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Dans tous les laboratoires d’histopathologie, il y a de temps a autre, des blocs de paraffine qu'il est
plus difficile, voire méme impossible, a couper. Dans certains cas, cela peut provenir de la nature
méme d'un type d'échantillon en particulier et des éléments tissulaires qu'il renferme. Méme s'ils
sont correctement fixés et préparés, ces éléments peuvent poser probléme. Les échantillons
de fibrome, de thyroide, de peau fortement kératinisée, d'ongle et de caillots sanguins sont des
exemples d'échantillons complexes pouvant engendrer des blocs problématiques. Il se peut que
certains blocs problématiques résultent d'une fixation inadéquate, d'un traitement inapproprié
ou incorrect, voire méme d'un sur-traitement, ou d'une défaillance de l'instrument pendant le
traitement. Dans ce genre de situations, ce sont des blocs problématiques isolés ou, dans le pire
des cas, le lot complet d'échantillons qui sont affectés.

Généralement, quand un probléme survient avec des blocs tissulaires, une premiére analyse est
exécutée afin de découvrir d'ot vientle probleme, puis I'on tente de réaliser les coupes par tous les
moyens possibles. La partie 1 du présent ouvrage répertorie les questions pouvant vous orienter
afin de découvrir I'origine du probléme. Afin de vous soutenir encore davantage, la partie 2 integre
les descriptions des blocs problématiques liées aux causes possibles et fournit, en outre, quelques
exemples de blocs difficiles pour lesquels I'origine du probleme était connue. Ceci devrait vous
permettre de vous orienter dans la découverte du probleme lié a votre bloc. La partie 3 (solutions
1 a 6) présente quelques suggestions permettant de couper des blocs difficiles sans qu'il soit
nécessaire de procéder a un retraitement.

Il peut étre nécessaire d'envisager un retraitement quand il n'est pas possible de procéder a des
coupes ou quand plusieurs blocs sont affectés. Les méthodes de retraitement sont décrites et
évaluées dans la partie 3 (solutions 7 a 10). Quand un retraitement est envisagé, il est essentiel de
procéder a une recherche approfondie de I'origine du probléme auparavant, car le retraitement ne
convient pas a toutes les situations (par ex. quand le tissu est sur-traité). |l est égalementimportant
de s'assurer, autant que possible, que le probléme n'est pas récurrent.

La partie 4traite plus en détail des effets etdes causes d'untraitementmédiocre et aborde le theme du
compromis lors de la décision portant sur un programme de retraitement. Comme chaque laboratoire
doit disposer d'une méthode de retraitement fiable, intégrée a ses procédures de fonctionnement
standard, |la partie 5 décrit une méthode avancée pour la validation des protocoles de retraitement.
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L' évaluation initiale : pourquoi mon bloc est difficile ou impossible a couper ?

Sivous étes en présence de blocs tres difficiles, voire impossibles a couper, il estimportant de tenter de découvrir pourquoi
cela n'a pas fonctionné avant de décider des mesures a adopter. Voici les premiéres questions a se poser:

1.

11.

12.

Quel est le probléme des échantillons traités ? Sont-ils trop durs, trop mous, friables, pateux, etc. Les descriptions fournies
dans la partie 2 vous permettront d'en juger.

Quelle est la différence entre la procédure de traitement qui a engendré les échantillons problématiques et les procédures
précédentes réussies ?

Le programme prévu a-t-il été utilisé ?
Mon probléme affecte-t-il tous les échantillons du lot, ou seulement un petit nombre ? Sont-ils tous de type similaire ?

Mes échantillons se trouvaient-ils tout en haut dans la chambre de réaction, est-il alors possible qu'ils n'aient pas été
entierement immergés dans tous les réactifs ?

Mes échantillons ont-ils été traités selon le programme habituel qui crée d'ordinaire de bons résultats pour les échantillons
de cette taille et de ce type ?

Est-il possible que le programme ait été trop long ou trop court pour mes échantillons problématiques ? Un programme
trop long risque de générer des tissus "sur-traités’, tandis qu'un programme trop court produira au contraire un "sous-
traitement". Les tissus sur-traités ne doivent pas subir de retraitement.

Le logiciel a-t-il présenté, au cours de la procédure, une erreur qui pourrait indiquer un dysfonctionnement du systeme ?
Le contrdle visuel des flacons de réactifs a-t-il apporté une aide (niveaux, contamination, positionnement et scellage) ?

. Est-il possible qu'une erreur ait été commise lors du remplacement des solvants dans le préparateur ou que des réactifs se

soient trouvés en dehors du seuil de pureté recommandé ? Des réactifs défectueux ou une séquence de réactifsincorrecte
peuvent produire un "sous-traitement”. Sil'instrument approprié est disponible, une mesure de la concentration des réactifs
de déshydratation peut étre effectuée.

Avez-vous appliqué une fixation normale aux échantillons problématiques ?
Est-ce que je sais avec certitude ce quin'a pas fonctionné ?

Toutes ces questions ont pour objectif de vous aider a déterminer ce quin'a pas fonctionné. Sivous n'étes toujours pas certain
d'avoir déterminé la cause du probléme, il est recommandé d'examiner vos échantillons méticuleusement afin de récolter
autant d'informations que possible. Un examen plus approfondi des blocs peut confirmer vos soupgons quant a |'origine du
probléme. Votre odorat peut permettre de déterminer s'il reste du solvant dans le tissu.
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Informations supplémentaires : exemples de problemes typiques, et leurs causes

Le tableau 1 fournit un référentiel succinct permettant de traiter les problémes ; il répertorie certains termes descriptifs
fréquemment utilisés par les histologistes confrontés a des blocs difficiles et a des coupes non satisfaisantes. Pour chaque
cas, une cause possible est suggérée. Les paragraphes suivants décrivent chaque probleme en détail avec un exemple
d'illustration. Les solutions répertoriées sont expliquées dans la partie 3 (solutions 1 a 10). Une aide supplémentaire estfournie
dans les arbres de décision de retraitement joints en annexe.



Tableau 1. Description des blocs problématiques et causes possibles
Nombre Probleme Cause possible Solution (voir
partie 3)

1 Tissu craquelé, cassant ou friable. Sur-traitement 1,3

2 Tissu rétracte. Sous-traité 8,9

3 Tissu "cuit". Sur-traité 1,2,3

Echantillon desséché 7,

4 Tissu poisseux, pateux ou gras. Sous-traité 9,10

5 Tissu sec et poudreux. Sur-traitement 1,2,3

6 Le tissu a une odeur d'agent éclaircissant. Sous-traité 8,9

7 Tissu mou et compressible. Sous-traité 9,10

8 Le tissu contient des fragments durs. Présence de calcium ou 6,3,5

d'autres matieres

9 Bord extérieur du tissu satisfaisant mais impossible de couper la Sous-traité 9,10
zone centrale. Infiltration de paraffine 8

incompléte

10 Le tissu manque d'homogénéité. Fixation médiocre, 9,10

traitementincorrect

11 Bord extérieur du tissu friable et impossible a couper, mais la zone | Sur-traitement 1,2,3
centrale est satisfaisante.

12 L'échantillon présente des zones distinctes n'étant pas coupées, Sous-traitement 3,4,5,puis 9
elles correspondent a des types de tissu particuliers, tels que les
muscles, les tissus conjonctifs denses ou la graisse.

13 Séparation entre la surface de I'échantillon et la paraffine qui Enrobage incorrect 8
I'entoure. L'échantillon risque d'&tre arraché de la face du bloc lors = Sous-traitement 9,10
du dégrossissage.

14 Rétraction de I'échantillon entrainant la formation d'une face de Sous-traitement 9,10
bloc concave.

15 Le tissu se trouvant au milieu du bloc n'est pas maintenu Sous-traitement ou 9
correctement, les coupes présentent une "teinte bleue" et un noyau | traitementincorrect
diffus.

16 Les coupes "suent" pendant la flottation. Sous-traitement ou 9d

traitementincorrect

17 Les coupes se dissocient rapidement pendant la flottation. Sous-traitement (rétention 9

du solvant)




Probleme 1. Tissu craquelé, cassant ou friable.

Le tissu a probablement été sur-traité. Un retraitement ne sera probablement d'aucune efficacité. Le fait de tremper la
face exposée du bloc dans de I'eau glacée ou dans un assouplissant agent pour procéder ensuite a une nouvelle coupe
méticuleuse peut permettre d'obtenir un résultat acceptable (utiliser les solutions 1 et 3).

Exemple

Les coupes de foie de la figure 1 présentées pendant la flottation, étaient tres friables lors de la coupe. |l n'a donc pas été
possible d'obtenir de coupe cohésive au début. Le tissu a été préparé lors d'un cycle éthanol/xyléne de 12 heures, ce qui
est trop long pour ce type de tissu et pour un échantillon de cette taille. De meilleures coupes ont pu étre obtenues apres
I'utilisation bréve d'un agent assouplissant sur la face du bloc (une solution d'eau et de détergent), le refroidissement et la
reprise de la coupe. (solutions 2 et 3)



Figure 1

Coupes d'un bloc de foie friable




Probleme 2. Tissu rétracté.

Un tissu sous-traité se rétracte dans le bloc en raison de |'évaporation du solvant résiduel. Un retraitement peut résoudre le
probléme. Aprés la coupe, les tissus correctement traités ne se rétractent pas parce que tous les solvants ont été remplacés
par la paraffine. (Utiliser la solution 8 ou 9)

Exemple

Le bloc illustré a la figure 3 est un myocarde sous-traité, coupé 24 heures auparavant. La face du bloc s'est recontractée
suite a la rétractation du tissu due a I'évaporation du solvant résiduel persistant aprés le traitement. Cette photographie a
pour but d'illustrer I'étendue de la rétraction par le biais d'un rétroéclairage (vert) derriére un miroir incling, tel qu'illustré a
la figure 4. La meilleure coupe pouvant étre préparée a partir de ce bloc, immédiatement aprés I'enrobage, estillustrée a la
figure 2.

L'étendue a laquelle la surface d'un bloc se contracte aprés la coupe constitue un bon indicateur de la qualité du traitement.
Par ailleurs, le tissu exposé dans ce bloc a une odeur d'agent éclaircissant. Le cycle de traitement était trop court pour un
échantillon de cette taille et de ce type. L'utilisation de la solution 9A peut permettre d'obtenir une coupe compleéte.



Figure 2

Coupe de mauvaise qualité du bloc de myocarde sous-traité illustrée a la figure 2
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Figure 3

Bloc présentant une rétraction extréme




Luminosité ambiante faible

Miroir incliné

Lumiére verte de

Appareil photo
A forte intensité

Figure 4

Positionnement de I'appareil photo permettant de démontrer la
rétraction de I'échantillon



Probleme 3. Tissu “cuit".

Le tissu ainsi décrit est généralement sur-traité (ou a été soumis a des conditions extrémes, par ex. une chaleur excessive). Le
dommage peut étre irréversible. Il est parfois possible d'obtenir des coupes en trempant la face du bloc dans de I'eau glacée
ou dans un agent assouplissant pour procéder ensuite a une reprise méticuleuse de la coupe. (Utiliser les solutions 1, 2 et 3).
Voir également I'exemple du probléme 1.

Ce phénomene peut également provenir d'un séchage complet de I'échantillon avant ou pendant le traitement. L'utilisation
d'une solution de reconstitution suivie d'un retraitement peut s'avérer efficace. (Utiliser la solution 7)

Exemple

Un échantillon de langue a séché pendant une semaine avant le traitement de routine. Lors de I'enrobage, il apparaissait flétri
ettrés dur, et était décrit parI'enrobeur comme étant"cuit". Aprés avoir appliqué les solutions 1,2 et 3, la meilleure coupe ayant
pu étre obtenue estillustrée a la figure 5.

Le résultat de I'application de la solution 7, utilisant la solution de Sandison pour la reconstitution de I'échantillon suivie du
retraitement et de la reprise de la coupe, estillustré a la figure 6. Bien que la morphologie soitjuste acceptable, il a été possible
d'obtenir une coupe bien plus cohésive.



Figure 5

Coupe de langue avant
la reconstitution et le
retraitement

Figure 6

Coupe de langue aprés
la reconstitution et le
retraitement
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Probléme 4. Tissu poisseux, pateux ou gras.

