Ecole Nationale de Médecine Vétérinaire de Sidi Thabet

Année : 2016 Ne......../16

APPORT DE LA CYTOLOGIE ET DE L’HISTOLOGIE
EN ONCOLOGIE CANINE

These

Pour I’obtention du titre

de

Docteur en Médecine Vétérinaire

Présentée et soutenue publiquement par

Yasmine CHEIKH ALI

Le 06/02/2016
Membres du jury :
Président : Pr. Mohamed AOUINA
Assesseur : Pr. Faouzi LANDOLSI

Rapporteur : Pr. Ahmed REJEB



REMERCIEMENTS

Grace soit rendue a Allah pour ce que j'ai et pour ce que je suis

A notre Président de these
Monsieur le Professeur Mohamed AOUINA

Nous sommes tres sensibles a I’honneur que vous nous faites en acceptant de présider notre

jury de these.

Veuillez trouver ici le ttmoignage de notre gratitude et notre profond respect

A notre Juge de these
Monsieur le Professeur Faouzi LANDOLSI
Vous nous avez fait I’honneur d’accepter I’évaluation et le critique de ce travail.

Veuillez trouver ici notre vive reconnaissance et notre profonde admiration pour vos

conseils et pour votre participation

A notre Encadreur de thése
Monsieur le Professeur Ahmed REJEB

Nous sommes heureux de vous exprimer ici notre gratitude, tant pour les précieux conseils
que vous nous avez prodigué, que la confiance que vous avez accordé dans I’élaboration de

ce travail.

Nous vous remercions pour votre disponibilité permanente, votre dévouement, et vos

qualités humaines



DEDICACES

En témoignage de ma gratitude, ma reconnaissance et ma fidélité je dédie ce

travail

A mon pere AbdelAziz et ma mere Wassila

Qui ont éte toujours préts a me soutenir, a m’entourer de leur affection et a
mencourager pour remplir cette formation. Ce travail leur témoigne ma
profonde affection pour les sacrifices qu’ils m’ont accordés durant toute ma vie.

Que dieu les garde et prolonge notre union.

A mes sceurs Nesrine et Sabrine, A mon frere Mohamed Amine
Pour qui j’ai beaucoup d’affection et d’attachement.
Et a qui j’espere beaucoup de bonheur et de succes dans leur vie.
A la famille Hamzi

Que ce travail soit I'expression de mes sentiments les plus sincéres, ma gratitude

et le temoignage de ma profonde estime
A la famille Znaidi
Pour leur accueil chaleureux et leurs encouragements
A tous mes amis

Zoubaida, Amira, Amen, Ibtihel, Sarah, Mouna, Marwa, Amira, Mouna, Belkiss,
Mohamed, Bassem, Helmi, Nizar, Yahya, Safa, Jouda, Rihab, Ines, Farida,

Ramla, Dorra, Amel, Hounaida, Firas

En souvenirs des moments qu’on a passé ensemble.



TABLE DES MATIERES PAGE

INTRODUCTION 1

PARTIE | : ’EXAMEN CYTOLOGIQUE EN ONCOLOGIE CANINE

I. CYTOPONCTIONS DE NEOFORMATIONS 2
1. Cytoponctions de masses cutanées ou sous-cutanées 2
1.1. Techniques de prélevement 2
1.1.1. Réalisation d’une ponction a 1’aiguille fine sans aspiration 2
1.1.2. Réalisation d’une ponction a I’aiguille fine avec aspiration 3
1.2. Préparation d’une lame 5
1.2.1. Etalement 5
1.2.2. Fixation et coloration 7
1.2.2.1. Fixation 7
1.2.2.2. Colorations 8
1.2.2.2.1. Coloration de Romanowsky 8
1.2.2.2.2. Colorations bichromes et trichromes 9
1.2.2.2.3. Colorations spéciales 9
1.3. Principes d’interprétations 9
1.3.1. Appréciation de la qualité du prélevement et du fond du frottis 9
1.3.2. Démarche diagnostique 10
1.3.2.1. Diagnostic de tumeur 10
1.3.2.2. Diagnostic de I’histogenese de la tumeur 11
1.3.2.2.1. Examen du fond du frottis 11
1.3.2.2.1.1. Tumeurs a cellules rondes 11
1.3.2.2.1.2. Tumeurs épithéliales 12
1.3.2.2.1.3. Tumeurs mésenchymateuses 13
1.3.2.2.2. Appréciation des détails cytologiques 15
1.3.2.3. Diagnostic de bénignité/malignité 17
1.4. Efficacité diagnostique de I’examen cytologique des cytoponctions de 20
masses cutanées et sous-cutanées
1.4.1. Données générales 20
1.4.2. Données spécifiques 20
1.4.2.1. Cas des tumeurs épithéliales 20
1.4.2.2. Cas des tumeurs conjonctives 20
1.4.2.3. Cas des tumeurs a cellules rondes 21
1.4.2.4. Cas particuliers des tumeurs mammaires 21

1.4.2.5. Cas particulier des tumeurs périnéales 22



2. Cytoponctions des neeuds lymphatiques
2.1. Technique de prélevement
2.2. Applications, intéréts et limites
2.2.1. Adénogrammes et dépistage de métastases ganglionnaires
2.2.2. Adénogrammes et lymphomes
2.2.2.1. Distinction entre adénite, hyperplasie lymphoide et lymphome
2.2.2.2. Classification des lymphomes malins
3. Cytoponctions échoguidées
3.1. Repérage du site et préparation
3.1.1. Repérage du site
3.1.2. Preparation du site
3.2. Ponction
3.2.1. Matériel utilisé
3.2.2. Différentes techniques
3.2.2.1. Cytoponction avec guide
3.2.2.2. Cytoponction sans guide
3.3. Applications pratiques et efficacité diagnostique
3.3.1. Données générales
3.3.2. Exemples d’organes
3.3.2.1. Tube digestif
3.3.2.2. Foie
3.3.2.3. Rate
3.3.2.4. Reins
4. Cytoponction du parenchyme pulmonaire
4.1. Technique de prélevement
4.2. Intéréts et contre indications
5. Cytologie de la moelle osseuse (myélogramme)
5.1. Réalisation du myélogramme
5.1.1. Sites de prélévement
5.1.2. Technique de prélévement
5.1.3. Préparation des lames
5.2. Intéréts et applications

I1. CYTOPONCTIONS LIQUIDIENNES
1. Cytoponctions d’épanchements cavitaires
1.1. Méthodologie
1.1.1. Techniques de prélevement
1.1.2. Acheminement du prélevement non traité
1.1.3. Etalement

24
24
24
24
25
26
27
29
29
29
29
30
30
30
30
31
32
32
33
33
34
34
34
35
35
36
37
37
37
38
39
39

40
40
41
41
42
43



1.1.4. Séchage et fixation
1.1.5. Colorations
1.2. Méthodologie de lecture des lames d’épanchements
1.2.1. Bases de I’interprétation cytologique
1.2.2. Démarche de lecture d’un étalement
1.3. Difficultés d’interprétation
1.4. Efficacité diagnostique de I’examen cytologique d’étalements de
cytoponctions d’épanchements cavitaires
1.5. Cytologie des épanchements et immunomarquage
2. Cytologie du liquide synovial
2.1. Techniques de prélévement
2.2. Utilité de I’examen cytologique d’étalements de cytoponctions du liquide
synovial en cancérologie
3. Cytologie du liquide céphalo-rachidien
3.1. Matériel utilisé
3.2. Technique de prélévement
3.3. Contre indications
3.4. Applications pratiques

1. LAVAGE, BROSSAGE, ECOUVILLONNAGE, MASSAGES-RINCAGE
1. Cytologie des premiéres voies respiratoires
1.1. Techniques de prélevement
1.2. Applications
2. Cytologie de I’arbre respiratoire
2.1. Techniques de prélévement
2.1.1. Lavage trans-trachéal
2.1.1.1. Matériels utilisés
2.1.1.2. Préparation de I’animal
2.1.1.3. Technique du lavage
2.1.1.4. Traitement des échantillons
2.1.2. Lavage broncho-alvéolaire
2.1.2.1. Matériel nécessaire
2.1.2.1.1. LBA par bronchoscopie
2.1.2.1.2. LBA al’aveugle
2.1.2.2. Technique du prélevement
2.1.2.2.1. LBA ciblé sur une zone pulmonaire
2.1.2.2.2. LBA "en aveugle"
2.1.3. Brossage trachéal et bronchique
2.1.4. Biopsie bronchique

44
44
44
44
45
45
47

47
47
48
48

49
49
49
50
50

51
51
51
52
52
52
52
53
53
54
55
55
56
56
56
57
57
57
58
58



2.2. Efficacité diagnostique de la cytologie de ’arbre respiratoire
2.3. Difficultés d’interprétation
3. Cytologie urinaire
3.1. Techniques de prélévement
3.2. Applications et efficacité diagnostique
4. Cytologie prostatique
4.1. Techniques de prélevement
4.1.1. Massage ringage prostatique
4.1.2. Obtention de liquide prostatique par aspiration a I’aiguille fine
4.2. Applications
4.3. Efficacité diagnostique

IV. CALQUES PAR IMPRESSION, ECOUVILLONNAGE, CALQUES A LA
CELLOPHANE ADHESIVE ET APPOSITIONS

1. Calques par impression

2. Ecouvillonnage

3. Calque a la cellophane adhésive

4. Appositions

V. GRATTAGES
VI. PASTILLES DE CYTOCENTRIFUGATION

VII. INTERETS DU DIAGNOSTIC CYTOLOGIQUE EN ONCOLOGIE CANINE
1. Avantages et limites de la cytologie
1.1. Intéréts techniques
1.2. Limites
2. Apport diagnostique de la cytologie
3. Apport pronostique de la cytologie
4. Apport thérapeutique de la cytologie

PARTIE Il : ’EXAMEN HISTOLOGIQUE EN ONCOLOGIE CANINE

I. TECHNIQUES EN HISTO-PATHOLOGIE
1. Technique de préparation standard en histopathologie : I’inclusion en
paraffine
1.1. Prélevement
1.2. Fixation
1.3. Deshydratation et inclusion a la paraffine

58
59
59
59
59
60
60
60
61
62
63

64

64
64
65
65

66

66

66
66
66
67
68
69
70

71
71

71
71
72



1.4. Coupe des blocs et collage des coupes
1.5. Etalement et collage des coupes sur des lames de verre
1.6. Déparaffinage et réhydratation
1.7. Coloration
1.7.1. Coloration a I’Hématéine Eosine (H.E.)
1.7.2. Coloration a I’Hématéine-Eosine-Safran (H.E.S)
1.7.3. Coloration a I’ Acide Périodique de Schiff (A.P.S. ou P.A.S.)
1.7.4. Giemsa
1.8. Deshydratation
1.9. Montage
2. Techniques complémentaires en histologie : techniques spéciales de
détection in situ
2.1. Enzymologie et immunohistochimie
2.2. Immunophénotypage
3. Difficultés d’interprétation : artéfacts

