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Abstract

Background: Skin cancer is the most common type of cancer in Sweden. The gold standard for
diagnosis is histopathological assessment, which can take several days or weeks to process. Ex
vivo fluorescence reflectance confocal microscopy (FRCM) is a new method for diagnosis of
skin neoplasms which can be used intraoperatively. It could replace or supplement conventional

histopathological assessment, hence reducing costs and accelerating patient care.

Purpose: The purpose of this review is to evaluate current evidence to compare diagnostic
accuracy and ability to assess tumor radicality between ex vivo FRCM and conventional

histopathological assessment of skin neoplasms.

Scientific questions: How does the diagnostic accuracy of ex vivo FRCM differ from
conventional histopathological microscopy? Can ex vivo FRCM replace histopathological

microscopy for skin neoplasm diagnosis and assessment of tumor radicality?

Method: A literature review of published research articles on the subject of ex vivo confocal
microscopy (CM) for diagnosis of skin neoplasms was performed using the databases PubMed

and Embase.

Results: Due to low availability of articles describing FRCM, the review was expanded to
describe the broader subject of ex vivo CM. Although, due to substantial differences between the
included studies, it was difficult to deduce quantifiable results. However, there was a positive
correlation between ex vivo CM and conventional histopathology, and the diagnostic accuracy

was comparable.

Conclusion: There is not enough evidence to accurately determine the diagnostic accuracy of ex
vivo FRCM. However, there are indications that ex vivo CM has a good correlation with
conventional histopathology. Since ex vivo CM has the advantage of being able to examine

freshly excised tissue intraoperatively, the method could drastically decrease the time required



for diagnosis, potentially accelerating the patient care process. However, it is necessary to

perform additional studies on the topic to confidently replace the gold standard.



Populéarvetenskaplig sammanfattning

Hudcancer inkluderar flera olika cancersorter och sammanlagt drabbar hudcancer fler &n 60 000
personer varje ar i Sverige, vilket gor det till den vanligaste cancerdiagnosen. Hudcancer
behandlas i de flesta fall med kirurgi, med malet att ta bort hela tumoren vid forsta operationen,
men ta bort sa lite av den friska huden som mojligt och i minsta mojliga mén paverka patientens
utseende och funktion. Hudcancer uppstér ofta pa synlig, solexponerad hud, som i ansiktet. Det
ar nodvindigt att hela tumoren tas bort for att man ska kunna betrakta behandlingen som
slutford och patienten som tumdrfri. For att sdkerstélla detta maste huden som skirs bort
undersdkas mikroskopiskt, sd man ser cancerceller respektive friska celler i detalj. Vdvnaden
som opereras bort maste forst prepareras med kemiska dmnen i olika steg fore en
mikroskopiundersokning. Déarefter skickas den till ett laboratorium och bearbetas vidare, oftast
genom inbdddning i paraffin som ger huden stadga, s att det senare ska gé att skdra

mikrometer-tunna skivor av vavnaden.

Skilet till denna komplicerade hantering av vivnad &r att nér en cell tagits bort fran kroppen
borjar omedelbart en forruttnelseprocess om man inte hindrar detta. S4 for att bibehalla
vavnadsbitens utseende och celler intakta méste preparationen genomforas. Darefter fargas de
tunna vavnadssnitten med fargdmnen som tydliggor vissa strukturer innan den kan undersokas 1
mikroskop. Metoden nir vidvnad prepareras och sedan undersoks i ett ljusmikroskop kallas
histopatologisk undersokning. Genom att man kan studera cellerna sisom de befinner i
vavnadsbiten kan man vid denna undersokning béde se vilka celler som finns och hur de ar

fordelade 1 vdvnadsprovet. P4 detta sétt kan dven varianten av hudcancer faststillas.

Dé ldkarna som utfor den histopatologiska undersokningen &r hért belastade kan det drdja flera
veckor innan den slutliga ljusmikroskopiska underskningen genomfors. Det kan dérfor ta lang
tid innan den behandlande ldkaren och patienten som genomgatt operationen far veta om
operationen var lyckad eller om ytterligare operation kriavs. Bade preparation och histopatologisk

undersokning &r resurs- och tidskrédvande.



En ny teknik som kanske kan komma att ersitta eller komplettera histopatologisk undersdkning
ar konfokalmikroskopi med fluorescens- och reflektanslaser (FRCM). Denna nya teknik
anvinder laserljus, som pa bara nadgra minuter, avbildar den farska huden som skurits bort och
skapar digitala bilder med upplosning pa cellniva. Tekniken anvénds én sa linge inte inom
sjukvarden men férhoppningen &r att den ska anvéndas 1 samband med operation, under tiden
patienten véntar i operationsrummet, for att bekrifta att hela tumoren blivit borttagen samt att
faststilla varianten av hudcancer. Om det visar sig att ytterligare operation krévs kan denna i s
fall utféras omedelbart och patienten slipper dirmed vénta flera veckor pa ett svar och ny tid for

operation.

Syftet med denna litteraturstudie var att jamfora hur séker och beprovad metodiken med FRCM
ar 1 jdmforelse med den nuvarande standardmetoden histopatologisk undersokning, genom att
sammanstilla fakta frin vetenskapliga artiklar. Jimforelsen fokuserade pa om FRCM var sédmre,
likvérdig eller béttre pa att avgora vilken typ av hudcancer patienten hade samt om hela tuméren
opererats bort. Litteraturstudien baserades pa 10 artiklar och sammanfattningsvis sa tyder vara
resultat pa att FRCM é&r en metod med stor framtida potential, men det har inte gjorts tillrackligt

med forskning for att utvdardera om metoden kan ersétta histopatologisk undersdkning.



Forkortningar

BCC Basal cell carcinoma / Basalcellscancer

CM Confocal microscopy / Konfokalmikroskopi

FCM Fluorescence confocal microscopy / Fluorescens-konfokalmikroskopi
FRCM Fluorescence reflectance confocal microscopy / Konfokalmikroskopi med

fluorescens- och reflektanslaser

H&E Hematoxylin and eosin / Hematoxylin och eosin
MMS Mohs micrographic surgery / Mohs kirurgi
RCM Reflectance confocal microscopy / Reflektans-konfokalmikroskopi
SCC Squamous cell carcinoma / Skivepitelcancer
Introduktion
Bakgrund

Hudcancer dr de vanligaste cancerformerna i Sverige. I Socialstyrelsens arliga statistik dver
cancersjukdomar 1 Sverige framgar att ca 50 000 fall av basalcellscancer (BCC) diagnosticeras
varje ar och att det ddrmed &r den enskilt vanligaste cancerdiagnosen i Sverige.' Inom gruppen
hudcancer ryms dven skivepitelcancer (SCC) och hudmelanom, med ca 8 000 respektive 4 000
nya fall rligen. Sammantaget dr hudcancer en diagnosgrupp som péverkar ett stort antal

individer i populationen, vilket dirmed orsakar oro, lidande och inte séllan dod.

Diagnostik och marginalbedomning av hudtumérer

Konventionell histopatologisk undersokning pa klinisk patologisk avdelning har ldnge varit
“gold standard”, den frimsta metoden, for diagnostik av hudtumérer. Vid denna metod

prepareras vavnaden efter en hud- eller skrapbiopsi eller efter en operation sa att den kan


https://paperpile.com/c/8YDHx5/kve2

undersokas mikroskopiskt. Prepareringen bestér av flera tidskravande steg, bland annat
inbadddning och fixering med paraffin respektive formalin, som beskrivs av Sadeghipour A och
Babaheidarian P i Making Formalin-Fixed, Paraffin Embedded Blocks.? Paraffininbidddning
introducerades redan 1869 och anvénds fortfarande for att kunna skira vivnadspreparaten i tunna
skikt. Darefter gors oftast en histokemisk fargning med hematoxylin och eosin (H&E), varefter
man kan bedoma vivnadsmaterialet i l[jusmikroskop. Efter att preparaten forberetts kan det droja
flera dagar, och ibland upp till flera veckor, innan radikalitetsbeddmning samt patologisk
anatomisk diagnos (PAD) faststillts av patologen.’ For patienten kan véintetiden dirmed bli lang

och besvirande.

