ThinPrep 2000 vs. Shandon CytoSpin 3

- Preeparering og May-Grunwald-Giemsa Farvning af Non-Gynaekologisk Cytologi.

I dette studie sammenlignes preeparering og May-Grunwald-
Giemsa (MGG) farvning af non-gyneekologisk cytologi pa bade
ThinPrep 2000 og Shandon CytoSpin 3.

Der blev medtaget 30 prover i forspget, heraf 20 Bronkie Alve-
oleere Lavager (BAL), 4 pleuraveesker, 4 ascitesveesker og 2 cyste-
vaesker. Alle veesker blev preepareret pa bade ThinPrep 2000 og
Shandon CytoSpin 3, hvorefter de blev farvet med MGG. Ved
preeparering af de sergse veesker, samt cystevaeskerne opnéedes
den bedste diagnostiske kvalitet ved anvendelse af CytoSpin.
Men ved preeparering af BAL-veeskerne gav begge preeparations-
metoder en god diagnostisk kvalitet, dog fremgik det tydeligt, at
cellerne var meget bedre bevarede ved praeparering pa ThinPrep.

Derudover kunne konkluderes, at det efter en optimering af
MGG-farvningen, var muligt at farve non-gyneekologisk mate-
riale preepareret pa ThinPrep, og stadig opnd samme farvekva-
litet, som pa konventionelt preepareret materiale.

Formalet med forspget var at indfgre preeparering af non-
gynaekologisk cytologi pa ThinPrep med henblik p4, at der ¢n-
skedes indfprt en standardisering af preepareringen af non-
gynaekologisk cytologi pd Rigshospitalets Patologiafdeling.
Desuden var formalet at udfgre en optimal MGG-farvning pa
non-gynaekologisk cytologi preepareret pa ThinPrep med hen-
blik p& at opnd samme eller bedre farvekvalitet, i forhold til
den farvekvalitet, der opnés ved anvendelse af Rigshospitalets
Patologiafdelings nuveerende MGG-farvemetode.

Baggrund
Ved preeparering af non-gyneekologisk cytologi pa CytoSpin er
der flere parametre, der har betydning for det feerdige preepa-
rats kvalitet. Praeparering pa CytoSpin resulterer ofte i autoly-
se, hvilket blandt andet er et problem ved preeparering af BAL-
veesker, idet det feerdige praeparat differentialteelles. Hvorfor
det er vigtigt, at der kan skelnes mellem de forskellige cellety-
per. Derudover har det veeret et problem, at der kan forekom-
me forstyrrende elementer i baggrunden sasom blod og slim,
samt at cellerne ofte er lejret i flere lag, hvilket vanskeligggr
mikroskoperingen af preeparatet.

Disse problemstillinger pavirker vurderingen af cellerne under
mikroskopering, og dermed ogsa den efterfplgende diagnosticering.
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P& Rigshospitalets Patologiafdeling anvendes hovedsageligt
MGG til farvning af non-gyneekologi. Producenten af ThinPrep
anbefaler dog, at der anvendes Papanicolaou-farvning (PAP).
Men da man pa Rigshospitalets Patologiafdeling gerne vil be-
holde MGG-farvningen, kunne det veere interessant at under-
spge, om det er muligt at farve MGG pd BAL, pleura-, ascites-
og cystevaesker preepareret pa ThinPrep.

Shandon Cytospin 3

Ved preeparering af non-gynaekologisk cytologi p& Shandon
CytoSpin 3 benyttes centrifugalkraft. Princippet er kraftig cen-
trifugering, hvilket resulterer i en opkoncentration af cellerne,
hvorefter disse tvinges ud pa et objektglas. Centrifugalkraften
flader cellerne ud, hvormed cellekernens morfologi bliver mere
tydelig. Resultatet skulle veere ét cellelag indenfor et defineret
omréade pé et objektglas®

ThinPrep 2000

ThinPrep er en vaeskebaseret tyndtlagsteknik, der bl.a. anven-
des til preeparering af non-gyneekologisk cytologi. Det over-
ordnede princip for ThinPrep er, at prgvematerialet homogeni-
seres og forstyrrende elementer, sasom blod og slim, fjernes.
Under preepareringen anvendes CytoLyt Solution —en oplgs-
ning der lyserer erytrocytter og oplgser slim. Dermed resulte-
rer preeparering pa ThinPrep i, at cellerne lejres jeevnt i ét lag
og at baggrunden bliver mere ren.

