90 st flltrera'gle nzed
ThinPrep CytoLyt Non-GYN" (bl)

Figur 2. Flodesschema for studiens arbetsprocess av blasskoljvatskor.

Provbearbetning och glaspreparering

Samtliga blasskoljvatskor blandades genom manuell handvandning tills dess att en homogen
16sning erholls varpa 50 ml overfordes till centrifugror (Sarstedt AG & Co. KG). Proverna
centrifugerades (Hettich Universal Rotanta 460) vid 620g (1740 rpm) i tio minuter och
darefter halldes supernatanten av genom att vianda centrifugroret upp och ned 180 grader i en
enda jamn rorelse. Med hjalp av vortex (Heindolph Reax top) resuspenderades cellpelleten och
darefter tillsattes 30 ml CytoLyt® solution (Hologic Inc.). Ytterligare en centrifugering av
proverna vid 620g i tio minuter utfoérdes varpa supernatanten aterigen hilldes av. Cellpelleten
agiterades med vortex och med hjalp av pasteurpipett 6verfordes hela cellinnehéllet till en burk
innehallande 20 ml PreservCyt® (Hologic Inc.). Proverna inkuberades i rumstemperatur (20—
22°C) i 15 minuter som darefter tillsammans med objektglas (ThinPrep® Hologic inc.) samt
filter "Non-GYN” alternativt "UroCyte” laddades till ThinPrep® 5000-processorn (Hologic
inc.) vilka bearbetades enligt program "Ej gyn”. De preparerade glasen fixerades darefter i 95%
etanol i minst 15 minuter innan fargning paborjades.



Fargning och montering

Samtliga 230 preparerade glas fargades via det automatiserade instrumentet Leica
AutoStainerXL (Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch, Tyskland) som en del i
rutinverksamheten pd cytologilaboratoriet Ryhov. Instrumentet inneholl flera
losningsstationer avsedda for att anvandas i ett fargningsprotokoll for Papanicolaou (Hologic
Inc) enligt bilaga 1. Efter fargningen monterades samtliga 230 glas automatiskt i
tackglasmonteraren Leica CV 5030 Coverslipper (Leica Biosystems). Da detta instrument ej
monterade vissa glas med tillfredstillande resultat, monterades dessa om manuellt genom att
glasen placerades i xylen varpa tdckglasen avligsnades och objektglasen lades pa plant
underlag. En liten droppe xylenbaserat monteringsmedel, Pertex® (Histolab Products AB),
placerades centrerat pa tdckglaset (Thermo Scientific, Gerhard Menzel, Braunschweig,
Tyskland), vilken sedan med forsiktighet placerades pa objektglaset. Samtliga glas placerades
avslutningsvis i en 60° C inkubator/torkskap (Termaks) i en timme.

Beddtmning

Visuell bedomning av de preparerade glasen genomfordes av en cytodiagnostiker samt en
cytopatolog med hjilp av ljusmikroskop med 10x och 40x objektiv. Problematiken med
subjektiva bedomningar motverkades genom att preparaten numrerades om infor
bedomningen. Cytodiagnostikern samt cytopatologen kunde séledes visuellt ej urskilja
potentiella skillnader mellan det erhéllna resultatet fran fixeringslosningarna i forvag.
Samtliga preparat som fixerats med cytologilaboratoriets fixeringslosning innehéllande
attiksyra samt med CytoLyt® som fixeringslosning bedémdes utifran tre bedomningskriterier.
Det forsta kriteriet innefattade mangden erhallna celler, frimst urotelceller, pa objektglaset.
Det andra kriteriet avsdg bedomning av mangd bakgrundsmaterial som exempelvis neutrofila
granulocyter, bakterier, svamp och cytoplasmarester. Det tredje kriteriet beskrev huruvida en
forandrad fargbarhet hos preparaten erholls mellan fixeringslosningarna, med avseende pa om
fargen hos kiarnan alternativt cytoplasman upplevdes som morkare eller ljusare. Cellmangden
samt bakgrundsmaterialet erholl ett scorevirde frdn 0-3 respektive 0—4.
Bedomningskriterierna samt scorevirdenas innebord framtogs tillsammans med
cytodiagnostikern och redovisas i tabell 1. Exempel pd bilder som anvindes av
cytodiagnostiker samt cytopatolog vid bedomning av cellmdngden inklusive
bakgrundsmaterial ses i figur 3 respektive 4.

Tabell 1. Bedomningskriterier for bedémning av preparat fran blasskoljvitska samt inneborden av respektive
scorevarde.

Cellmingd Bakgrundsmaterial Foridndrad fargbarhet
1: Sparsam 1: Inget/enstaka Ja
2: Méttlig 2: Sparsam Nej
3: Riklig 3: Mittlig
4: Riklig




Figur 4. Representativt exempel pa studiens bedomningsunderlag for bedomning av cellmiangd dér preparaten ar
fotograferade i 10x objektiv. Sparsam cellmdngd med scorevirde 1 (A) respektive riklig cellméngd med scorevirde
3 (B).

Figur 3. Representativt exempel pa studiens beddmningsunderlag for bedémning av bakgrundsmaterial dir
preparaten ar fotograferade i 40x objektiv. Ingen/enstaka bakgrund med scorevarde 1 (A) respektive riklig bakgrund
med scorevarde 4 (B).