Histopatologisk undersokning kan ocksa utforas pa farsk vdvnad intraoperativt, sa kallad
“bedside histology”, genom att man istéllet for paraffininbdddning snabbfryser den férska,
opreparerade vavnaden, snittar den frysta vavnaden tunt och gor en ljusmikroskopisk
beddmning. Den senare metoden med frysta snitt av hudtumorer utfors pa grund av att den ar sa

resurskrivande i stort sett endast i samband med Mohs kirurgi, som beskrivs ingdende nedan.*

Ex vivo konfokalmikroskopi med fluorescens- och reflektanslaser (FRCM) dr en ny metod for
hudtumordiagnostik och bedomning av tumorradikalitet pa farsk vavnad. Metoden kombinerar
tvd bildsystem: fluorescens- och reflektanslaser som avbildar vivnaden i en bilduppldsning som
motsvarar ljusmikroskopets upplosning. Metoden har dnnu inte blivit etablerad inom varden utan
utvérderas fortfarande inom forskningsprojekt. Forhoppningen med ex vivo FRCM dér att det ska
fungera som ett snabbare alternativ till konventionell histopatologi, men &ven till
fryssnittsbaserad histopatologisk undersokning. Darmed ar det mojligt att FRCM kan ersétta
befintlig histopatologi som idag dr “gold standard” inom hudcancerdiagnostik. Med ex vivo
FRCM kan diagnostik och marginalbeddmning av farskt excisionsmaterial ske intraoperativt pa
endast ndgra minuter. Om det efter beddmning visar sig att tumdren inte dr radikalt borttagen kan
upprepat kirurgiskt ingrepp da utféras omedelbart, och patienten slipper vénta flera veckor pa ett

svar och eventuell ny tid for operation.>®


https://paperpile.com/c/8YDHx5/ifvc
https://paperpile.com/c/8YDHx5/D3GK
https://paperpile.com/c/8YDHx5/JGyg
https://paperpile.com/c/8YDHx5/wYm0
https://paperpile.com/c/8YDHx5/xEzs

Konfokalmikroskopi

Konfokalmikroskopi (CM) ér ett ssmmanfattande begrepp for en optisk diagnostisk metod. Inom
dermatologins anvindningsomrade kan denna metod pa endast ndgra minuter skapa hogupplosta
bilder av hudomréden, antingen direkt pa patienten (in vivo) eller av farsk, exciderad,
icke-fixerad vivnad (ex vivo), utan krav pa sedvanlig tidskonsumerande viavnadspreparering.*
Metoden anvénder en eller flera laserkéllor med respektive specifika végliangder. Ljusenergin
passerar genom huden for att belysa en punkt inom viavnaden. Ljuset reflekteras mot olika celler
och strukturer 1 huden for att vinda tillbaka upp genom huden och passera genom ett nalhal i
mikroskopet, som endast tilldter passage av ljus fran en fokal punkt. Slutligen nér den
reflekterade ljusenergin en detektor. Darmed kommer vdvnad i endast ett plan avbildas samtidigt

(Figur 1).
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Figur 1. Bilden beskriver VivaScope 2500, ett kommersiellt tillgingligt konfokalmikroskop som

anvinder tva laserkomponenter for att avbilda vdvnad. Tvé olika laserkéllor anvinds simultant
for att skapa tva bilder, en fluorescens- och en reflektansbild, som kombineras. Dérefter skapas

en digital pseudofargning som simulerar hematoxylin-eosin-fargning. Ljusenergin fran

laserkéllorna passerar genom huden och belyser en punkt i vivnaden. Ljuset reflekteras tillbaka

och passerar genom ett ndlhal i mikroskopet, som endast tilldter passage av ljus fran en fokal
punkt. Det reflekterade ljuset nér sist en detektor. Bilden anvinds med tillatelse frain MAVIG

GmbH, éterforsiljare av VivaScope 1 Europa.

Inom dermatologin anvénds frimst konfokalmikroskopi med tvé olika bildsystem.
Reflektans-konfokalmikroskopi (RCM) utnyttjar skillnader 1 naturlig reflektans hos olika
subcelluldra strukturer, pa grund av molekylart strukturella skillnader. Strukturer med hogt

refraktionsindex upptréader ljust pa bilderna, medan strukturer med ldgre index upptrader
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morkare. RCM anvinds fridmst in vivo och presenteras som en svartvit bild.
Fluorescens-konfokalmikroskopi (FCM) fangar istdllet upp och tydliggor skillnader i
fluorescensen hos olika vivnadsstrukturer. Fluorescens finns inte naturligt i hudens strukturer,
dérfor behover man forst tillsétta fluorescerande medel, vanligast akridinorange, som specifikt
fargar in olika subcelluldra strukturer, som cellkdrnor hos epitelceller, och forstarker dven
kontrasten till bakomliggande dermis.”® FCM anvinds darfor ex vivo. FCM och RCM kan
anvéndas 1 kombination, sk. FRCM, eller var for sig. Var och ett av dessa tre 1dgen visualiserar

vissa specifika strukturer bittre och bor darfor kombineras for fullstdndig diagnostik.’

RCM kréver ingen fargning vid anvindning in vivo, men man kan vid anvéndning ex vivo
utnyttja aluminiumklorid, ttiksyra eller citronsyra for att ytterligare forstiarka cellkdrnornas
reflektans. Jimforelsevis vid FCM sinks hela vavnadspreparatet ned 1 en 16sning med
fluorescerande medel for att skapa fluorescens, och dverflodet skoljs sedan av med en
fysiologisk saltlosning. En viktig faktor vid ex vivo konfokalmikroskopi ar att
fargningsprocesseringen inte fordndrar vivnaden och hindrar dérfor inte vidare konfirmatorisk

konventionell histopatologisk bedomning.’

Tidiga konfokalmikroskop producerade digitala bilder med en svarbeddmd graskala, ndgot som
varken dermatopatologer eller dermatokirurger normalt &r trénade for att tolka. I jamforelse sé
baseras konventionell histologi vanligtvis pa tva infargningar av preparatet som ska bedomas.
Man anvénder frimst hematoxylin och eosin, vilket upptriader lila och rosa nir preparatet
bedodms 1 ljusmikroskop och/eller som digitalt avfotograferade bilder. Forstaelse for den nya
konfokaltekniken och insikt 1 hur bilderna boér bedomas krivde ddrmed ytterligare trining. Ny
teknik och produktutveckling av konfokalmikroskopen har dock mdjliggjort digital
pseudofirgning av bilder frain FRCM, for att simulera hematoxylin-eosin-fargning (Figur 1).
Didrmed kan denna uppdaterade metod producera bilder i likhet med konventionella
histologibilder, men pa betydligt kortare tid. I nuldget ar fjdrde generationens VivaScope 2500
den enda kommersiellt tillgéngliga konfokalmikroskopiska ex vivo-enheten som kan kombinera

RCM och FCM och visa digitalt fargade kombinerade bilder (Figur 1).*'°
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VivaScope 2500 skapar bilder, 750 x 750 um 1 storlek, av exciderade hudpreparat. Den kan
skapa bilder av strukturer frén ytan av preparatet och ned till ett maximalt vivnadsdjup av 200
um, dvs. oftast tillrdckligt for att kunna avbilda epidermis och stratum papillare i dermis, men
inte djupare én sd. Flera enskilda bilder tas och sammanfogas sedan av mjukvara till en

mosaikbild som kan studeras i sin helhet.®’

Ex vivo konfokalmikroskopi har hittills frimst anvénts for marginalbedomning av
basalcellscancer (BCC), men médnga andra typer av hudtumérer har borjat studeras, som andra

epiteliala tumorer, malignt melanom och Pagets sjukdom.’