La graisse est la cause habituelle des blocs présentant ces propriétés. Le traitement n'a pas permis d'éliminer les lipides de
certaines zones de I'échantillon; la paraffine ne s'infiltre pas correctement dans ces zones qui ne sont donc pas maintenues
pour la coupe. Ce phénomene esttrés courant dans le cas d'échantillons mammaires de grande taille ayant été traités dans le
cadre d'un cycle trop court. Le retraitement, utilisant un programme de durée suffisante, doit produire des blocs pouvant étre
coupés. (Utiliser la solution 9 ou 10)

Exemple
Lafigure 7 présente un échantillon mammaire graisseux sous-traité constitué d'une grande zone centrale d'apparence grasse.

Seul un bord de tissu fragmenté peut étre transféré vers la lame (figure 8). Le tissu n'est ni déshydraté ni éclairci (contient de
la graisse insoluble) et doit étre retraité. Il est suggéré d'appliquer la solution 9a comprenant un cycle de 8 heures.



Figure 7

Echantillon mammaire sous-
traité

Figure 8

Bord de tissu fragmenté
provenantd'un bloc de tissu
mammaire sous-traité

e




Probleme 5. Tissu sec et poudreux.

Les tissus secs et poudreux peuvent résulter d'un sur-traitement, en particulier si le tissu contient beaucoup de sang. Ceci
s'observe aussi fréequemment quand le tissu est traité dans le cadre de programmes trop longs. Un retraitement ne résoudra
pas le probleme.

Le fait de tremper le bloc dans de I'eau glacée avant de procéder a la coupe est efficace. Le fait de couper le bloc lentement
apres |'avoir laissé réchauffer peut permettre d'obtenir des coupes. Le fait de couper plus finement peut résoudre le probléme.
(Utiliser la solution 2 ou 3)

Exemple

La figure 9 présente la coupe d'un bloc tissulaire sur-traité d'un foie de rongeur (colorant de la réticuline). Le tissu a été
traité lors d'un cycle de 12 heures. Le bloc en résultant était extrémement friable, sec et poudreux. Il présentait, par ailleurs,
d'importantes micro-fissurations. Le fait de tremper la face du bloc dans de I'eau glacée avant de reprendre la coupe peut
permettre d'obtenir des coupes de meilleure qualité (solution 3).
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Figure 9

Foie de rongeur sur-traité (coloration de la
réticuline)



Probleme 6. Le tissu a une odeur d'agent éclaircissant.

Les blocs qui ont une odeur d'agent éclaircissant sont sous-traités. La paraffine n'a pas remplacé le solvant. Une nouvelle
infiltration de I'échantillon risque de produire des blocs ne pouvant pas étre coupés. Toutefois, un retraitement complet peut
étre la meilleure option car les échantillons comme celui-ci contiennent souvent des traces d'eau. (Utiliser la solution 8 ou 9)

Exemple

La couped'unbloc de tissufibreux (figure 10) se désintégre dés qu'elle est placée a la surface de l'eau. Bien que le microtomiste
aitréussi a obtenir une coupe, celle-ci a été largement perturbée. La face du bloc avait une odeur de xyléne qui n'avait pas été
remplacé par la paraffine. La solution 8 devrait améliorer les propriétés du bloc et permettre d'obtenir des coupes cohésives.



Figure 10

Les coupes se trouvant a la surface de |'eau se dissocient en raison
du solvant résiduel




Probléme 7. Tissu mou et compressible.

Un bloc de tissu mou et compressible indique que, pour certaines raisons, I'infiltration de la paraffine est incompléte. Cela
provient souvent de la présence de lipides insolubles n'ayant pas été retirés lors du traitement (tissu sous-traité) mais il peut
aussi s'agir d'une infiltration insuffisante de la paraffine. Cela provient souvent de lipides insolubles mais il peut également
s'agir d'une infiltration incompléte. Un retraitement constitue la meilleure option. (Utiliser les solutions 9 et 10)

Exemple

Le bloc de pancréas illustré a la figure 11, présente quelques-uns des effets typiques résultant d'un temps de fixation court
suivi d'un important sous-traitement. Les micrographies (figures 12 et 13) illustrent les conséquences radicales en termes
de morphologie apparaissant dans les coupes de ce bloc. Il est surprenant qu'il ait été possible d'en obtenir des coupes des
le début. La face du bloc s'est contractée, s'éloignant de la surface sur plusieurs jours aprées la coupe du tissu en raison de
I'évaporation des solvants qui n'ont pas été éliminés pendant le traitement.

Le craquelement typique qui se produit dans le centre d'un bloc sous-traité estillustré a la figure 12. Le bord extérieur du tissu
est mieux préserve.

Une zone centrale dans laquelle les cellules sont gonflées et présentent une "teinte bleue" comme l'illustre la figure 13. La
rétention de solvant est I'une des causes de ce probléme : le tissu n'a pas été suffisamment déshydraté ni éclairci, et la
paraffine n'a pas remplacé I'agent éclaircissant.’ La solution 10 permettait d'obtenir de meilleures coupes mais elle risque de
compromettre la morphologie dans une certaine mesure.



Figure 11

Bloc de pancréas mal fixé et sous-traité




Figure 12

Vue a faible grossissement d'un pancréas mal fixé et sous-traité



Figure 13

Une zone centrale du pancréas mal fixé et sous-traité présentant
une "teinte bleue".




Probléme 8. Le tissu contient des fragments durs.

La question est d'abord de savoir ce que ces fragments peuvent étre. En cas de présence de calcium, la décalcification de la
surface suivie d'un lavage complet du bloc et d'une reprise de la coupe pourrait produire des coupes exploitables. Il y a de
nombreuses autres possibilités, notamment les plaques d'athérome. Le fait de tremper la face du bloc avant de reprendre la
coupe peut leur étre bénéfique. D'autres dépdts minéraux, généralement sur les tissus pulmonaires, peuvent poser probléme.
Le retrait physique local de particules fautives ou de corps étrangers doit constituer le dernier recours (par ex. les agrafes
chirurgicales, les fragments de verre, de bitume, etc.). (Utiliser les solutions 6, 3 et ).

Exemple

La matiére basophile présente dans le granulome illustré a la figure 14 est du calcium. La plus grande partie s'est fragmentée
et détachée de la coupe. Cette micrographie a été réalisée a partir de la meilleure partie préservée de la coupe. Le reste a
été mal broyé. Il se peut que la décalcification de la surface (solution 6) ait permis d'obtenir quelques coupes cohésives. Un
retraitement serait peu efficace a moins qu'il n'intégre une étape de décalcification.
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Probléme 9. Bord extérieur du tissu satisfaisant mais impossible de couper la
zone centrale.

Indique un sous-traitement. Le tissu n'est pas complétement déshydraté et/ou éclairci et n'est donc pas correctement infiltré
(la paraffine n'a pas pu pénétrer en raison de la présence d'eau). Un retraitement devrait résoudre le probleme. (Utiliser la
solution 9 ou 10)

Autre possibilité : I'échantillon a été déshydraté et éclairci correctement mais n'a pas été suffisamment exposé a la paraffine
pour produire une infiltration compléte. Faire fondre le bloc et appliquer une infiltration supplémentaire. (Utiliser la solution 8)

Exemple

Le bloc de foie illustré a la figure 15 contient une zone centrale qui ne sera pas coupée. Le tissu n'est pas maintenu et tombe
lors du passage de la lame.

Aprés un examen plus approfondi, I'on constate que la zone centrale est séche et poudreuse et qu'elle n'a pas été infiltrée par
la paraffine (figure 16). Le tissu a été parfaitement fixé mais a été soumis a un cycle de traitement court de deux heures etn'a
pas été déshydraté ni éclairci correctement. Si une coupe cohésive compléte doit étre obtenue, un retraitement sera requis.
La solution 9d devrait étre utilisée pour le retraitement dans le cadre d'un programme de six heures.



Figure 15

Foie soumis a un traitement
médiocre quine pourra pas
produire de coupe cohésive

Figure 16

Bloc tissulaire de foie dont
la zone centrale n'est pas
maintenue




Probleme 10. Le tissu manque d’'homogénéite.

Il faut rappeler qu'une mauvaise fixation initiale de I'échantillon peut occasionner ce probleme. Cela peut également étre
di a un probléme de traitement mais n'est pas nécessairement lié a un simple sous-traitement (programme trop court). Le
probléme découle plus probablement d'une mauvaise qualité, de réactifs contaminés (dépassement de seuil) ou mal ordonnés.
Les solvants ont-ils été remplacés récemment ? Un retraitement peut résoudre le probléme. (Utiliser la solution 9 ou 10)

Exemple

L'échantillon de cortex cérébralillustré a la figure 17 a été traité dans le cadre d'un programme éthanol/xyléne conventionnel
de 12 heures. Bien que ce programme convienne plutdt a un échantillon de ce type et de cette taille, la texture du bloc est
médiocre. Les examens ont révélé que la déshydratation finale de I'éthanol était fortement contaminée par la présence d'eau.
De ce fait, I'échantillon est mal préparé. La solution 9 (retraitement) peut améliorer la qualité des coupes obtenues.



Figure 17

Une déshydratation incorrecte dans
un bloc tissulaire de cerveau



Probleme 11. Bord extérieur du tissu friable et impossible a couper, mais la zone
centrale est satisfaisante.

Cela peut indiquer un sur-traitement dans des tissus sensibles, tels que les tissus hématopoiétiques ou lymphoides ot la
couche extérieure du tissu est la premiére affectée. Un retraitement ne sera probablement d'aucune efficacité. Le fait de
tremper la face exposée du bloc dans de I'eau glacée ou dans un agent assouplissant pour procéder ensuite a une reprise
méticuleuse de la coupe peut permettre d'obtenir un résultat acceptable. (Utiliser les solutions 1,2 et 3)

Exemple

Les micrographiesillustrées aux figures 18 et 19 représentent différentes zones d'une méme coupe de rate. La figure 18 illustre
la zone centrale qui se coupait correctement, tandis que la figure 19 illustre une zone friable du bord de I'échantillon. La
partie centrale est assez bien préservée, le cytoplasme et le noyau de lymphocytes présentent clairement une rétraction
minimale tandis que la partie extérieure présente un craquélement, des détails cytoplasmiques et nucléaires médiocres et une
rétraction considérable. Le bloc, étant sur-traité, fait apparaitre les conséquences morphologiques dans la partie extérieure
enraison de |'exposition prolongée aux réactifs de traitement. La zone centrale a été moins exposée aux réactifs de traitement
et estmieux préservée. Les solutions 1,2 et 3 peuvent permettre d'obtenir des coupes de meilleure qualité mais le retraitement
ne sera d'aucune efficacité.



Figure 18
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zone centrale de I'échantillon

Figure 19

Sur-traitement du périmetre
extérieur de I'échantillon de




Probléme 12. Léchantillon présente des zones distinctes n'étant pas coupées,
elles correspondent a des types de tissus particuliers, tels que les muscles, les
tissus conjonctifs denses ou la graisse.

Cela indigue un sous-traitement des tissus sensibles en raison de leurs caractéristiques uniques (telles que leur densité
extréme). Il peut étre avantageux de commencer par tester les techniques d'assouplissement et de coupe détaillées dans les
solutions 1 a 5. En cas d'échec, un retraitement peut résoudre le probléme (solution 9).

Exemple

La figure 20illustre un bloc tissulaire de foie de porc bien fixé mais sous-traité. Celui-ci était extrémement creux en raison de la
rétraction du tissu. Un examen minutieux montre également que le tissu conjonctif interlobulaire est sec et n'est pas maintenu
au centre du bloc.

La coupe de ce bloc (figure 21) présente une grande zone de tissu manquant et est plutdt insatisfaisante. Cet échantillon a
été soumis a un cycle de traitement trop court. Il est mal déshydraté et éclairci. L'utilisation de la solution 9A peut permettre
d'obtenir une coupe compléte mais la qualité morphologique finale sera probablement juste acceptable.



Figure 20

Bloc de foie de porc
présentant un tissu conjonctif
interlobulaire mal maintenu

Figure 21

Foie de porc sous-traité
dontla zone centrale est
insatisfaisante




Probléme 13. Séparation entre la surface de I'échantillon et la paraffine qui
I'entoure. L'échantillon risque d'étre arraché de la face du bloc lors du
dégrossissage.

Cela pourrait indiquer un simple probléme d'enrobage. La paraffine présente sur |'échantillon a pu se solidifier avant le
placementde I'échantillon dansle moule d'enrobage. Un nouvel enrobage minutieux devrait permettre de résoudre le probléme.

Unsous-traitement extréme peut également produire ceteffetcarl'échantillon se rétracte quand le solvants'évapore delaface
dubloc, ce qui entraine la séparation entre la paraffine et la surface de I'échantillon (voir I'exemple illustrant le probléme 7). Un
retraitement minutieux peut résoudre le probleme.

