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1. Forord

| Sverige finns idag fa rekommendationer for de preanalytiska stegen och labprocessen, till
skillnad mot den mer reglerade diagnostiken. Dessa steg kan dock i hog grad paverka
mojligheten till patientséker diagnostik samt darmed utfallet for patienten. Enligt studier kan
60% av alla diagnostiska fel, sasom falskt positiva eller falskt negativa biomarkérsresultat
hérledas till pre-analytiska och processrelaterade faktorer (1). Diagnostiken kan ha en direkt
paverkan pa val av patienters behandling och prognos. Den histopatologiska diagnostiken
bestar forutom av morfologisk bedémning, aven av analys av proteiner, RNA och DNA. | takt
med att allt fler molekyl&rbiologiska analyser kravs for diagnos och handléaggning av patienter
okar kravet pa standardisering.

The College of American Pathologists (CAP) bildade dérfor en projektgrupp “Preanalytics for
Precision Medicine Project Team” i syfte att utveckla evidensbaserade rekommendationer for
preanalytiskt omhandertagande och labprocessen av bade vavnads- och blodprover. Gruppen
som leddes av C. Compton, har i en metaanalys analyserat 328 publikationer och
sammanstallt resultat och rekommendationer som publicerats i en artikel 2019 (2). Detta
dokument &r forsta utgavan av svenska rekommendationer baserade framst pa ovan namnda
publikation men dven europeiska consensus-rekommendationer fran Clinical and laboratory
standards institute (3). Konklusionen fran projektgruppen &r att trots att den preanalytiska
hanteringen och labprocessen innehaller ett stort antal variabler, kan en majoritet av
problemen harledas till ett fatal kritiska faktorer. En standardiserad prediagnostisk hantering
ar en forutsattning for kvalitativ korrekt diagnostik samt for nationell forskning pa
biobanksmaterial, da materialets egenskaper ska vara oberoende av vilket laboratorium det
processats pa.

Fokus for dessa svenska nationella rekommendationer ar den vetenskapliga férankringen samt
aven att hitta kvalitetsindikatorer som forbéattrar hanteringen av patientprover genom att
mojliggora statistiska jamforelser och fortlépande utvardering. Vad galler riktlinjer for
hantering av specifika provtyper, sdsom antal bitar, orientering, snittnivaer mm hanvisas till
lokala riktlinjer, KVAST for respektive organ och RCC.

2. Tid till fixering
Provtagningsanvisningar ska ange om vévnad ska hanteras fixerad eller ofixerad, hur provet
forvaras innan transport samt hur prover forvaras under transport.

2:1 Ischemitid

For att sakerstalla analyskvaliteten pa de vavnadspreparat som undersoks behover tiden fran
det att preparatet opereras bort till det laggs i fixeringslosning vara sa kort som majligt, och
far ej 6verstiga 60 minuter. (2) Prover som ska anlanda till laboratoriet ofixerade maste
darfor omhandertas omedelbart.



Nar det galler varm ischemitid, dvs tiden fran att ett organs blodtillforsel stryps till dess det ar
ute ur kroppen, bor det efterstravas att denna tid halls sa kort som majligt. Det ar dock en
variabel som framst paverkas av operationstekniska forhallanden. Det ar énskvart att denna
tid dokumenteras och 6verfors till LIS for framtida forstaelse av paverkan pa biomarkorer.

3. Fixering

Syftet med fixering ar att avbryta livsprocesserna momentant och bevara vavnaden sa lik det
levande tillstdndet som majligt bade avseende fysiska och kemiska egenskaper.
Vavnadsprover i rutinhantering immersionsfixeras vanligtvis. Standardisering av
fixeringsproceduren &r av vikt da den paverkar resultat och kvaliteten pa
immunohistokemiska och molekylarbiologiska analyser. (2)

3.1 Formaldehyd

Fixering av vavnadsprover sker vanligtvis med 4% formaldehyd, vilket dven bendamns 10%
Neutral Buffered Formalin (NBF) eller i vardagligt tal, formalin. Den fardiga
fixeringslosningen framstalls genom att en mattad (37-40 %) formaldehydl6sning spades 1:9
med H20. For att behalla ett stabilt neutralt pH buffras fixeringslésningen med fosfat.
Bendamningen "10% NBF" syftar saledes pa spadningen medan bendmningen "4%
formaldehyd" syftar pa den slutliga koncentrationen av formaldehyd.