Il. APPLICATIONS GENERALES ET EFFICACITE DIAGNOSTIC
1. Diagnostic histologique d’une tumeur
1.1. Critéres topographiques
1.2. Critéres morphologiques
1.2.1. Taille des cellules
1.2.2. Forme du noyau
1.2.3. Importance de la nucléolation
1.2.4. Aspect de la chromatine
1.2.5. Extension du cytoplasme et ses caractéristiques tinctoriales
1.3. Criteres d’agressivité
1.3.1. Etude de la prolifération : techniques et intéréts en oncologie canine
1.3.1.1. Index mitotique
1.3.1.1.1. Principe général
1.3.1.1.2. Limites en cancérologie canine
1.3.1.2. Organisateurs nucléolaires (AgNORS)
1.3.1.2.1. Biologie
1.3.1.2.2. Utilisation de I’index
1.3.1.2.3. Intéréts en cancérologie canine
1.3.1.2.4. Limites de I'utilisation de I’index AgNOR
1.3.1.3. Détection immunohistochimique des marqueurs de prolifération
cellulaire PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) et
I’antigéne Ki-67
1.3.1.3.1. Antigéne nucléaire de prolifération cellulaire ou

73
73
73
74
74
75
75
76
76
76
78

78
79
81

83
83
83
85
85
87
87
88
88
89
89
89
89
90
91
91
92
92
94
94

95


http://histologie.euro-bioweb.eu.com/pages/etapesHistologie.html
http://histologie.euro-bioweb.eu.com/pages/etapesHistologie.html

proliferating cell Nuclear Antigen (PCNA)
1.3.1.3.1.1. Biologie, structure et fonction
1.3.1.3.1.2. Intéréts en cancérologie canine
1.3.1.3.1.2.1. Tumeurs mammaires
1.3.1.3.1.2.2. Mastocytome cutané canin
1.3.1.3.1.2.3. Lymphomes canins
1.3.1.3.1.3. Limites de I’'index PCNA
1.3.1.3.2. Antigéne Ki-67
1.3.1.3.2.1. Biologie, structure et fonction
1.3.1.3.2.2. Utilisation de ’antigene ki-67
1.3.1.3.2.3. Intéréts de I’antigéne ki67 en cancérologie canine
1.3.1.3.2.3.1. Tumeurs mammaires
1.3.1.3.2.3.2. Lymphomes canins
1.3.1.3.2.3.3. Mastocytome cutané canin
1.3.1.3.2.3.4. Mélanome du chien
1.3.1.3.2.4. Limites du ki 67
1.3.2. Importance de 1’apoptose
1.3.3. Recherche d’emboles
2. Bilan d’extension
2.1. Bilan d’extension Loco-régional
2.2. Bilan d’extension général
I1l. EVALUATION DU PRONOSTIC DES CANCERS
1. Degré d’extension : systeme de stadification TNM
2. Degré de différentiation : le grade histologique
2.1. Mastocytome cutané canin
2.1.1. Grading de Patnaik
2.1.2. Grading de Kiupel
2.2. Tumeurs mammaires
2.2.1. Grading de Scarff, Bloom et Richardson
2.2.2. Grading de Gilbertson

IV. HISTOLOGIE EN THERAPEUTIQUE DES TUMEURS CHEZ LE CHIEN
1. Histologie et décision thérapeutique
2. Evaluation histopathologique des marges d’exérese : intéréts et limites

CONCLUSION

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES

95
95
96
97
98
98
99
99
100
102
102
103
105
107
107
107
109
109
109
110
111
111
114
114
114
115
116
116
117

118
119
120

122



Tableau I:

Tableau Il :

Tableau 11 :

Tableau 1V :

Tableau V :

Tableau VI :

Tableau VII :

Tableau VIII :

Tableau I1X :

Tableau X :

Tableau XI :

Tableau XII :
Tableau XII1 :
Tableau X1V :

Tableau XV :

Tableau XVI :

Tableau XVII :

Tableau XVIII :

LISTE DES TABLEAUX

Classification d'une tumeur : épithéliale, mésenchymateuse ou a
cellule ronde

Comparaison de la fiabilité diagnostique de I’examen cytologique
dans le cas de tumeurs mammaires chez la chienne faites par 2
cytologistes

Répartition classification des lymphomes selon la classification de
Kiel adaptée aux lymphomes canins

Sites de ponction des divers épanchements

Apport de la cytologie au diagnostic différentiel des difféerents types
pathogéniques d’épanchements cavitaires

Exemples de marqueurs utilisés afin d’identifier le type cellulaire
Principaux marqueurs cellulaires employés chez le chien

Pourcentage de chiennes ayant développé des métastases durant le
suivi post-chirurgical en fonction de 1’index Ki-67

Index ki67 en fonction du grade histologique

Taux de survie a deux ans en fonction de I'index Ki67 et le grade
histologique

Métastases type leucémie

Métastases types mastocytomes malins

Métastases type lymphome malins ganglionnaire

Métastases" type cancers épithéliaux, mésenchymateux, mélanique

Classification TNM pour les tumeurs mammaires des animaux
domestiques établie par I’OMS en 1980

Détermination du stade TNM pour les tumeurs mammaires d’une
chienne

Pourcentage de chiennes ayant développé une récidive ou un
nouveau carcinome infiltrant dans les 2 ans suivant la mastectomie

Conduite du traitement d'un mastocytome en fonction de son grade
histologique

PAGE

14

21

28

41

46

78
80

103

105
106

110
110
110
111

112

113

117

120



Photo 1 :

Photo 2 :

Photo 3 :

Photo 4 :

Photo 5 :

LISTE DES PHOTOS

Cytoponction sous guidance échographique avec guide

Cytoponction sous guidance échographique sans guide

Collection aseptique du LCR

Réalisation d'une apposition suite a I’exérése chirurgicale d’une masse

Bains, colorants et résine de montage

PAGE

31

32

50

66

76



Figure 1 :
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure5:
Figure 6 :
Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9 :

Figure 10 :
Figure 11 :

Figure 12 :

Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :

Figure 16 :

Figure 17 :

LISTE DES FIGURES

Ponction a I’aiguille fine sans aspiration

Cytoponction a I’aiguille fine avec aspiration a partir d'une masse solide
Technique "d'étirement vers l'arriere suivi d'un étalement vers I'avant™
Technique "d'écrasement ou de séparation"

Tumeur a cellules rondes

Archétype de la cellule épithéliale

Tumeur mésenchymateuse

Algorithme d’aide a 1’évaluation des cytoponctions des tumeurs cutanées ou

sous-cutanées

Pléomorphisme cellulaire (carcinome chien)
Anisocytose anisocaryose (adénocarcnome chien)
Carcinome des glandes apocrines du sac anal

Cytologie d’une ponction-aspiration a 1’aiguille fine d’une tumeur

périanale

Un bon myélogramme chez un chien révele une cellularité élevee
Lavage transtrachéal : deux techniques de prélevement
[lustration d’un massage prostatique

Effet de la coloration a ’hématoxyline et a 1'€osine utilisés seuls et celle

de I’hématoxyline et 1'éosine utilisés en combinaison

Différentes étapes de préparation d'une lame histologique par la méthode

de paraffine

PAGE

12

12

13

16

17

18

23

23

40

54

61

75

77



Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :
Figure 26 :
Figure 27 :
Figure 28 :
Figure 29 :
Figure 30 :

Figure 31 :

Figure 32 :
Figure 33 :
Figure 34 :
Figure 35:
Figure 36 :

Figure 37 :

Immunohistochimie (lymphome canin, nceud lymphatique, chien)

Exemple d'artéfact : dép6ts de colorant : Cartilage-chien

Exemple d’artéfact (séparation, espace) Peau, chien
Epithéliotropisme (lymphome cutané, chien)
Tropisme épidermique (lymphome cutané, chien)
Atteinte épidermique, dermique et annexielle

Taille du petit lymphocyte réactionnel : 4,5 a 5,5 mm
Taille de cellule lymphomateuse

Noyaux de formes irréguliéres

Important volume de nucléole

Aspect de la chromatine (lymphome cutané, chien)
Vacuoles cytoplasmiques : (tumeur rénale, chien)

Index mitotique élevé (lymphome cutané, chien)

Mise en évidence des NORs par coloration argentique, cas de

mastocytome cutané canin

Lymphome cutané canin avec un index ki67 inférieur a 21% (bas grade)
Lymphome cutané canin avec un index ki67 supérieur a 21% (haut grade)

Mastocytome cutané avec un index ki67 supérieur a 10%

Apoptose importante (lymphome cutané, chien)
Embole vasculaire (Mastocytome cutané, chien)

Marges d'une tumeur : différentes images possibles

81

82

82

84

84

85

86

86

87

87

88

89

90

93

104

104

106

108

109

121



LISTES D’ABREVIATIONS

ADN : Acide désoxyribonucléique
ARN : Acide ribonucléique

ARNmM : Acide ribonucléique messager
G : gauge

HE : Hématéine-Eosine

kD : Kilodaltons

Kg : kilogramme

LBA : lavage broncho-alvéolaire
LCET : lymphome cutané épithéliotrope a lymphocytes T
LCR : liquide céphalo-rachidie

LM : lymphome malin

MCC : mastocytome cutané canin
MGG : May-Grinwald Giemsa

ml : millilitre

mm : millimétre

MO : Microscope optique

OMS : organisation mondiale de santé
PAS : Periodic Acid Schiff

MM : micrometres


https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique_messager
https://fr.wikipedia.org/wiki/Acide_ribonucl%C3%A9ique_messager

Introduction

INTRODUCTION

Chez I’homme comme chez le chien, les cancers figurent parmi les principales causes
de morbidité et de mortalité dans le monde. Ils se manifestent souvent par un amaigrissement,
I'apparition de grosseurs ou encore de différents symptdmes en fonction de I'organe atteint.
Ces cancers sont suspectés par le clinicien et diagnostiqués par le pathologiste. lls peuvent

intéresser n’importe quel organe ou tissu dans 1’organisme.

Actuellement, et parce que les stratégies thérapeutiques ont changé, des informations
plus précises sont nécessaires au clinicien. Le réle du pathologiste dépasse alors le diagnostic

précis, il est appelé aussi a donner certains éléments pronostiques.

En oncologie vétérinaire, le diagnostic et le pronostic vis-a-vis d’un processus tumoral
sont encore généralement obtenus par examen histologique classique de pi¢ces d’exérése ou
de biopsies. Cependant, cette procédure implique de devoir parfois étre complétée par une
seconde intervention chirurgicale si la tumeur n’a pas ¢été excisée en totalité¢ lors de la
premiere intervention. Parfois méme, un pronostic extrémement sombre rendant tout espoir
thérapeutique illusoire, cette premiére intervention ne présente qu’une utilité diagnostique.
Enfin, réaliser un bilan d’extension complet du processus tumoral impliquerait selon cette
procédure de réséquer ou de biopsier tous les nceuds lymphatiques et organes susceptibles de
contenir des métastases ou micrometastases : une telle intervention serait chirurgicalement

lourde et a risque pour 1’animal.