Exemple

L'échantillonillustré alafigure 22 s'est séparé de la paraffine quil'enrobait. Cette situation peut provenir du faitque I'échantillon
soit arraché de la face du bloc pendant la microtomie (en particulier pendant I'ébauche). Ceci peut résulter de la solidification
de la paraffine présente sur I'échantillon avant que celui-ci ait été placé dans le moule lors de I'enrobage. Un nouvel enrobage
minutieux devrait permettre de résoudre le probleme. Dans ce cas, le probleme ne découle pas d'un mauvais traitement.



Figure 22

Echantillon de tumeur présentant un mauvais enrobage




Probleme 14. Rétraction de |'échantillon entrainant la formation d'une surface
de bloc concave.

Le sous-traitement (ou traitementincorrect) produit cet effet car I'échantillon se rétracte quand le solvant s'évapore de la face
du bloc. Un retraitement minutieux peut résoudre le probléme. Cet effet se produit sur plusieurs jours aprés I'enrobage et se
retrouve parfois dans des blocs ayant été coupés et classés. Voir exemples 2, 7 et 12. (Utiliser la solution 9 ou 10)



Probleme 15. Le tissu se trouvant au milieu du bloc n'est pas maintenu
correctement, les coupes présentent une "teinte bleue” et un noyau diffus.

Sile probléme estlié a un sous-traitement résultant de la rétention de solvant dans le bloc, un retraitement peut étre efficace.

Si une faible démonstration nucléaire découle d'autres causes (par exemple de la contamination par du formol ou de la
paraffine), il est peu probable qu'un retraitement améliore la morphologie, mais il peut permettre de préparer une meilleure

coupe. (Utiliser la solution 9 ou 10)

Le noyau diffus (bullage) fait partie des noms descriptifs attribués a un groupe d'artefacts caractérisés par un noyau de cellule
a faible démonstration. Les causes de ces artefacts sont mal comprises, elles font I'objet de débats depuis de nombreuses
années. 3 Etant donné qu'il existe un grand nombre de facteurs contribuant potentiellement a cet effet, il est quasiment

impossible de déterminer avec certitude la cause exacte.

Les caractéristiques du noyau diffus peuventinclure :

Des membranes nucléaires mal définies.

La chromatine dont la définition est insuffisante (elle peut avoir une apparence amorphe comme du verre coupé, ou floue,
et peut étre tres pale a plutot dense).

La présence d'une teinte bleue ou d'un voile bleu (tirant davantage sur le bleu royal que le pourpre/bleu d'un noyau de la
méme coupe coloré correctement).

Une répartition clairsemée ne pouvant affecter que de petites parties de la coupe (par exemple, dans une coupe d'intestin
ou de peau, ne sera présente que dans certaines parties de |'épithélium présentant des tissus sous-jacents non affectés).
Apparition d'un nombre variable d'échantillons dans un lot composé d'un ou deux échantillons jusqu'a un nombre important
d'échantillons.

Apparition de types d'échantillons particuliers seulement. Les échantillons généralement affectés sont: le tractus gastro-
intestinal (en particulier les endoscopies), le tissu lymphoide et la moelle osseuse, la rate, la peau etl'endométre. Les tissus
épithéliaux et lymphoides paraissent les plus sensibles.

Occurrences périodiques, perturbant un laboratoire pendant un certain laps de temps, puis disparaissant mystérieusement
pour ne réapparaitre que quelques semaines ou quelques mois plus tard.

Ci-apres, quelques-unes des causes ayant été suggérées :

Laisser un échantillon sécher avantla fixation* (par ex. en plagant un tissu frais non fixé sur une surface absorbante séche).
Cela peut certainement constituer un probléme avec les petits échantillons endoscopiques.

L'utilisation du xyléne contaminé par de I'eau pendant I'étape d'éclaircissement lors du traitement. Dans cette situation, il
est suggéré de retraiter I'échantillon® afin de résoudre le probléme.



e Lutilisation de paraffine contaminée par du formol ou du formol et de I'éthanol pendant le traitement®. Ce probléme peut
étre causé par un préparateur de tissu défaillant (en particulier un systéme de transfert de fluide) et endommager le tissu
de fagon permanente.

e Lorsque le solvantn'a pas pu étre entierement remplacé par la paraffine lors du traitement (rétention du solvant). Ceci peut
provenir de I'utilisation d'un protocole trop court, de I'utilisation de réactifs expirés ou contaminés ou d'un préparateur de
tissu défaillant. Dans ce cas, un retraitement de I'échantillon peut permettre de résoudre le probléme.

e Une surchauffe de la coupe au séchage avant la coloration (sécheur de lames défaillant produisant des points chauds dans
la coupe).

e |'altération de la coloration du noyau par un déparaffinage inefficace des coupes avant coloration avec des traces de
paraffine restantes dans la coupe. Le noyau ne peut pas étre coloré correctement avec I'hématoxyline et peut absorber
I'éosine, produisant ainsi ce que I'on appelle le "pink desease"®’. Une prolongation de la durée de déparaffinage et un
solvant frais peuvent permettre d'éradiquer la cause du probléme.

Exemple

Lafigure 23 présente les caractéristiquestypiques d'un noyau diffus avec la chromatine faiblement définie parla présence d'un
voile de teinte bleue. Une partie de la muqueuse a été affectée de cette maniére avec certaines zones adjacentes normalement
préservées. L'échantillon était une matiere post-mortem bien fixée traitée lors d'un cycle de quatre heures. Nous pensons
que, dans ce cas, le probleme découle de la rétention de solvant dans le tissu (sous-traitement grave). La solution 9E devrait
produire une coupe plus cohésive et une meilleure coloration.



Figure 23

Tissumuqueux faisant apparaitre une "teinte bleue" typique



Probléme 16. Les coupes "suent” pendant la flottation

La "sudation"décritun phénomene translucide parfois observé dans les coupes pendantla flottation. Ce phénoméne est parfois
associé ade minuscules gouttelettes grasses d'agent éclaircissantapparaissantalasurface dela coupe. Ceciestfréquemment
observé dansle cas de blocs de cerveau et de moelle épiniére n'ayant pas été entierement déshydratés ni éclaircis. Les coupes
ayant cette apparence ont également tendance a se fragmenter aprés une bréve flottation. Un retraitement peut résoudre le
probléme s'il n'est pas possible d'obtenir des coupes. (Utiliser la solution 9d)

Exemple

La figure 24 présente des coupes d'un bloc de cerveau faisant apparaitre une "sudation”, ce qui indique que le tissu n'a pas
été entierement déshydraté ni éclairci pendant le cycle de six heures appliqué. Dans cette zone, la coupe fait apparaitre un
craquelement et une rupture microscopiques. Le cerveau est un tissu difficile et délicat a traiter. La solution 9d peut produire
de meilleures coupes, mais dans ce cas, une amélioration serait marginale.



Figure 24

Coupes de cerveau présentant une
“sudation”




Probleme 17. Les coupes se dissocient rapidement pendant la flottation

Il's'agitd'un probleme courant généralement causé par un sous-traitement quand un solvant restant semble rompre la tension
de la surface qui assure normalement la cohésion du tissu. Par conséquent, la coupe peut se dissocier rapidement lors de la
flottation. Une flottation bréve des coupes sur de I'eau froide ou tiede tout en évitantI'eau chaude peut permettre de récupérer
des coupes. Un retraitement peut étre utilisé s'il n'est pas possible d'obtenir des coupes satisfaisantes. (Utiliser la solution 9)
Voir également I'exemple du probléme 6.
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Solutions détaillées pour les blocs problématiques :

Que faire maintenant ?

Avant de prendre une décision finale, il faut avoir :

e procédé a un examen minutieux du préparateur de tissu ainsi que des messages d'erreur et des défaillances.

e consulté I'équipe qui a effectué la maintenance du préparateur, ou procédé aux réglages et au chargement de l'instrument
a cette occasion.

e observeé soigneusement les échantillons en résultat etjugé la cause la plus probable du probléme.

e considéré s'il ne serait pas préférable de tester quelques coupes, bien qu'elles risquent d'étre de qualité médiocre, avant
de tenter un retraitement.

Les histologistes expérimentés appliquent diverses techniques pour obtenir des coupes a partir de blocs qui ne sont pas

optimaux. Les méthodes les plus courantes sont décrites dans les solutions 1 a 6 ci-dessous.

Il n'existe pas de méthode unique permettant de récupérer tous les tissus mal traités. Les ouvrages scientifiques et techniques
contiennent quelques suggestions et proposent, pour certains d'entre eux, une aide anecdotique®'. Nous avons évalué les
options décrites dans les solutions 7 a 10 ci-dessous, mais nous ne pouvons fournir que des conseils d'ordre général, et non des
suggestions spécifiques, tant les causes des probléemes de traitement sont diverses : la réussite dépend habituellement d'une
identification correcte de ces causes. Une aide supplémentaire a la prise de décision est fournie dans les arbres de décision
de retraitement joints en annexe.



Solutions sans retraitement

Solution 1: Une bonne technique de base

Assurez-vous d'appliquer une bonne technique de base lorsque vous tentez d'obtenir des coupes a partir d'un bloc difficile.

En font partie :

L'utilisation d'une lame parfaitement tranchante et sans défaut, adaptée au type d'échantillon a couper.

Le réglage d'un angle de dégagement optimal pour la lame (parfois, un simple petit ajustement permet d'éviter toute
déviation de la lame dans sa course ascendante).

Le choix d'une épaisseur de coupe appropriée (une coupe plus fine ou plus épaisse peut permettre de résoudre le probléme).
Ceci est particulierement utile pour les blocs friables.

Assurez-vous que votre microtome estbhien maintenu etqu'ilne présente aucun signe d'usure, toutes les fixations doiventfonctionner
efficacement (ceci est particulierementimportant pour la coupe de faces de blocs de grande taille ou de tissus robustes).

Veillez a ce que I'échantillon soit enrobé de maniére optimale et accordez une attention particuliére a l'orientation de
I'échantillon par rapport au tranchant. Par exemple, pour les échantillons tels que le col de I'utérus, trés dense et fibreux,
il est préférable que la lame ne rencontre qu'un point du tissu au lieu de I'appliquer sur la longueur car elle passe d'abord
par la paraffine pour arriver jusqu'au tissu. Pour un bloc comme celui-1a, la paraffine est nettement plus molle que le tissu
du col de l'utérus infiltré et les mouvements de la lame ou du dispositif de serrage de la lame risquent d'entrainer des
variations d'épaisseur dans la coupe. Une orientation appropriée peut permettre d'éviter ce probléme.

Veillez a ce que le bloc soit froid.

Solution 2 : Refroidissement des blocs

Pour les coupes de routine en paraffine, la pratique classique prévoit de refroidir le bloc aprés avoir exposé la surface du

tissu. Le refroidissement a pour effet de durcir la paraffine afin qu'elle corresponde mieux a la dureté du tissu infiltré. Il

existe différentes méthodes de refroidissement des blocs avant de procéder aux coupes mais certaines d'entre elles sont plus

efficaces que d'autres, en particulier dans le cas de blocs difficiles.

Un congélateur a-15°C peut étre utilisé mais il procure un froid "sec” et entraine parfois des fissures au niveau de I'interface
tissu/paraffine. |l est alors plus difficile d'obtenir des coupes cohésives, en particulier avec les blocs difficiles.

Une plaque réfrigérée peut étre utilisée, si sa surface est humide, elle est plus efficace (0 - 4 °C).

Pour les blocs difficiles, placez la face du bloc en contact avec la surface de la glace en fusion pour un refroidissement
plus efficace. Ceci présente I'avantage de réhydrater au moins partiellement une fine couche de tissu exposé et permet
d'obtenir quelques coupes a partir d'un échantillon problématique (voir ci-dessous).



* |l estpossible d'utiliser un spray froid pressurisé directement sur la face du bloc. Cette tache doit étre exécutée avec soin
parce qu'une congélation locale peut entrainer un craquelement. Il faut également noter que certains produits ne sont
peut-étre pas écologiques.

Solution 3 : Trempage et assouplissement

Quand le tissu est exposé a la surface d'un bloc de paraffine dans le cadre d'un dégrossissage approximatif, il a la possibilité
d'absorber de I'eau et des réactifs contenant de I'alcool. lls en pénétrent une petite portion dans le tissu, ce quil'assouplit et le
fait gonfler. Avec un tissu mal traité (qu'il s'agisse d'un sous-traitement ou d'un sur-traitement), cet effet permettra de réaliser
quelques coupes. Le tableau 5 de I'annexe contient des détails sur divers réactifs pouvant étre utilisés a cet effet.