Formaldehyd ar ett kemiskt adderande, gelerande fixativ dar proteinernas tertidrstruktur
bevaras genom interna tvarbindningar. Vid bildandet av dessa metylenbryggor behalls
exponeringen av den hydrofila delen av proteinet. Bindningarna ar delvis reversibla.

Fixering med NBF utfors i rumstemperatur 18°C till 25°C, temperaturer utanfor intervallet
paverkar fixering/vavnadskvalitet negativt da lagre temperaturer gor den kemiska reaktionen
langsammare och hogre temperaturer paskyndar autolys. VVolymen fixativ bor vara 15 - 20:1
med en absolut nedre grans pa 10:1. (2)

Penetrationshastighet och fixeringshastighet skiljer sig at vid formaldehydfixering da de
kemiska bindningarna tar l&ngre tid &n penetrationen in i vdvnaden. Penetrationshastigheten
for NBF dar generellt 1mm/h och rekommenderad optimal fixeringstid for vavnad upp till 5mm
i tjocklek ar 24h med ett minimum pa 6h och maxtid 36h. Storre preparat behdéver darfor
skéaras upp for optimal fixering. Lipidrik védvnad kan fixeras upp till 48h. (2) Totaltid i
fixeringslosning for vavnaden inkluderar dven eventuell tid i formaldehyd i
dehydreringsmaskinen.

Vavnad som ar otillrackligt fixerad innan dehydrering riskerar att bli etanolfixerad under
dehydreringsprocessen. Etanol ar ett koagulerande fixeringsmedel som denaturerar och
forandrar proteinstrukturen genom sin dehydrerande verkan, detta ar en irreversibel process.

Formaldehyden som anvénds bor kvalitetkontrolleras regelbundet avseende koncentration och
pH. (2)



4. Process
4:1 Utskarning.
For att sékerstélla ett fritt flode i dehydreringsprocessen ska bitar som 1&ggs i kassett ej nudda
kassettens sidokanter eller lock. Vid utskérning av tumdérmaterial &r det rekommenderat att
redan vid utskarning vélja ut en bit for efterfoljande immunhistokemi/molekylar analys.
Vid val av bit bér andelen fettvavnad minimeras, och om mojligt bor biten/bitarna vara
maximalt 2 - 3 mm tjock/a (3) Beakta ev. olika dehydreringsprogram for bitar med olika
tjocklek for optimalt resultat.

Vid anvéndande av palperingsldsning (tex GEWF) for forbattrad detektion av lymfkortlar
(4 och 5) rekommenderas att bitar till immunologiska undersékningar tas innan preparatet
laggs i losning da otillrackligt publicerad forskning finns om hur detta kan paverka
undersokningsresultat.

4:2 Urkalkning

Urkalkning syftar till att gora forkalkade vavnader mjukare och mojliga att snitta. Den framsta
mineralkomponenten i forkalkade vavnader ar hydroxyapatit. For att 16sa ut hydroxyapatit
anvands framfor allt saltsyra, salpetersyra eller myrsyra. Aven EDTA kan anvéndas for
urkalkning. Dessa metoder fungerar endast pa preparat som ar harda pa grund av forkalkning.

(6)

Immunhistokemiska undersokningar pa vavnadspreparat ger ofta samre resultat efter
behandling vid lagt pH. Svaga syror med hogre pH ar darfor att foredra. Molekylarbiologiska
analyser ska inte utforas pa urkalkat material eftersom resultaten inte ar palitliga. (2)

Det ar darfor rekommenderat att om mojligt skrapa eller skéra loss véavnad som inte ar
forkalkad for dessa analyser innan resterande vavnad urkalkas. Urkalkning med EDTA sker i
en nagot basisk miljo, vilket resulterar i att vavnaden inte bryts ner som vid anvandning av
syror, men nackdelen &r att urkalkning i EDTA &r en langsammare process.