Statistiska analyser

D4 bedomningskriterierna cellméngd samt bakgrundsmaterial normalt utvarderas visuellt i
form av kvalitativ bedomning, sattes en gradering fran 1—3 respektive 1—4 f6r omvandling till
semikvantitativa data i syfte att underlatta den statistiska bearbetningen. De scorevirden som
erholls fran respektive prov berdknades till ett medelscoreviarde med hjilp av Microsoft Excel
version 16.47 (Microsoft 365, San Diego, CA). SPSS version 27.0.1.0 (IBM Analytics, Armonk,
NY) anvindes for statistisk analys av medelvardena. Syftet var att med statistiska analyser
jamfora om frekvensen av cellmangd (1—3) samt bakgrundsmaterial (1—4) skiljde sig mellan
tvd oberoende variabler (CytoLyt® samt attiksyrabaserad fixeringslosning) med tillagg av
ytterligare tvd oberoende variabler ("Non-GYN” samt ”UroCyte”). Den statistiska datan
analyserades parvis med Wilcoxon signed-rank test samt med hjalp av tabeller for
frekvensfordelning. Signifikansnivan sattes till 5% (p=0,05).

Etiska dvervaganden

Provmaterialet samlades in frdn rutinverksamheten i samband med en
cystoskopiundersokning vilket innebar att kvalité och svarstid for patienten ej paverkades av
projektet. Samtliga patientprover avkodades med siffror for att eliminera sparbarheten.
Patienterna i denna studie paverkades inte av projektets erhéllna resultat men daremot skulle
framtida patienter kunna paverkas positivt av studien da kvalitén av diagnostiken okar. Da
projektet var ett examensarbete i form av metodutveckling och inte en forskningsstudie
behovde projektet ej granskas av etikprovningsnamnden. En etisk egengransking genomfordes
i enlighet med Halsohdgskolan, Jonkoping University, se bilaga 2.



Resultat

I studien bedomdes totalt 230 preparat fran blasskoljvatskor enligt bedomningskriterierna
bakgrundsmaterial, cellméangd samt om en skillnad i fargbarhet observerades mellan de
preparerade glasen som fixerats med CytoLyt® respektive attiksyrabaserad fixeringslosning.

Analys av bakgrundsmaterial

Antalet preparat som fatt respektive medelscorevirde for bedOomningskriteriet
bakgrundsmaterial redovisas i tabell 2. Bada parametrarna attiksyra "Non-GYN” samt
attiksyra "UroCyte” erholl med hogst frekvens medelscoreviardet 2 (33,3% respektive 28%)
som innebar en sparsam bakgrund. CytoLyt® erh6ll medelscorevirdet 1,5 med procentandelen
25,6% vilket representerade ingen/enstaka till sparsam bakgrund. De glas som fixerats med
CytoLyt® erholl medianvardet 2,5 vilket representerade sparsam till mattlig mangd
bakgrundsmaterial (figur 5). Glas som fixerats med befintlig fixeringslosning innehallande
attiksyra fick medianvardet 2, oavsett om filtret "Non-GYN” alternativt "UroCyte” anvants vid
preparering. Scoreviardet 2 motsvarar en sparsam bakgrund. Medianskillnaden mellan
CytoLyt® och den attiksyrabaserade fixeringslosningen erholl en signifikant skillnad (p <0,05)
och vid jamforelsen observerades att 37 prover erholl samma scorevarde. Resultatet visade en
icke signifikant skillnad mellan filtren "Non-GYN” och "UroCyte” (p>0,05) varvid 24 prover
erholl samma scorevirde. Av samtliga prover 1ag 95% av medianskillnaden inom intervallet
0-0,5.

Tabell 2. Bedomningsresultat for bedomningskriteriet bakgrundsmaterial med respektive medelscorevirde for
prover som fixerats med CytoLyt® (n=90) samt cytologilaboratoriets egen fixeringslosning innehéllande &ttiksyra
vilken i sin tur filtrerades med "Non-GYN” (n=90) respektive "UroCyte” (n=50).

Scoreviirde Non-GYN UroCyte
CytoLyt® Attiksyra Attiksyra
1 Antal 5 5 2
% 5,6 5,6 4
1,5 Antal 23 17 11
% 25,6 18,9 22
2 Antal 13 30 14
% 14,4 33,3 28
2,5 Antal 16 21 13
% 17,8 23,3 26
3 Antal 11 10 6
% 12,2 11,1 12
3.5 Antal 13 6 3
% 14,4 6,7 6
4 Antal 9 1 1
% 10,0 1,1 2
Total Antal 90 90 50
% 100 100 100
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Analys av cellmangd

Antalet preparat som fatt respektive medelscorevarde for bedomningskriteriet cellmangd
redovisas i tabell 3. Samtliga parametrar erholl medelscorevirdet 2 vilket representerar en
mattlig cellmingd (34,4% for CytoLyt®, 38,9% for dttiksyra "Non-GYN” samt 58% for dttiksyra
“UroCyte”). Samtliga parametrar for cellmingden erholl medianviardet 2. Figur 5 visar
medianvirdena for de tvda bedomningskriterierna cellmingd samt bakgrundsmaterial.
Medianskillnaden mellan CytoLyt® och den attiksyrabaserade fixeringslosningen erholl en
icke signifikant skillnad (p>0,05), varvid 66 prover erholl samma scorevarde. Vid jamforelse
av medianskillnaden for filtren "Non-GYN” och "UroCyte” erholls en signifikant skillnad (p
<0,05) och antalet prover som erholl samma scorevirde var 30. Av samtliga prover for
bedomningskriteriet cellmangd 1ag 95% av medianskillnaden inom intervallet 0-0,5.