Mobhs kirurgi

Mohs kirurgi (Mohs micrographic surgery, MMS) dr en speciell kirurgisk metod for excision av
hudtumorer, som utvecklades av och namngavs efter kirurgen Frederick Mohs. Metoden innebar
successiv borttagning av tunna lager av tumoren, foljt av intraoperativ nedfrysning av preparatet,
preparering, snittning och dérefter marginalbeddmning med ljusmikroskopisk undersékning.
Processen med operation och beddmning av fryssnitt, upprepas till tumdren bedoms radikalt
borttagen, varefter operationsséret kan sys ihop. Metoden kraver en dermatokirurg, minst en
assistent i operationssalen och minst en laboratorietekniker for vdvnadspreparering, men kan
inkludera ytterligare personal, vilket oftast ér en extern klinisk patolog.!' Metodens tillginglighet
iar begrinsad 1 Europa, pé grund av att den ar tids- och resurskravande och medfor hoga
vardkostnader. Darmed krévs strikta indikationer for att patienten ska kvalificeras for behandling
med MMS. I Sverige finns endast tre universitetskliniker som utfor MMS (Personlig

kommunikation Skanes universitetssjukhus Hudkliniken Operationsteamet Mohs 2020-12-14.)

Alternativa histopatologiska undersékningsmetoder

Hudoperationer som utfors i kombination med preparatundersokning med ex vivo FRCM skulle
genom sin enkla metod och mgjligheten till snabb bedomning av vdvnaden kunna bli ett
attraktivt alternativ till MMS och konventionell histopatologisk undersdkning. Ett av mélen med
ex vivo FRCM ir att forbéttra varden for den enskilda patienten, genom att erbjuda fler patienter
en intraoperativ preparatbedomning, utan krav pA MMS. Ex vivo FRCM har dédrmed potential att

ersitta bade vissa histologiska analyser av konventionellt opererade och dérefter

13


https://paperpile.com/c/8YDHx5/OkiT
https://paperpile.com/c/8YDHx5/Pnbs
https://paperpile.com/c/8YDHx5/Pnbs
https://paperpile.com/c/8YDHx5/vwIa

paraffininbdddade preparat, men dven av frysta preparat inom MMS. P4 sd sitt borde man kunna

reducera anvindningen av resurser, operationstiden och dirmed sénka kostnader.*'?

Syfte

Syftet med studien &r att genom kritisk litteraturgranskning av befintlig evidens jamfora ex vivo
konfokalmikroskopi med fluorescens- och reflektanslaser med konventionell histopatologisk

mikroskopi gillande diagnostisk tillforlitlighet och marginalbedomning av hudtumdorer.

Fragestéllningar:
e Hur skiljer sig den diagnostiska tillforlitligheten mellan ex vivo konfokalmikroskopi med
fluorescens- och reflektanslaser och konventionell histopatologisk mikroskopi?
e Kan ex vivo konfokalmikroskopi med fluorescens- och reflektanslaser komplettera eller
ersétta diagnostik och marginalbeddmning av hudtumérer med konventionell

histopatologisk mikroskopi?

Metod

En kritisk litteraturstudie av befintlig och tillgidnglig evidens utfordes for att undersoka det valda
dmnesomradet och besvara fragestdllningarna. En systematisk arbetsmetod har efterstravats, men
arbetet dr inte en systematisk litteraturgranskning, da litteraturstudien enbart inkluderar delar av
publicerad forskning, vilket beskrivs nedan. Efter databassokning valdes 10 artiklar ut, vilka

analyserades och kvalitetsgranskades.

Urval

For att besvara véra definierade fragestillningar om diagnostisk tillforlitlighet utformades en
strukturerad fraga utifran formatet PIRO (Population, Indextest, Referensmetod, Utfall) efter
beskrivning i SBU:s metodbok.°

e Population: Patienter med misstankt hudcancer

e Indextest: Ex vivo konfokalmikroskopi med fluorescens- och reflektanslaser
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e Referensmetod: Histopatologisk undersokning

e Utfall: Andel deltagare som &r sant respektive falskt klassificerade

Dessutom formulerades foljande inklusionskriterier:
e Artikeln var skriven pa engelska.

e Fullstindig artikel var tillganglig.

Datainsamling

For att finna relevanta artiklar gjordes sokningar i databaserna PubMed och Embase, som
inkluderar artiklar med biomedicinska och hdlsovetenskapliga fragestdllningar. PubMed
underhalls av U.S. National Library of Medicine och utgors till storsta delen av databasen
MEDLINE. Embase ér en produkt av Elsevier med unikt innehall som inte finns i

MEDLINE. !

Sokningarna baserades pa tre block som inneh6ll s6korden “hudcancer”, “konfokalmikroskopi”
och “ex vivo”, genom anvéindning av bade Medical Subject Headings (MeSH-termer) och fritext.
Sokningen gjordes sa bred och kéinslig som mojligt for att hitta hogst antal relevanta artiklar.
Sokningarna i PubMed och Embase resulterade i totalt 120 artiklar som importerades till
Covidence, ett webbaserat verktyg for systematiska oversikter, dér irrelevanta artiklar

exkluderades i flera steg (Figur 2).

PubMed

Det forsta blocket bestod av foljande MeSH-termer och fritext: (''skin neoplasms' [MeSH
Terms]) OR (skin neoplasm*) OR (skin cancer) OR (skin tumor*) OR (skin tumour¥).
Detta kombinerades sedan med tva block som inneh6ll (""'microscopy, confocal" [MeSH
Terms]) OR (confocal microscopy) och (exvivo) OR (ex vivo). Den resulterande sokningen
blev (("'skin neoplasms'' [MeSH Terms]) OR (skin neoplasm*) OR (skin cancer) OR (skin
tumor®*) OR (skin tumour*)) AND ((""microscopy, confocal"[MeSH Terms]) OR (confocal
microscopy)) AND ((exvivo) OR (ex vivo)), vilket gav totalt 97 resultat (Tabell 1).
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Tabell 1. Blocksokning i PubMed.

Databas: PubMed Sokord Resultat

Datum: 2020-11-27

("skin neoplasms"[MeSH Terms]) OR 221 714
(skin neoplasm*) OR (skin cancer) OR
(skin tumor*) OR (skin tumour*)

AND (("microscopy, confocal"[MeSH 1 461

Terms]) OR (confocal microscopy))

AND ((exvivo) OR (ex vivo)) 97

Embase

I Embase anvéndes en liknande blocksokning som anvindes i PubMed: 'skin tumor'/exp AND
'confocal microscopy'/exp AND 'ex vivo study'. Sokningen i Embase gav totalt 65 resultat. For
att exkludera artiklar som &ven fanns i MEDLINE valdes “Embase” under filtret “Sources”.

Sokningen gav dé 23 resultat med artiklar som enbart forekom i Embase (Tabell 2).

Tabell 2. Blocksokning i Embase.