En oncologie humaine puis en oncologie vétérinaire se sont développés les examens
cytologiques afin de tacher de pallier aux inconvénients de 1’histologie, bien que cette

derniére reste toujours I’examen de référence, encore indispensable le plus souvent.

L’objet de cette étude sera de décrire, a partir d’une étude bibliographique, les
examens cytologiques et histologiques faites en pratique vétérinaire pour diagnostiquer et

établir un pronostic statistique concernant les tumeurs canines.

Nous envisagerons dans une premiére partie les principaux examens cytologiques en

cancérologie canines, I’intérét et les imites de cette technique.

La deuxiéme partie de notre travail concernera les examens histologiques et leurs
intéréts dans I'étude diagnostique, pronostique et thérapeutique des tumeurs les plus

fréquentes chez le chien.




PARTIE | :

L’EXAMEN CYTOLOGIQUE EN
ONCOLOGIE CANINE



Premiére Partie : L’examen cytologique en oncologie canine

I. CYTOPONCTIONS DE NEOFORMATIONS
1. Cytoponctions de masses cutanées ou sous-cutanées
1.1. Techniques de prélévement

Une bonne contention de ’animal est nécessaire. Dans certains cas, une sédation
devrait étre utilisée si le site de prelevement est situé pres de structures délicates, ou si
I’animal est agité voire agressif. Une anesthésie générale peut étre recommandée lorsqu’une

immobilité compléte est nécessaire.

Pour une ponction cutanée, le site doit étre propre et un léger nettoyage avec un

tampon d’alcool est généralement suffisant.

La ponction a I’aiguille fine est la technique de choix pour la majorité des masses
cutanées ainsi que pour de nombreux autres sites et tissus. Elle présente de nombreux
avantages : c’est une technique simple, rapide, non traumatique et sans danger a réaliser

(Hellmen et Lindgren, 1989).

Elle s’effectue par simple ponction de la Iésion en utilisant une technique sans
aspiration (avec aiguille démontée) ou une technique avec aspiration en employant une
seringue attachée a 1’aiguille. Les calibres d’aiguille recommandés sont variables selon les
auteurs de 21-G a 23-G (Raskin et Meyer, 2010 ; Dunn, 2014), 22-25G (Cowell et
Valenciano, 2014).

1.1.1. Réalisation d’une ponction a I’aiguille fine sans aspiration

La ponction avec aiguille démontée suffit pour la plupart des tissus. Cette technique
est plus facile a exécuter et est plus précise qu’un prélévement avec aspiration. De plus,
comme le prélevement se fait sans dépression, le risque de contamination de 1’échantillon par

du sang périphérique est réduit.

Le prélevement cellulaire s’effectue par I’exécution de nombreux mouvements de
« va-et-vient » afin d’introduire des cellules et des fragments tissulaires dans 1’aiguille. II est
recommandé de changer 1’orientation de 1’aiguille plusieurs fois au cours du prélevement

[Figure 1].

Pour des lésions dont le diametre excéde 1,5 cm, plusieurs parties de la lésion

devraient étre ponctionnées afin d’obtenir un échantillon plus représentatif.
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En effet, la ponction de la périphérie d’une masse, d’un centre nécrotique, d’'une zone
liquidienne ou d’une composante strictement inflammatoire au sein d’une lésion hétérogene,

peut se traduire par un échantillon non représentatif.

Enfin, lors du prélevement « va-et-vient », il faut veiller a ne pas faire sortir I’aiguille
de la Iésion afin d’éviter que 1’échantillon ne soit contaminé par des cellules cutanées ou
adipeuses. Aussi, si du sang remonte dans 1’aiguille en effectuant cette manipulation, il est
préférable de retirer ’aiguille immédiatement et d’étaler le contenu sur une ou deux lames
avant la coagulation de 1I’échantillon. Dans ce cas, une deuxiéme ou méme une troisiéme
tentative de ponction est conseillée afin d’obtenir le meilleur échantillon possible (Dunn,

2014 ; Pouletty, 2014).

A : Insertion de I'aiguille ; B : Mouvements de va-et-vient ; C : Retirement de 1’aiguille

Figure 1 : Ponction a I’aiguille fine sans aspiration (Raskin et Meyer, 2010)

1.1.2. Réalisation d’une ponction a I’aiguille fine avec aspiration

Un prélevement par aspiration peut étre utilisé si la ponction avec aiguille démontée

ne permet pas d’obtenir un échantillon suffisamment cellulaire.

La 1ésion est d’abord ponctionnée avec une aiguille fixée a une seringue de 3 a 20 ml,
la taille de la seringue utilisée dépend de la consistance du tissu aspiré, plus le tissu est

moelleux, moins est la taille recommandée (Cowell et Valenciano, 2014).
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Une seringue de 20 ml est genéralement recommandee pour 1’aspiration de tissus plus
fermes composés de cellules exfoliant peu (comme certaines tumeurs mésenchymateuses),
alors qu’une plus petite seringue est recommandée pour ’aspiration de tissus plus fragiles

(Pouletty, 2014).

La masse est stabilisée avec une main tandis que l'aiguille attachée a une seringue est
introduite par 1’autre main dans le centre de la masse. Une fois le tissu pénétré, une pression
négative est exercée a plusieurs reprises en retirant le piston jusqu’au 3/4 du volume de la

seringue pour favoriser le détachement cellulaire.

L'aiguille est redirigée a plusieurs directions alors que la pression négative est
maintenue. Avant que l'aiguille soit retirée de la masse, le piston est libéré, soulageant la
pression négative sur la seringue [Figure 2] (Cowell et VValenciano, 2014).

Une pression négative excessive doit étre évitée pour ne pas rompre les vaisseaux

environnants et ainsi causer une contamination sanguine périphérique.

Comme pour la méthode sans aspiration, il est recommandé de changer 1’orientation
de I’aiguille dans le but d’obtenir un échantillon représentatif de la 1ésion (Raskin et Meyer,
2010).

Aprés avoir échantillonné plusieurs zones, la pression négative est libérée, et l'aiguille

est retirée de la masse et de peau (Cowell et VValenciano, 2014).

Cette technique peut étre modifiée en fixant une tubulure flexible entre 1’aiguille et la

seringue pour permettre une meilleure manipulation.

L’utilisation d’une courte tubulure permet un meilleur contréle de 1’aiguille durant la

ponction cytologique (Dunn, 2014 ; Pouletty, 2014).

Si une lésion est remplie de fluide, ’aspiration a ’aiguille fine est la méthode de
prélevement la plus appropriée. Un frottis direct du fluide doit étre fait de telle sorte que la

cellularité de 1’échantillon peut étre estimée a partir de la lame de microscope.

L'échantillon peut egalement étre centrifugé, le surnageant éliminé et le culot cellulaire

¢talé sur une autre lame pour 1’examen microscopique (MacNeill, 2011).
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A : Introduction de l'aiguille dans la masse ; B : Exertion d’une pression négative sur la

seringue en retirant rapidement le piston ; C : Libération du piston et retirement de 1’aiguille

Figure 2 : Cytoponction a I’aiguille fine avec aspiration & partir d'une masse solide
(Cowell et Valenciano, 2014)

1.2. Préparation d’une lame
1.2.1. Etalement

Apres avoir effectuer le prélévement, oter I’aiguille de la seringue, aspirer de 1’air dans
la seringue, replacer 1’aiguille sur la seringue, pousser le piston de fagon a ce que I’air pulsé
passe par le fit de 1’aiguille pour que le matériel cellulaire qu’il contient s’extirpe et tombe au

centre d’une lame bien propre et dégraissée a 1’alcool (Rubiales, 2009).

La goutte formée doit avoir la taille d’une téte d’épingle. Si elle est trop petite, les
cellules pourraient se rompre lors de 1’étalage et si elle est trop grosse, il devient difficile

d’étaler finement les cellules sur la lame (Baker et Lumsden, 2001).

Ensuite, on doit etaler cette goutte sur la lame. Le but est de préparer une couche

mince de cellules sans les rompre (Cowell et VValenciano, 2014).
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=  Technique "'d'étirement vers l'arriere suivi d'un étalement vers l'avant' :

Méthode identique a celle utilisée pour le sang.

La lame mobile est placée a la surface de la lame fixe en formant un angle d'environ
30 a 45 degrés. Cette lame est tirée en arriére jusqu'a I'extrémité du matériel aspiré ce qui
permet aux cellules et liquide de s'étaler latéralement par capillarité. Dés que les cellules et
liquide ont atteint la moitié ou les 2/3 de la largeur de la lame fixe, la lame mobile est avancée
d'un mouvement rapide et régulier pour étaler les cellules en fine couche [Figure 3] (Cowell
et Valenciano, 2014).
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A : La lame mobile est placée a la surface de la lame fixe en formant un angle d'environ 30 &
45 degrés ; B : La lame mobile est tirée en arriére jusqu'a I'extrémité du matériel aspiré ;

C, D : La lame mobile est avancée d'un mouvement rapide et régulier vers 1’avant

Figure 3 : Technique "'d'étirement vers I'arriére suivi d'un étalement vers I'avant"
(Cowell et Valenciano, 2014)

=  Technique "d'écrasement ou de séparation'" :

Cette technique est recommandée lorsque la texture du prélévement empéche une
distribution uniforme des cellules (mucine en quantité important, présence de petites

particules tissulaires).
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Placer deux lames perpendiculairement I'une sur l'autre de telle sorte que seul le poids
de la lame supérieure écrase les cellules lorsque les deux lames sont séparées en utilisant la
force horizontale. Si I'étalement est mauvais, il faut alors ajouter une légere pression verticale

pendant la séparation des lames [Figure 4] (Cowell et VValenciano, 2014).
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A : Une goutte du prélévement est placée au milieu de la lame fixe ; B : Une deuxiéme lame est placée
perpendiculairement a la premiére ; C : Tirer la lame mobile sans avoir exercer des forces verticales ;

D : La lame fixe préte

Figure 4 : Technique ""d'écrasement ou de séparation' (Cowell et Valenciano, 2014)

Une ou plusieurs lames peuvent étre réalisées en fonction de la quantité récoltée. Il est
conseillé d’effectuer au moins trois étalements pour avoir les meilleures chances d’en avoir un

correct et de permettre plusieurs colorations si besoin (Kuchler, 2002).

1.2.2. Fixation et coloration
1.2.2.1. Fixation

La fixation est réalisée en laissant les lames sécher a ’air par agitation manuelle ou
avec un séchoir a cheveux (air froid). Le séchage doit étre effectué rapidement pour obtenir
des détails cytoplasmiques et nucléaires optimaux. Les prélévements doivent étre préservés de

toute vapeur de formol qui génére des sous colorations séveres (Raskin et Meyer, 2010).
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Certaines colorations nécessitent une « fixation humide » avec de 1’éthanol comme le

colorant de Papaniclaou, les colorants bichromes ou trichromes (Baker et Lumsden, 2001).