Tabell 3. Bedomningsresultat for bedomningskriteriet cellmédngd med respektive medelscorevarde for prover som
fixerats med parametrarna CytoLyt® (n=90) samt cytologilaboratoriets egen fixeringslosning innehallande
attiksyra vilken i sin tur filtrerades med “Non-GYN” (n=90) respektive “UroCyte” (n=50).

Scoreviirde Non-GYN UroCyte
CytoLyt® Attiksyra Attiksyra
1 Antal 18 16 5
% 20 17,8 10
1,5 Antal 11 13 3
% 12,2 14,4 6
2 Antal 31 35 29
% 34,4 38,9 58
2,5 Antal 14 18 7
% 15,6 20 14
3 Antal 16 8 6
% 17,8 8,9 12
Total Antal 90 90 50
% 100 100 100
3
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2 2 2 2 2
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Figur 5. Medianviarde for parametrarna CytoLyt®, attiksyrabaserad fixeringslosning filtrerad med "Non-GYN”
samt "UroCyte” med avseende pa bedémningskriterierna bakgrundsmaterial och cellmiangd.

11



Analys av fargbarhet

Cytodiagnostikern bedomde att 72% av glasen visade en forandrad fargbarhet dar CytoLyt®
resulterade i en ljusare infargning jamfort med de prover som fixerats med attiksyra. For 6%
av glasen gick fargbarheten ej att bedoma da de inneholl f6r fa celler. For resterande 22% kunde
ingen forandring i fargbarhet observeras. Bedomningen av cytopatologen visade att 3% av
glasen ej gick att bedoma och att 47% av glasen resulterade i en forandrad fargbarhet. Halften
av glasen (50%) erholl €j en fargforandring, (se figur 6).
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Figur 6. Procentuell fordelning av bedomningsresultaten for fargbarhet mellan prover som fixerats med CytoLyt®
respektive dttiksyra.
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Diskussion

Syftet med studien var att jamfora erhallet preparatinnehéll fran blasskoljvatskor som fixerats
med fixeringslosning innehéllande attiksyra med fixeringslosningen CytoLyt® solution, vilken
rekommenderas av tillverkaren Hologic Inc. Studien #mnade #ven jamfora erhéllet
preparatinnehdll mellan ThinPrep® filtren "Non-GYN” och ”UroCyte”. Patientprover
preparerade med respektive fixeringslosning samt filter bedomdes utifran de tre kriterierna:
bakgrundsmaterial, cellmdngd och fordndrad fargbarhet vilka via berdkning av
medelscoreviarde, median och signifikansviarde kunde jamfoéras och utvdrderas. Studiens
hypotes var att CytoLyt® skulle ge ett mer representativt preparat for diagnostisering av
urinblasecancer.