ThinPrep anvender et softwareprogram og en Non-gyn fil-
termembran, der kan kontrollere homogenisering, opsamling
og overfprsel af diagnostiske celler fra prpve til objektglas (se
figur 1side 17). Dermed fés et aftryk af celler pa objektglasset,
der er repraesentativt for hele prgven.

May Griinwald Giemsa
MGG-farvningen er primeert en cytologisk oversigtfarvning,
der bestar af to farveoplgsninger: May-Grunwald, der indehol-
der anionfarvestoffet Eosin Y og kationfarvestoffet Methylen-
bla, og Giemsa, der indeholder anionfarvestoffet Eosin Y og
kationfarvestofferne Methylenbld, Azur A og B.

Eosin Y farver rgdt og Methylenbld, Azur A og B farver blats.

Det specielle ved MGG-farvningen er Romanowsky-
Giemsa(RG)-effekten, som forekommer i Giemsa-farveoplgs-
ningen mellem Eosin Y og Azur B>%. RG-effekten opstar kun,
hvor der er teet relation mellem polyanioner (negative celle-
komponenter) og polykationer (positive cellekomponenter) (se
figur 2 side 17). Denne teette relation findes bl.a. i cellekerner
mellem DNA (polyanion) og histoner (polykationer).

Der opstar meget steerke bindinger mellem disse, hvormed
elektronerne skal anslds med mere energirigt lys. Dette vil re-



ThinPrep 2000

FIGUR 1. Overforsel af provemateriale fra ThinPrep-beholder til objektglas.

ThinPrep® 2000 Operator’s Manual. © Cytyc Corporation, 1995.

FIGUR 2. RG-effekten; Azur B og Eosin Y bindes til forskellige cellekomponen-
ter i kernen, hvorefter de lejres teet mod hinanden, hvilket skaber RG-effekten.
Prento P. et al.: “Kompendium i Kemiske og Biokemiske Analyseprincipper”.
Bioanalytikeruddannelsen Kgbenhavn, 2002.

Resultatvurdering

TABEL 1. Den diagnostiske kvalitet (DK) for hvert preeparat blev vurderet ud fra felgende scoresystem:

DIAGNOSTISK KVALITET

Score

2 Optimal diagnostisk kvalitet indebaerer, at alle de celletyper, der karakteriserer den enkelte provetype, er til stede, hvormed
proven kan anvendes til at stille en diagnose. Desuden skal prgven have opnaet en gennemsnitlig score pa 2-3 i diagnostisk
relevant cellebillede samt en score pa 3 i farveresultatet.

1 Acceptabel diagnostisk kvalitet indebaerer, at en eller flere af de celletyper, der karakteriserer den enkelte provetype, er til stede,
hvormed prgven kan anvendes til at stille en diagnose. Proven skal desuden have opnaet en gennemsnitlig score pa 1-2 i diagno-
stisk relevant cellebillede samt en score pa 2 i farveresultatet.

0 Darlig diagnostisk kvalitet indebaerer fa eller ingen tilstedeveerelse af de celletyper, som karakteriserer den enkelte provetype.

Proven vil derudover have opnaet en gennemsnitlig score pa 0-1 i diagnostisk relevant cellebillede samt en score pa 0-1 i henhold
til farveresultatet. Denne prove er uegnet og kan ikke anvendes.

Alle preeparater fik desuden tildelt en score inden for diagnostisk relevant cellebillede og farveresultat. Her gik scoringsveerdierne fra 0-3, hvor 3 var det opti-

male resultat.

sultere i en kortere bplgeleengde, hvormed der fremkommer
en purpurfarvning af cellekernerne. Denne purpurfarve er ka-
rakteristisk for RG-effekten4s67

Metoder
Der blev indsamlet prevemateriale over en periode pa 4 uger
pa Rigshospitalets Patologiafdeling.

Til hver prgve blev der lavet 2 preepareringer af pageeldende
provemateriale. Hver prgve blev derfor delt i to, dvs. der laves
en split-sample. En prove blev preepareret p4 CytoSpin (her an-
vendes det preeparat, som ogsa bruges til rutinemeessig diag-
nosticering pa Rigshospitalets Patologiafdeling.), og én prove
blev preepareret pa ThinPrep. Til MGG-farvning af ThinPrep-
preeparaterne var det ngdvendigt at seendre farvemetoden for
at opna et optimalt farveresultat.