Avec les blocs difficiles, cette procédure prévoit de procéder a un dégrossissage minutieux pour I'exposition du tissu tout en
évitantd'endommager la surface de |'échantillon, il faut ensuite le placer avec la face vers le bas dans un bac contenant|'agent
assouplissant, et ce pour une durée appropriée. Avant d'essayer d'obtenir des coupes, il faudra peut-étre rincer la face du bloc
et refroidir @ nouveau le bloc. Parce que le réactif ne pénétrera qu'une couche trés fine de tissu, il est indispensable que la
face du bloc reste alignée dans le microtome afin de ne gaspiller aucun tissu pour obtenir une coupe intégrale. Généralement,
aprés cette procédure, les coupes de meilleure qualité sont obtenues par un procédé de coupe trés lent. Ci-apres, les options
incluses :

e Tremper laface du bloc dans de I'eau glacée

e Tremperlaface du bloc dans de I'eau contenant du détergent® ou un produit assouplissant'" 2

e Tremper le bloc dans un agent assouplissant, par ex. dans un mélange alcool-glycérine', ou dans du Mollifex™" 2!

e Pourles échantillons de peau fortement kératinisés ou d'ongles, traitez la face du bloc avec du Nair™ ou du Veet™ (produits
épilatoires), une solution d'hydroxyde de potassium ou une solution de phénol (il s'agit de produits nocifs, ils doivent donc
étre manipulés avec soin). Ces réactifs peuvent également étre utilisés pour assouplir en profondeur le tissu fixé avant de
le traiter?.

Attention:

Le fait de tremper les blocs de maniére prolongée risque d'endommager les caractéristiques de morphologie et de coloration
des tissus, il convient donc de les utiliser de maniere conventionnelle. La figure 25A présente |'effet d'un trempage prolongé
dans I'eau. Le tissu qui se trouve dans le bloc devient blanc et opaque ; comparée au bloc non traité et a la coupe illustrée a la
figure 25 B, cette coupe-ci présente une Iésion nucléaire et une rétraction cellulaire.



Figure 25A

Face de bloc trempée dans de I'eau pendant 30 minutes
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Figure 25B

Face de bloc refroidie brievement et coupée sans avoir été trempée
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Solution 4 : Flottation hors norme

Les techniques de flottation hors norme peuvent étre utiles si les meilleures coupes pouvant étre obtenues a partir d'un
bloc problématique sont fortement plissées. Si les coupes flottent d'abord dans de I'eau froide ou tiéde ou dans une solution
d'éthanol a 20 % et qu'elles sont ensuite transférées vers le bain de flottation chaud sur une lame, il est possible d'obtenir
des coupes plates. Une solution d'éthanol a 20 % enléve activement les plis parce qu'elle posséde une tension de surface
inférieure a |'eau.

Les blocs qui ont été sous-traités et qui contiennent des solvants résiduels onttendance a "exploser” (se dissocier rapidement)
a la surface de I'eau a une température de flottation normale. L'utilisation d'eau froide ou tiede pour la flottation permet de
réduire, voire méme d'éviter cet effet.

Solution 5 : Tape-transfer

Le Leica Paraffin Tape-Transfer System™ est recommandé dans le cas de tissus difficiles a couper, de biopuces tissulaires et
constitue une option pour les blocs difficiles. Un cadre de ruban adhésif est appliqué sur la surface de coupe d'un bloc, puis
aplani. Procéder a une coupe minutieuse. Celle-ci se détache alors du bloc tout en restant accrochée au ruban. La coupe
est appliquée sur une lame dotée d'un revétement adhésif spécial, déroulée et exposée a la lumiére UV afin de polymériser
I'adhésif. La lame est placée dans le solvant afin de retirer le ruban adhésif, puis colorée normalement?,



Solution 6 : Décalcification de la surface

Certains blocs contiennent des fragments inattendus de matiere dure. S'il s'agit de calcium, il peut étre éliminé de la surface
du bloc via une décalcification de la surface. Cette technique n'est pas utilisée pour éliminer les corps étrangers, tels que les
sutures, agrafes, greffes synthétiques, etc. Ceux-cine peuvent parfois étre retirés que localement de la face du bloc.

Explication : Les agents décalcifiants pénétrent une petite distance dans le tissu exposé d'un bloc de paraffine afin de
dissoudre le calcium. Cela permet d'obtenir plusieurs coupes cohésives.

e Tremper la face de bloc exposée dans un agent décalcifiant, procéder ensuite a un rincage complet dans I'eau, suivi
d’un refroidissement, puis reprendre la coupe'. Un ringage complet est capital pour éviter que I'agent décalcifiant acide
n'endommage le porte-lame du microtome.

e La durée requise dépend du décalcifiant utilisé. Les décalcifiants acides forts (tels que ceux contenant de I'acide
chlorhydrique) doivent étre appliqués pendant 5 a 15 minutes.

e Les décalcifiants acides forts peuvent avoir un effet négatif sur la coloration nucléaire et doivent donc étre utilisés
prudemment.




Attention :

Il est déconseillé d'utiliser des décalcifiants acides pour assouplir les blocs ne contenant pas de calcium car le réactif acide
peut avoir un effet négatif sur la coloration ultérieure. La figure 26 présente I'épiderme d'une coupe de peau traitée avec un
décalcifiant afin d'assouplir la kératine. Notez la mauvaise coloration nucléaire dans les couches superficielles.



Figure 26

Coupe de peau affectée par le décalcifiant acide utilisé pour
assouplir la kératine
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Solutions intégrant la reconstitution et le retraitement

Solution 7 : Pour les tissus fixés entierement desséchés qui restent flétris et durs :

Il se peut que certains échantillons soient parfois "perdus” pendant le transport ou sur la paillasse et qu'ils soient desséchés.
Ceci peut également se produire en cas de dysfonctionnement du préparateur, la plupart du temps avec un préparateur a
transfertde tissu ol le tissu peut étre exposé a |'air pour une période prolongée suite a I'immersion dans un agent déshydratant
ou éclaircissant.

Chacune des méthodes suivantes integre |'utilisation d'une "reconstitution’, "restauration’, ou d'un agent assouplissant.
Certains de ces réactifs apparaissent dans les ouvrages de paléohistologie et de paléopathologie ou ils sont utilisés pour
assouplir et réhydrater les tissus momifiés?*-%,

Solution 7a : Echantillons n'ayant pas été enrobés de paraffine

Explication : Si I'échantillon a séché apres la fixation mais avant le traitement (comme cela peut parfois se produire quand un
échantillon est "perdu” dans le couvercle d'un conteneur ou sur la paillasse) ou pendant les premiéres étapes du traitement, une
solution de "reconstitution” ou de "restauration” peut étre appliquée avant le traitement pour assouplir et réhydrater le tissu.

e Placez|'échantillon dans unimportant volume de la solution de reconstitution de votre choix (voir tableau 6 de I'Appendice)
et laissez agir pendant une durée appropriée. Il peut étre utile de remuer de temps a autre. Pour les échantillons de petite
taille, une a deux heures devraient suffire. Pour les échantillons de grande taille qui ont séché sur une période prolongée,
une durée de 12 a 48 heures peut étre requise.

e Palpez doucement|'échantillon pour déterminer si I'assouplissement est terminé.

e Traitez I'échantillon en commencgant par une étape appropriée en fonction de I'agent de restauration utilisé. Si I'agent
contient de I'alcool, ignorez I'étape de fixation au formol, et commencez par la déshydratation. Utilisez un programme de

traitement que vous auriez initialement considéré comme approprié a I'échantillon.

Les échantillons illustrés a la figure 27A ont été séchés dans une hotte de laboratoire pendant une semaine apreés la fixation.
lIs ont ensuite pu étre reconstitués par immersion dans du formol tamponné neutre pendant 24 heures (figure 27B). Notez que
le gonflement qui s'est produit résulte de la réhydratation.
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Figure 27A

Echantillons aprés séchage

Figure 27B

Echantillons aprés
reconstitution



Solution 7h : Echantillons ayant été inclus en paraffine

Explication : Sil'échantillon a séché pendant le traitement mais qu'il a été plongé dans la paraffine, il sera nécessaire de retirer
la paraffine avant d'utiliser la solution de reconstitution.

o Utiliser des réactifs du cycle de nettoyage (de préférence du xyléne, et non du Waxsol™) et éviter toute étape de séchage.
Dissoudre la paraffine, puis replonger le tissu dans l'alcool, puis dans I'eau™. Pour le traitement, utiliser une solution de
reconstitution telle qu'une solution de carbonate de sodium', de glycérine-formol, ou de glycérine-alcool (voir tableau 6
de I'Appendice), puis reprenez le traitement en commencgant par une étape appropriée et en utilisant un programme que
vous auriez initialement considéré comme approprié pour I'échantillon.

Solution 8 : Pour les échantillons déshydratés et éclaircis, faiblement infiltrés
par la paraffine :

Explication : |l se peut que les échantillons soient retirés par inadvertance du bain de paraffine du préparateur avant la fin de
I'infiltration ou qu'une durée d'infiltration inadéquate ait été utilisée pour le protocole. A condition que la déshydratation et
I'éclaircissement aient été entierement exécutés, il est possible d'utiliser la procédure suivante.

e Replacer les cassettes dans le bain de paraffine, laisser les s'imprégner complétement, puis leur procurer au moins deux
étapes de paraffine supplémentaires par vide pour une période au moins aussi longue que celle qui aurait été appropriée
initialement. Reprise de I'enrobage et coupe.




Solution 9: Pour les échantillons correctement fixés mais dont le traitement est
incomplet:

Chacune de ces méthodes implique I'utilisation du préparateur de tissu. Il est essentiel que chaque probléme surgissant
avec l'instrument ait été résolu et que les réactifs contaminés aient été remplacés avant de procéder au retraitement. S'il
est exécuté correctement, le retraitement doit permettre d'obtenir des coupes cohésives la ou cela n'était pas possible
auparavant. Toutefois, le résultat ne sera jamais aussi bon que celui qui aurait été obtenu si un traitement optimal avait été
appliqué al'origine.



Solution 9a : Retraitement utilisant une solution saline (méthode Taggart')

Explication : Dans cette méthode, I'excés de paraffine est enlevé au moyen de la solution saline chaude avant de procéder au
retraitement. La solution saline réhydrate le tissu en douceur, celui-ci sera retraité aprés cette étape. La solution saline est un
réactif non toxique pouvant étre utilisé en toute sécurité dans le laboratoire ouvert.

e Avant le retraitement, faire fondre chaque bloc, enlever I'exces de paraffine en procédant avec soin, puis placer les
échantillons dans une cassette quivientd'étre étiquetée. Cela aura pour effetd'améliorer|'accés des réactifs de traitement
aux échantillons pendant le retraitement.

e Placer les cassettes dans un bécher de solution saline isotonique (une solution aqueuse de chlorure de sodium a 0.9 %)
situé dans unincubateur a 65 °C pendant une heure (une heure suffit pour une gamme d'échantillons de différents types et
dimensions). Ainsi, la paraffine fondra et s'élévera a la surface de la solution saline.

e Retirer les cassettes de la solution saline, les égoutter brievement, puis les placer dans le préparateur et les retraiter a
partir du formol en utilisant un programme dont la durée aurait été initialement appropriée. Celle-ci dépendra de la taille et
de la nature de I'échantillon.

Les micrographiesillustrées alafigure 28 présententle résultat pouvant étre obtenu avec unretraitementutilisantla solution 9a

(méthode Taggart). Pour un traitement optimal, ce grand échantillon de graisse sous-cutanée nécessiterait normalement un

programme de 8 heures. Il a été intentionnellement sous-traité de maniere grossiere dans le cadre d'un cycle de 2 heures.

La micrographie A présente la meilleure coupe ayant pu étre obtenue apres ce protocole inadéquat. La micrographie B a été

réalisée aprés le retraitement impliquant une solution saline pour le retrait de la paraffine et la réhydratation, comme décrit

ci-dessus, qui a été suivi d'un protocole de 8 heures puis d'une reprise de la coupe du bloc. Bien que la coupe soit maintenant
cohésive et acceptable, un meilleur résultat aurait pu étre obtenu si le programme correct avait été utilisé initialement.