Resultatdiskussion

Resultaten fréan fixering med CytoLyt® och nuvarande fixeringslosning innehéllande attiksyra
visade att bedomningskriteriet bakgrundsmaterial skiljde +/- 0,5 i sdvil medelscoreviarde som
medianviarde samt att en signifikant skillnad erholls. Medelscoreviarde samt medianvirde for
cellméngden var lika mellan fixeringslosningarna da ingen signifikant skillnad erholls. Av
samtliga prover ldg 95% av medianskillnaden inom intervallet 0—0,5 ndgot som kan bekrifta
resultatets tillforlitlighet. Preparat frén cytologilaboratoriet Ryhov fixerade med
fixeringslosning innehallande attiksyra har visat en bakgrundsbild som inte alltid
overensstimmer med anamnesen. D4 hematuri noterats i remissen, har detta ej kunnat
observerats i preparatet, ndgot som ar onskvart att uppna via fixering med CytoLyt®. Tidigare
studier har visat att dttiksyra har en stark hemolyserande effekt med goda resultat da den
anvants vid ompreparering och tvittning av blodiga preparat som bedomts som
otillfredsstéllande (15, 16, 17). Pa cytologilaboratoriet Ryhov anvinds d&ven samma process
bestdende av 9 delar CytoLyt® till 1 del isattika, nagot som tillverkaren rekommenderar (14).
Detta omprepareringssteg exkluderades dock i denna studie. Detta for att endast pavisa
fixeringslosningarnas effekt med avseende pa erhillen mangd bakgrundsmaterial, cellmiangd
samt forandrad fargbarhet. Laboratoriet har dessutom valt att modifiera ThinPrep® metoden
genom att anvianda attiksyra tillsammans med metanol istéllet for CytoLyt® vid fixering av
blasskoljvatskor. Da laboratoriet anvint attiksyrabaserad fixeringslosning under en léng
period ar det svart att motivera varfor dessa rutiner har implementerats, vilket styrker studiens
syfte da fixeringslosningen utviarderas. Misstanke fanns att attiksyra har en hogre
hemolyserande effekt dn CytoLyt®, vilket gjorde att den sistnimna fixeringslosningen
forvantades alstra mer bakgrundsmaterial, sd som erytrocyter. Studiens resultat motte dessa
forvantningar da CytoLyt® gav ett mer representativt preparat. Eftersom filtret "Non-GYN”
anvandes for bada fixeringslosningar forvantades ingen erhallen skillnad i cellméangd vilket
studien ocksa bekraftar. Vid utvirdering av bedomningskriterierna for studien noterades en
tydlig forandring i fargbarhet mellan fixeringslosningarna, vilket da valdes som en matbar
parameter. Tidigare studier har noterat potentiella morfologiska forandringar vid behandling
av attiksyra (17, 18). Hologic Inc. avrader dessutom fran att anvdnda attiksyra till farska
preparat da den nukledra morfologin har visat sig ge otillfredsstidllande resultat (14).
Morfologiska skillnader som erholls i denna studie var att preparat fixerade med CytoLyt®
upplevdes ha en sldtare samt négot storre cytoplasma jamfért med preparat fixerade med
attiksyra vilket stimmer 6verens med resultat fran tidigare studier. En forandrad fargbarhet
for CytoLyt® gav ljusare preparat i majoriteten av glasen jamfort med de glas som fixerats med
attiksyra vilka visade en morkare infirgning av séval kidrna som cytoplasma. I bilaga 3, figur
7A-B, illustreras forandringen i fargbarhet mellan preparat fixerade med CytoLyt® och
attiksyra mikroskopiskt. I Bilaga 4, figur 8A-B, syns dven makroskopisk bild pa forandringen i
fargbarhet mellan ovan nimnda losningar. D& endotelceller ibland bildar kluster kan den
morkare preparatbilden som attiksyra resulterar i forsvara diagnostiken. Eftersom CytoLyt®
ger ett ljusare preparat ar det att foredra da det kravs visuell bedomning pa detaljniva. Det ar
dock viktigt att poingtera att det huvudsakligen ar forhéllandet mellan cytoplasma och
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cellkdrna som bedoms vid urincytologi. En stor variation av det rapporterade resultatet sags
dock mellan bedomarna vilket var forvintat med anledning av att bedomningarna var
subjektiva. Vart att namna ar problematiken kring tolkningen av bedomningsprotokollet som
gavs till bedomarna, da varierande information framgick till bedomarna om hur underlaget
skulle tolkas. For att motverka detta i vidare studier kan samtliga bedomare bjudas in till ett
gemensamt informationstillfalle dar standarden for bedomningsprotokollet tydligt framgar,
for att erhalla ett mer tillforlitligt och enhetligt resultat. Vid jamforelse av filtren "Non-GYN”
och "UroCyte” erholls ingen signifikant skillnad i bakgrundsmaterial, daremot erholls en
skillnad i cellmiangd dar "UroCyte” filtret resulterade i en positiv forskjutning med hogre
medelscoreviarde (hogre miangd celler). Filtren har olika porstorlekar dmnade for olika
andamal (14). "UroCyte” har storre porer vilket gor att en stérre mangd celler kan passera
genom filtermembranet. Eftersom filtermembranets diameteryta 4r mindre &n "Non-GYN”
(bilaga 5, figur 9) resulterar det i en mindre yta att bedoma. Det gor att cellmidngden kan ha
upplevts som rikligare, vilket kan forklara resultatet. Bedomningsprotokollet (bilaga 6) gav
bedomarna plats att notera specifika fenomen eller avvikelser som observerades i preparaten.
Ett vanligt forekommande fenomen som vid upprepade tillfallen noterades var ojamnt fordelat
cellmaterial. Detta noterades dock enbart for proverna som filtrerats med "UroCyte”, se figur
8C i bilaga 4 for makroskopiskt exempel dér ett preparat med ojamnt fordelat cellmaterial
noterats. Aven har erholls en stor variation mellan bedomarna i antalet noterade fall vilket gor
att det blir en generaliserad tolkning. Uppkomsten av ojamnt fordelat cellmaterial finns
beskrivet i ett flertal studier dar provmaterialet har varit blodigt samt i stor méngd (15, 16).
Misstanke finns sdledes om att filtreringen av potentiellt blodiga preparat inte har kunnat ske
som amnat i ThinPrep 5000-processorn da filtren delvis tidppts igen, vilket resulterar i
omraden utan cellmaterial. Det var dven nagot som misstanktes i studier av Bentz et al. (15)
vilket kunde verifieras genom mikroskopisk analys av filtermembranet. For att motverka detta
hade ett tvittsteg med 9 delar CytoLyt® till 1 del isattika kunnat applicerats till utférandet da
detta hade kunnat alstra en jaimn fordelning av celler efter ompreparering. Det ar dock av virde
att diskutera den biologiska variationen mellan proverna samt att insamlingsmetoder kan
bidra till att den standardiserade bearbetningen inte alltid ger en jamn cellférdelning (14).
Daremot observerades en tydlig trend dar detta fenomen enbart noterades vid anvandning av
en viss typ av filter, vilket gor att andra bidragande faktorer si som fixeringslosning,
insamlingsmetod samt bearbetning utesluts som orsak till fenomenet d& dessa faktorer forblev
oforandrade mellan proverna. Andra kommentarer som erholls frdn bedomarna var forekomst
av inflammatoriska celler och bakterier. I majoriteten av fallen forekom mer inflammatoriska
celler hos de prover som fixerats med tillsats av attiksyra. En misstanke ar att detta exempelvis
beror pa ordningsféljden som provmaterialet samlades in i, alternativt att blasan ej har spolats
tillrackligt innan materialet samlades in. Majoriteten av provinsamlingen ska ha skett till
insamlingskarlet innehallande attiksyra foljt av kirlet innehéllande CytoLyt® men det kan ha
varierat. Detta skulle kunna vara forklaringen till den 6kade miangden inflammatoriska celler
samt bakterier som i storre utstrackning erholls i preparat fixerade men dttiksyra. Har bldsan
ej spolats ordentligt kan en storre mangd oonskat material som urin med bakterier samt
inflammatoriska celler f6ljt med blasskoljvatskan vid aspiration. Att vissa prover forvarades i
upp till tre veckor innan bearbetning kan dessutom resulterat i 6kad bakterietillvaxt da
CytoLyt® ej ar avsedd for mikrobiell avdodning. Studier har dock visat att dttiksyra har en
antimikrobiell effekt (19) nadgot som maste studeras vidare d&d denna studie ej har kunnat
pavisa detta. Anledningen till detta tros bero pa den laga koncentrationen av attiksyra (10%) i
fixeringslosningen. Vidare studier hade behovt genomforas for att undersoka vad CytoLyt®
respektive dttiksyra har for effekt pa inflammatoriska celler och bakterier.