1.2.2.2. Colorations

Une ou plusieurs colorations peuvent étre faites, on doit toujours conserver quelques
lames non colorées en cas ou il serait nécessaire d’effectuer des colorations spécifiques ou des

Immunomarquages.

1.2.2.2.1. Coloration de Romanowsky

C’est la coloration la plus souvent utilisée en cytologie de routine. Elle comprend
plusieurs colorations dont celle de Wright, de Giemsa, de Wright-Giemsa, de May-
Grindwald-Giemsa (MGG) ainsi que des colorations rapides développées pour étre utilisées
en clinique (Baker et Lumsden, 2001). Ce sont des colorations a base d’alcool a utiliser sur
des cellules séchées a 1’air. Les propriétés tinctoriales varient considérablement entre les

différentes colorations de Romanowsky.

Coloration de May-Grinwald & Giemsa (M.G.G.)

C’est la coloration de base en hématologie et en cytopathologie vétérinaires. La
méthode consiste a faire agir successivement deux colorants neutres. Le mélange de May-
Grlnwald (éosinate de bleu de méthyléne) colore les structures basophiles en bleu (noyaux et
certaines granulations cytoplasmiques) et les structures acidophiles en rouge tandis que le
colorant de Giemsa (€osinate d’azur de méthyléne) renforce la coloration des structures
acidophiles et colore les granulations métachromatiques. Le temps de réalisation de cette

méthode est d’environ 20 minutes.

Le frottis doit d’abord étre recouvert par le May-Grunwald non dilué pendant
4 minutes. L’exces de colorant est éliminé par égouttage et ringcage rapide a 1’eau courante.
Enfin, la lame est immergée dans un bain de Giemsa R (dilué extemporanément au 1/20°™)

pendant 16 minutes puis rincée a I’eau courante.
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1.2.2.2.2. Colorations bichromes et trichromes

Ces colorations sont appliquées sur des cellules qui ont immédiatement subi une
fixation humide. La coloration de Papanicolaou n’est pas utilisée couramment en médecine
vétérinaire car elle demande une préparation plus longue, elle est plus compliquée que la
coloration MGG (Fournel et coll., 1994) et elle ne permet pas d’évaluer les caractéristiques

tinctoriales du cytoplasme.

En revanche, elle accentue les détails nucléaires et permet de détecter précocement les
aberrations morphologiques indiquant une dysplasie ou une néoplasie (Raskin et Meyer,
2010).

Notons qu’en cytopathologie humaine, on utilise plutdt en routine les colorations de

Papanicolaou ou I’H.E. (Cordonnier et coll., 2012).

1.2.2.2.3. Colorations spéciales

Si la coloration de May-Griinwald & Giemsa n’a pas permis d’établir un diagnostic,
on peut avoir recours a des colorations spéciales. On peut appliquer aux prelévements
cytopathologiques les colorations d’histochimie ou d’autres colorations (comme par exemple

le Bleu de Crésyl Brillant pour mettre en évidence les réticulocytes).

1.3. Principes d’interprétations
1.3.1. Appréciation de la qualité du prélévement et du fond du frottis

Tout d’abord, il faut observer au faible grossissement (grossissementX100, objectif
10) pour évaluer la qualité des prélevements et leur représentativité. On balaye toutes les

lames, sur toute leur surface.

On note la cellularité des echantillons, I’intégrité ou non des cellules et de leur
cytoplasme, s’il y a des noyaux nus (cellules sans cytoplasme), si les cellules sont écrasées ou
artéfactuellement étirées, si elles sont dispersées ou groupées, s’il existe ou non une
hémodilution, si au sein des éventuels groupements la densité cellulaire permet ou non une

analyse fine a I’échelon cellulaire (si 1’étalement n’est pas trop épais).
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Un mauvais prélévement pourra étre hémodilué, sans cellules, ou avec trop de cellules
entassées ou abimées ou avec trop de globules lipidiques ou trop de mucus. On vérifie
également la qualité de la coloration et la normalité des affinités tinctoriales (Rubiales, 2009).

1.3.2. Démarche diagnostique

Le mateériel cellulaire obtenu par une cytoponction ne donnera pas une représentation
de P’architecture du tissu d’origine et l’identification et la caractérisation des cellules

examinees ne seront pas toujours évidentes.

Néanmoins, la cytologie permet souvent une analyse plus fine et détaillée a I’échelon
cellulaire, ce qui permet au cytopathologiste une démarche diagnostique comportant 3 étapes

principales :

*diagnostic de tumeur
*diagnostic de I’histogenése de la tumeur

*diagnostic de bénignité/malignité

1.3.2.1. Diagnostic de tumeur

Déterminé par la présence d’un monomorphisme non inflammatoire d’une population

cellulaire (Rubiales, 2009).
Il existe cependant certaines exceptions qu’on appelle : « les tumeurs polymorphes » :
- les mastocytomes (mastocytes et polynucléaires éosinophiles),

-les tumeurs ulcérées et surinfectées (cellules tumorales et polynucléaires

neutrophiles),
- ’histiocytome en voie de rejet (histiocytes et lymphocytes),

- hitiocytome fibreux malin (hitiocytes et fibroblastes).

10
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Dans cette étape, le cytopathologiste ne doit pas tomber dans les pieges de la

cytologie, il faut bien connaitre les limites de cette technique, a savoir :

- une tumeur est souvent limitée par une inflammation (inflammation péritumorale) : si
les ponctions effectuées n’atteignent pas la tumeur mais sont faites dans ces aires
inflammatoires, on aura des résultats faussement négatifs d’un processus inflammatoire alors

qu’il s’agit d’un phénoméne néoplasique,

- certaines tumeurs présentent un centre nécrotique (histicytome fibreux malin,
carcinomes bronchiques, grandes tumeurs a croissance rapide) dont la ponction peut donner

des résultats faussement négatifs.

Dans certaines tumeurs a centre kystique (tumeurs basocellulaires félines) les cellules
cancéreuses ne sont présentes qu’au niveau de la paroi des kystes, difficilement accessibles a
la ponction. En contrepartie, il existe certains granulomes inflammatoires monomorphes
pouvant mimer un processus tumoral, et certaines cellules inflammatoires, notamment les
macrophages réactifs et les fibroblastes pouvant présenter des altérations qui simulent une
néoplasie (Mangnol et Marchal, 1998).

1.3.2.2. Diagnostic de I’histogenése de la tumeur
1.3.2.2.1. Examen du fond du frottis

Certains criteres permettent au cytologiste de classer la tumeur parmi I’un des 3 grands

groupes : tumeurs mésenchymateuses, tumeurs épithéliales ou tumeurs a cellules rondes.

1.3.2.2.1.1. Tumeurs a cellules rondes

Les cellules sont isolées. Elles sont plus ou moins rondes, bien étalées, de taille petite
a moyenne. Elles sont abondantes. Si elles forment des amas, ils sont peu cohésifs. 1l apparait
indispensable de repérer s’il existe ou non des granulations cytoplasmiques et quelle est leur

couleur.

Exemples : mastocytomes [Figure 5], lymphomes, plasmocytomes extra-medullaires,
histiocytome cutané canin, sarcome de Sticker, histiocytosarcome, histiocytose maligne
(Rubiales, 2009).

11
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Figure 5 : Tumeur a cellules rondes : on note que les cellules sont isolées, bien étalees,

plus ou moins rondes (mastocytome canin, Hémalun Eosine, GX100) (Rubiales, 2009)

1.3.2.2.1.2. Tumeurs épithéliales

Les cellules épithéliales sont jointives et forment des amas cohésifs bien organisés.
Leur cellularité est élevée. Elles sont en général de grande taille, ont une forme ronde ou

polyédrique et un cytoplasme bien délimité [Figure 6] (Rubiales, 2009).

Figure 6 : Archétype de la cellule épithéliale : Notez la grande cellule au noyau rond
central nettement uni-nucléolé et a cytoplasme rond a anguleux, plus ou moins
géométrique a bords nets (Hémalun Eosine, GX1000) (Rubiales, 2009)

12



Premiére Partie : L’examen cytologique en oncologie canine

1.3.2.2.1.3. Tumeurs mesenchymateuses

Les frottis sont peu cellulaires, présentent des cellules de taille variable, souvent
isolées, a noyau et a cytoplasme plus ou moins fusiformes ou a cytoplasme étoilé. Les
contours cytoplasmiques sont flous, mal délimités. Elles sont plus ou moins regroupées en
amas étirés, peu organisés, le long d’axes multidirectionnels et parfois associées a une trame

fibrillaire acidophile intercellulaire, plus ou moins abondante [Figure 7].

Exemple : sarcomes du complexe tumoral.
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Figure 7 : Tumeur mésenchymateuse : rares amas cellulaires, mal organisés, agencés en
vagues multidirectionnelles, dit agencement « storiforme » (Hémalun Eosine, GX100,

sarcome a cellules fusiformes, chien) (Rubiales, 2009)
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Le tableau suivant [Tableau 1] résume les principaux criteres de chaque groupe des

tumeurs:

Tableau I : Classification d'une tumeur : épithéliale, mésenchymateuse ou a cellule
ronde (Mangnol et Marchal, 1998)

Criteres simplifiés

Origine cellulaire

Cellule épithéliale

Cellule mésenchymateuse

Cellule ronde

Cellularité

Elevée

Faible a modérée

Elevée

Constructions

Cellules isolées

Cellules isolées et/ou

Cellules isolées

tissulaires et/ou agrégats a agrégats a cellules non
cellules jointives | jointives
Forme cellulaire Ronde a Fusiforme Ronde ou ovale
polyédrique
Limites cellulaires Bords nets Bords flous Bords nets
Différenciations
(vacuoles, + + ++
granulations)
Basophilie Oui Variable Oui pour les
cytoplasmique tumeurs
lymphoides
Produit de sécrétion | Parfois Souvent Non

autour des cellules
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1.3.2.2.2. Appréciation des détails cytologiques
Les forts grossissements vont permettre d’évaluer les détails cytologiques :
- Rapport nucléo-cytoplasmique éleve, faible
- Taille nucléaire variable, augmentée : anisocytose, macrocytose
- Hyperchromatisme ou euchromatisme nucléaire

- Répartition de la chromatine : distribution en mottes grossieres, finement dispersée et

uniforme, grenue, réticulée...
- Hyperchromatose marginale (irrégularité et épaississement de la bordure nucléaire)
- Nombre, taille et répartition des nucléoles
- Noyaux multiples, polylobés, a contours réguliers ou irréguliers (indentés)

- Cytoplasme : taille (variation de taille: anisocytose); couleur: basophile,
éosinophile ; extension et forme : en couronne, polaire, excentré ; contenu : vacuolisé (grosses
vacuoles en bague a chaton, petit espace clair archoplasmique juxtanucléaire, cytoplasme
ballonnisé et distendu par des lipides), présence de granulations (pourpracées, rouges,
violacées, acidophiles, gris-noiratres, verdatres, bleutées) et répartition.