Databas: Embase Sokord Resultat Kommentar

Datum: 2020-11-27

'skin tumor'/exp AND 65
'confocal
microscopy'/exp AND

'ex vivo study'

AND [embase]/lim 23 Exkluderar artiklar
NOT ([embase]/lim fran PubMed.
AND [medline]/lim)
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Covidence

Covidence dr ett webbaserat verktyg for systematiska oversikter. 120 artiklar fran
databassokning i PubMed och Embase importerades till Covidence, dir urvalet gjordes. Alla
artiklar granskades av bada forfattare. 49 artiklar som ansigs relevanta utifran titel och abstrakt
valdes ut och granskades sedan baserat pa innehallet. Utifrén bestimda inklusionskriterier valdes
dérefter 10 originalartiklar som litteraturstudien baserades pé. En stor del av dessa 49 artiklar
fanns enbart tillgdngliga 1 konferensdokument, det vill séga korta introduktioner till &mnet i
likhet med ett abstrakt, men var inte baserade pa en fardigstilld och publicerad studie. Darfor
exkluderades dessa artiklar, trots att de utifran titel och abstrakt bedomdes relevanta. Vidare var
vissa artiklar inte tillgéingliga for oss som studenter vid Lunds universitet, eftersom de var bakom
en betalvdgg. Ytterligare studier exkluderades da de var publicerade pa tyska, franska eller

spanska, sprak som inte behdrskas av forfattarna.

Urvalsprocessen presenteras schematiskt enligt Preferred Reported Items for Systematic Reviews
and Meta-analyses (PRISMA), ett evidensbaserad minimum for presentation av urvalsprocessen
som anvénds vid systematiska oversikter och metaanalyser.”” PRISMA genererades automatiskt i

Covidence och presenteras for denna litteraturstudie i Figur 2.
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120 studies imported for screening i 0 duplicates removed

l

120 studies screened | 71 studies irrelevant
49 full-text studies assessed for eligibility . 39 studies excluded

P Show reasons

0 studies ongoing
0 studies awaiting classification

v

10 studies included

Figur 2. Bilden visar PRISMA som exporterades frdn Covidence. 120 artiklar granskades utifran
titel och abstrakt, varav 49 artiklar ansags relevanta. 71 irrelevanta artiklar exkluderades i detta
steg. Dérefter granskades dessa 49 artiklar fullstindigt och 39 av dem exkluderades enligt
relevans for bestdmda fragestéllningar och inklusionskriterier. Urvalsprocessen resulterade i 10

artiklar som inkluderades i litteraturstudien.
Dataanalys
Artiklarna som ingick i litteraturstudien analyserades avseende innehéll av bada forfattare. For

att skapa en overskadlig presentation av artiklarna presenteras denna analys 1 en tabell 1 Bilaga 1.

Artiklarna kvalitetsgranskades dessutom for att bedoma risken for systematiska fel (bias). Detta
gjordes utifrdn en for studien anpassad mall som baserades pa granskningsmallen Bedomning av

studier om diagnostisk tillforlitlighet (QUADAS-2) fran SBU.'® Anpassad granskningsmall

bifogas som Bilaga 2 och kvalitetsgranskningens resultat presenteras som en tabell i Bilaga 3.
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SBU forklarar i sin metodbok att eftersom bilddiagnostik saknar troskelvirde, till skillnad fran
andra diagnostiska test, paverkas klassificeringen av faktorer som skicklighet och erfarenhet hos
personen som tolkar resultatet.® Darfor viktades fokus vid kvalitetsbeddmningen mot att
utvirdera vem som utfort indextestet respektive referensmetoden och om de var blindade eller e;.
Eftersom indextestet utfordes fore referensmetoden innebér det att de som utférde indextestet var
blindade for referensmetoden, en kvalitetsaspekt som alla artiklar uppfyllde. Dessutom
granskades urvalet av deltagare, eventuellt bortfall och etik. Fragorna i mallen besvarades for
varje enskild studie genom att skriva en kort text. Slutligen sammanstilldes svaren pa alla fragor

for respektive artikel och utifrdn detta bedomdes artikeln uppné lag, méttlig eller hog kvalitet.

Kvaliteten bedomdes till 1&g om personerna som tolkade referensmetoden inte var blindade for
indextestet, om den tidigare faststillda kliniska diagnosen var kidnd eller om det saknades etiskt
overviagande. Kvaliteten bedomdes till méttlig om deltagare hade exkluderats utan tydlig
motivering. Kvaliteten bedomdes till hog om personen som tolkade referensmetoden var

blindade for indextestet och om alla deltagare inkluderades i analysen.

Forskningsetiska avviagningar

Det var ej relevant enligt Etikprovningslagen att sdka etiskt tillstand for denna litteraturstudie, da
arbetet utfors inom ramen for hogskoleutbildning pé grundléggande nivé och inte hanterar nigra
personuppgifter. Enligt Handbok i uppsatsskrivande och forskningsmetodik (Kristensson 2016)
ar emellertid ett forskningsetiskt 6verviagande viktigt, eftersom vi granskar etiken i inkluderade
artiklar."” Vi har i denna studie kritiskt granskat hur olika etiska principer tillimpats i de artiklar
vi analyserat. Alla artiklar som inkluderats har fatt etiskt godkdnnande frén regional etisk ndmnd.
Flera artiklar har dessutom uppgett att de uppfyller kriterierna 1 Helsinkideklarationen. I de flesta
artiklarna, men inte alla, framgér det att patienterna har gett skriftligt godkdnnande innan deras

medverkan.

Aven forskningens paverkan pé patienten har utvirderats. Eftersom vivnaden efter
konfokalmikroskopisk undersokning édr oférdndrad paverkas inte efterfoljande konventionell

histopatologisk beddmning. I alla studier som granskades skickades preparaten efter
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konfokalmikroskopi dven till konventionell histopatologisk undersdkning. Diarmed bedoms

deltagandet ha mycket liten eller ingen paverkan pa forloppet eller kvaliteten av patientens vard.

Eventuella ekonomiska forhallanden mellan artikelforfattare och sponsorer dr ytterligare en
viktig etisk aspekt att reflektera dver. I flera av artiklarna fick artikelforfattarna lana
konfokalmikroskopet VivaScope utan kostnad, av antingen Caliber Imaging & Diagnostics
(tidigare Lucid Inc.) eller MAVIG GmbH, vilket &r foretaget som utvecklat mikroskopet och
deras europeiska samarbetspartner. Man kan pésté att det ligger i1 foretagets intresse att artiklar
som publiceras visar att VivaScope har god klinisk anvindning, pa grund av ekonomiska
incitament med forsdljning. Alla inkluderade artiklar har dock intygat att det inte finns nagra
ekonomiska eller personliga relationer som kan utgdra potentiella intressekonflikter. Om det mot
formodan skulle finnas bakomliggande intressen finns det risk att forskarna dverskattar den
diagnostiska tillforlitligheten. D4 artiklarna presenterar begransningar med metoden, vilket
beskrivs i resultatdelen, tyder det dock pa att forskningen genomforts och presenterats utan att
vinklas. Det visar ocksa att tidskrifterna inte véljer att enbart publicera artiklar med
revolutionerande och hidpnadsvickande resultat, utan ocksa artiklar som inte medfor lika mycket

uppmaérksambhet.

Resultat

Det var inte lampligt att utfora en metaanalys av artiklarna som ingar i denna litteraturstudie
eftersom de har mycket olika karaktdr och skiljer sig at avseende urval, indextest, referensmetod
och utfallsmatt. Darfor presenteras artiklarna nedan genom en narrativ syntes utifran analys och
kvalitetsgranskning, vilket 4&ven sammanfattas dversiktligt avseende syfte, metod och resultat i

Bilaga 1.

Gemensamt for alla artiklar géllande metod var anvidndningen av ex vivo CM som indextest for
avbildning av exciderade hudpreparat. Tva olika bildsystem anvidndes, FCM och RCM, vilket
anvéndes var for sig eller i kombination. Endast tva studier beskrev anvéindningen av FRCM, den
senaste tekniken dd FCM och RCM anvinds simultant, sk. “fusion mode”. Resterande artiklar

beskrev separat anvédndning av dessa tva bildsystem, eller endast anvindning av FCM.