Metoddiskussion

Ett mal med urincytologi ar att identifiera kliniskt signifikanta uroteliala neoplasier. For att
uppna detta mal ar cytologi beroende av ett antal faktorer sasom provkvalitén, insamling- samt
prepareringsmetod. For diagnostik av hoggradigt urotelialt carcinom &r blasskoljvitska ett bra
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val av provmaterial dd en hog mingd vilbevarade celler erhélls. Provmaterialet ger ett brett
spektrum av ureoteliala celler samt att ett farre antal skivepitelceller erhalls jamfort med
exempelvis kastad urin (20). For att sakra provkvalitén kravs dock att provinsamlingen sker
med standardiserade metoder. Insamlingskarlen skiljde sig i savil volym fixeringslosning som
insamlat provmaterial. Till kérlet innehéllande CytoLyt® bor approximalt goml provmaterial
appliceras till 3oml CytoLyt® respektive 125ml provmaterial till 125ml attiksyrabaserad
fixeringslosning. Variation i erhallet provmaterial mellan insamlingskiarlen med samma
fixeringslosning noterades dock. Detta kan siledes vara en bidragande faktor till skillnader
som observerades. Cellpelleten som erholls vid centrifugering av provmaterial kan rimligtvis
ha varierat i mingd pa grund av volymvariation mellan fixeringslosningarna och
provvolymerna. Det finns darmed en begrasning hos insamlingskérlet med CytoLyt® eftersom
kirlet rymmer mindre volym provmaterial. Vid potentiell ompreparering av provmaterialet
finns mer material att tillgdh fran insamlingskirlet innehallande attiksyrabaserad
fixeringslosning. Antalet erhallna celler skiljde inte namnvart mellan de preparerade glasen
och egenskaperna hos fixeringslosningarna ses dirmed som en storre bidragande faktor till
potentiella skillnader i saval cellmdngd som bakgrundsmaterial. Volymen kan dock inte helt
uteslutas som faktor. I studien bearbetades och analyserades totalt 9o prover fran patienter
med varierande sjukdomsbild. For framtida studier bor en storre mangd prover analyseras for
att oka tillforlitligheten da fler patientprover kan bidra till fler erhéllna fall med neoplasier.
Eftersom dessa dd kan undersokas i storre utstrackning okar det studiens validitet.
Ergonomiskt upplevdes ingen skillnad i anvdndandet av insamlingskirlen vilket dven
urologklinikerna instammer till. Detta dr av virde di hanteringen initialt sker avdem. Daremot
upplevdes insamlingskirlet for CytoLyt® som skorare da materialet var av hardplast,
tillskillnad fran insamlingskarlet for den attiksyrabaserade fixeringslosningen diar materialet
bestod av mjukplast. Bada fixeringslosningarna klassificeras som hilsofarliga samt
brandfarliga (21). Attiksyra har dessutom friatande egenskaper samt en pataglig doft vid
bearbetning, vilket inte upplevdes med CytoLyt®. Parametrarna samt scoreviardena som
studien grundade sig pa diskuterades fram tillsammans med cytodiagnostiker som senare
bedomde samtliga preparat, ndgot som kan ha péverkat studiens validitet. Detta d& en liten
uppfattning om potentiella skillnader kan ha noterats mellan fixeringslosningarna innan
samtliga preparat numrerades om infor bedomningen. Eftersom det fanns en begransning i
vilka som kunde ge den diagnostiska bedomningen i rutinverksamheten kunde ingen
utomstdende uppritta bedomningskriterierna, nagot som hade varit onskvirt for att
sdkerstélla studiens validitet. Glasen hade alternativt kunnat avidentifierats innan
bedomningskriterierna sattes for att bibehalla objektiviteten. For att avgora vilken
fixeringslosning som ar lampligast for bearbetning av bldsskoljvitskor behéver dessutom
kostnaderna for 16sningarna vigas in i utviarderingen. Onskvart ar att erhélla en s& optimal
kvalité pa diagnostiken med en sa lag kostnad som mojligt. Personalens tid och arbete dr en
del av kostnaden i de fall da exempelvis prover behover prepareras om pa grund av
provsammansittnigen eller bearbetningsprocessen. Dessa kostnader ses dock som minimala
jamfort med fordelarna som patienten erhéller.
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Slutsatser