- Existence de mitoses : nombre, normales ou asymétriques, multipolaires. ..

L’architecture, le fond du frottis et les détails cytologiques vont conduire au typage
cellulaire : tumeur épithéliale, mésenchymateuse, lymphoide, histiocytaire, mélanique,

adipeuse, mastocytaire, plasmocytaire... [Figure 8] (Rubiales, 2009).
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Population cellulaire monomorphe, non inflammatoire

v

Cellules rondes indépendantes, de taille petite @ moyenne ?

'™

NON

Oui

Tumeurs a cellules rondes

!

Grandes cellules rondes, ovales ou polygonales ayant tendance a former des amas trés cohésifs ?

N

NON

Oul

!

- Tumeurs epithéliales

Cellules fusiformes isolées ou regroupées en paquets non organisés ?

NON

W

Oul

Tumeurs mésenchymateuses
Sarcomes a cellules fusiformes

Cellules globuleuses, isolées ou jointives, a contenu cytoplasmique lipidique?

NON

N

Oul

— | Lipomes, liposarcomes

Impossible a définir ?
Cellules fusiformes ou rondes, isolées ou groupées ?

A 4

Oul

v

Pigments cytoplasmiques bruns-noirs ou bruns-verdatres ?

NON

N

Oul

v

Tumeurs mélaniques
bénignes, malignes

Type tumoral non identifié, évaluer malignité, envisager examen histologique sur biopsie
Ou piéce d’exérése pour identification et si nécessaire immunohistochimie

Figure 8 : Algorithme d’aide a I’évaluation des cytoponctions des tumeurs cutanées ou sous-

cutanées (Rubiales, 2009)
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1.3.2.3. Diagnostic de bénignité/malignité

En cytologie, il n’existe pas de critere de malignité absolu, hormis la mise en évidence
de cellules métastatiques, étrangéres au tissu cytoponctionné.

Toutefois, on repére des criteres de malignité :
e A l’échelon de la population cellulaire :

- Hypercellularité (pour les sarcomes surtout)

- Amas irréguliers tridimensionnels

- Pléomorphisme élevé

Figure 9 : Pléomorphisme cellulaire (carcinome chien) : notez la variabilité de la taille et
de la forme critéres de malignité cellulaire (Wight-Giemsa 1000x) (Raskin et Meyer, 2010)

e A 1’échelon de la cellule :

= Critéres nucléaires :
- Rapport nucléo-cytoplasmique élevé
- Noyau volumineux (macrocaryose)

- Noyaux de taille variable (anisocaryose) au sein de la population cellulaire ou au sein

d’une méme cellule plurinucléée
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- Hyperchromatisme nucléaire

- Chromatine distribuée irrégulierement et grossiére

- Epaississement et irrégularité de la bordure nucléaire
- Multinucléolation ou macronucléole proéminent

- Nucléoles volumineux

- Nucléoles de taille variable

- Nucléoles a contours anguleux, en carte de géographie
- Multinucléation

- « téléscopage nucléaire » : les noyaux d’une méme cellule ou de deux cellules
voisines se déforment, se surimpriment, s’entrechoquent ou se renfoncent mutuellement

(« nuclear molding »)

- Mitoses nombreuses ou atypiques

Figure 10 : Anisocytose, anisocaryose (adénocarcnome chien) : Notez la variation du
rapport nucléo-cytoplasmique, I’anisocaryose, la binucléation et 1’aspect grossier de la
chromatine (May-Grinwald Giemsa 400x) (Raskin et Meyer, 2010)
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= Criteres cytoplasmiques :
- Hyperbasophilie cytoplasmique
- Perte des grains de sécrétion
- Augmentation de la vacuolisation

On s’appuiera principalement sur les critéres nucléaires a 1’échelon cellulaire, qui sont

considérés comme les plus fiables.
e Gradation :

- La détection de 3 criteres nucléaires de malignité ou plus, dans une grande

proportion de cellules tumorales, sera fortement en faveur d’une tumeur maligne.

- L’identification de 1 a 3 criteres nucléaires de malignité chez certaines cellules
pourra correspondre soit & une tumeur bénigne, soit a une tumeur maligne et I’on devra avoir
recours a un controle histologique sur pi¢ce tissulaire biopsique ou d’exérése chirurgicale

pour avancer dans le diagnostic tumoral.

- Si aucun critere nucléaire de malignité n’est reconnu ou si quelques cellules

expriment au plus 1 critere, la lésion est probablement bénigne.

Attention, certaines tumeurs malignes n’expriment pas ou peu de critéres cytologiques

de malignité (exemple : adénocarcinome des glandes murales du sac anal) (Rubiales, 2009).

Un tissu avec de nombreux critéres de malignité peut étre considéré comme malin. En
revanche, un tissu avec peu de modifications cytologique ne peut pas étre considéré comme

bénin. « Bénin » est un diagnostic histologique et non cytologique.

Le cytopathologiste ne peut conclure avec certitude en la malignité d’une tumeur que
lorsqu’il diagnostique une tumeur étant forcément maligne (lymphome) ou lorsqu’il met en
évidence un phénoméne métastatique dans le cadre d’un bilan d’extension (Mangnol et coll.,

1998).
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1.4. Efficacité diagnostique de I’examen cytologique des cytoponctions de

masses cutanées et sous-cutanées
1.4.1. Données générales

Une étude a éte faite par Wurm et coll. : pour 64 tumeurs ils ont comparés les résultats
des diagnostics cytologiques et histologiques. 89% de ces tumeurs ont été révélées par la
cytologie (Wurm et coll., 1993).

La méme étude a été réalisée sur 43 néoplasmes cutanes : 36 d’entre elles ont données

des résultats positives a I’examen cytologique. Soit 83,7% des cas (Bielecki et coll., 1997).

1.4.2. Données spécifiques
1.4.2.1. Cas des tumeurs épithéliales

Ils sont caractériseés par leurs dispositions en amas et par des critéres de malignité bien

marqueés.

Les cellules sébacees ou kératinisées sont faciles a distinguer par contre il est parfois
difficile de typer les autres cellules, d’ou I’utilisation fréquente d’un terme générique :

adénome, adénocarcinome (Joland, 1990).

1.4.2.2. Cas des tumeurs conjonctives
Caractérisés par une cellularité faible et d’une variabilit¢ morphologique des cellules.

Le diagnostic cytologique est souvent performant dans les cas des lipomes, des
ostéosarcomes, fibrohistiocytomes ou mélanomes bien différenciés, il est beaucoup plus
délicat concernant les tumeurs telles que les chondrosarcomes et les mélanomes malins

achromiques.

Dans le cas de tumeurs a cellules fusiformes, la cytologie permet généralement de
déterminer le degré de malignité de la tumeur mais ne parvient généralement pas a déterminer
le sous-type cellulaire, le cytopathologiste doit avoir recours a un immunomarquage (Joland,
1990).
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1.4.2.3. Cas des tumeurs a cellules rondes

L’examen cytologique est généralement fiable et souvent précis : le type cellulaire est
trés fréquemment suspecté. N’empéche que, dans certains cas, une analyse histologique ou

une étude immunocytochimique doit compléter I’examen cytomorphologique (Cast, 1994).

1.4.2.4. Cas particuliers des tumeurs mammaires

Une étude, menée en 1986, par Allen et coll., a tenté de définir la validité des
différents critéres cytologiques. Il s’agit d’'une comparaison des résultats histologiques et
cytologiques (de 2 cytologistes différents) de 75 prélévements effectués sur 33 chiennes

atteintes de tumeurs mammaires. Les cytologies douteuses n’ont pas été prises en compte.

Les résultats obtenus par les 2 différents cytologistes de 1’étude sont reportés dans le

tableau 2 :

Tableau 11 : Comparaison de la fiabilité diagnostique de ’examen cytologique dans le

cas de tumeurs mammaires chez la chienne faites par 2 cytologistes (Allen et coll., 1986)

Cytologiste 1 Cytologiste 2

Faux positifs 3% 0%

Faux négatifs 22% 36%
Sensibilite 25% 17%
Spécificite 62% 49%
Valeur prédictive positive 90% 100%
Valeur prédictive négative 75% 59%
Valeur diagnostique 79% 66%

La valeur diagnostique et la valeur prédictive positive semblent significatives.
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Cependant, il faut noter que les auteurs ont exclu, de leurs calculs, les cytologies non
concluantes. Si on tient compte de ces valeurs, la valeur diagnostique chute a 44% pour le

cytologiste 1 et 33% pour le cytologiste 2 dans 1’étude menée par Allen et coll.

Ces ¢tudes montrent donc qu’il est difficile d’établir un diagnostic et un pronostic

fiable avec la cytologie pour les cancers mammaires de la chienne (Allen et coll., 1986).

En effet, certaines tumeurs mammaires sont des tumeurs mammaires hétérogenes,
mélant plusieurs contingents cellulaires de malignité variable. Des erreurs par défaut sont
alors possibles si les cytoponctions sont peu représentatives de 1’ensemble de la tumeur. Des
erreurs par exces sont également possibles : en effet, il peut exister au sein de la tumeur de
nombreuses cellules dysplasiques, parfois trés atypiques, dont I’aspect est similaire a celui de

cellules malignes.

L’examen cytologique, seul, ne suffit donc pas. Pour améliorer les wvaleurs
diagnostique et pronostique, il apparait nécessaire de la coupler a d’autres techniques

(Magnol et coll., 1998).

1.4.2.5. Cas particulier des tumeurs périnéales

Représentés majoritairement par les adénomes des glandes périanales (aussi appelés
circumanalomes). Ce sont des néoplasies trés fréquentes et représentent la majorité des
tumeurs périanales canines (58-96%).

La cytologie joue un role important pour déterminer I’origine de la Iésion (glandes
anales, mastocytes, tissu de soutien, ...) et peut méme permettre de connaitre le degré de

malignité dans certains cas.

Les tumeurs des glandes périanales ont une apparence caractéristique a la cytologie, et
peuvent, avec 1’expérience, étre différenciées des tumeurs des glandes apocrines des sacs
anaux [Figure 11]. En cas de tumeur des glandes périanales, les cellules apparaissent

cohésives et ressemblent a des hépatocytes [Figure 12] (Crespo, 2015).
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AR
Figure 11 : Carcinome des glandes apocrines du sac anal : Notez I’aspect en grappes des

cellules, la quantité modérée de cytoplasme basophile péle et la variabilité du rapport nucléo-

cytoplasmique (May-Griunwald Giemsa 400x) (Dunn, 2014)

Figure 12 : Cytologie d’une ponction-aspiration a I’aiguille fine d’une tumeur périanale.
Notez la présence d’un amas de cellules polygonales. Les cellules ont un aspect hépatoide
avec une grande quantité de cytoplasme mousseux, un noyau arrondi, et un ou plusieurs
nucléoles proéminents. (May-Grinwald Giemsa 1000x) (Crespo, 2015)
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2. Cytoponctions des neeuds lymphatiques

La cytoponction ganglionnaire est un examen complémentaire facile, rapide, fiable et
justifié devant toute adénopathie suspecte (Carter et coll., 1987 ; Delverdier et coll., 1988 ;
Teske et coll., 1994a ; Fournel et coll., 1997a). Elle est indiquée pour le dépistage des

lymphomes malins et des métastases ganglionnaires.