Vavnaden maste vara helt fixerad innan urkalkningen pabdrjas. Fixeringsmedlet bér noggrant
skoljas bort fran vavnaden med vatten for att undvika odnskade kemiska reaktioner. Bufferten
i NBF kan exempelvis minska effekten av urkalkningsmedlet.

Volymen urkalkningsmedel ska vara minst 15 - 20 ganger vavnadens storlek. Anvands syra
byts den med 24 — 48h mellanrum. EDTA byts med 3 - 5 dagars mellanrum for optimalt
resultat. FOr att minimera de negativa effekterna av urkalkning bor vévnaden testas dagligen.
Testning med nal ar den vanligaste metoden aven om den medfor risk for artefakter.
Urkalkning i rumstemperatur &r att foredra.

4:3 Dehydrering, clearing och paraffininfiltrering

Syftet med dehydrering, clearing och paraffininfiltration &r att ersétta den extracelluléra
vatskan i vavnaden med ett stabiliserande (forhardnande) medel for att mojliggora snittning.
Dehydrering av NBF fixerad vévnad utfors med alkohol i stigande koncentration efterfoljt av
ett intermedium/clearing med ett I6sningsmedel som &r xylen eller substitut, exempelvis



isoparaffin. Losningsmedlet 16ser ocksa ut kvarvarande lipider. Intermedium/clearing steget
mojliggor infiltration av paraffin som fungerar som stabilisator av vavnaden. Vavnaden maste
vara fixerad innan dehydrering paborjas.

Langden pa dehydringsprogrammet avgors av vavnadens tjocklek och lipidinnehall.
Totallangd samt tid, temperatur och tryck i respektive losningsbad ska valideras utifran olika
vavnadstyper. Programmen ska dven verifieras pa respektive laboratorium. Forutom
morfologi bor aven RNA-kvalitet vara en del av verifieringen, da denna paverkas av
dehydreringsprocessen. Rutinlaboratorier bér ha minst 3 olika dehydreringsprogram for att
kunna hantera olika vavnadstyper och bibehalla acceptabel vavnadskvalité.

Rekommenderat &r att forsta etanolbadet ar 70% for att gradvis okas till 100%, denna ersattas
med ett intermedium/clearingmedel, vanligtvis xylen eller substitut darav. Losningsmedlet
I6ser ocksa ut kvarvarande lipider. Intermedium/clearingsteget mojliggor infiltration av
paraffin som slutligen fungerar som stabilisator av vavnaden. Tid i xylen och alkohol ska
hallas sa kort som majligt for att undvika att vavnaden blir hard och for att undvika okad
bakgrundsfargning i immunhistokemiska fargningar. (3)

Dehydreringsprocessen utfors utan tillsatt varme, men nér vavnaden infiltreras i paraffinbaden
varms paraffinet upp for att sméltas. Undvik for hog varme och anvand paraffin av god
kvalitet med sméltpunkt under 60°C. Tiden i varmt paraffin ska hallas sa kort som mgjligt. (2)

Alla reagens/losningar ska bytas regelbundet och rutiner for detta ska vara etablerade for att
sékerstalla rétt koncentration och renhet.

Mellan byten av l6sningar bor kontroller géras med hydrometer for att sakerstalla att
etanolkoncentrationen inte férandras samt att det inte bildas kondens i dehydreringsmaskinens
processor.

Mikrovagsdehydrering

Genom att anvanda mikrovagor i olika steg i dehydreringen paskyndas processen.
Mikrovagsdehydrering utfors framst med absolut etanol och isopropanol som ocksa kan
anvandas som intermedium/clearing. For dehydrering av preparat / vavnader med hégt
lipidinnehall kan ett steg med I6sningsmedel laggas till.

Det &r ont om oberoende forskning i &mnet, det behdvs ytterligare forskning for att utréna hur
mikrovagsdehydrering paverkar materialets integritet.