Genom att bedoma urincytologiska preparat fran blasskoljvatskor kan diagnos stillas vid ett
tidigare skede vilket dr avgorande for patientens prognos och behandling av cancersjukdomen.
Det ar darfor av viarde att processen fran provtagning till provsvar ar sa effektiv som mojligt
och att provet saledes ar sa representativt som majligt. Anviandandet av filtret "UroCyte” gav
ojamn celldistribution pa objektglaset i majoriteten av preparaten. Detta fenomen forekom
inte vid filtrering med "Non-GYN”. Attiksyran tycktes paverka infargningen pa ett sddant satt
att cellkdrnan vid klusterbildning av urotelceller upplevdes svarare att bedoma da en morkare
preparatbild erhoélls. Studien tyder sdledes pa att CytoLyt® ger ett mer representativt preparat
och lamnar en god bakgrundsbild i kombination med anvindandet av filtret "Non-GYN”.
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17



Referenser

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Kaseb H, Aeddula NR. Bladder Cancer. StatPearls. 2021.
Bergman O FL, Hont G, Johansson E, Ljungman P. Cancer i siffor 2018,
populdrvetenskapliga fakta om cancer 2018 [20210326]. Available from:
https://www.socialstyrelsen.se/globalassets/sharepoint-

dokument/artikelkatalog/statistik/2018-6-10.pdf.

Cook DJ, Warren PJ. Cellular pathology : an introduction to techniques and
applications. Banbury: Scion; 2015.

Gray W, McKee GT. Diagnostic cytopathology. London: Churchill Livingstone;
2003.

Hoda RS. Non-gynecologic cytology on liquid-based preparations: A
morphologic review of facts and artifacts. Diagn Cytopathol. 2007;35(10):621-34.
Lewis SA. Everything you wanted to know about the bladder epithelium but were
afraid to ask. Am J Physiol Renal Physiol. 2000;278(6):F867-74.

Shambayati B. Cytopathology. Oxford: Oxford University Press; 2011.

Bibbo. Comprehensive Cytopathology, Fourth Edition [Elektronisk resurs]:
Elsevier; 2015.

Al-Abbadi MA. Basics of cytology. Avicenna journal of medicine. 2011;1(1):18-28.
Papanicolaou GN, Marshall VF. URINE SEDIMENT SMEARS AS A
DIAGNOSTIC PROCEDURE IN CANCERS OF THE URINARY TRACT. Science.
1945;101(2629):519-20.

Tan WS, Sarpong R, Khetrapal P, Rodney S, Mostafid H, Cresswell J, et al. Does
urinary cytology have a role in haematuria investigations? BJU Int.
2019;123(1):74-81.

Deng Y, Yi L, Lin X, Lin L, Li H, Lin J-M. A non-invasive genomic diagnostic
method for bladder cancer using size-based filtration and microchip
electrophoresis. Talanta. 2015;144:136-44.

Khoo BL, Bouquerel C, Durai P, Anil S, Goh B, Wu B, et al. Detection of Clinical
Mesenchymal Cancer Cells from Bladder Wash Urine for Real-Time Detection
and Prognosis. Cancers (Basel). 2019;11(9).

ThinPrep®5000 Processor Anvandarhandbok. Marlborough, MA, USA: Hologic
Inc; 2015-11-03.

Bentz JS, Rowe LR, Gopez EV, Marshall CJ. The unsatisfactory ThinPrep Pap
Test: missed opportunity for disease detection? Am J Clin Pathol.

2002;117(3):457-63.

18


https://www.socialstyrelsen.se/globalassets/sharepoint-dokument/artikelkatalog/statistik/2018-6-10.pdf
https://www.socialstyrelsen.se/globalassets/sharepoint-dokument/artikelkatalog/statistik/2018-6-10.pdf

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Islam S, West AM, Saboorian MH, Ashfaq R. Reprocessing unsatisfactory
ThinPrep Papanicolaou test specimens increases sample adequacy and detection
of significant cervicovaginal lesions. Cancer. 2004;102(2):67-73.

Frisch NK, Ahmed Y, Sethi S, Neill D, Kalinicheva T, Shidham V. The
effectiveness of acetic acid wash protocol and the interpretation patterns of blood
contaminated cervical cytology ThinPrep(®) specimens. CytoJournal.
2015;12:23.

Cohen D, Shorie J, Biscotti C. Glacial acetic acid treatment and atypical
endocervical glandular cells: an analysis of 92 cases. Am J Clin Pathol.
2010;133(5):799-801.

Trcek J, Mira NP, Jarboe LR. Adaptation and tolerance of bacteria against acetic
acid. Appl Microbiol Biotechnol. 2015;99(15):6215-29.

Koss LG, Melamed MR. Koss' diagnostic cytology and its histopathologic
bases2005.

Metodbeskrivning; blasskoljvatska ThinPrep. Jonkoping: Region Jonkopings

lan; 2021.

19



Bilagor
Bilaga 1.

Infargningsprotokoll enligt Papanicolaou som studien nyttjade.

Program 1 PAP
Reagent | Steg | Kyvett/ | Tid | Exakt
Station | Min:sek

50%alk 1 1 1:00 Nej
Avjon vatten 2 |2 1:00 Nej
Kirnfirg 3 (3 7:00 Ja
Avjon vatten 4 |4 0:10 Ja
Skoljlézning 5 5 1:00 Ja
Avjon vatten 6 |6 0:30 Nej
Bliningslésning| 7 |7 0:30 Ja
Avjon vatten g8 |wWl 0:30 Nej
50%alk 9 W2 0:30 Nej
95%alk 10 |'W3 0:30 Nej
Orange G- 11 |'W4 2:00 Ta
16sning

95%alk 12 |'W5 0:15 Ta
95%alk 13 |8 0:15 Ta
EA-16sning 14 |9 4:00 Ja
95%alk 15 |10 1:00 Ta
95%alk 16 |11 1:00 Ta
Abs alk 17 (12 0:30 Nej
Abszalk 18 (13 0:30 Nej
Abs alk 19 (14 0:30 Nej
Tizsue clear 20 |15 1:00 Nej
Tizssue clear 21 |16 3:00 Nej
Abs alk 22 |17 1:00 Nej
Abs alk 23 |18 2:00 Nej
Abs alk 24 | CNV/EXTT -

Montering gdrs med Pertex i tAckglasmonterare.
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Bilaga 2.