2.1. Technique de prélevement

Elle est identique a celle utilisée pour les tumeurs cutanées et sous-cutanées,

cependant certaines précautions sont particulierement importantes :

- Utiliser une aiguille de petit calibre (5 ou 6/10°™ de mm) car la cellularité des

adénogrammes est toujours élevée

- Ne pas écraser les cellules lymphoides lors de 1’étalement car elles sont tres fragiles

et se réduisent facilement a des noyaux nus, non interprétables

- Réaliser plusieurs ponctions sur un méme ganglion, en diverses directions et diverses
profondeurs, de fagon a obtenir un échantillon représentatif de la population ganglionnaire
globale

- Lors de polyadénomégalie, ponctionner au moins 2 ganglions, en évitant dans la
mesure du possible des ganglions faisant 1’objet de stimulations antigéniques répétées tels les

nceuds lymphatiques drainant la cavité buccale
- Ponctionner la ou les tumeurs voisines si une ou plusieurs sont présentes

- Les metastases débutantes de localisent préférentiellement dans le sinus
périphérique, sous-capsulaire, il faut donc réaliser quelques préléevements superficiels lors de
la ponction du ganglion (Fournel et coll., 1994 ; Magnol et coll., 1998).

2.2. Applications, intéréts et limites
2.2.1. Adénogrammes et dépistage de metastases ganglionnaires

Un ganglion hypertrophié ne signifie pas forcément la présence de métastases, ceci
peut étre le résultat d’une hyperplasie secondaire a un processus inflammatoire péri-tumoral

et/ou a un processus nécrotique intra-tumoral. Inversement, la présence de métastases
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ganglionnaires ne se traduit pas obligatoirement par une augmentation de la taille du ganglion
(Magnol et coll. 1998).

La cytologie présente un intérét pour différencier un nceud lymphatique réactionnel
d’un nceud lymphatique métastatique. Mais, le praticien doit se souvenir qu’en cas de micro
métastase, la probabilité de prélever des cellules malignes reste faible et qu’en conséquence,
un résultat négatif ne le dispense pas d’enlever le nceud lymphatique lors de la chirurgie et de

le soumettre a I’examen histologique (Magnol et coll., 1998).

Les principaux cancers lymphophiles en pratique sont les carcinomes, les mélanomes
malins, les mastocytomes de grade Il et 111, certains sarcomes, ainsi que les leucémies aigues

my¢loides et I’histiocytose maligne.

Les cellules métastatiques peuvent ne pas ressembler exactement aux cellules de la
tumeur : elles peuvent étre plus anaplasique cytologiquement, peuvent perdre la capacité a
former des amas, ou peuvent présenter un nombre plus élevé de critéres de malignité dans les
cas de métastases avancees, ’adénogramme d’un nceud lymphatique étant complétement
envahit par le néoplasme, sera constitué uniqguement de nappes de cellules cancéreuses sans
aucune population lymphoide résiduelle. Le cytologiste ne pourra pas dans ce cas affirmer

I’origine ganglionnaire du prélévement (Magnol et coll., 1998).

NB : les cellules métastatiques issus d’une tumeur primitive peuvent ne pas
s’implanter dans le premier nceud lymphatique rencontré au cours de leurs trajet au-travers
des voies lymphatiques, mais s’implanter dans un ganglion plus distal d’ou l’intérét de

réaliser de ponctions dans plusieurs nceuds lymphatiques.

La qualit¢ du diagnostic donné par le cytologiste est conditionnée par la
représentativité, la richesse et la qualité de I’échantillon, supposant un bon repérage de la zone

de ponction, un préléevement de qualité et un étalage non excessif.

2.2.2. Adénogrammes et lymphomes

Dans le cadre de 1’é¢tude des lymphomes malins canins, 1’adénogramme permet une
approche diagnostique satisfaisante et une classification morphologique proche de celle

obtenue aprés examen histologique.

La différence fondamentale entre cytologie et histologie est I’impossibilité pour la

cytologie d’identifier le caractére architectural (folliculaire ou diffus) des lymphomes. Ce
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critere peut étre important pour le pronostic. En effet, les lymphomes folliculaires sont de
moindre malignité que les lymphomes diffus. Cependant, il y a peu de lymphome folliculaire
chez le chien (0 a 6% des cas de lymphomes) (Carter et coll., 1987 ; Delverdier et coll.,
1988 ; Teske et coll., 1994a ; Fournel et coll., 1997a).

Dans le cas d’hypertrophie ganglionnaire le cytologiste est appelé a :

- Evaluer les proportions respectives des différentes populations cellulaires et repérer

s’il existe des cellules anormales
- Distinguer entre une adénite, une hyperplasie lymphoide et un lymphome

- S’il s’agit d’un lymphome, il doit le classer pour en déduire le pronostic et la

stratégie thérapeutique correspondante.

2.2.2.1. Distinction entre adénite, hyperplasie lymphoide et lymphome

L’adénite demeure rare dans ’espece canine et présente un diagnostic cytologique
relativement aisé, par contre la distinction entre hyperplasie et lymphome malin pose
effectivement un véritable probléme. On retiendra que les critéres permettant de différencier
I’'un de ’autre seront pour 1’adénite : 1’hétérogénéité de la population, la plasmocytose
massive a plasmocytes matures et normaux, le polymorphisme des blastes regroupés en amas
et mélés a des cellules centrofolliculaires et a des mitoses. Tandis que le monomorphisme de
la population suspecte, la répétition des anomalies cytonucléaires, 1’absence de plasmocytes et
la dispersion des blastes orientera le diagnostic vers un lymphome malin (Fournel et coll.,
1994).

Néanmoins, chez le chien, il s’avére particuliecrement délicat de distinguer entre une

réaction hyperplasique et lymphome malin (LM) dans les cas suivants :
- Hyperplasie des zones T/LM a petites cellules pléomorphes
- Hyperplasie folliculaire/LM a cellules centrofolliculaires débutant
- Hyperplasie immunoblastique/LM immunoblastique
- Cytologie ganglionnaire « normale »/LM lymphocytaire débutant

- Hyperplasie plasmocytaire massive/LM lymphoplasmocytaire, plasmocytome

ganglionnaire, métastase ganglionnaire d’un myélome multiple
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- Hyperplasie des zones marginales massive/LM a moyennes cellules macronucléolées
(Fournel et coll., 1994).

Malgre ces difficultés, la cytologie est un examen fiable, dont le pouvoir diagnostic est

estimé a 90% lorsque 1’échantillon est de bonne qualité (Sapierzynski et Micun, 2009).

2.2.2.2. Classification des lymphomes malins

En médecine humaine, les différentes classifications élaborées au fil du temps visent a
regrouper les lymphomes en entités pathologiques bien définies et homogeénes, afin de
proposer pour chagque sous type un pronostic et prévoir la réponse thérapeutique. Pour
répondre a ces objectifs, les classifications doivent étre reproductibles, se justifier
cliniquement et doivent pouvoir s’adapter a la découverte des nouveaux types de lymphome

qu’il faudra intégrer (Isaacson, 2000).

Chez les animaux et en particulier chez le chien, la classification des lymphomes s’est
appuyée sur les classifications humaines existantes puisque les lymphomes malins canins

présentent des similitudes avec les lymphomes non hodgkiniens humains.

Les classifications des lymphomes malins canins semblent en bien des points
superposables a celles de I’homme mais les lymphomes canins présentent quelques

caractéristiques spécifiques :

- Les lymphomes canins sont exceptionnellement de type folliculaire, et les rares cas
rencontrés ne sont généralement pas de bon pronostic, alors que ce type représente jusqu’a

30% des cas chez I’homme (Fournel et coll., 1997a).

- Les lymphomes de bas grade sont bien moins fréquents que chez I’homme et ne
représentent qu’a peine 30% des cas de lymphomes canins, tous sous-types confondus
(Pastor et coll., 2009).

- Certains sous-types morphologiques sont propres a I’espéce canine et ne sont pas
retrouvés chez I’homme, c’est par exemple le cas des lymphomes a cellules moyennes
macronucléolés ou les lymphomes de haut grade a cellules plasmocytoides (Fournel et coll.,
1997a)

A de nombreuses reprises, les lymphomes canins ont été classés suivant la

classification de Kiel qui se base surtout sur des criteres cytologiques. Selon cette
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classification, la majorité des lymphomes canins sont de haut grade (Delvrier et coll., 1988 ;
Teske et coll., 1994b ; Fournel et coll., 1997a).

Tableau 11 : Répartition classification des lymphomes selon la classification de Kiel
adaptée aux lymphomes canins (Delverdier et coll., 1988 ; Teske et coll., 1994 ; Fournel-
Fleury et coll., 1997a)

Grade Sous-type cellulaire Delverdier | Teske | Fournel
(n=52) (n=95) (n=92)

Mycosis fongoides
Lymphocytaire
Lymphoplasmocytaire/cytoide
Variante cellules claires

Bas grade Variante type centrocytaire 26,92% 29,5% 26,1%
Variante type prolymphocytaire
Centrocytaire
Centrocytocentrobastique

Cellules moyennes macronucléolées

Centroblastiqgue monomorphe
Centroblastique polymorphe
Immunoblastique
Lymphoblastique

Petites cellules inclassables
Haut grade . 73,08% 70,5% 73,9%
Type Burkitt
Plasmocytoides
Pléomorphes mixte

Pléomorphes a grandes cellules

Grandes cellules anaplasiques

Une classification de Kiel actualisée apparait pour 1’instant comme la plus adaptée au
modele canin, car elle se base sur la morphologie, I’immunophénotype et la cellule d’origine
pour classer les lymphomes. La cytologie prend une place importante dans cette classification,

permettant une subdivision plus fine des lymphomes et ayant I’avantage d’étre bien
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développée et facilement applicable en médecine canine. Depuis 2004, une étape a été
franchie car il a clairement été montré que cette classification a un réel intérét concernant le

pronostic (Ponce et coll., 2004).

En effet, sous chimiothérapie, les lymphomes B et T présentent des durées de survie
significativement différentes, de plus cette étude montre clairement des différences
significatives de pronostic entre les différentes sous types. Ceci justifie ainsi ’utilisation, en

pratique, d’une classification clinique comme chez I’homme (Ponce et coll., 2004).