Figure 28A

Echantillon gras avant le
retraitement

Figure 28B

Echantillon gras aprés le
retraitement




Solution 9b : Retraitement utilisant le cycle de nettoyage du préparateur ou une
modification de celui-ci. ™

Explication : Il s'agit d'une méthode pratique utilisant les réactifs de nettoyage pour retirer la paraffine et plonger le tissu
dans I'alcool. Cette méthode est potentiellement plus rude que la solution 9a ou 9c.

e Avant le retraitement, faire fondre chaque bloc, enlever I'exces de paraffine en procédant avec soin, puis placer les
échantillons dans une cassette quivientd'étre étiquetée. Cela aura pour effetd'améliorer I'accés des réactifs de traitement
aux échantillons pendant le retraitement.

e Placer les cassettes dans un panier, a I'intérieur du préparateur de tissu.

e Démarrerle cycle de nettoyage (purge) du préparateur ou une modification de celui-ci, utilisantles réactifs de nettoyage (voir
le tableau 2). Il vaut mieux utiliser du xyléne au lieu du Waxsol™ car son action est |légerement plus douce. Cela permettra
de replonger I'échantillon dans du xyléne, plusieurs changements d'alcool étant également effectués. Il est important de ne
pas laisser le tissu entrer dans une phase de séchage pouvant faire partie du cycle de nettoyage (comme c'est le cas avec
le protocole standard de "nettoyage rapide" du Peloris). Le programme devrait étre abandonné avant que cette étape soit
atteinte. Il est donc capital de charger sur le préparateur un nouveau protocole, tel que celui présenté ci-dessous.

Tableau 2. Protocole de retraitement rapide pour le préparateur de tissu rapide Leica Peloris™ utilisant des réactifs de nettoyage

N° d'étape | Type de réactif Temps (min) | Temp. (°C) P/V Agitateur Temps d'égouttage (s)
1 Solvant de nettoyage 12 65 Amb Eleve 10
2 Ethanol de nettoyage 6 55 Amb Eleve 10

Durée de I'étape 18:00

Durée du traitement 22:00

Les échantillons doivent désormais étre dans l'alcool, préts a étre retraités.

e Pour le retraitement, utiliser du formol ou de I'alcool et un programme dont la durée aurait été appropriée initialement.
Celle-ci dépendra de la taille et de la nature de |'échantillon. Pour des questions pratiques, il peut étre préférable de
conserver vos échantillons dans du formol et de les traiter avec votre prochain chargement d'échantillons complet.

Les micrographiesillustrées alafigure 29 présententle résultat pouvant étre obtenu avec unretraitementutilisantla solution 9b

(réactifs du cycle de nettoyage). Pour un traitement optimal, ce grand échantillon de graisse sous-cutanée nécessiterait

normalement un programme de 8 heures. |l a été intentionnellement sous-traité de maniere grossiére dans le cadre d'un cycle

de 2 heures. La figure 29A présente la meilleure coupe ayant pu étre obtenue aprés ce protocole inadéquat. La figure 29B a

été réalisée apres le retraitement impliquant un cycle de nettoyage court modifié (décrit ci-dessus), suivi d'un protocole de

8 heures, puis d'une reprise de la coupe du bloc. Bien que la coupe soit maintenant cohésive et acceptable, un meilleur résultat

aurait pu étre obtenu si le programme correct avait été utilisé initialement.
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Figure 29A

Echantillon gras avant le
retraitement
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Figure 29B

Echantillon gras aprés le
retraitement



Solution 9c : Retraitement direct’

Explication : Cette méthode ne requiert aucun traitement préalable avant le retraitement. Les parties de |'échantillon ayant
déja éeté traitées initialement de fagon adéquate subissent une petite déshydratation supplémentaire dans I'alcool mais un
éclaircissement et une infiltration de paraffine supplémentaires sont également fournis. Les zones mal traitées sont soumises
a une étape supplémentaire de fixation, de déshydratation, d'éclaircissement et d'infiltration. Cette technique présente
I'inconvénient potentiel d'entrainer une contamination par la paraffine du préparateur et des réactifs de traitement.

e Avant le retraitement, faire fondre chaque bloc, enlever I'excés de paraffine en procédant avec soin, puis placer les
échantillons dans une cassette quivientd'étre étiquetée. Cela aura pour effetd'améliorer|'accés des réactifs de traitement
aux échantillons pendant le retraitement.

e Placerles cassettes dans un panier, a I'intérieur du préparateur de tissu.

e Pour le retraitement, utiliser du formol ou de I'alcool et un programme dont la durée aurait été appropriée initialement.
Celle-ci dépendra de la taille et de la nature de I'échantillon. Pour des questions pratiques, il peut étre préférable de
conserver vos échantillons dans du formol et de les traiter avec votre prochain chargement d'échantillons complet.

Les micrographiesillustrées alafigure 30 présententle résultat pouvant étre obtenu avec unretraitementutilisantla solution 9¢
(retraitement direct). Pour un traitement optimal, ce grand échantillon de graisse sous-cutanée nécessiterait normalement un
programme de 8 heures. Il a été intentionnellement sous-traité de maniere grossiére dans le cadre d'un cycle de 2 heures. La
figure 30A présente la meilleure coupe ayant pu étre obtenue apres ce protocole inadéquat. La figure 30B a été réalisée aprés
le retraitement direct (décrit ci-dessus), suivi d'un protocole de 8 heures, puis d'une reprise de la coupe du bloc. Bien que la
coupe soit maintenant cohésive et acceptable, un meilleur résultat aurait pu étre obtenu si le programme correct avait été
utilisé initialement.




Figure 30A

Echantillon gras avantle
retraitement

Figure 30B

Echantillon gras apresle
retraitement




Solution 9d : Traitement inverse lent

Explication : Cette méthode de retraitement dure plus longtemps que les autres méthodes mais constitue probablement la
méthode la plus douce et la plus compléte parmi toutes les options présentées. Elle implique les étapes suivantes : repasser
I'échantillon lentement par I'agent éclaircissant afin de retirer toute la paraffine, retirer entierement I'agent éclaircissant par
I'alcool, puis terminer la réhydratation de I'échantillon. L'échantillon est ensuite traité en profondeur via un programme qui
aurait été approprié initialement.

e Avant le retraitement, faire fondre chaque bloc, enlever I'exces de paraffine en procédant avec soin, puis placer les
échantillons dans une cassette quivientd'étre étiquetée. Cela aura pour effetd'améliorer|'accés des réactifs de traitement
aux échantillons pendant le retraitement.

e Placer les cassettes dans un panier, a l'intérieur du préparateur de tissu.

e Exécuterun cycle de traitementinverse modifié, tel que celui qui est présenté dans le tableau 3 ci-dessous. || fera repasser
les échantillons par le xylene ou du Waxsol™, plusieurs changements d'alcool étant également réalisés. Le programme
présenté devrait convenir aux échantillons dont la taille et la nature permettraient normalement un traitement réussi en six
a huit heures. Le programme devrait étre revu a la baisse (réduit) pour les échantillons de taille inférieure.

Tableau 3. Protocole de traitement inverse pour le préparateur de tissu Peloris

N° Type de réactif Temps (min) | Temp. (°C) P/V Agitateur Temps d'égouttage (s)
1 Solvant de nettoyage | 60 Amb Amb Eleve 10
2 Solvant de nettoyage |60 Amb Amb Elevé 10
3 Ethanol de nettoyage | 60 Amb Amb Eleve 10
4 Ethanol de nettoyage | 60 Amb Amb Eleve 10
Durée de I'étape 240
Durée du traitement 248

Les échantillons sont rincés dans une solution d'éthanol a 70 % pendant 15 minutes avant de procéder au retraitement.




e Pourle retraitement, utiliser du formol ou de I'alcool et un programme dont la durée aurait été appropriée initialement.
Celle-ci dépendra de la taille et de la nature de I'échantillon. Pour des questions pratiques, il peut étre préférable de
conserver vos échantillons dans du formol et de les traiter avec votre prochain chargement d'échantillons complet.

Les micrographiesillustrées alafigure 31 présententle résultatpouvant étre obtenu avec unretraitement utilisantla solution 9d
(traitement inverse lent). Pour un traitement optimal, ce grand échantillon de foie de porc nécessiterait normalement un
programme de 8 heures. Il a été intentionnellement sous-traité de maniere grossiére dans le cadre d'un cycle de 2 heures. La
figure 31A présente la meilleure coupe ayant pu étre obtenue aprés ce protocole inadéquat.

La figure 31B a été réalisée aprés le retraitement utilisant le traitement inverse présenté dans le tableau 3 ci-dessus, suivi
d'un protocole de 8 heures, puis d'une reprise de la coupe. Bien que la coupe soit désormais cohésive et acceptable, certaines
Iésions morphologiques causées par le sous-traitement grossier persistent.



Figure 31A

Echantillon de foie avant le
retraitement



Figure 31B

Echantillon de foie aprés le
retraitement



Solution 9e : Traitement inverse lent avec étape de reconstitution

Explication : Cette méthode est la plus longue de toutes, mais elle est efficace dans les cas extrémes ot la coloration a été
affectée par la contamination des réactifs (telle que la contamination des échantillons par le formol lorsqu'ils sont dans la
paraffine). Bien qu'elle ne puisse pas rattraper les lésions morphologiques subies lors du premier traitement, elle permet
d'obtenir des coupes cohésives et une meilleure coloration H&E. Cette méthode est identique a la méthode 9d décrite ci-
dessus, mais inclut une étape supplémentaire. Apres la réhydratation et avant le retraitement, les échantillons sont traités
pendant une période de 2 heures jusqu'a une nuit entiére avec un agent de reconstitution tel que la solution Leica BOND ER2™
(solution de récupération d'épitope), une solution tampon de Tris a pH 10.2, ou plus doux avec une solution saline isotonique ou
de formol tamponné neutre a 10 %. Cela contribuera a rétablir, dans une large mesure, I'éosinophilie normale du tissu.

e Procéder comme pour la solution 9d ci-dessus jusqu'a ce que I'échantillon soit dans une solution d'éthanol a 70 %.

e Le plonger dans un grand volume de solution de reconstitution a 65 °C pendant une période de 2 heures jusqu'a une nuit
entiére selon la taille et la nature de I'échantillon. Les échantillons de petite taille ne requiérent que 2 heures a température
ambiante.

e Pour le retraitement, utiliser du formol ou de I'alcool et un programme dont la durée aurait été appropriée initialement.

L'artefact présenté a la figure 32A a été produit par la contamination intentionnelle d'un échantillon avec du formol juste
avant de l'infiltrer par la paraffine lors d'un protocole qui serait normalement approprié. Dans ce cas, la "teinte bleue" et
le noyau diffus sont une conséquence directe de la contamination par le formol. Cet effet peut étre observé sur les tissus
grossierement sous-traités ou, il peut étre, dans de rares cas, la conséquence d'un dysfonctionnement du préparateur qui
fait pénétrer le formol dans la chambre de réaction pendant l'infiltration de la paraffine. La figure 32B a été réalisée aprés
le retraitement de I'échantillon utilisant un traitement inverse associé a une étape de reconstitution (solution 9e utilisant la
solution de récupération d'épitope 2 pH 9.0 BOND™), suivi d'un traitement. Bien que la Iésion morphologique persiste, une
amélioration de la qualité de la coupe et de la coloration est constatée.




Figure 32A

Coupe de muqueuse avec
artefact produit par une
contamination au formol

Figure 32B

Coupe de muqueuse apres
reconstitution et retraitement




Solution 10 : Pour les échantillons mal fixés et dont le traitement est incomplet :

Explication : Les tissus non fixés ou mal fixés seront endommagés par la préparation. L'alcool et les températures élevées
exercentune effetfixateur propre qui est différent de celui du formol. Un tissu non fixé est mal stabilisé et donc plus susceptible
de durcir et de se rétracter qu'un tissu fixé correctement. Une mauvaise fixation associée a un sous-traitement pose donc un
probléme majeur. Un retraitement doux intégrant une fixation supplémentaire constitue probablement le meilleur compromis.
La méthode suivante est basée sur la méthode Taggart'™ qui est I'une des techniques les plus douces parmi celles que nous
avons décrites.

e Avant le retraitement, faire fondre chaque bloc, enlever I'exces de paraffine en procédant avec soin, puis placer les
échantillons dans une cassette quivientd'étre étiquetée. Cela aura pour effetd'améliorer I'accés des réactifs de traitement
aux echantillons pendant le retraitement.

e Placer les cassettes dans un bécher de solution saline isotonique (une solution aqueuse de chlorure de sodium a 0.9 %)
situé dans unincubateur a 65 °C pendantune heure'. Ainsi, la paraffine fondra et s'élevera a la surface de la solution saline.

e Retirerlescassettesdelasolutionsaline etles placerdans duformoltamponné neutre a 10 % pour une période additionnelle.
Il ne faut pas oublier que les échantillons sont peut-étre déja partiellement fixés avec le formol et les alcools utilisés
précédemment, mais la fixation supplémentaire au formol peut procurer certains avantages. Cette étape doit étre exécutée
sur votre préparateur.

e Pourle retraitement, utiliser du formol et un programme dont la durée aurait été appropriée initialement. Celle-ci dépendra
de la taille et de la nature de I'échantillon.