JONKOPING UNIVERSITY
‘ School of Health and Welfare

Blankett for etisk egengranskning av examensarbeten’ vid
Halsohbgskolan

Datum: 2021-03-22
Fixering av blasskoljvatska

Examensarbetets titel: for urincytologi - En jamforelse av ThinPrep® Cytolyt solution
med befintlig fixeringslosning innehallande &ttiksyra

Student/studenter?: Pernilla Lindgren, Evelina S6derblom

Student/studenter mejladress:  lipe1l691@student.ju.se, soevl7au@student.ju.se

Utbildningsprogram: Biomedicinsk Analytiker inriktning laboratoriemedicin
Utbildningsniva: Kandidatexamen

Handledare: Christina Kabjérn Gustafsson

Handledare mejldress: christina.kabjorn.gustafsson@rjl.se

Examensarbeten vid Halsohdgskolan, Jonkdping University, ska folja forskningsetiska principer sa
som de uttrycks i etikprévningslagen (EPL). Denna blankett &r ett hjadlpmedel fér granskning av
etiska fragestallningar knutna till examensarbetet.

Student och handledare gar igenom blanketten tillsammans, identifierar etiska problem och
enas om hur dessa ska hanteras.

Forskning som faller under EPL maste prévas av regional etikprévningsnamnd (EPN)3. Det finns tvé
typer av studier som normalt inte raknas till forskning och som maste hanteras speciellt. Det ena
ar examensarbeten och det andra adr verksamhetsforlagt forbattringsarbete i hdlsa och valfard.

Grénsdragningen mellan forskning och dessa tva typer av studier berdrs inledningsvis i del A.
Del B hanterar vad som faller under EPL samt etiska principer som &r viktiga vid genomférandet.
Del Cinnehaller tillvagagangssatt for radgivande yttrande fran forskningsetiska kommittén.

Om examensarbetet redan ingar i ett etikgranskat och godkant projekt behover ingen etisk
egengranskning genomfdras.

! Blanketten géller dven verksamhetsférlagda forbattringsarbeten.
2 Alternativt utférare av verksamhetsforlagt férbattringsarbete.
3 www.epn.se

14)
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Del A: Ar detta en forskningsstudie?

Del A syftar till att avgora om studien avser vara forskning. Examensarbeten rdaknas normalt inte
som forskning och kan dé inte heller tas upp i EPN. Under vissa omstandigheter kan dock
examensarbeten vara forskning, ndmligen om de:

1. syftar till publicering i vetenskaplig tidskrift

2. har en vetenskaplig fragestéllning och en design som kan besvara densamma

3. leds av forskare inom omradet, antingen som del av ett stérre projekt eller med
forskare som handledare.

Alla dessa tre bdr uppfyllas for att studien ska betraktas som forskning och kunna hanteras i EPN.

Ar studien forskning i dessa tre avseenden?
[C]JA (Studien ska provas av EPN.)
X NEJ (Fortsitt till del B och C.)

Del B: Innehaller examensarbetet sddant som enligt etikprévnings-
lagen kan identifieras som etiskt kansligt?

Fragorna i del B syftar till att underséka om examensarbetet har sddana etiska problem som om
det vore forskning skulle kravt prévning i EPN, samt hur etiska principer hanteras.

Ja  Tveksamt Nej

1  Avser studien att behandla kénsliga personuppgifter enligt PUL, det vill
séga vid nagot skede lanka till en person och dar uppgifterna avsldjar ras
eller etniskt ursprung, politiska asikter, religios eller filosofisk 6vertygelse,
medlemskap i fackforening, hélsa eller sexualliv?

O

5

2 Avser studien att behandla personuppgifter som avser lagovertradelser

som innefattar brott, domar i brottmal, straffprocessuella tvangsmedel & | X
eller administrativa frihetsberévanden?

3 Innet.:ér studien ett fysiskt ingrepp péa forskningspersoner (dven sadant 0 D =
som ingdr i géngse rutiner, men ocksa ar del i forskningen)?

4 Arsyftet med studien att fysiskt eller psykiskt paverka 0 0 X
forskningspersonerna (exempelvis behandla dvervikt)?

5 Innebér studien en uppenbar risk fér skadlig pdverkan (4§82 2003:460)
(exempelvis risk for fysiska skador eller risk att vdcka traumatiska minnen O O X
till liv)?

6  Anvinds biologiskt material som kan héarledas till en identifierbar individ 0 0 X
eller avliden minniska (exempelvis blodprov eller vavnadsprov)?

7  Kan frivilligheten ifrdgaséttas (exempelvis utsatta grupper sdsom barn,
personer med kognitiv nedsattning och psykisk funktionsnedsattning, W 0 X

eller personer i beroendestillning som patienter eller studenter i
férhallande till forséksledaren)?