4:4 Inbaddning

Syftet med inbaddningen &r att producera klossar som mgjliggor optimala snitt vid snittning.
FOr att kunna producera ett snitt med réatt forutsattningar for diagnostisering och molekylar-
eller immunhistokemiska analyser kravs ett paraffin med lag sméltpunkt och bra textur.
Paraffin med hdg smaltpunkt samt paraffin med tillsatser bor undvikas, da tillsatser kan
orsaka fororeningar i provet samt forsvara utvinnandet av biomolekyler. (7) Ett paraffin med
hog smaltpunkt kan forsvara avparaffinering, utvinnandet av biomolekyler samt kan paverka



utfallet av immunhistokemi i kvantitet och intensitet. (2) Studier rekommenderar paraffin med
en smaltpunkt under 60 °C. (2,7)

Tid i smalt paraffin eller “torr” varme (utan paraffin) i samband med inbaddning bor hallas sa
kort som majligt, da varme paverkar det slutliga resultatet avseende uttryck av antigener och
gor att vavnaden krymper och blir hardare. (3) Da publicerade studier for maxtider av varm
(~60°C) forvaring av icke inb&dddade vavnadsprover saknas, hanvisas till maxtid for
varmeexponering av snittad vavnad vilket skall understiga 60 minuter.

4:5 Snittning

Snitt tas med hjalp av mikrotom fran olika nivaer av vavnaden i klossen. Mikrotomen &r ett
precisionsinstrument, som ska uppfylla kraven pa tunna och jamna snitt. Frammatning i
instrumentet och tjocklek pa de producerade snitten bor kontrolleras for att sakerstalla
reproducerbarhet och kvalitet.

Det &r viktigt att knivbladet har ratt slipning for vavnadstypen, att det halls vasst och utan
skador samt att knivvinkeln optimeras enligt tillverkarens instruktioner. En for stor vinkel kan
orsaka skrapartefakter i snitten, och for liten vinkel resulterar i snitt som varierar i tjocklek.

For att underlatta snittningen, kan paraffinklossarna kylas pa is eller kylplatta, men éverdriven
tid i isbad bor undvikas da rehydering kan orsaka forvrangning av celluldra detaljer.

Strackning av paraffinsnitten kan ske med hjalp av en varmeplatta eller varmt vatten.
Temperaturen bor hallas ca 5 - 10 °C lagre an paraffinets smaltpunkt, hdg varme kan orsaka
artefakter. Sakerstall genom torkning att snitten faster pa glaset samt att inget vatten finns
mellan snitt och glas innan fargning da det kan orsaka artefakter. Torktemperaturen for glasen
ska ej overstiga 60 °C. (3)

Val av snittjocklek &r en kompromiss mellan upplésning och kontrast samt totalt
informationsinnehall i snittet. Malet &r att fa ett snitt med ett cellager och tillrackligt stark
infargning for att det totala informationsinnehallet i snittet ska bli sa bra som majligt for
korrekt diagnostik.

Att anvanda destillerat vatten reducerar risken for kontamination som kan paverka
fargningens kvalitet, till exempel kan jarn och kalcium interferera med en del
specialfargningar, sérskilt silverfargningar, och klor som finns i kranvatten kan ha en
blekande effekt (8).

4.5.1 Specifika riktlinjer vid snittning till immunohistokemi

Snitt pa glas till immunologiska fargningar torkas optimalt i 24h rumstemperatur, men av
praktiska skal rekommenderas 60 minuter i varmeskap som ej 6verstiger 60 °C. (3) Anvand
glas med laddning. Dessa glas ska ej torkas pa varmeplatta utan staende i varmeskap. Det &r
viktigt att kontrollera hallbarhet pa snittade glas sé kallad “slide aging «, for aktuell antikropp.



For immunhistokemiska analyser rekommenderas att folja protokollets rekommendation for
snittjocklek. (9)

Anvand vavnadskontroll pa varje glas, sa kallad ~on slide” kontroll, enligt NordiQC
rekommendationer (10) For att undvika kontaminationer och korsreaktioner anvands
destillerat vatten i vattenbad vid snittning till immunohistokemi (11).