For at kunne finde frem til en farvemetode, som gav et opti-
malt farveresultat, eksperimenteredes med sendring af forskelli-
ge parametre, sdsom koncentration, pH, farvetid og fiksering.

Resultater og diskussion
Viharidenne artikel valgt at leegge veegt pa resultaterne for

Bronkie Alveoleer Lavage (BAL), da det var indenfor for denne
prgvetype, at vi opndede de bedste resultater (se figur 3 side 18).

Baggrundsdebris

85 % af BAL-vaeskerne praepareret pa ThinPrep fik en accepta-
bel score i forhold til meengden af baggrundsdebris. Hertil fik
kun 40 % af BAL-veeskerne praepareret pa CytoSpin en accep-
tabel score.

Ud fra dette ses, at preeparering pa ThinPrep mindsker
mengden af baggrundsdebris i forhold til preeparering pé Cy-
toSpin. Dette skyldes formentlig, at der under preepareringen
pa ThinPrep anvendes CytoLyt Solution, som fjerner forstyr-
rende baggrundselementer i prgvematerialet sdsom blod, hvil-
ket ofte ses i sergse veesker pga. indstikket ved udtagning af
provematerialet? (se billede 2A og 2B side 18).

Monolag
100% af BAL-veeskerne praepareret pd ThinPrep fik en accepta-
bel score i forhold til monolag. Derimod fik kun 40% af BAL-
vaeskerne preepareret pa CytoSpin en acceptabel score.

Stort set alle 30 ThinPrep-preeparater havde tydeligt mono-
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FIGUR 3. Diagnostisk kvalitet for Bronkie
Alveoleer Lavage (BAL) preepareret pa
bade CytoSpin og ThinPrep.

DK = 0; darlig diagnostisk kvalitet,
DK = 1; acceptabel diagnostisk kvalitet,
DK = 2; optimal diagnostisk kvalitet.

Sammenligning af indholdet af baggrundsdebris i non-gynaekolo-
gisk provemateriale praepareret pa bade CytoSpin og ThinPrep.

BILLEDE 2A. Bag-
grundsdebris i pro-
ve praepareret pa
CytoSpin. Forstor-
relse 10 x.

BILLEDE 2B. Bag-
grundsdebris i pro-
ve praepareret pa
ThinPrep. Forstor-
relse 10 x.

BILLEDE 3. Thin-
Prep-praeparat med
mesotelcellegruppe.
Forsterrelse 10 x.

lag, der var dog tilfeelde, hvor cellerne havde tendens til at
samles i klumper (se billede 3).

Andre videnskabelige artikler®s angiver at de ligeledes har
oplevet celleansamlinger pé trods af celledispersionen under
preepareringen. Dog finder de ogsd, at der i ThinPrep-praepara-
terne er en pget forekomst af enkeltliggende celler.

CytoSpin-preeparaterne er praeget af stgrre maengder bag-
grundsdebris, hvilket kan pavirke monolaget, da cellerne vil
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kunne ligge under, ovenpa eller imellem denne baggrundsde-
bris. Dette kan ggre det umuligt at skelne de enkelte celler. Da
ThinPrep-preeparaterne indeholder mindre baggrundsdebris,
kan dette ogsd medvirke til et bedre monolag.

En anden mulighed kunne veere, at ThinPrep generelt er
bedre til at fremstille preeparater med monolag sammenlignet
med CytoSpin, formentlig pga. celledispersionen, som er en del
af ThinPrep praepareringsmetoden. Dispersionen har til funk-
tion at adskille sammenklumpet materiale, samt sprede evt.
slim i prgvematerialet, sdledes at de faerdige ThinPrep-praepa-
rater har monolag.

Morfologi

I forhold til cellemorfologien fik 80% af BAL-vaeskerne praepa-
reret pd ThinPrep en acceptabel score. Derimod fik kun 40% af
BAL-veaeskerne preepareret pd CytoSpin en acceptabel score.

I flere af ThinPrep-preeparaterne var der velbevarede respi-
ratoriske epitelceller med tydelige cilier (se billede 4A og 4B).
Tilstedeveerelse af cilier er et tegn pa raske celler, hvormed dis-
se er diagnostisk vigtige™. Andre videnskabelige artikler®
angiver alle, at de har oplevet bedre bevarede celler, med bedre
morfologi ved preeparering pa ThinPrep frem for preeparering
pa CytoSpin.

