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DISTRIBUSJONSLISTE: EK
ENDRINGER FRA FORRIGE VERSJON: Juster avstand mellom blokk og kniv for hver blokk fgr automatisk mating settes pa

Omfang
Denne prosedyre gjelder for bioingenigrer med sertifisering i snitting av parafininnstgpt vev, enhet for
histologi.

Hensikt
Denne prosedyre beskriver hvordan det skal skjaeres snitt fra blokker med formalinfiksert, parafininnstgpt vev.

Handling

MIKROTOM: Sla pa. Det henvises til manual for de aktuelle mikrotomene for riktig montering og
handtering av mikrotomene.

KJALEPLATE: SIa pa.

VANNBAD: Fylles med nytt, deionisert vann og slas pa ved oppstart. Temperaturen stilles til 45-48°C,
som et utgangspunkt. Viktig at temperaturen er minimum 5°C lavere enn parafinvoksens
smeltepunkt (56-58°C). Unntak er fettrikt vev som kan ha behov for lavere temperatur.

» For hgy temperatur fgrer til sprekkdannelser i snittet.
» For lav temperatur fgrer til at folder ikke retter seg ut.

Unnga forbytting av prgver.

Fg@r snitting: Sjekke at det ikke ligger utskrevne objektglass pa snitteplassen.

Under snitting: Skriv kun ut glass til én blokk. Fullfgr snitting og fest til glass f@r nytt glass skrives ut.
Dersom blokk ma tilbake pa kjgleplate, legg denne i annen posisjon enn blokkene som
venter i kg slik at den skiller seg fra resten.

Festing til objektgl.: Sjekke at H-nummer og blokknummer stemmer overens og at vev i blokk og
objektglass stemmer overens.

Unnga at vev faller ut.
Mikrotominnstilling: Sgrg for at snittykkelsen ikke er for hgy.
Justér avstand mellom blokk og kniv for hver blokk.
Blokker: Uten sprekker og luftbobler.
Fri for voksrester. Fjern eventuelle rester langs sidene og pa baksiden.
Fest godt fast i holderen.
Mikrotomknivblad: Skarpt bade ved grov- og finsnitting. Slgvt knivblad kan dra med seg biter ut.
Fest godt i knivbladholderen.
Knivbladholder: Fest godt fast.
Klaringsvinkel ma ikke vaere for liten.

Unnga forurensing
Snitteutstyr: Vaskes fri for rester mellom hver blokk.

(Knivholderens metallplate, kost, pensel, pinsett og metallstikkere)
Mikrotomknivblad: Forside og bakside bgrstes nedenfra og opp mellom hver blokk.
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Vannoverflaten:

GROVSKIARING

Blokker:

Mikrotomknivblad:

Tykkelse:
Hastighet:

Renses med egnet papirark etter snitting av hver blokk.
Nytt vann to ganger daglig — ved oppstart om morgenen og rundt lunsjtider.

Auto-Tec-stgpte blokker b@gr ha romtemperatur nar bunnen av plastinnlegget skjeeres
av.

Manuelt stgpte blokker og megablokker kan grovskjaeres mens de er kalde.

Skarpt nok til at det skjeerer gjennom vevet, ikke bare drar av vev pga. kraften som
oppstar som fglge av hgy hastighet. Slik reduseres risiko for at biter Igsner.

Vanligvis 20-30 um. Ved lite eller hardt vev brukes tynnere grovsnitt.

Vanligvis max. hastighet, men vurderes Igpende av snitter. Ved lite eller hardt vev
brukes lavere hastighet eller manuell grovskjaering.

Grovskjaere til representativ snittflate kommer frem. Fa fram hele reseksjonsrender og sgrg for at
snittflaten er jevn og uten hull.

Ta noen snitt med finsnittykkelse til slutt for 8 «polere» overflaten og unnga hullete snitt.

Legg blokken pa kjpleplaten eller isblokk og gjenta prosessen til alle blokkene er grovskaret.

SKJZARING AV FINSNITT
Snittene skal optimalt sett vaere hele, uten folder, riper eller bobler over vevet. Dersom det er vanskelig a
produsere snitt, se avsnitt nederst.

Blokker:

Mikrotomknivblad:

Tykkelse:

Hastighet:

@vrige tips og triks:

N

Gjennomkalde for best resultat. Bruk kjgleplate. Isblokk med litt smeltevann kan
benyttes i tillegg, men kun et par minutter slik at ikke vannet trekker langt inn i vevet.
Skift eller flytt til et ubrukt omrade etter grovskjzering og ellers etter behov.