L'artefactillustré a la figure 33A a été produit par la sous-fixation et le sous-traitement grossier intentionnels d'un échantillon

de pancréas. Le bloc était trés difficile a couper, il manquait une zone centrale. Les zones de tissu intactes présentaient une

morphologie cellulaire trés médiocre avec des détails nucléaires manquants (noyau diffus) et laissaient apparaitre un voile

bleu brillant ("teinte bleue"). La texture cytoplasmique était médiocre et les bords de cellules mal définis. Les cellules sont

gonflées.

Lafigure 33B a été réalisée a partir d'un échantillon aprés retraitement selon la technique mise en évidence dans la solution 10
(méthode Taggart avec fixation additionnelle). Bien que la morphologie soit meilleure que celle des autres coupes et que la
“teinte bleue" ait été partiellement éliminée, un certain effet de craquélement et de rétraction persiste. Le résultat n'est pas
aussi bon qu'il aurait pu étre avec une fixation appropriée et un programme correct appliqués dés le début.




Figure 33A

Pancréas présentant des
artefacts de sous-fixation
et de sous-traitement

Figure 33B

Pancréas apres le
retraitement
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La cause premiere des problemes de traitement et leur prévention

Un laboratoire qui rencontre un échantillon ou un lot d'échantillons ne pouvant fournir de coupe satisfaisante est confronté a
un sérieux probleme. Cela peut en effet retarder le rapport histologique ou, dans le pire des cas, empécher toute réalisation
du diagnostic.

Cette situation crée une pression considérable car ce probléme doit étre résolu. Une décision a court-terme implique de
connaitre les "ficelles du métier" afin d'obtenir des coupes a partir de blocs mal préparés ou si cela ne fonctionne pas, il peut
étre nécessaire de retraiter I'échantillon.

Dans ces circonstances, il estimportant de bien réfléchir afin de décider de la meilleure ligne de conduite a adopter.

Quand un probléme surgit, la premiére réaction du personnel du laboratoire est parfois de "blamer le préparateur”. Il est vrai
que les préparateurs présentent quelques fois des dysfonctionnements mais I'expérience nous montre en d'autres occasions
que le probléme résulte d'une erreur humaine. Peu importe I'origine du probléme, une évaluation compléte et objective doit
avoir lieu. Il faut surtout éviter d'avoir tendance a tirer des conclusions hatives et injustifiées quant a la cause du probléme.

Des conclusions hatives

Dans I'exemple illustré a la figure 34, le personnel du laboratoire pensait que le probléme était lié au préparateur de tissu.
Plusieurs coupes réalisées a partir d'un lot de biopsies endoscopiques présentaient des zones distinctes faisant apparaitre
une préservation nucléaire médiocre et un noyau diffus, indiqués par les fleches dans la figure 34A. Un examen attentif
des coupes adjacentes sur la méme lame (figure 34B) a permis de déterminer que le probléme n'était pas lié au traitement
mais a un retrait incomplet de la paraffine avant la coloration. Ceci était di a une contamination du xyléne sur un systéme
de coloration automatisé. Dans ce cas, une évaluation plus approfondie du probléme aurait évité un stress considérable au
personnel. Pour plus de détails sur ce probléme, veuillez vous référer a la rubrique "noyau diffus” dans la partie 2.



Figure 34A

Artefact de traitement
apparent dans la biopsie
endoscopique

Figure 34B

La méme zone dans une
coupe adjacente




Qutre la résolution immédiate du probléme auquel le laboratoire est confronté,
il est essentiel d'en découvrir la cause et de procéder aux modifications
appropriées pour éviter que le probléeme ne se reproduise.

Un examen opportun s'impose donc. Sivous n'avez pas paramétré ou chargé le préparateur vous-méme, il vous faudra

en discuter avec la personne qui s'en est chargée tant que les événements sont encore frais dans les mémoires. Sile
probléme découle probablement d'une défaillance matérielle ou logicielle du préparateur, il faut réclamer, dés que possible,
['assistance du fournisseur de I'instrument. Dans la mesure ou ils sont disponibles, les journaux de I'instrument peuvent
fournir des informations précieuses sur les problémes rencontrés.

Les effets et certaines causes liées a un traitement médiocre sont traités dans la section suivante.

Les effets d'un traitement médiocre

Un traitement médiocre entraine a la fois des effets "macro” et "micro” sur le bloc de I'échantillon.

Les effets dits "macro” comprennent :

Une préparation de coupe difficile

e Le bloc présente une texture médiocre (trop dure, friable ou molle)
e Le bloc n'est pas uniforme (intérieur différent de I'extérieur)

e Le bloc n'est pas cohésif (éléments séparés)

e Coupes comprimées (le tissu n'est pas maintenu correctement)

e Formation du ruban médiocre (les coupes se détachent facilement)

Flottation et montage difficiles

e Lescoupes suentsurle bain d'eau (zones translucides ou "mouillées")
e Les composants se séparent sur le bain d'eau (peuvent méme "exploser”)
e |l estimpossible d'aplatir les coupes (méme quand le bloc est froid)

Le bloc se détériore lors du stockage

e Les échantillons se rétractent dans le bloc (en raison de I'évaporation du solvant)
e Lesblocs contiennent des morceaux opaques (en raison de la présence d'eau)



Les effets dits "micro” comprennent :

Qualité physique médiocre des coupes

Les coupes sont désorganisées (grandes déchirures, zones manquantes)
Les coupes adhérent mal aux lames

Les coupes sont fissurées (fissures grossiéres et fines, "terre craquelée”)
Les coupes sont d'épaisseur inégale (dans une seule et méme coupe)

Morphologie médiocre (préservation du tissu)

Détail nucléaire médiocre (voir partie 2 pour plus d'informations sur le noyau diffus’)

Détail cytoplasmique médiocre

Certaines caractéristiques spéciales peuvent étre désorganisées (par ex. membranes basales)

Eléments fibreux mal préservés (collagéne, réticuline, élastine)

La préservation de I'échantillon n'est pas uniforme (extérieur par rapport a |'intérieur)

Coloration médiocre

Coloration non uniforme (a travers la coupe)

Coloration nucléaire médiocre' (noyau diffus et/ou "teinte bleue présente", voir partie 2 pour plus d'informations)
Coloration cytoplasmique médiocre

Démonstration médiocre des composants extracellulaires



Les causes d'un traitement médiocre

Les causes les plus courantes a I'origine de la qualité médiocre des blocs sont les suivantes :

1.

Le tissu n'a pas été fixé correctement avant le traitement (temps de fixation trop court, échantillon trop grand, échantillon
fermé, etc.). Malheureusement, le personnel de laboratoire a un contrdle limité sur les étapes initiales de la fixation des
échantillons chirurgicaux. Généralement, c'est seulement aprés l'arrivée des échantillons au laboratoire que des mesures
sont prises pour optimiser la fixation. Cette étape est particulierementimportante pour les échantillons de grande taille qui
doivent étre sectionnés ou ouverts pour permettre au fixatif d'accéder au tissu. Aprés le montage des échantillons, une
fixation supplémentaire peut étre appliquée pendant la premiére étape du traitement. Celle-ci peut étre tres efficace. Il ne
faut pas oublier qu'un tissu qui n'a pas été complétement fixé par le formol initialement, sera fixé par I'éthanol pendant le
traitement. Ceci peut entrainer une fixation "par zones" et une morphologie insatisfaisante.

Les échantillons sonttrop épais pour le protocole sélectionné. Ceci peut poser probléme quand un personnel inexpérimenté
monte des échantillons, en particulier avec les tissus denses tels que I'utérus. Durant le temps programmé pour les étapes
de traitement, les solvants n'ont pas suffisamment de temps pour pénétrer jusqu'au centre de |'échantillon, ce qui signifie
que l'infiltration de la paraffine ne sera pas compléte et que le bloc ne se coupera pas. Les meilleurs résultats s'obtiennent
a partir de coupes de tissus entre 3 et 4 mm d'épaisseur.

Le tissu est trop dense pour le protocole sélectionné. Certains tissus sont pénétrés trés lentement par les fixatifs et les
réactifs de traitement en raison de leur densité. Les tissus fibro-musculaires, les os et cartilages décalcifiés, la kératine et
les ongles ou la chitine sont tous des exemples de tissus denses et, méme quand ils sont coupés finement, la pénétration
peut prendre davantage de temps que pour la plupart des autres tissus.

Le tissu est trop gras pour le protocole sélectionné. Les échantillons mammaires de grande taille ou les excisions dans la
peau contenant de grandes zones de graisse sous-cutanée requiérent des protocoles plus longs parce que la graisse est
un obstacle a la déshydratation. Et, si I'eau reste dans I'échantillon, cela entraine un éclaircissement et une infiltration
de paraffine incomplets ainsi qu'un mauvais maintien du tissu. L'éthanol est un solvant gras médiocre, I'isopropanol est
meilleur. Une durée supplémentaire est requise a la fois pour la déshydratation et I'éclaircissement dans les protocoles a
utiliser pour les échantillons gras.

Le tissu contient des dépots de calcium n'ayant pas été retirés par une décalcification préalable, ou il contient des corps
étrangers, sutures, agrafes, greffes synthétiques, etc. Le probléme est que les dépdts de calcaire et la plupart des corps
étrangers ne seront pas pénétrés par des réactifs de traitement (peu importe la durée des étapes) et ne seront donc pas
maintenus par la paraffine et ne pourront pas étre coupés. De petites quantités de calcium peuvent étre retirées par
une décalcification de la surface (voir solution 6) mais si de grandes quantités sont présentes, il peut étre nécessaire de
procéder a un traitement inverse avec un passage dans I'eau suivi d'une décalcification normale. Cela peut étre le cas si
un os n'ayant pas été décalcifié par inadvertance a été intégré dans un cycle de traitement normal. En ce qui concerne les
autres corps étrangers, il peut étre nécessaire de les retirer physiquement de I'échantillon avant le traitement ou de la face
du bloc pour pouvoir obtenir des coupes (aprés consultation avec votre pathologiste).



6. Comme le programme était trop court, les échantillons :

n'étaient pas fixés correctement

ou n'étaient pas déshydratés correctement

ou n'étaient pas éclaircis correctement

ou n'étaient pas complétement infiltrés par la paraffine
ou une combinaison des options susmentionnées.

Ce probléme se rencontre fréquemment quand un mélange d'échantillons de grandes et de petites tailles sont traités dans
le méme lot. Tandis que le programme convient a la majorité des échantillons, les échantillons de trés grande taille ou tres

denses ne peuvent pas étre traités complétement. Ceci a tendance a se produire quand des programmes plus courts sont
introduits afin de réduire les temps de rotation sans que les dimensions ou les types d'échantillons traités dans ces cycles

plus courts soient eux-méme réduits. Pour plus d'explications, veuillez vous référer a la section "Compromis en termes de

traitement" ci-dessous.

7. Comme le programme était trop long, les échantillons trop délicats ou minuscules étaient:

exposés aux déshydratants pendant une période trop longue

ou exposés trop tot a des déshydratants de concentration élevée (en particulier les tissus mal fixés)
ou exposés aux agents éclaircissants pour une période trop longue

ou exposés a la paraffine chaude pour une période trop longue

ou exposés a des températures trop élevées pour une période trop longue

ou une combinaison des options susmentionnées.

Le sur-traitement est un probléme courant dans le cas des échantillons de petite taille qui contiennent des types de tissu

particuliers, tels que les épithéliums glandulaires (comme dans les biopsies endoscopiques) et les tissus hématopoiétiques

et lymphoides. Comme le mentionne le point 6 ci-dessus, ce probléme se rencontre fréquemment quand un mélange

d'échantillons de grandes et de petites tailles sont traités dans le méme lot. Les tissus sur-traités deviennent friables et

peuvent étre tres difficiles a couper. Pour plus d'explications, veuillez vous référer a la section "Compromis en termes de

traitement" ci-dessous.