20



Efter indextestet utfordes en konfirmatorisk beddmning av preparaten med konventionell
histopatologi som referensmetod, vilket innebar att de som utfor indextestet var blindade for
referensmetoden. Slutligen jimfordes resultatet mellan indextest och referensmetod, vilket
beskrevs med olika statistiska matt, som korrelation (Cohens k), sensitivitet, specificitet, positivt

prediktivt virde (PPV) och negativt prediktivt virde (NPV).

Beroende pa vilket eller vilka bildsystem som undersoktes i artiklarna anvéndes olika
konfokalmikroskop. Foljande versioner av VivaScope ndmns 1 artiklarna:

e VivaScope 2000 Multilaser, Lucid Inc., Rochester, New York

e VivaScope 2500 Multilaser, Lucid Inc., Rochester, New York

e VivaScope 2500M-4G, MAVIG GmbH, Miinchen, Tyskland

Hartmann et al.

I fyra artiklar beskriver Hartmann et al. anvdndningen av ex vivo CM (Vivascope 2500, Lucid
Inc.) med separat anvindning av FCM och RCM. Samtliga vivnadspreparat var fran personer
som genomgatt MMS vid Dermatosurgery Unit of the Department of Dermatology and Allergy,
University Hospital, Ludwig-Maximilian University, Miinchen, Tyskland.

Hartmann et al. 2018b'® undersokte 235 vivnadspreparat som analyserades separat av tva
personer, en expert och en nybdrjare inom ex vivo CM. Diagnostiken baserades pa foljande tre
fordefinierade kriterier: "presence of tumor mass, peripheral palisading and clefting".
Histopatologisk undersokning visade att 116 misstidnkta tumdrer var basalcellscancer och 119
pavisade inga tumorceller. Alla vivnadspreparat ar inrdknade i resultaten och eftersom de
analyserades tvd ganger sattes totalt 470 diagnoser med ex vivo CM. Av dessa var 449 korrekt
diagnostiserade (95,5 %), 235 var sant positiva och 214 var sant negativa efter konfirmatorisk
beddomning med histopatologi. 3 vdvnadspreparat diagnostiserades falskt positiva och 18 tumorer
diagnostiserades falskt negativa. Sensitivitet var 96,6 % och specificitet var 98,7 %. Den
diagnostiska tillforlitligheten var enbart 1,7 % hogre for experten an nybdrjaren, en skillnad som
forfattarna belyser inte var statistiskt signifikant. Experten kunde diaremot stélla korrekt diagnos

pa kortare tid jamfort med nyborjaren, vilket var statistiskt signifikant (P = 0,008).
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Hartmann et al. 2016 '? beskriver avbildning av frisk hud med ex vivo CM och hur vil bildernas
utseende korrelerade med histopatologi. 50 hudpreparat preparerades och avbildades av en
dermatolog med sérskild kunskap inom ex vivo CM. Tva oberoende specialister inom
konfokalmikroskopi, som ocksa hade erfarenhet av histologi, analyserade bilderna och dérefter
genomforde de konventionell histopatologisk undersdkning. Resultatet visade att ex vivo CM
kunde visualisera frisk hud med stor likhet till konventionell histopatologi. Slutligen papekar
forfattarna att RCM ger en bittre dverblick av hudens morfologi, men att vissa strukturer
visualiseras bittre med FCM. De belyser att det darfor kan vara fordelaktigt att byta frén ett lage

till det andra nér en viss struktur observeras.

I artikeln av Hartmann et al. 2017 % beskrivs avbildningen av 31 melanocytira hudfoérandringar.
Forfattarna menar att melanocyternas utseende i ex vivo CM korrelerade med histopatologi och
de kunde tydligt urskiljas fran keratinocyterna. Vidare forklarar forfattarna att ex vivo CM éar
likvardigt histopatologisk undersokning dven nér det géller att urskilja de huvudsakliga typerna

av nevi ("junctional, compound, dermal and dysplastic").

Hartmann et al. 2018a?' utvirderar tre immunohistokemiska fargningar for ex vivo CM med
fluorescerande antikroppar. I artikeln preparerades vivnad fran 50 hudtumérer och analyserades
sedan av tva specialister inom ex vivo CM. De jamfor ex vivo CM och histopatologi utifrdn olika
aspekter, bland annat personal- och tidsdtgang, men presenterar inga virden pa den diagnostiska
tillforlitligheten. Infirgning med fluorescerande antikroppar tog langre tid 4n med de
fluorescerande infargningar som brukar anvdndas inom ex vivo CM, exempelvis akridinorange.
Forfattarna menar att i nuldget 4r immunhistokemisk infargning med fluorescerande antikroppar
inte en tillrackligt snabb metod for att anvdndas intraoperativt, men betydligt snabbare dn

konventionell histopatologi.
Utifrén kvalitetsgranskningsmallen, som anpassats efter denna studie, bedomdes samtliga artiklar

skrivna av Hartmann et al. uppna lag kvalitet. Det framgick inte tydligt om personerna som

tolkade referensmetoden var blindade for indextestet eller ej. Alla artiklarna utférdes dock enligt
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Helsinkideklarationen och samtliga patienter lamnade skriftligt godkdnnande innan operation.

Inga hudpreparat exkluderades i analyserna.

Schiitirmann et al.

Schiiiirmann et al.? studerar likt Hartmann et al. 2016'° ocks4 frisk hud, men med FRCM
(VivaScope 2500M-4G, MAVIG GmbH). Frisk vdvnad fran 26 patienter, som uppstod vid
plastikkirurgisk rekonstruktion efter operation av hudtumérer, undersoktes forst med FRCM och
darefter utfordes konventionell histopatologi. Enligt Shiilirmann et al. finns det en stark
korrelation mellan digitalt infdrgade bilder och konventionell histopatologi, men de presenterar
inte ndgot exakt viarde for denna korrelation. Néstan alla hudstrukturer hade liknande
morfologiskt utseende som vid histopatologi. Ett undantag var pigmenterade strukturer, som hér,
melanocyter och melanofager, vilka avbildades daligt i digitalt fargade bilder, pa grund av deras
intensiva reflektion. Detta motsitter sig resultatet frdn Hartmann et al. 2017*° som menar att
melanocyternas utseende i ex vivo CM korrelerade med histopatologi och de kunde tydligt

urskiljas frén keratinocyterna.

Vid kvalitetsgranskning av Schiilirmann et al. bedomdes artikeln uppna 14g kvalitet.
Referensmetoden tolkades av samma tva dermatopatologer som tolkade indextestet och ddrmed

var de inte blindade. Darfor kan metoden anses ha introducerat bias.

Mercuri et al.

Merecuri et al.” beskriver tva patientfall dd FRCM anvindes i ett kort “letter to the editor”.
Forfattarna skriver att bilderna var jamforbara med histopatologisk undersdkning. De papekar
dven fordelarna med ex vivo CM, som att farre artefakter uppstar pa bilderna och att de ger en

bittre dverblick av excisionsmaterialet, jimfort med konventionell histopatologi med fryssnitt.

Vid kvalitetsgranskning av Mercuri et al. bedomdes artikeln uppna 14g kvalitet. Det framgér ej
vem som har utfort eller tolkat indextestet eller referensmetoden och de presenterar inget etiskt
godkdnnande. Det dr mdjligt att det som saknas framkommer om deras arbete utvecklas till en

fullstdndig originalartikel.
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Longo et al.

Longo et al. beskriver 1 tva artiklar anvindningen av ex vivo FCM och utvirderade den
diagnostiska tillforlitligheten genom att jamfora resultatet med konventionell histopatologi och

aven med mikroskopi av fryssnitt. Vavnadspreparaten var fran patienter som genomgétt MMS
vid olika kliniker.