5. Forvaring, klossar och glas

Vévnader som &r optimalt fixerade och dehydrerade kan lagras under lang tid. Uttrycket av
vissa antikroppar forsvagas dock med tiden. Detta géller &ven bevarandet av RNA:s och
DNA:s integritet. Dessa nedbrytningsprocesser verkar vara beroende av kvarvarande vatten i
vavnaden eller vatten som tillfors fran omgivande miljo, ex luftfuktighet. Det ar darfor viktigt
att vavnaden ar ordentligt dehydrerad och att klossarna forvaras torrt och i rumstemperatur
18-25 °C. (3,12-13)

Enligt 48 biobankslagen maste klossarna forvaras pa ett sadant satt att vavnadsproverna inte
riskerar att forstoras och obehdriga inte far tillgang till dem. Detta innebér att de maste
forvaras sa att de ar skyddade fran brand, skadedjur och annan forstorelse. (14)

6. Dokumentation och kvalitetsindikatorer

Laboratoriet ska ha dokumenterade rutiner for att prover ej skadas, forloras eller att dess
kvalitet ej forsamras vid preanalytisk hantering, sasom provtagning, fixering, transport och
ankomst till laboratorium. (15)

Ett forsta steg mot att sékerstalla och forbattra provkvaliteten &r att dokumentera och mata for
att identifiera vad som behdver atgardas. Nedan &r listat de variabler som vi identifierat har
stor paverkan pa provmaterialet och som darfor bor dokumentera i LIS for att kunna foljas
upp regelbundet. Vi har &ven listat ett antal kvalitetsindikatorer. Statistik bor tas fram
regelbundet, analyseras och vid eventuella funna brister bor det finnas en handlingsplan for
atgarder. Somliga av dessa kvalitetsindikatorer kommer att inga i ett nationellt
kvalitetsutskick medan andra ar forslag pa vad laboratoriet sjalv kan félja.

| nedanstaende tabell finns de variabler som vi identifierat som kritiska for provets kvalité och
som behover registreras for att kunna ta fram dessa kvalitetsindikatorer.

Variabler som bor registreras i LIS Kvalitetsindikator
Information fran remittent, utéver medicinsk information.
Provdatum -

Provtagningstid -

Varm ischemitid (6nskvart) -

Kall ischemitid (i minuter) Andel resektat med kall ischemitid >60
minuter (%)




Information fran laboratorium

Ar provmaterialet i acceptabel mangd
formalin/ratt medium? Ja/Nej

Andel prover i acceptabel mangd
formalin/ratt medium. (%)

Tidpunkt for start av fixering

Fixeringsldsning

Ar bitar/skivor maximalt 5 mm tjocka nar de
fixeras? Ja/Nej.

Andel prover som fixerats i icke optimal
tjocklek. (%)

Finns rutiner for att regelbundet testa pH
och koncentration pa formaldehyd? Ja/Nej

Urkalkningstid samt medium.

Dokumenteras urkalkningstid i LIS. Ja/nej.
Finns rutiner for att sakerstélla
immunhistokemisk undersékning och/eller
molekylar analys pa icke urkalkat material?
Ja/nej

Ev. anvéndande av palperingslésning

Finns rutin for att sdkerstélla
immunhistokemi/molekylar analys pa
material som inte exponerats for
palperingslésning? Ja/Nej

Total fixeringstid, inklusive eventuell
fixeringstid i dehydreringsutrustning.

Andel prover fixerade mindre an 6h (%),
mellan 6-36 h (%),
over 36h (%)

Dehydreringslangd och metod

Finns majlighet att spara varje enskilt
preparat till specifik utrustning samt
dehydreringsprogram? Ja/nej.

Anvands Xylen? Ja/Nej
Anvands substitut for Xylen? Ja/Nej

Finns rutiner for frekvens och
kvalitetskontroll for byte av l16sningar i
dehydreringsutrustning? Ja/Nej

Exponeringstid for varme/smaélt paraffin
infor b&dddning 6ver 60 minuter. Ja/Nej.

Finns riktlinjer for maxtider i varmt paraffin
efter dehydreringsprocess? Ja/nej

Anvinds hogkvalitativt paraffin med Iag
smaltpunkt? Ja/nej.

Finns rutiner att kontrollera frammatning pa
mikrotom och tjocklek pa producerade snitt?
Ja/Nej

Exponeringstid for varme vid torkning av
glas dver 60 minuter. Ja/Nej.