8. Le programme n'a pas été proportionné correctement pour les types d'échantillons a traiter (par ex. selon que I'on traite un
tissu de rongeur ou un tissu humain, les étapes requiérent des durées différentes). La durée totale doit étre satisfaisante,
mais il se peut que la durée des étapes individuelles soit inappropriée. En voici quelques exemples :
¢ Déshydratation insuffisante avant I'éclaircissement. Cela signifie que I'échantillon contient toujours de I'eau et n'est

pas éclairci ou infiltré, peu importe qu'il soit conservé dans un agent éclaircissant ou de la paraffine.

e Une déshydratation excessive avant |'éclaircissement peut entrainer une sur-déshydratation par le biais du retrait
d'eau liée (moléculaire) a I'échantillon. Dans les tissus sensibles, tels que les tissus muqueux de l'intestin, ce
phénomeéne peut engendrer des blocs tres friables?’.

¢ Unéclaircissementinsuffisantavantl'infiltration de la paraffine peutindiquer que le tissu ne sera pas infiltré correctement
par la paraffine en raison des résidus d'alcool et qu'il ne sera donc pas maintenu correctement dans le bloc.

e Unéclaircissement excessif avant I'infiltration de la paraffine peut produire des tissus friables. La encore, ce sont les
épithéliums qui sont le plus susceptible d'étre affectés.

¢ Unedurée de maintien insuffisante dans la paraffine signifie que I'agent éclaircissant ne sera pas entierement remplacé
par la paraffine dans I'échantillon. Mélangée a I'agent éclaircissant, la paraffine ne peut pas durcir correctement afin
de maintenir le tissu. Il sera donc difficile, voire impossible d'obtenir des coupes. Aprés la coupe et pendant le stockage,
la face des blocs renfermant toujours I'agent éclaircissant se contracte sous I'effet de |'évaporation du solvant.

e Une durée de maintien excessive dans la paraffine peut entrainer une dureté, friabilité et rétraction excessives des
échantillons sensibles.

Les protocoles standard recommandés pour le préparateur de tissu Peloris™, dont la durée s'étend d'une a douze heures,

appliquent les proportions suivantes en termes de durée d'étape totale pour la déshydratation, I'éclaircissement et l'infiltration

de la paraffine (veuillez vous référer au tableau 4). Ces protocoles ont été validés par des tests approfondis et les protocoles
recommandeés pour d'autres préparateurs suivent un modele similaire. La durée de |'étape de fixation n'est pas intégrée dans les

calculs car elle varie considérablement d'un laboratoire a I'autre en fonction des exigences particuliéres a chaque laboratoire.

Tableau 4. Proportion des principales étapes de traitement par rapport a la durée totale des étapes (hors fixation)

Etape Réactif Proportion (+/- 5%)
Protocoles éthanol/xyléne

Déshydratation Comprend des alcools classés et des alcools absolus 40 %
Eclaircissement Xyléne 30%

Infiltration Paraffine 30 %

Protocoles sans xyléne

Déshydratation Comprend de I'éthanol classé et des mélanges éthanol/isopropanol | 35 %

Eclaircissement Isopropanol 30 %

Infiltration Paraffine 35%




Un probleme lié a la programmation ou au chargement du préparateur, par exemple :

Le choix du mauvais programme parmi les programmes disponibles. Il s'agit |a d'un motif courant de retraitement des
échantillons, il découle de I'erreur humaine. Les échantillons de grande taille traités dans le cadre d'un programme rapide
de deux heures au lieu d'un programme de huit heures seront largement sous-traités. Dans ce cas, un retraitement sera
nécessaire. Les échantillons de tres petite taille qui requiérent normalement un programme de deux heures serontrétractés
et friables s'ils sont soumis a un programme de huit a douze heures. Dans ce cas, la seule solution consiste, si possible, a
utiliser diverses "astuces du métier" pour obtenir des coupes.

Paniers de cassettes surchargés ; Ceci est susceptible de se produire quand les cassettes sont placées au hasard
dans les paniers sans supports, et qu'elles ne sont pas complétement recouvertes par les réactifs durant le traitement.
Généralement, seules les quelques cassettes se trouvant tout en haut sont affectées. Un niveau de remplissage incorrect
de la chambre du préparateur peut produire un effet similaire. Les effets produits sur le tissu dépendront des réactifs qui
ne seront pas entrés en contact avec les échantillons.

Cassettes surchargées de tissus. |l s'agit d'un probléme courant rencontré par certains laboratoires en raison du manque
d'expérience de certains membres du personnel chargés du montage des échantillons. La circulation fluidique a l'intérieur
des cassettes surchargées de tissus est restreinte. Il en résulte donc un traitement de qualité médiocre. Par ailleurs, les
effets de pression localisés causés par les parties protubérantes du couvercle de la cassette risquent de compromettre
partiellement la morphologie du tissu.

Utilisation de cassettes inappropriées. La conception des cassettes est importante car elle influence la qualité du
traitement. |l est donc essentiel que la cassette renferme bien le tissu dans son intégralité, y compris les petits fragments,
et qu'elle permette un acces illimité aux réactifs de traitement. Comme il existe de nombreux fabricants de cassettes surle
marché, il convient de choisir soigneusement les cassettes tout en gardant ceci a I'esprit: les cassettes a mailles fines, les
bandes de tissu ou les compresses en mousse pour hiopsie sont couramment utilisées pour les échantillons de petite taille
et chacune restreint, a sa fagon, I'écoulement du fluide et augmente Iégérement le volume de fluide transféré d'un réactif
a un autre. Il faut donc choisir un programme de traitement adapté et compenser le transfert accru lors du remplacement
des réactifs de traitement.



10. Un probléme lié a la maintenance du préparateur, par exemple :

Une formation inadéquate du personnel. Il est capital que tous les membres du personnel qui manipulent les préparateurs
et qui sont chargés de la maintenance de routine aient suivi une formation compléte et qu'ils comprennent le but des
procédures particuliéres et les conséquences sil'on s'en écarte.

L'utilisation d'un réactif incorrect lors du remplacement des solvants. Par exemple, si une solution d'éthanol a 70 % a été
utilisée par erreur pour réapprovisionner un bidon qui devait contenir de I'éthanol absolu, il se peut que votre préparateur
utilise ce réactif pour I'étape de déshydratation finale. Cela signifierait que la déshydratation ne serait pas compléte et que
le traitement en résultant serait égalementincomplet. Ce probleme peut étre difficile a identifier.

Replacer les bidons de solvants dans I'ordre incorrect. Les conséquences peuvent étre similaires a celles décrites ci-
dessus. Il est important de garder a I'esprit que bien qu'un bidon soit rempli avec le réactif correct et étiqueté de maniere
précise, s'il n'est pas placé au bon endroit dans le préparateur, lI'instrument ne le détectera pas et il peut en résulter un
traitement imparfait.

L'utilisation de réactifs lourdement contaminés qui auraient dii &tre remplacés (avertissements des seuils ignorés). Chaque
fois qu'un chargement d'échantillons est traité, les réactifs de traitement sont contaminés par les fluides, lipides et fixatifs
s'échappant des échantillons. Les réactifs sont également transférés par les échantillons eux-mémes, les cassettes, les
paniers a cassettes, lestamponsde biopsie etles bandes, ainsique parles composants de lachambre de réaction elle-méme
a chaque purge et remplissage de la chambre. |l est essentiel de disposer d'un régime bien établi pour le remplacement
des réactifs de traitement contaminés. L'utilisation de réactifs contaminés peut occasionner une déshydratation, un
éclaircissement ou une infiltration incomplets, entrainant ainsi un traitement imparfait. Les fabricants de préparateurs
fournissent également des recommandations, dans le cadre du remplacement des réactifs, quant au nombre de paniers
traités, le nombre de cassettes traitées, la proportion de cassettes contenant des tampons de biopsie, etc. Associées
a I'expérience du personnel, ces recommandations doivent permettre d'établir des procédures strictes qui doivent étre
rigoureusement respectées.

L'utilisation de réactifs recyclés de qualité insatisfaisante. La qualité des réactifs de traitement est déterminante. Il y a une
limite a l'utilisation des réactifs recyclés, il est donc nécessaire d'introduire des réactifs frais a intervalles réguliers. Les
instructions fournies par les fabricants de recycleurs commerciaux doivent étre rigoureusement respectées.

Le démarrage du cycle de purge (nettoyage) avant d'extraire les échantillons. Si un panier de cassettes reste dans la
chambre du préparateur par inadvertance, alors que la paraffine est purgée et que le cycle de purge (nettoyage) a démarré,
les échantillons seront immergés dans un agent de déparaffinage chaud et il se peut qu'ils passent a travers de |'alcool et
qu'ils subissent une étape de séchage selon le moment auquel I'erreur sera détectée. Il est alors nécessaire de procéder a
un retraitement et d'évaluer avec soin quel sera le meilleur point de départ et la méthode de retraitement a adopter.



. Un dysfonctionnement du préparateur ayant entrainé :

Une défaillance lors du remplissage, laissant alors les échantillons a I'air pour une période prolongée, ce qui entraine
un séchage. Une défaillance lors du remplissage combinée au chauffage de la chambre pourrait entrainer un probléme,
mais, dans la plupart des préparateurs a transfert de fluide, les échantillons prennent énormément de temps pour sécher
dans une chambre fermée hermétiquement. Un échantillon qui séche risque davantage de présenter un probléme avec les
anciens systemes a transfert de tissu.

Les échantillons immergés dans un réactif particulier pendant une période excessive (par ex. dans de I'éthanol absolu, du
xyléne ou de la paraffine). Ceci peut avoir des conséquences graves, en particulier avec les petits échantillons délicats,
ce qui produit des blocs sur-traités, extrémement friables. Ce phénomeéne est particulierement grave quand il implique des
réactifs chauds.

Les échantillons soumis a une chaleur excessive. Il s'agit d'un événementimprobable parce que les préparateurs modernes
sont équipés de thermostats de sécurité offrant une protection contre la surchauffe. Si les échantillons sont exposés a des
températures tres élevées, ils peuvent subir des dommages irréversibles.

Les échantillons placés dans les réactifs contaminés (tels que la paraffine contaminée par le formol). Certains rapports
mentionnent un dysfonctionnement des vannes entrainantune contamination de la paraffine et des agents éclaircissants.?!
Les conséquences de la contamination au formol sont présentées dans la solution 9e (partie 3). La contamination des
agents éclaircissants (xyléne et isopropanol) et de la paraffine entraine les conséquences les plus graves. Le retraitement
peut certes permettre de couper des blocs d'échantillons compromis par des réactifs contaminés mais les dommages
morphologiques persistent.



Compromis en termes de préparation

Puis-je préparer des échantillons de grande et de petite taille dans le méme cycle de préparation et
espérer obtenir des résultats optimaux ? Quel est I'effet produit par la durée totale d'un programme de
traitement sur la qualité du traitement ?

Le graphique présenté a la figure 35 illustre le compromis réalisé quand un cycle de traitement contient un mélange
d'échantillons de tres petite et de tres grande taille. Il représente le traitement hypothétique de trois échantillons entierement
différents. Les résultats présentés sont basés sur I'expérience du rédacteur et sur certains tests réalisés en laboratoire. Ce
qui importe ici, c'est le principe sous-jacent, et non les résultats spécifiques.

L"échelle de qualité arbitraire" représente la qualité de traitement générale pouvant étre obtenue quand un échantillon
particulier est traité via un programme d'une durée totale spécifique ("Durée du traitement en heures"). Dans ce modéle, nous
supposons que le tissu est correctement fixé et que les programmes de traitement sont correctement proportionnés. Nous
avons intégré une gamme de programmes de traitement dont les durées sont comprises entre une et douze heures. La "qualité
du traitement" est représentée par une valeur comprise entre un et cent, calculée a partir de I'observation de tous les effets
"micro” et "macro” d'un traitement médiocre??, décrits aux pages 70 et 71. La ligne jaune (valeur de 50) représente le point
auquel le traitement devient juste acceptable. Une valeur comprise entre 80 et 90 représente un traitement de qualité élevée.

Des échantillons tres différents ont été choisis pour illustrer le probléeme. Une biopsie endoscopique de 2 mm, minuscule et
fragile, pourrait fournir les meilleurs résultats dans le cadre de programmes de traitement d'une durée comprise entre une
et trois heures, tandis qu'un échantillon de myocarde d'une épaisseur de 3 mm pourrait fournir les meilleurs résultats dans le
cadre de programmes d'une durée comprise entre quatre et sept heures. Un fragment du col de 'utérus d'une épaisseur de
5 mm (tissu fibro-musculaire trés dense) pourrait requérir une durée de traitement comprise entre huit et douze pour obtenir
de bons résultats.