2(4)
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Kommer personer med begrénsad autonomi engageras (exempelvis
personer med kognitiva svarigheter, underdriga) dar forstaelsen for
innebdrden av samtycket ar begransat?

Innebdr studien att informerat samtycke inte kommer att inhdmtas (det vill
saga forskningspersonerna kommer inte att fa full information om
undersdkningen och/eller méjlighet att avsiga sig ett deltagande)?

Risker
Andra identifierade risker.
Deltagarval och social utsatthet

Deltagarna tillhor en extra sarbar och utsatt grupp i samhallet
(minoritetsgrupp).

Uppréttas ett personregister dar data kan kopplas till en fysisk person?

Informerat samtycke

Studien beskrivs sa att deltagarna forstar dess syfte och upplégg och vad
deltagande i projektet innebar (exempelvis antal besok, projektlangd, med
l4tt svenska utan fackuttryck).

Alla faktorer som kan paverka beslut om medverkan framgar klart.

Det stammer att informationsbrevet inte innehaller 6vertalande
formuleringar, inklusive “milt 6vertalande” som utgar fran att personen
ska eller bor stalla upp utan att fullt visa respekt for valet (exempelvis “tack
pa férhand”).

Det framgar att varden eller andra insatser inte paverkas av beslut om att
medverka eller avsta fran medverkan.

Frivillighet

Deltagandet i studien &r frivilligt och detta framgar tydligt i den skriftliga
informationen till patient eller forskningsperson.

Det framgar tydligt att deltagare nar som helst och utan angivande av skal
kan avbryta deltagandet utan att detta paverkar forskningspersonens
omhandertagande eller behandling eller, om studenter, betyg etc.

Konfidentialitet och deltagarnas sdkerhet
Finns det skal att utlova konfidentialitet i studien?

Det finns rutiner for att garantera konfidentialitet och integritet vid
datainsamlingen.

Om konfidentialitet &r utlovat, beskrivs resultatet pa ett satt sa att
deltagarna ar konfidentiella, det vill séga de kan ej identifieras efterat
(inklusive sma forutsattningar for s kallad baklédnges-identifikation).

Forskningsresultat

Finns det skal att erbjuda deltagarna att fa ta del av forskningsresultatet?

Ja

O

a

a

Tveksamt

O

(|

a

Om nagon av fragorna 1-12 besvaras ja eller tveksamt, ska studien provas vid den lokala
forskningsetiska kommittén, se del C.

3
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Del C: Ansd6kan om radgivande yttrande

Folj anvisningarna i punktlistan. Ansokan ska skrivas under handledning och ska signeras av
studenter och handledare. Texten far inte 6verskrida 1000 ord (Times New Roman, pkt 12,
radavstand 1,5).

e Beskriv projektet, inklusive bakgrund, syfte, forskningsfraga och metod.

e Beskriv vilka etiska problem som kan uppsté i samband med studien.

e Redogor for risker som deltagandet kan medfGra for forskningspersonerna (EPN 5:1).

e Redogor for mojlig nytta for de forskningspersoner som deltar i examenarbetet (EPN
5:2).

e Identifiera och precisera eventuella etiska problem som kan uppsta i ett vidare
perspektiv genom examensarbetet (EPN 5:3).

e Redogor for hur etiska risker och problem ska hanteras.

Skriv under blanketten “Etisk egengranskning” och skicka den i pappersformat tillsammans med
svaren pa fragorna i del C till forskningsetiska kommitténs sekreterare. Skicka dven samtliga
dokument till sekreteraren i elektronisk form. Forskningsetiska kommitténs sammantriadestider
finns pa hogskolans webbsida.

Ovanstaende fragor dr noga genomgangna, sanningsenligt besvarade och diskuterade med
handledare.

Ort och datum: 2021-03-22, Jonkoping

Namnfortydligande Underskrift
2 ‘ A e ek
Student/utforare: 277/t Avinagres] %M W,
& . 4
student/utorare: [ plino. Sdecblom, _Cielia Sbdpulifpe

Student/utférare:

Handledare: ( )‘/\ﬁl/l%ﬂ \Q[pj@m/
-
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Bilaga 3.

Figur 7. Preparat fixerat med CytoLyt® (A) vilka har ljusare infirgade urotelceller samt skivepitelceller

an preparat fixerat med tillsats av dttiksyra (B).
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Bilaga 4.

Figur 8. Exempel pé preparerat som filtrerats med "Non-GYN” samt fixerats med CytoLyt® (A) och
attiksyra (B). Glas med ojimn fordelning av cellmaterial efter fixering med dttiksyra samt filtrering med
“UroCyte” (C).
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Bilaga 5.

Figur 9. Skillnad i membranstorlek mellan det gula filtret "UroCyte” och det bl filtret "Non-GYN”.
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Bilaga 6.

Bedomningsprotokoll som nyttjades i studien

Beddémningsprotokoll

Prov| Cellmingd | Bakgrundsmaterial | Forindrad | Ovriga kommentarer

firgharhet®
1 20311 2 3 4 Ja Nej

1A

1B

1C

A

iB

ac

4A

4B

4C

6A

6B

6C

Cellmiined 1; Sparsam_ 2; Marttlig, 3; Riklig
Bakgrundsmaterial 1; Inget/enstalea, 2; Sparzam_ 3; Mitiliz, 4; Rildig

* Syns nagon skillnad i fargbarhet mellan proverna A och B? kommentera i =4 fall huruvida
fargharheten &r morkare/ljusare i kommentarrutan.
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