Finns riktlinjer for maxtider i vérme vid
torkning av glas? Ja/nej

Antal dagar fran snitt av glas till
immunhistokemisk fargning (slide ageing)

Finns rutin etablerat for att sékerstélla att
immunhistokemiska fargning inte utfors pa
for gamla snitt? Ja/Nej




FOr immunfargning samt 6vrig Andel enskilt fairgade glas dér ”on slide”
specialfargning: “On slide” kontroll anvand. | kontroll anvands vid specialfargnings (%)
Ja/Nej. samt immunhistokemisk fargning%o)

- Finns rutiner att kontrollera temperatur och
luftfuktighet for klossforvaring? Ja/Nej




7. Diskussion
Att undersoka vavnad for att stélla diagnos och végleda behandlingsbeslut &r en av
forutsattningarna for precisionsmedicin. Den laborativa processen ar komplex och
manga av stegen ar baserade pa vetenskap och dven till stora delar beprovad, icke
dokumenterad, erfarenhet. For en patientséker diagnostik stalls htga krav for att
undvika falskt negativa eller falskt positiva analysresultat. Detta géller i hdg grad
vavnadens stabilitet for immunhistokemiska och molekylarbiologiska analyser som
ofta har en direkt paverkan pa behandlingsbeslut. Det finns manga andra
kvalitetsaspekter dar diagnostikerns tolkning av resultatet kan kompensera for
variationer, tex snittjocklek eller hematoxylin-eosinfargning. Med 6kad anvandning
av digital patologi och Al/maskininlarningsalgoritmer kan vi dock forvanta oss
storre behov av att optimera dven dessa aspekter i framtiden.

| denna forsta utgava av riktlinjer for labprocessen har framst fokuserats pa att
standardisera hanteringen fram till fargning och IHC samt forvaring av FFPE Kklossar.
Standardisering ar av vikt for patientens diagnos men ocksa for att kvalitetssakra var
nationella biobank. Biobanksmaterial ligger till grund for den forskning som bedrivs
och darmed grundas framtida behandlingar pa resultat som baseras pa detta material.
Att med sakerhet veta hur materialet man analyserar vid studier har hanterats i
labprocessen underlattar for att kunna dra slutsatser och bedéma resultat. Darav &r
dokumentation av kvalitetsindikatorer vi listat samt ett standardiserat handhavande av
stOrsta vikt.

Rekommendationerna i detta dokument bygger pa vetenskapliga studier. Det finns
manga etablerade rutiner och metoder som anvénds pa laboratorierna idag som inte
testats vetenskaplig eller beskrivits i vetenskaplig litteratur och da har vi avstatt fran
att ge entydiga rekommendationer.

Naturligtvis ser vi ett behov att ta fram ytterligare riktlinjer gallande den fortsatta
labprocessen, det vill sdga visualisering, IHC samt scanning. For dessa parametrar
hénvisas for narvarande till leveranttrers publicerade protokoll och befintliga lokala
rutiner for validering och verifiering.

Vissa variabler och kvalitetsindikatorer som listats i detta dokument kan i dagsléaget,
med den utrustning och LIS som upphandlats, vara svara att uppna. Var férhoppning
ar att listan kan vara ett stod till framtida kravspecifikationer vid upphandling av
utrustning och LIS.

En utokat dialog med operationsavdelningar och évriga aktérer som tar prover och
skickar till histologisk undersokning behdvs for att kunna dokumentera tex
ischemitider i LIS. | de fall optimala processtider, tex fixeringstider, inte kan uppnas
behdver lokala rutiner utformas for att uppfylla kvalitetskraven.

Ett urval av de identifierade rekommendationerna kommer att ingd i ett nytt
nationellt kvalitetsutskick/rapport av kvalitetsindikatorer. Vi har dven identifierat



behov av externa kontrollprogram, tex utskick med referensvavnad for
kvalitetskontroll av dehydrering.

Vi vill skicka ett sarskilt tack till dem som tagit sig tid att lasa remissutgavan och
har inkluderat de konkreta forslag och rattningar som inkommit. Da det har ar ett
levande dokument sa uppmanar vi aven till att komma in med tips och forslag pa
amnen som ni ser behov av att inkluderas i nasta utgava.
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8. Bilaga 1. Forkortningar
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