Longo et al. 2014% beskriver utseendet av BCC i bilder frén ex vivo FCM och dokumenterade
skillnader i forekomst eller franvaro av olika bildfynd mellan FCM och konventionell
histopatologi. Totalt undersoktes 64 vivnadspreparat fran tva olika kliniker: Arcispedale Santa
Maria Nuova-IRCCS (ASMN) i Reggio Emilia, Italien, och Memorial Sloan Kettering Cancer
Center (MSKCC) 1 New York, USA. Anméarkningsvirt anviandes tva olika mikroskop. MSKCC
anvinde en modifierad version av en dldre VivaScope 2000 (Lucid Inc.), medan ASMN anvinde

en nyare VivaScope 2500 (Lucid Inc.).

Korrelationen mellan FCM och histopatologi for fynd specifika for BCC berdknades av Longo et
al. 2014 att variera mellan 0,903 och 1 (Cohens k). Storre strukturer uppvisade hogre korrelation
jamfort med mindre strukturer, rimligtvis eftersom de var enklare att identifiera. 2253 av 2371
strukturer specifika for BCC som avbildades med FCM 6verensstimde med histopatologi, vilket
resulterade i en sensitivitet pa 94,9 %. 585 av 604 strukturer som ej var specifika for BCC och
avbildades med FCM overensstimde med histopatologi, vilket resulterade i en specificitet pa
96,8 %. Forfattarna skriver att viss diskrepans mellan FCM och histopatologi kan forklaras av
den histologiska vdvnadspreparationen, eftersom en del av vivnadens yttre kanter gar forlorade
vid konventionell histologisk preparation. Jamforelsevis kan vivnadspreparatet avbildas med
FCM 1 sin helhet, utan krav pa beskirning. Longo et al. 2014 jamforde dessutom fynd 1 normal

hud och en korrelation berdknades dér till 0,89 (Cohens k).

Longo et al. 2014 bedémdes utifran kvalitetsgranskning uppna hog kvalitet. Detta eftersom
tolkningen av bade indextest och referensmetod var blindad. Vidare beskriver forfattarna inte
nagot bortfall av deltagare, ddrav anses alla deltagare ingé i analysen. Det ar dock virt att
undersoka betydelsen av att vivnadspreparaten avbildats med tva olika mikroskop vid tvé olika

kliniker. Artikelforfattarna ndmner e¢j om denna skillnad i metod paverkade resultatet, men det ar
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mdjligt att det finns en skillnad i bildkvalitet, vilket kan ha péverkat tolkningen och didrmed

resultatet.

Longo et al. 2019% utvirderade den diagnostiska tillforlitligheten vid marginalbedomning av
BCC med FCM genom jamforelse med fryssnitt och histopatologi. 753 védvnadspreparat fran 127
patienter avbildades med VivaScope 2500 (Lucid Inc.). Det framkommer dock i texten att 51

preparat saknades vid analysen, men detta forklaras inte och preparaten specificeras e;j.

Vid jamforelse mellan FCM och fryssnitt berdknades sensitiviteten for FCM till 79,8 %,
specificiteten till 95,8 %, PPV till 80,5 % och NPV till 95,7 %. 49 fall visade avvikande diagnos
mellan FCM och fryssnitt, vilka utvirderades ytterligare en gang. Detta visade att 24 var falskt
positiva (positiva pA FCM, men negativa pd fryssnitt) och 25 falskt negativa (negativa pa FCM,
men positiva pé fryssnitt). De falskt positiva fallen kan enligt forfattarna forklaras pd samma sitt
som tidigare, att en del av vivnaden gér forlorad vid preparation av fryssnitten, medan preparat
kan avbildas i sin helhet med FCM. Forfattarna papekar att alla falska negativa fall hade diverse

artefakter, ett fel som skulle kunna minskas genom forbéttrad teknik.

Vid jimforelse mellan FCM och histopatologi berdknades sensitivitet for FCM till 89,7 %,
specificitet till 95,3 %, PPV till 78,2 % och NPV till 98,0 %. Sammantaget fick 650 av 702 fall
(92,6 %) samma diagnos vid FCM, fryssnitt och histopatologi. Av resterande 52 fall var 33 i
overensstimmelse mellan fryssnitt och histopatologi. Av resterande 19 fall var dock 16 1
overensstimmelse mellan FCM och histopatologi. Forfattarna anser avslutningsvis att FCM har

potential att ersétta fryssnitt vid MMS inom en snar framtid.

Longo et al. 2019 bedémdes utifran kvalitetsgranskning uppna maéttlig kvalitet. Tolkning av bade
indextest och referensmetod var blindad, vilket hdjer kvaliteten, men eftersom bortfallet av 51
preparat inte forklaras eller specificeras sidnks kvaliteten. Bortfallet kan anses ha introducerat
selektionsbias, det vill sdga att stickprovet ej dr representativt for populationen, i det fall
bortfallet ej var slumpmaéssigt. Om majoriteten av preparaten som exkluderades var svara att
anvinda vid diagnostik kan bortfallet leda till att resultatet dverskattas gidllande diagnostisk

tillforlitlighet med FCM.
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Bennassar et al

Bennassar et al. 2013% beskriver och och utvirderar kriterier for diagnostik av BCC med ex vivo
FCM samt jamfor resultatet med konventionell histopatologi. For klassifikation av BCC subtyp
fanns det en korrelation pa 0,9 (Cohens k) mellan bilder fran FCM och histopatologi med H&E.

Bennassar et al. 2014?7 utvéirderade den diagnostiska tillforlitligheten hos ex vivo FCM for
marginalbedomning av BCC vid MMS. Av 89 fall med bekriftad BCC fran histopatologi kunde
79 fall verifieras med ex vivo FCM, vilket gav 10 falska negativa. Av 391 fall som var negativa
for BCC vid histopatologi observerades endast 1 falsk positiv med ex vivo FCM. Utifran detta
kunde forfattarna berdkna sensitivitet, specificitet, PPV och NPV {6r marginalbedémning av
BCC som var 88 %, 99 %, 98 % respektive 97 %. Eftersom prevalensen for BCC var lag 1 denna
studie dr dock PPV och NPV inte tillforlitliga, vilket podngteras av forfattarna.

Bennassar et al. 2014 berdknade dessutom tiden som kriavdes for diagnos med FCM och
jamforde med tiden for fryssnitt. Medelvérdet av tiden for avbildning med FCM var 10,1 £+ 1,22
min, medan det var 28,2 + 2,2 min for histopatologi, en skillnad som forfattarna papekar var
statistiskt signifikant (P < 0,001). I denna studie var ddrmed FCM en betydligt snabbare metod

an konventionell histopatologi med fryssnitt.

Bada artiklar av Bennassar et al. bedomdes utifran kvalitetsgranskning uppné mattlig kvalitet.
Tolkning av bade indextest och referensmetod var blindad, dock beskrivs det i bada studier att en
del preparat exkluderats eftersom de e var lampliga for tolkning av tekniska skél. Detta sdnker

kvaliteten, med anledning som beskrivs for kvalitetsgranskning av Longo et al. 2019.

Begriansningar med ex vivo CM

Utifrén fyra artiklar av Hartmann et al. framgar det att ex vivo CM &r en metod med stor
potential som kan komma att underlétta diagnostiken av hudcancer, men det finns én sé ldnge
vissa begransningar. Som tidigare ndmnt menar Hartmann et al. 2017 att en begrinsning inom
diagnostik av malignt melanom é&r att det i nuldget finns mycket begridnsad kunskap om

immunhistokemiska infargningar for ex vivo CM. Inom den konventionella histopatologin &r
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sddana infargningar till stor nytta for diagnostiken och dérfor fortsatter histopatologi vara

overldgset ex vivo CM nir det kommer till att diagnostisera malignt melanom.