Vinkel justeres etter mikrotom og knivtype.

@nsket tykkelse pa snittene er ett cellelag.

Utgangspunkt 2,5-3um. Se egen oversikt for tykkelse til forskjellig vev/farger.

Tykkelsen pa snittene kan variere fra mikrotom til mikrotom, fra vev til vev, eller fra dag
til dag avhengig av ytre pavirkninger. Gjgr derfor fortlgpende vurdering av snitt-tykkelse
og justere etter skjgnn.

Jevn og rolig rotasjon gir penest snitt. Optimal hastighet avhenger av vevets hardhet og
temperatur.

Step 35-51, Leica 101 steps to better histology

Feilkilder, Thermo

Feilkilder, Leica

Les inn blokk i labdatasystemet LVMS.

Skriv ut aktuelt glass fra glassprinter.

Nederst pa merkefeltet finnes en kode som indikerer hvilken farge snittet skal ha, om det skal vaere
seriesnitt og om det skal vaere snitt i ulike plan/nivaer. Hva som gjelder for hvilket materiale, er listet

opp i egen oversikt.

oo oo

HE- kun ett snitt pa glasset

AB — kun ett snitt pa glasset

3s — tre seriesnitt pa ett glass. Dersom det ikke er plass til tre, ta to eller evt kun ett snitt.

1-3 —tre snitt i tre ulike niva. Dersom det ikke er plass pa et glass, fordeles snittene pa to eller
tre glass.
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Obs! Egne retningslinjer for polypper fra Gl i tekstboks under.

Polypper med prosess Gl og Tarmscreening snittes i henhold til Kvalitetsmanual for
Tarmscreeningsprogrammet:

av materialet. Det skal veere 50-100 um mellom nivaene.

Hele polypper <5 mm snittes i tre niva. Med dette skal man komme inn til cirka 50 % av dybden

4. Justér avstand mellom blokk og kniv slik at det ikke forsvinner en stor bit av blokken. Fgrste rotasjon

bor gjgres manuelt i lav hastighet for a kunne stoppe i tide.
5. Produser en serie snitt.

6. Det fgrste snittet fjernes da det mest sannsynlig ikke har riktig tykkelse. Legg resten, eller utvalgte snitt
over pa vannbad. Ved optimal temperatur skal snittene flate ut umiddelbart, uten at voksen smelter.

7. Overfgr gnsket snitt fra vannbadet over pa ferdigmerket objektglass innen 15 sekunder.

Dersom det skal flere opplegg pa samme glass, skal det tilstrebes a orientere snittene rett under

hverandre med samme orientering.
Storsnitt fra megablokk fiskes opp pa store objektglass med merking pa glassetikett.

8. Objektglasset bakerst pa stativet (plass til 20 glass). Forsiden av stativet er merket Up side. Storsnitt

plasseres i de samme stativene, men med en innsats som gir plass til fem snitt pa langs.

9. Ferdigskarede blokker legges Igpende i hvite bokser (start nederst til vestre) umiddelbart etter snitting.
Terk av eventuell fuktighet. Fuktighet pa blokkene kan over tid kan fgre til rehydrering og darlig

morfologi og falske negative resultater ved etterbestilte immunanalyser.

Dersom vevet ikke lar seg snitte:
e For hardt: Prgv med blgtevaeske i et par minutter. Skyll blokken etterpa med vann. Legg inn
kommentar om at blgtevaeske er brukt.

e Ved mistanke om for lite eller manglende dekalsinering, fgr tilbake til formalin for dekalsinering.

Registrer «Hendelse» i LVMS.

e For mye fett/utilstrekkelig dehydrering: Konsulter med en patolog om det er aktuelt med damping.

Damping kan ikke utfgres pa tumorvev og eller ved behov for immunfarging.
Registrer «Hendelse» i LVMS.

o Blokkene legges i passende stgpeform og plasseres i varmekammeret i stgpestenteret, fra noen
timer til natten over (avhengig av hvor fettrikt preparatet er). Stgpes sa pa vanlig mate med ny

voks.

¢ Ved mistanke om feil ved fremfgring, fgres blokkene tilbake til formalin. Registrer «Hendelse» i LVMS.

e Ved feil orientering av vev: Smelt blokken og stgp pa nytt. Registrer «Hendelse» i LVMS.
e Luftbobler i blokken: Smelt blokken og stgp pa nytt. Registrer «Hendelse» i LVMS.
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Tips og triks for snitting:
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