Le manque d’outils de biologie moléculaire chez le chien n’autorise pas encore une
précision dans la classification des lymphomes malins comme chez 1’homme. Néanmoins,
I’avancée réalisée ces dernicres années a permis de collecter des données cliniques permettant
de fonder la classification des lymphomes canins selon des criteres clinico-morphologiques. A
présent 1’évolution vers une classification qui fait intégrer dans un premier temps davantage
de données cliniques, puis progressivement des données genétiques et moléculaires est en

cours.

3. Cytoponctions échoguidées
3.1. Repérage du site et préparation
3.1.1. Repérage du site

Le site de prélévement est repéré dans un premier temps par un examen échographique
classique. La sonde doit étre placée de facon que le trajet de 1’aiguille soit le plus court

possible, que son insertion dans 1’organe soit facile et surtout, qu’il n’y ait pas d’organe

interposé (Mai, 2001).

3.1.2. Préparation du site

La zone correspondant au lieu de prélevement est nettoyée et désinfectée

chirurgicalement a 1’aide d’alcool et de solutions iodées (Mai, 2001).

Il est préférable de limiter 1’'utilisation de gel échographique qui peut générer des
artéfacts cytologiques s’il se dépose accidentellement sur les prélevements (Menard et

Papageorges, 1995).
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On peut utiliser I’alcool comme agent de contact au lieu du gel (Cowell et
Valenciano, 2014).

3.2. Ponction
3.2.1. Matériel utilisé

Une sonde sectorielle ou linéaire peut étre employée pour effectuer 1’échographie. La
sonde linéaire est préférable lorsque la lésion est trés superficielle car la sonde sectorielle

engendre des artéfacts de champ proche néfastes pour I’image (Mai, 2001).

Le gel échographique est retiré car il peut générer des artéfacts cytologiques s’il se

dépose accidentellement sur le prélevement (Mai, 2001).

Le prélévement peut étre réalisé avec (Besso, 1996) ou sans guide (Menard et
Papageorges, 1995). Ce guide est une piece mécanique qui se fixe sur la sonde de
I’échographe et contient un conduit de quelques millimetres de diametre permettant le passage
de I’aiguille. Une longueur de conduit de 2 a 3 cm est nécessaire pour assurer la constance de
la trajectoire de 1’aiguille. Le trajet théorique de 1’aiguille est alors matérialisé par une droite
en pointillés sur 1’écran de 1’échographe, ce qui facilite la visualisation de 1’aiguille. Des

aiguilles fines de 20 a 22G sont utilisées (Besso, 1996)
Des aiguilles spinales biseautées peuvent aussi étre utilisées (Wood et coll., 1998).

L’aiguille est connectée directement a une seringue stérile de 10 ml ou elle peut étre

connectée a une tubulure elle-méme connectée a une seringue stérile (Mai, 2001).

3.2.2. Différentes techniques
3.2.2.1. Cytoponction avec guide

Lors de prélevement avec guide, 1’aiguille se trouvant obligatoirement dans le plan de
coupe ultrasonore de la sonde, sa visualisation est aisée. Cependant, ce guide peut limiter
I’accessibilité a la 1ésion dans certaines circonstances (en raison de 1’encombrement de la

piéce et de la faible latitude de mouvement autorisee) [Photo 1].
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Photo 1 : Cytoponction sous guidance échographique avec guide (Raskin et Meyer,
2010)

3.2.2.2. Cytoponction sans guide

Cette technique autorise un plus grand choix de voies d’abord et semble limiter les

lacérations tissulaires [Photo 2] (Pennick et Finn-bodner, 1998).

L’aiguille peut étre introduite a une distance variable de la sonde mais la visualisation

de celle-ci est maximale lorsqu’elle se rapproche de la perpendiculaire a la sonde.

La plupart des cytoponctions se faisant a main levée, 1’aiguille est enfoncée a travers
la peau en direction de la zone visée, en essayant de la maintenir le plus obliqguement possible
au faisceau ultrasonore. Afin de faciliter le repérage de I’aiguille sur 1’écran, différentes

astuces peuvent étre utilisées :

- Le biseau doit étre dirigé vers le haut (en effet, son angulation le rend

particulierement visible)

- Le manipulateur peut effectuer de petits mouvements d’avant en arriére avec

’aiguille
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- Avant de pénétrer la peau, le fait de remplir le corps de la seringue d’air et de le vider
plusieurs fois de suite permet de faire rentrer un peu d’air dans 1’aiguille, ce qui facilite sa

visualisation

- Eventuellement, il est possible d’injecter de petites quantités d’air ou de liquide (le
liquide sera préféré a 1’air car ce dernier génére des artéfacts génants pour la suite des

opérations) (Smith, 1989 ; Menard et Papageorges, 1995 ; Saunders, 1996).

Certains auteurs utilisent une aiguille directement montée sur la seringue (Wood et
coll., 1998 ; Mai, 2001).

D’autres préférent intercaler une tubulure entre 1’aiguille et la seringue estimant que la
manipulation est alors plus facile et précise (Papageorges et coll., 1988 ; Menard et
Papageorges, 1997).

Photo 2 : Cytoponction sous guidance échographique sans guide (Raskin et Meyer, 2010)

3.3. Applications pratiques et efficacité diagnostique
3.3.1. Données générales

Certains études, en humaine ainsi d’en médecine vétérinaire, ont cherché a démontrer

la fiabilité des cytoponctions échoguidées.
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En ce qui concerne les tumeurs, la littérature humaine rapporte une efficacité de 82 a
91% pour détecter une tumeur grace a une cytoponction (Menard et coll., 1986 ;
Papageorges et coll., 1988). Dans le domaine vétérinaire, une étude sur 102 cas (Menard et
coll., 1986) a révélé une réussite de 69%, avec un taux de faux positifs de 1’ordre de 1%. En
particulier, il semblerait qu’il y ait une bonne corrélation entre les résultats cytologiques et

histologiques lors de lymphome (Teske et Van Heerde, 1996).

Une étude portant sur 70 cas chez des carnivores, a abouti a une corrélation cytologie-
biopsie de 84,3%. Il y avait 15,7% de faux négtifs. Ces erreurs s’expliquent par une pauvreté
cellulaire lors du prélevement, ou bien par la réaction inflammatoire qui entoure la tumeur.
(Léveillée et coll., 1993).

3.3.2. Exemples d’organes
3.3.2.1. Tube digestif

Une étude menée par Crystal et coll. pour rechercher la fiabilité des cytoponctions
échoguidées dans le tube digestif, en comparant leurs résultats obtenus avec les résultats
histologiques. Leur diagnostic était correct dans 4 cas sur 10 soit dans 40% des cas (Crystal
et coll., 1993).

En médecine humaine au contraire, la méme étude a été réalisée sur 128 patients. Les
128 procédures de cytoponction échoguidée ont donnés 115 résultats conformes a I’histologie
soit une fiabilité de 89,9% (Pedersen et coll., 1984).

Pennick et coll.ont rapporté les conclusions de cytoponctions et des biopsies realises

sur 22 chats ayant un lymphome. La sensibilité de la cytoponction était de 90%.

Au cours de la méme étude, une Iésion maligne était identifiée comme telle dans 5 cas
sur 7, et il semblait que les lésions stomacales soient plus facilement diagnostiquées (sachant
gue 4 estomacs sur 5 étaient envahis par un processus lymphomateux). Ces auteurs ont donc

conclu a une assez grande facilité de diagnostiquer un lymphome digestif par cytoponction.

Ils ont également abouti a la conclusion que 1’épaisseur de 1ésion n’est pas un facteur
conditionnant la réussite puisque les 1ésions de I’intestin gréle étaient en général bien plus
épaisses que celles de I’estomac, et ont pourtant donné de moins bons résultats (Pennick et
coll., 1994).
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3.3.2.2. Foie

Une étude sur 307 cas a montré que, lors de cytoponction du foie, un résultat est
obtenu dans 95% des cas. Cependant, ces chiffres n’ont pas été confirmés par des biopsies

(Ménard et Papageorges, 1996).

Dans une autre étude menée sur 20 cas, Kristensen et coll. ont obtenu un diagnostic
cytologique pour 16 cas soit 80%, mais ces résultats n’ont été confirmés par la biopsie que
pour deux d’entre eux : ces 2 cas correspondaient a des pathologies diffuses. Au contraire,
lors de lésion focale ou multifocale, ou lors de processus pathologique qui ne desquame pas,

la cytologie est non concluante (Kristensen et coll., 1990).

En médecine humaine, la cytologie hépatique présente une sensibilité de 90 a 95%, et
semble aussi fiable que la biopsie (Montali et coll., 1982).

3.3.2.3. Rate

Les indications de la cytologie splénique sont 1’évaluation d’un nodule ou d’une
masse, d’une splénomégalie ou d’un parenchyme anormal d’aprés 1’échographie, ainsi que la

caractérisation d’un désordre hématologique (Christopher, 2003).

D’aprés certains auteurs, I’aspiration a ’aiguille fine serait plus indiquée pour des
splénomégalies généralisées, la cytologie concluant au diagnostic plus facilement (Neer,
1996).

Les néoplasies sont facilement détectés a la cytologie. Cela est di a la capacité
d’exfoliation des cellules sanguines. Les tumeurs mésenchymateuses et sarcomateuses

exfolient peu ce qui rend le diagnostic plus difficile (Christopher, 2003).

3.3.2.4. Reins

Les néoplasmes rénaux sont rares chez les chiens. Ils occupent seulement 0,3 a 1,7%
de tous les néoplasmes pour cette espece. De ces neoplasmes primaires, la plupart sont des
carcinomes rénaux. A la différence de chez I’homme, plus de 90% des tumeurs rénales

primaires chez les chiens et les chats sont malins (Lappin et Latimer, 1988).
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4. Cytoponction du parenchyme pulmonaire

L’aspiration transthoracique a l'aiguille fine est une technique utile pour I'enquéte de
Iésions discretes et, dans une moindre mesure, des Iésions diffuses interstitielles, en particulier
si la masse est située de maniere adjacente a la paroi thoracique bien qu'il puisse
potentiellement donner lieu a plus de complications, notamment lacération pulmonaire, des

hémorragies et pneumothorax.

4.1. Technique de prélevement

La technique peut étre réalisée avec I'animal debout ou en décubitus sternal (Dunn,

2014) de préférence sous guidage échographique (Clercx et coll., 1996).

La sédation peut étre nécessaire si I’animal a mal ou présente des signes de détresse

respiratoire sévere.

Si P’affection pulmonaire est localisée la ponction se fera au lieu de la 1ésion, mais
dans le cas d’une affection pulmonaire généralisée on ponctionnera de préférence du coté
droit, entre la 7°™ et la 9°™ cdte, au 2/3 de la distance entre le sternum et la colonne, contre le
bord cranial de la cote (Gallois, 1993).

Un anesthésique local peut étre injecté dans le bord antérieur de I'espace intercostal

caudal immédiatement a la nervure (Dunn, 2014).