Hartmann et al. 2018b'® beskriver ytterligare en begrinsning med ex vivo CM, namligen att
talgkortlar utseendemaissigt kan misstolkas som tumdérer, vilket 1 deras studie gav upphov till
ndgra falskt positiva resultat. Enligt forfattarna visade det sig dven svart att identifiera alla
komponenter i blandad typ av BCC, vilket gjorde att felaktig diagnos sattes i vissa fall. Longo et
al. 2014 lyfte ocksé fram problematik rorande talgkdrtlar och beskrev dem som potentiella
confounders, da de ibland misstolkades som 6ar av tumdrvdvnad. Longo et al. 2014 beskrev
dessutom intensiv reflektion frén stroma som en potentiell confounder, dé& det forsvérade att
skilja infiltrativ BCC fran omkringliggande dermis. I samma led presenterar Schiilirmann et al.
att de upplevde att pigmenterade strukturer, som hér, melanocyter och melanofager, avbildades

suddigt i digitalt fargade bilder, pa grund av deras intensiva reflektion.

Longo et al. 2019% belyser ytterligare begrinsningar med ex vivo CM. Enligt dem var
sammanfogningen av bilderna till en mosaikbild inte fullstindig, vilket gav upphov till férlust av
vissa data. Dessutom framhéver forfattarna att storleken pa mikroskopets bildfonster inte var
tillrackligt stort. Det tillater endast en vy av 12 x 12 mm, vilket ej var tillrdckligt for att avbilda

stora tumorer, som diarmed kravde flera bilder.

Diskussion

Vald metod

Omfattningen av denna kritiska litteraturstudie ar rimlig om man ser till den tid som getts for
arbetet, men eftersom den enbart inkluderar 10 artiklar ger den inte en komplett 6versikt Gver
dmnet. Litteraturstudien dr darmed inte systematisk, &ven om det har efterstravats. Eftersom
arbetet skulle fardigstillas pa 8 veckor var det inte lampligt att genomfora en systematisk
litteraturanalys, trots att en sddan skulle bidra med en bredare forstaelse. For att andra ska kunna
reproducera detta arbetet har en systematisk arbetsmetod efterstravats. Metoden for urval och

datainsamling ar tydligt beskriven i text som stods av fortydligande tabeller och figurer.
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Syftet med denna litteraturstudie var att undersoka ex vivo FRCM och jimfora denna metod med
konventionell histopatologisk mikroskopi géillande diagnostisk tillforlitlighet och
marginalbeddmning av hudtumdrer. Utifran syftet formulerades tvé fragestéllningar. Optimalt
for att besvara dessa fragestillningar hade varit att enbart inkludera artiklar som behandlar ex
vivo FRCM, men eftersom det dr en relativt ny metod fanns det vid studiens genomforande inte
tillrackligt med publicerade artiklar for att méta en rimlig omfattning av material att analysera
och kvalitetsgranska. Darmed utvidgades indextestet till ex vivo CM och inkluderade artiklar
som behandlade FRCM, FCM och RCM separat samt dem som endast behandlade en laser. Det

ar darmed ex vivo CM som diskuteras i resterande del av denna litteraturstudie.

En kritisk litteraturgranskning kan retrospektivt ifragaséttas som ldmplig metod eftersom det
saknas tillrackligt med material for att besvara fragestillningarna. Det innebar ett omfattande
arbete kan anses ¢j vara befogat 1 forhallande till materialet som fanns tillgangligt. Det &r mojligt
att det hade varit mer passande att utfora en klinisk studie dér man utvarderade den diagnostiska
tillforlitligheten hos ex vivo FRCM, for att pa sa sétt bidra med data till forskningsvérlden, sa att

det i framtiden blir mojligt att utfora denna typ av litteraturgranskning.

Infor urvalet formulerades inklusionskriterierna att artiklarna skulle vara skrivna pé engelska
samt att fullstdndig artikel skulle vara tillgdnglig. Om ndgot av dessa kriterier inte uppfylldes
exkluderades studien, trots att den utifran titel och abstrakt bedémdes relevant. Detta innebér att
artiklar som kunde bidragit till litteraturstudiens syntes kan ha exkluderats. Eftersom det visade
sig att sokningen gav mycket {4 resultat som behandlade FRCM hade det varit lampligt inkludera
dven dessa. D4 fullstdndig artikel inte dr tillgdnglig 4r det mojligt att kontakta artikelforfattaren
och be om artikeln i fulltext. I fall med artiklar skrivna pa annat sprak &n engelska hade 1amplig

person kunnat tillfragats att dversétta artiklar frén respektive sprék till engelska.

Artikelsokningen begransades till PubMed och Embase. For att identifiera ytterligare befintlig
kunskap inom ex vivo CM hade dven sé kallad gré litteratur kunnat inkluderas, vilket bland annat
utgors av tekniska rapporter, konferensdokument och myndighetsrapporter. Genom att inkludera

gra litteratur dr det mojligt att fa en bredare bild av forskningsomradet, da kravet pa publicering
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av forskningen tas bort, vilket motverkas publikationsbias. Publikationer av denna typ kan

patriffas exempelvis genom att folja referenserna i de utvalda artiklarna.

Framtaget resultat

FRCM ir som tidigare beskrivet en ny metod som énnu inte etablerats inom varden. Metoden
utvérderas fortfarande inom forskningsprojekt och nigra av artiklarna som inkluderades i denna
litteraturstudie behandlar just denna metod. FRCM har tidigare visat sig vara ett snabbare
alternativ till konventionell histopatologi och kan producera digitalt fargade bilder i likhet med
konventionell histopatologi.*>'° Dessa pastdenden bekriiftas dven av resultatet frin denna

litteraturstudie.

Resultatet av denna litteraturstudie visar en varierad bild av ex vivo CM som metod vid
diagnostik av hudtumdorer. Flera olika varianter av metoden presenteras, med kombinerad eller
separat anvdndning av fluorescens- och reflektanslaser samt anvdndning av digital infargning
eller ej. Dessutom finns det stor variation géllande urval och tolkning av metodens resultat. For
de studier som har utvirderat den diagnostiska tillforlitligheten hos ex vivo CM och jamfort detta
med konventionell histopatologisk mikroskopi skiljer sig metod och resultatet at avsevért mellan
olika studier, varfor det inte gar att dra nagon generell slutsats av detta. Flera studier intygar dock
pa att det finns en positiv korrelation mellan resultatet vid diagnostik med ex vivo CM och
konventionell histopatologi. Dessutom visar berékning av statistiska matt som maéter
tillforlitligheten hos testmetoder, som sensitivitet och specificitet, att ex vivo CM kan stélla rétt

diagnos hos nira 100 % av fallen, med en viss hogre specificitet én sensitivitet.

Resultatet tyder pa att ex vivo CM skulle kunna komplettera histopatologisk mikroskopi, da vissa
strukturer visualiseras battre med ex vivo CM jamfort med histopatologi. Ex vivo CM har
dessutom fordelen att farskt excisionsmaterial kan undersdkas intraoperativt pa endast nagra
minuter, till skillnad fran tidskrdvande konventionell histopatologi, vilket betyder att ex vivo CM
skulle kunna drastiskt minska tiden som kravs for diagnostik. Vidare kan ex vivo CM undersoka
vévnadspreparat i sin helhet, utan krav pa beskdrning, jimfort med konventionell histopatologi

som kraver en viss beskdrning av laterala kanter vid preparering med paraffin. Ddrmed kan ex
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vivo CM visualisera eventuell ytterligare tumdrvavnad som potentiellt gér forlorad vid

histopatologi.