Le graphique montre qu'un programme de 3.5 heures fournirait des résultats acceptables si la biopsie endoscopique et les
échantillons de myocarde étaient traités dans le méme cycle, tandis qu'un programme de 7.5 heures fournirait des résultats
acceptables sile myocarde et le col de I'utérus étaient traités en méme temps. Ce modéle suggere également qu'il ne serait
pas possible de trouver de compromis produisant des résultats acceptables si la biopsie endoscopique et les échantillons du
col de I'utérus étaient traités dans le méme cycle.

Il est a noter qu'il s'agit ici d'un schéma purement hypothétique. L'utilisation de préparateurs différents et de réactifs de
traitement différents produirait des courbes dont les détails seraient différents, mais le probléme d'une approche qui
conviendrait a tous les types d'échantillons pour le traitement des tissus est clairement démontré. Il n'est pas possible de
traiter des échantillons délicats de tres petite taille et des échantillons robustes dans le méme programme et d'obtenir des
résultats optimaux pour les deux types d'échantillons.



Qualité du traitement en fonction de la durée du programme
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Durée du traitement en heures

12

~—— Biopsie endoscopique de 2 mm
— Myocarde 10x 5 x 3 mm
—— Fragment du col de I'utérus

20x 15x5mm
Qualité minimale acceptable
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Comment valider une méthode de retraitement

Les suggestions présentées dans la présente publication sont de caractére général. Elles sont basées sur des tests limités et

surl'expérience acquise dans ce domaine. Il est conseillé a chaque laboratoire de valider ses propres méthodes de retraitement

dans les conditions et avec I'équipement s'appliquant au laboratoire concerné. Une méthode éprouvée disponible s'avere

toujours efficace quand il est nécessaire de retraiter des tissus.

Procédure suggérée pour la validation :

La méthode suivante a été utilisée pour tester les méthodes de retraitement décrites dans la présente publication. Elle est
simple et peut étre appliquée par n'importe quel laboratoire désireux de valider une méthode pour son usage propre.

1.

Veuillez choisir plusieurs types d'échantillons pour le test. Il doits'agir de tissus sensibles qui, d'aprés votre expérience, sont
susceptibles d'étre affectés par un traitement médiocre. Les échantillons de grande taille provenant de tissus mammaires
graisseux ou de fragments du col de I'utérus constituent de bons exemples. Le tissu doit étre obtenu a partir d'échantillons
"non-diagnostic’ provenant de tissus en surplus. Pour des résultats reproductibles et comparables, le test s'applique sur
un tissu parfaitement fixé.

Choisissez un programme de traitement que vous utiliseriez normalement pour les types d'échantillons sélectionnés et
préparez les blocs de tissus de dimensions précises dont vous savez pertinemment qu'ils seraient traités de maniére
appropriée par ce protocole. Vous pourriez, par exemple, préparer des blocs du col de I'utérus mesurant 15 x 10 x 4 mm, que
vous traiteriez normalement dans le cadre d'un cycle de huit heures.

Sous-traitez considérablementvos échantillons en les soumettanta un cycle dontvous savez qu'il sera trop court, enrobez-
les selon le processus habituel. Vous pourriez, par exemple, traiter les blocs du col de I'utérus, décrits ci-dessus, dans un
cycle de deux heures.

Confirmez que vos échantillons ne sont pas satisfaisants en exposant le tissu dans le bloc et en tentant d'obtenir des
coupes cohésives.

Appliquez la méthode de retraitement que vous souhaitez valider. Comme point de départ pour le traitement (final) faisant
partie de la méthode de retraitement, utilisez un programme de méme durée que celui que vous utiliseriez normalement
pour des échantillons de ce type et de cette taille. Ainsi, pour les échantillons du col de I'utérus décrits ci-dessus, vous les
traiteriez dans le sens inverse, en utilisant la méthode de déparaffinage et de réhydratation choisie, puis, vous leur feriez
subir un cycle de traitement de huit heures correspondant a I'étape finale du retraitement.

Reprenez la coupe de vos blocs pour confirmer que le retraitement a été réussi.

Colorez les coupes en appliquant différentes méthodes afin de déterminer si un sous-traitement important suivi d'un
retraitement affecte la coloration négativement. Les colorations IHC et ISH en particulier doivent étre prises en
considération lors des étapes de reconstitution.

Si cette méthode est appropriée, notez-la afin d'en faire une procédure opérationnelle standard.
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Arbres de décision de retraitement

Comme il existe plusieurs causes pouvant expliquer la qualité médiocre des blocs, il convient de suivre un processus logique
lors de la décision de la ligne de conduite a adopter. Trois arbres de décision sont fournis.

L'arbre de décision 1 traite des échantillons qui n'ont pas été traités de maniere adéquate avant leur préparation. Il couvre les
échantillons mal fixés et ceux qui présentent des zones calcifiées, qu'une décalcification appropriée n'a pas pu éliminer. La
situation improbable ot tous les échantillons sechent complétement avant ou pendant le traitement est traitée dans |'arbre de
décision 3.

L'arbre de décision 2 traite de la situation dans laquelle tout a fonctionné correctement avec le préparateur et les réactifs de
traitement, mais ol un programme inapproprié a été utilisé pour le traitement des échantillons.

L'arbre de décision 3 traite des dysfonctionnements du préparateur et des problémes liés aux réactifs.
AVERTISSEMENT :

La décision de retraiter les tissus ne doit &tre prise qu'aprés avoir soigneusement examiné la situation. Dans certains cas en
effet, un retraitement peut détériorer la situation encore davantage au lieu de I'améliorer.



Arbre de décision 1: Fixation ou décalcification inadéquate
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Arbre de décision 2 : Utilisation d'un programme incorrect
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Arbre de décision 3: Problemes liés au préparateur ou aux réactifs
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Sioui, un Décalcification de Utiliser la solution 6
retraitement ne la surface requise (décalcification de la surface)
! résoudra pas le »
probleme
Essayer Utiliser la solution 3
d'appliquer un (coupe des blocs difficiles)
Sice n'est pas agent adoucissant >
le cas, un sur le bloc
retraitement ne
—| sera probable-
ment d'aucune Extraire le corps Utiliser les solutions 12 5 si
efficacite étranger nécessaire (coupe des blocs
physiquement | difficiles)




Tableau 5. Fluides assouplissants a utiliser sur la face du bloc

Méthode Composition Application Référence
Eau glacée Eau pure Placer la surface du bloc dégrossie sur de la glace en Anderson'’
fusion Carson?
ou dans un bac d'eau glacée a une température de 4°C | Culling?!
pendant quelques minutes, puis reprendre la coupe. Drury & Wallington®

Baker Ethanol 460 % 90 ml  Placer la surface du bloc dégrossie dans la solution Gray"

Glycérine 10 ml pendant quelques minutes, rincer dans I'eau, refroidir a
nouveau, puis reprendre la coupe.

Carleton Teepol™a 0.2 % Placer la surface du bloc dégrossie dans la solution Drury et Wallington®
(ou autre agent pendant quelques minutes, rincer dans I'eau froide,
mouillant) dans de  refroidir a nouveau, puis reprendre la coupe.

I'eau

Goodwin 5 parts d'éthanol Recommandé pour les os décalcifiés ou les tissus Goodwin?®
5 parts de glycérine fibreux denses. Prétend que la trempe d'une durée
1 partde Teepol™ | d'une nuit ou plus n'a pas endommagé les blocs

Assouplissant Assouplissant Placer la face du bloc vers le bas dans la solution. WebPath?
Downy™ 5 ml Eau Laisser tremper pendant5 a 10 minutes. S'utilise
distillée 100 ml également pour essuyer la face du bloc avant chaque
Bien mélanger, coupe.
placer dans
un conteneur
d'échantillons
étiqueté. Stable
pendant 2 mois.

Mollifex™ Eau, éthanol, Placer la surface du bloc dégrossie dans le Mollifex™ Culling®
méthanol, acé- pendant quelques minutes, rincer dans I'eau, refroidira | Gray™
tone, glycérine, nouveau, puis reprendre la coupe. MSDS?®°
4-hexylrésorcine

Hydroxyde de Solution aqueuse S'utilise pour assouplir les ongles et la kératine dense Winsor??

potassium

d'hydroxyde de
potassium a 10 %

aprés la fixation au formol avant le traitement, s'utilise
aussi sur les blocs de paraffine. Placer la face du bloc
vers le bas dans la solution. Laisser tremper pendant
quelques minutes, rincer abondamment dans |'eau,
refroidir a nouveau, puis reprendre la coupe.




Méthode Composition Application Référence
Phénol Solution agueuse Placer la face du bloc vers le bas dans la solution. Winsor22

de phénol a4 % Laisser tremper pendant quelques minutes, rincer

abondamment dans I'eau, refroidir a nouveau, puis
reprendre la coupe.

Ammoniac/ Mélange a volume  Placer la face du bloc vers le bas dans la solution. Dorevitch Pathology
assouplissant égal de solution Laisser tremper pendant quelques minutes, rincer (Melbourne)
Tween™ aqueuse d'ammoniac abondamment dans |'eau, refroidir a nouveau, puis

a5 % etdesolution  reprendre la coupe.

aqueuse de

Tween80™ a5 %
Nair™ ou Veet™ Les formules Couvre la face du bloc avec la lotion. Laisser tremper Winsor22

thioglycoliques qui | pendant quelques minutes, rincer dans I'eau, refroidir a

brisent les liaisons | nouveau, puis reprendre la coupe.

disulfures dans la

kératine
Tableau 6. Reconstitution, restauration ou agents assouplissants a utiliser sur les échantillons
Méthode Composition Application Référence
Mekota (utilisé pour = Assouplissant Immersion pendant une nuit suivie d'une fixation au Mekota?*
reconstituer les Comfort™a formol de 24 heures, puis traitement normal.
tissus momifiés) 0.2 % dans 80 ml

de carbonate de

sodiuma’5%

Formaldéhyde a

4% (formol a 10 %)

20 ml
Baker (utilisé Ethanol 460 % 90 ml  Tremper le bloc jusqu'a ce que le tissu s'assouplisse Gray™
pendant le Glycérine 10 ml (1 a 24 heures), puis le traiter normalement.

traitement ou
appliqué pour
couper la surface
d'un bloc de
paraffine)




Méthode

Composition

Application

Référence

Anderson et Gordon

Ethanol 4 70 % 70 ml

Tremper les tissus pendant plusieurs heures,

Bancroft et

(pour la restauration | Glycérine 30 ml généralement la nuit, puis traiter selon la procédure Stevens'
de tissus séchés lors | Dithionite 1g habituelle a partir de I'étape de déshydratation.
du traitement)
Sandison (assou- Ethanol 4 96 % 30 ml | Tremper les tissus pendant 12 4 18 heures, puis traiter Thompson'®
plissementd'échan- | Solution aqueuse de | selon la procédure habituelle a partir de I'étape de
tillons de tissus dés- | formola 1% 50 ml déshydratation.
hydratés, desséchés, Solution aqueuse
friables ou de tissus  de carbonate de
fixés anormalement | sodium a5 % 20 ml
durs ou momifiés)
Luna (assouplitle Solution de base Tremper jusqu'a ce que le tissu s'assouplisse Luna®™
tissuséché avantou | formol/acétate de (généralement 5 a 8 heures) Une exposition prolongée
apres la fixation, y sodium : ne nuira pas au tissu. Traiter selon la procédure
compris les tissus de = Formol (formaldéhyde = habituelle.
cadavre séchés et a38%)10ml
les tissus mal traités) Acétate de sodium2g
Eau90ml
Solution préparée
formol/glycérine :
Solution de base
formol/acétate
de sodium: 90 ml
Glycérine 10 ml
Solution de récupéra- | Solution ER pH Tremper le tissu pendant 1 a 12 heures selon la taille, Wright3' %

tion d'épitope
(solution de récupéra-
tion d'épitope
BOND™ 2) ou solution
tampon de Tris

9 diluée comme
recommandé ou
tampon Tris/HCI pH 9

le type et I'état de I'échantillon. Une incubation a 65 °C
peut accélérer I'action de ces agents.

Solution saline
isotonique

Solution aqueuse de
chlorure de sodium
a0.85%

Tremper le tissu pendant 1 a 12 heures selon la taille,
le type et I'état de I'échantillon. Une incubation a 65 °C
peut accélérer I'action de cet agent.

Formol tamponné
neutre

Solution de formol a
10 % dans un tampon
phosphate a pH 7.4

Tremper le tissu pendant 1 a 12 heures selon la taille, le
type et |'état de I'échantillon.
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