Der ses en tydelig skrumpning af cellerne, i alle 30 prgver
preepareret pa ThinPrep, sammenlignet med cellerne i prgver
preepareret pd CytoSpin. Denne skrumpning af celler kan skyl-
des fiksativerne PreservCyt- og CytoLyt Solution, der anvendes
ved praeparering p& ThinPrep, da disse indeholder methanol.
Ved fiksering i methanol, kan der ske en dehydrering af celler-
ne, hvilket kan resultere i, at cellerne skrumper. Det faktum at
cellerne skrumper, kan medfegre at det bliver sveerere at skelne
de intracelluleere elementer, hvilket kan have indvirkning pa
den diagnostiske kvalitet. Denne skrumpning af cellerne ses
uanset om prgvematerialet er preepareret lige efter modtagel-
se, eller om det er blevet opbevaret i enten PreservCyt- eller
CytoLyt Solution, i et ubestemt tidsrum, inden preeparering.

Diagnostisk kvalitet
10 BAL-veesker preepareret pa ThinPrep fik en optimal score in-
den for diagnostisk kvalitet, hvor ingen BAL-vaesker praepare-
ret p& CytoSpin opndede en optimal score.

85% af BAL-veeske preepareret pa ThinPrep fik en acceptabel
eller optimal score i diagnostisk kvalitet, hvor 95% af BAL-vee-
ske preepareret pa CytoSpin fik en acceptabel score (se figur 3).



BILLEDE 4A OG 4B. Prover preepareret pa
ThinPrep. Der ses tydelige velbevarede cili-
er, der er tegn pa raske celler.

BILLEDE 5. Adenokarcinom i
ThinPrep-preeparat. Forstor-
relse 40 x.

BILLEDE 6. Svamp i Thin-
Prep-preeparat. Forstorrelse
20 x.

Den diagnostiske kvalitet gives ud fra den samlede scoring
af det diagnostisk relevante cellebillede, samt farvescoren,
hvilket giver et godt indblik i, hvor god den enkelte preepare-
ringsmetode er for de forskellige provetyper.

I ét preeparat fandtes adenokarcinom, hvor cellerne var ty-
deligt lejret i tumorbolde, bade efter preeparering p& CytoSpin
og ThinPrep (se billede 5). Hvormed det ud fra dette forspg
fremgar, at preeparering pa ThinPrep ikke pavirker cellerne i
sammenhange, hvor fx lejringen af cellerne er diagnostisk
vigtigt. Derudover fandtes svamp og svampesporer i en BAL-
veeske preepareret pa ThinPrep (se billede 6).

Preeparering pa ThinPrep virker umiddelbart til at veere
mere skdnsom, end praeparering pa CytoSpin, pa trods af, at
cellerne under celleindsamling og celleoverfgrsel, suges op og
sprejtes over pa objektglassets.

MGG-farvning
BAL-veeskerne preepareret pa bade Cytospin og ThinPrep fik 95 %
af prgverne en acceptabel farvescore.

Det forventede resultat var, at begge preepareringsmetoder
ville opnd en acceptabel farvescore for alle preeparaterne, da
de anvendte farvemetoder, var tilpasset efter preeparerings-
metoderne. Som Wittekinds antyder kan resultater for MGG-
farvningen veere svingende, og derfor kan farveresultatet for
MGG-farvning variere.

Konklusion

Ud fra dette forspg, kan det konkluderes, at preeparering af
bade serpse veesker og cysteveesker pa ThinPrep, ikke forbedrer
den diagnostiske kvalitet, i forhold til preeparering pa Cyto-
Spin.

Ved preaeparering af BAL-vaesker, ses det derimod, at begge
metoder resulterer i en god diagnostisk kvalitet. Men det er ty-
deligt, at cellerne er langt bedre bevaret ved preeparering pa
ThinPrep, hvormed der ses en ¢gning af preeparater med en
optimal diagnostisk kvalitet. &

Ordliste & Referencer

Differentialtzelling — teelling af leukocytter i blodudstrygnings-
preparat med bestemmelse af, hvor stor en procentdel hver
enkelt type af leukocyt udger.

Monolag - lejring af celleri ét lag.

Morfologi — cellestruktur.
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