En aspekt som &nnu inte utvérderats dr hur resultatet av tumorers utseende paverkas av

patientens hudfirg. Shiilirmann et al.”

belyser problemet med att vissa pigmenterade strukturer
avbildades daligt, med anledning av deras intensiva reflektion. Ddrmed &r det rimligtvis mojligt
att pasta att tumorer hos patienter med morkare hudfarg, med pigmentrikare hud, skulle vara
svérare att diagnosticera. Att endast inkludera patienter med ljusare hudfarg skulle ddrmed kunna
introducera selektionsbias, vilket skulle betyda att urvalet inte &dr representativt for populationen.
Hudférg har inte presenterats i urvalet av deltagare i ndgon av studierna som analyserats och
ddrmed ar det inte mojligt att utvédrdera detta 1 denna litteraturstudie. Att vdga in méngfald bland

patienter dr dock ndgot man borde ha i dtanken vid konstruktion av framtida studier for att ha

mdjlighet att utvardera denna aspekt.

For att vidare utvédrdera ex vivo CM som diagnostisk metod dr det mdjligt att undersdka andra
tumortyper dn hudtumorer. Longo et al. 2014** skriver att FCM kan vara anvindbar for
diagnostik av andra tumoér- och vévnadstyper, exempelvis brost, kolon och skoéldkortel. Ex vivo
CM borde undersokas inom fler diagnostiska medicinska specialiteter 4n dermatologi for att se

om metoden har mojlighet att forbéttra varden dven inom dessa omraden.

Begransningar

Resultatet presenterar flera begransningar med ex vivo CM som borde dtgirdas for att forbattra
metoden. Hartmann et al. 2017%° beskriver att bristen pd immunohistokemiska fargningar for ex
vivo CM begrinsar diagnostik av malignt melanom. For att atgidrda denna begransning krévs det
att man undersoker mdjligheten till nya, eller modifikation av redan befintliga, fargningsmetoder.
Hartmann et al. 2018a?! presenterar forskning som utgdr en viktig utgangspunkt inom detta
forskningsomrdde, dven om det for narvarande inte gér att faststdlla metodens betydelse for
diagnostik av hudcancer. Det dr mgjligt att mer kunskap om immunhistokemiska fargningar for

ex vivo CM skulle kunna revolutionera forskningsomrédet.
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Ytterligare en begrénsning, som presenteras av Hartmann et al. 2018b'®, Longo et al. 2014 och
Schiilirmann et al., ir att vissa strukturer visualiseras simre med ex vivo CM jamfort med
konventionell histopatologi. Det dr mgjligt att detta kan hanteras med utveckling av mjukvara
som digitalt kan forbattra bilderna och exempelvis 6ka kontraster mellan olika strukturer. Longo
et al. 2019 papekar ytterligare tekniska begransningar med ex vivo CM, som att
sammanfogningen av bilderna till en mosaikbild inte var fullstindig och att bildfonstret storlek
var for litet. Dessa begransningar skulle kunna atgardas med en kombination av utveckling bade
mjuk- och hardvara. For att ex vivo CM ska bli en lamplig kandidat for att ersdtta konventionell
histopatologi krivs det ddirmed ytterligare forskning och att de tekniska forbéttringarna

implementeras av tillverkaren av konfokalmikroskopet.

Styrkor och svagheter

De analyserade artiklarna utforskar mojligheterna med ex vivo CM, men é&r inte sarskilt kritiska
till hur utformningen av deras metod har kunnat ge upphov till eventuella systematiska fel, vilket
sianker deras kvalitet. I de fall d& det inte framgick tydligt huruvida personerna som tolkade
referensmetoden var blindade for indextestet eller ej antogs att personerna inte var blindade och
dirav bedomdes artikeln uppna 1ag kvalitet. I de fall d& den kliniska diagnosen redan var kiand
antogs att personerna som tolkade bdde indextest och referensmetod hade vetskap om diagnosen,
vilket kan ha introducerat bias. P4 grund av dessa antaganden finns risk att artiklarnas kvalitet
underskattats. Ifall personerna som utforde tolkningarna faktiskt var blindade s har artiklarna
egentligen hogre kvalitet an vad som anges i denna studie. De artiklar som tydligt redovisade att
tolkningarna gjordes av personer som var blindade bedomdes ha mattlig eller hog kvalitet, da

detta &r ett bra sitt att studera diagnostisk tillforlitlighet.

I samtliga artiklar saknas motivering for hur urvalet gjordes och det géar darfor inte att utesluta att
urvalet har introducerat bias. Flera av artiklarna undersokte hudpreparat frain MMS och som
tidigare ndmnts krévs strikta indikationer for att patienten ska kvalificeras for denna behandling.
Om urvalet bestod av patienter med de allvarligaste eller mest svirbeddmda hudtumorerna finns

risk att resultaten over- eller underskattas och inte dr representativa for populationen.
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Som tidigare nimnt &r BCC den vanligaste hudcancern och foljs dérefter av SCC och
hudmelanom. Artiklarna i denna litteraturstudie behandlar alla tre typerna, varav BCC &r den
hudcancer som beskrivs mest frekvent. Vad som &r viktigt att understryka utifran detta ar att
resultat fran studier som undersoker diagnostik av BCC med ex vivo CM inte med sikerhet gar
att applicera pa andra sorters hudtumérer. Mer forskning behdvs for att faststélla vilken roll ex

vivo CM kan ha i diagnostik och marginalbeddmning av olika hudtumorer.

Slutsats och kliniska implikationer

Det finns inte tillricklig evidens for att det i dagsldget ska vara mojligt att faststélla hur den
diagnostiska tillforlitligheten och marginalbedémning av hudtumorer kan jamforas mellan ex
vivo FRCM och konventionell histopatologisk mikroskopi. Resultatet tyder dock pa att ex vivo
CM har god korrelation med histopatologisk mikroskopi, &ven om resultatet dr inte enstimmigt,
samt att ex vivo CM kan komplettera konventionell histopatologisk mikroskopi pa vissa

aspekter.

Eftersom farskt excisionsmaterial kan undersdkas intraoperativt med ex vivo CM pa endast nagra
minuter betyder det att metoden drastiskt skulle kunna minska tiden for diagnostik. I det fall
tumoren inte &r radikalt borttagen kan ddrmed upprepat kirurgiskt ingrepp ske omedelbart, vilket
skulle accelerera vardforloppet och minska lidandet for patienten. Sammanfattningsvis tyder
resultatet dirmed pa att FRCM ir en metod med stor framtida potential som kan komma att
underlétta diagnostik av hudtumérer. Det krdavs dock mer forskning for att faststdlla om FRCM

kan ersétta histopatologisk mikroskopi for diagnostik och marginalbeddmning av hudtumérer.

Forfattarnas arbetsfordelning

Arbetsfordelningen har fordelats lika genom hela arbetet mellan forfattarna till denna kritiska

litteraturstudie.
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Bilaga 2: Mall for kvalitetsgranskning

1. Deltagare

a. Beskriv urvalet av deltagare.

b. Ange eventuella inklusions- och exklusionskriterier.

c. Beskriv deltagarna (foregaende tester, presentation, syfte med indextestet).

2. Indextest

a. Beskriv indextestet, hur det genomfordes och tolkades.

b. Tolkades resultatet av indextestet utan kinnedom om resultatet av
referensstandarden?

3. Referensmetod

a. Beskriv referensmetoden, hur den genomfordes och tolkades.

b. Tolkades resultaten fran referensmetoden utan kinnedom om resultatet fran
indextestet?

4. Flode och tid
a. Beskriv deltagare som inte fick indextestet och/eller refererensmetoden (dvs.
bortfall).
b. Inkluderades alla deltagare 1 analysen?
5. Etik

a. Beskriv eventuellt etiskt godkénnande.

b. Lamnade patienterna skriftligt medgivande?
6. Overgripande kvalitet (14g/mattlig/hdg)

a. L&g: personerna som tolkade referensmetoden var inte blindade for indextestet,
den tidigare faststillda kliniska diagnosen var kénd eller det saknades etiskt
overvégande.

b. Mattlig: deltagare har exkluderats utan tydlig motivering.

c. Hog: personerna som tolkade referensmetoden var blindade for indextestet och

alla deltagare inkluderades i analysen.
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