Les lésions a proximité de la paroi thoracique peuvent étre aspirées a l'aide d'une
aiguille 22-25 G x 5 cm fixée a une seringue de 5 ml ou 10 ml. Les lésions plus profondes
peuvent nécessiter une aiguille spinale 22 G pour atteindre le site. L'aiguille est insérée a

travers 1’espace costochondral.

A un angle de 90 ° par rapport a la paroi thoracique. Une fois introduite dans la cavité
thoracique, la pression négative est appliquée a la seringue et l'aiguille est avancée dans la
Iésion. Les chances d'obtenir un échantillon suffisant sont maximisées si l'aiguille est retirée et
avancé deux ou trois fois dans une direction léegerement différente maintenir une pression

négative a tout moment (Dunn, 2014).

Selon d’autres auteurs, il ne faut jamais changer I’orientation de 1’aiguille pour ne pas
dilacérer le tissu pulmonaire, mais exercer de petits mouvements de va-et-vient. L’aiguille est
retirée en maintenant une pression négative jusqu’a sa sortie du parenchyme pulmonaire

(Gallois, 1993).
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L'aiguille est ensuite retirée et une pression négative est libérée juste avant que
l'aiguille sort de la cavité thoracique. Seule une petite quantité de matiére peut étre présente
dans l'aiguille ou le moyeu de la seringue, et ceci est expulsé sur une lame de verre. Un frottis

est préparé de la maniere habituelle (Dunn, 2014).

4.2. Indications et contre indications

La cytoponction est indiquée lors de lésions focales et accessibles, cependant la
ponction de lésions diffuses présente également un intérét. Elle permet, dans un premier

temps de faire un diagnostic différentiel entre lésions inflammatoires et tumorales.

La principale contre-indication est un trouble de 1’hémostase, ou le risque de
complications secondaires peut étre significativement augmenté. Concernant les masses
pulmonaires, la ponction intrathoracique est déconseillée lors de toux incontrélable en raison
du risque de lacération du parenchyme pulmonaire ou de pneumothorax et lors d’hypertension
pulmonaire pour le risque d’hémorragie intrapulmonaire ou pleurale. Mais dans la majorité

des cas, les complications sont quasi-nulles (Riviére, 2012).

En médecine humaine, 84% de diagnostics corrects sont obtenus par la cytologie
(Yang et coll., 1990).

Wood et coll. reportent les résultats des cytoponctions pulmonaires sur 19 animaux,
complétées par des biopsies. Dans 10 cas sur 11, ils ont correctement identifié une tumeur
pulmonaire (avec une valeur prédictive positive de 100%) et dans 5 cas sur 6, ils ont
correctement identifié une blastomycose (avec une valeur prédictive positive de 100%). Les

résultats sont alors excellents (Wood et coll., 1998).

Ogilvie et coll. ont réalisé une étude sur 210 chiens dans le but de classifier les
tumeurs pulmonaires primitives. Parmi ces 210 cas, ils ont effectué des cytoponctions
pulmonaires transthoraciques pour 66 chiens .le diagnostic de néoplasie a été évoqué chez 52

parmi les 66 chiens soit 79% des cas (Ogilvie, 1989).

La différenciation cytologique des différentes origines de la néoplasie (bronchique,
bronchiolaire, alvéolaire) ne peut pas étre faite. De nombreux carcinomes métastasent au
parenchyme pulmonaire. Les préparations cytologiques de carcinomes primaires et
métastatiques sont similaires et ils ne peuvent pas étre définitivement distingués par

I’évaluation cytologique seule. Seul le carcinome épidermoide possede des images
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caractéristiques qui autorisent une identification lors de 1’analyse cytologique (Muller et
Guaguere, 2006).

L’examen cytologique permet la plupart du temps de poser le diagnostic de tumeur et
d’en établir I’origine. Cependant, son principal inconvénient est qu’il ne fournit pas
d’information sur I’architecture du tissu étudié¢ et sur le degré d’infiltration des tissus

adjacents, contrairement a 1’histologie (Morris et Dobson, 2001).

5. Cytologie de la moelle osseuse (myelogramme)

L’examen cytologique d’un myélogramme est le moyen diagnostique indispensable
pour le diagnostic des leucémies et des états préleucémiques, ceux-ci trouvant leur origine
dans la moelle osseuse. cependant il permet également d’évaluer I’envahissement de la moelle
osseuse par un processus métastatique dans le cadre d’un bilan d’extension, ou de caractériser
ou de surveiller une insuffisance médullaire paranéoplasique ou consécutive a une

chimiothérapie.

5.1. Réalisation du myélogramme
5.1.1. Sites de prélévement

La ponction de moelle osseuse hématopoiétique doit étre réalisée dans 1’os spongieux.
Les sites de prélevement varient en fonction de la taille de I’animal. Ainsi, les lieux d’élection

possibles sont les suivants :

e La créte iliaque chez les grands chiens : ce prélevement fournit les résultats les plus

réguliers (Magnol et coll., 1998).

« Tétes de cote et jonctions chondrocostales (7°™ & 9*™ cétes) chez les chiens de grande

race.
e Du 3°™ au 5°™ sternébre chez des jeunes chiens de grande taille.

e Fosse trochantérienne pour les chiens de petite race et les animaux jeunes n’ayant pas

atteint leur taille adulte.

eLa téte humérale (Magnol et coll., 1998 ; Grindem et coll., 2002 ; Tyler et coll.,
2006).
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La grande cellularité des prélévements qu’ils permettent, la facilité de ponctionner a
ces niveaux et enfin le moindre risque des complications associées sont les trois raisons pour

lesquels ces sites ont été choisis (Grindem et coll., 2002).

Il est toujours préférable de ponctionner plusieurs sites (Thrall, 1981).

5.1.2. Technique de préléevement

La ponction de moelle osseuse ne nécessite pas d’anesthésie générale chez le chien,

seulement une sédation et une anesthésie locale (Magnol et coll., 1998).

L’animal muselé est positionné en décubitus sternal voire en position assise pour un
prélevement dans la créte iliaque ou en décubitus latéral pour une ponction dans la fosse

trochantérienne (Tyler et coll., 2006).

La zone d’élection est tondue et préparée de manicre chirurgicale (Grindem et coll.,

2002).

Tout matériel utilisé pour cette ponction doit étre stérile (Magnol et coll., 1998). 1,5 a
3 ml d’anesthésique local sont injectés dans la peau, les tissus sous-cutanés et sous le périoste

au niveau du site de cytoponction (Tyler et coll., 2006).

Apreés avoir repéré le site de ponction par palpation digitée, la peau est incisée a la
lame de scalpel sur un centimétre et les tissus mous sous-cutanés sont disséqués jusqu’au

périoste (Magnol et coll., 1998).

Un trocart de Mallarmé (18/10°™, 15/10°™) est implanté (sans enfoncement) sur la
surface selon I’angulation optimum : pour la créte iliaque, I’angle est de 45° vers 1’avant,

meédialement pour éviter la fosse iliaque (Magnol et coll., 1998).

Puis une pression modérée est appliquée et 1’ensemble trocart-mandrin est enfoncé
progressivement, sans changement d’axe, en tournant le trocart dans le sens anti-horaire

(Tyler et coll., 2006).

Le mandrin est ensuite retiré et une seringue de 10 ml & usage unique montée est
solidarisée au trocart. Plusieurs aspirations brutales sont alors effectuées pour décoller les

grains de moelle, jusqu’a I’apparition de quelques gouttes de moelle (Magnol et coll., 1998).
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Lors d’échec a la premicre tentative, on peut retirer la seringue, renfoncer le mandrin

et avancer encore un peu le trocart (Tyler et coll., 2006).

Une fois on a obtenu le prélévement recherché, I’ensemble trocart-seringue est retiré

doucement par mouvements de rotation et la peau doit étre suturée (Magnol et coll., 1998).

5.1.3. Préparation des lames

La seringue contenant la moelle est ensuite désolidarisée du trocart. Le matériel

médullaire est expulsé délicatement sur les lames (Magnol et coll., 1998).

Les frottis doivent étre préparés dans les 30 secondes qui suivent car la moelle a

tendance a coaguler (Tyler et coll., 2006).

L’étalement se fait par étirement comme pour un frottis sanguin : correctement
effectué, 1’étalement de moelle a ’aspect d’une lame de sang piquetée de trous (Magnol et

coll., 1998). Le séchage des lames a lieu a I’air libre (Tyler et coll., 2006).

5.2. Intéréts et applications

Sauf exception, le myélogramme précéde toujours la biopsie ostéomedullaire. La
biopsie osteomédullaire est susceptible de compléter ’examen cytologique de la moelle
osseuse hématopoiétique et de fournir des données pronostiques quand le myélogramme
aboutit au diagnostic de syndrome myélodysplasique et/ou myéloprolifératif chronique,

d’infiltration leucémique ou lymphomateuse (Le Foll, 2011).

L’examen cytologique de la moelle osseuse hématopoiétique repose sur la
morphologie des cellules, la proportion respective des différentes lignées cellulaires, la
présence de cellules inflammatoires et la découverte de cellules métastatiques.

Un prélevement interprétable nécessite des frottis qui permettent d’évaluer la
cellularité globale de la moelle. Un frottis de bonne qualité renferme plusieurs grains de

moelle (amas cellulaires mélant des adipocytes et des cellules hématopoiétiques) [Figure 13].
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Figure 13 : Un bon myélogramme chez un chien révéle une cellularité élevée (Le Foll,
2011) FFH: fond de frottis hématique. GM: graines de moelle

Le myélogramme permet d’accéder aux détails cellulaires et d’identifier plus
précisément les anomalies de maturation des différentes lignées cellulaires (dysplasie, atypies

cytonucléaires...) qu’un examen histologique.

Par conséquent, le myélogramme permet d’exclure en premiére intention une aplasie
médullaire (si le frottis apparait riche en cellules) et d’accéder aux détails cytologiques des

différentes lignées cellulaires.

Néanmoins, I’interprétation du myélogramme n’est pas toujours évidente, c’est pour
cette raison que les criteres cytologiques doivent étre interprétés en tenant compte de

I’ensemble des anomalies, cliniques et biochimiques.

I1. CYTOPONCTIONS LIQUIDIENNES
1. Cytoponctions d’épanchements cavitaires

Les épanchements cavitaires chez les carnivores domestiques peuvent avoir une
origine inflammatoire, mécanique ou néoplasique. Les épanchements liés a un processus
cancéreux sont aussi fréquents qu’on ne peut pas négliger I’importance d’une analyse

cytologique devant tout épanchement lors d’un contexte cancérologique.

Les indications préférentielles d’un examen cytologique du liquide d’épanchement en

cancerologie sont :
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- Une suspicion d’un lymphome malin médiastinal

- Présence d’un épanchement chez un animal atteint d’un cancer connu pour son

affinité pour les séreuses (cancer de I’ovaire ou de la mamelle)

- Présence d’un épanchement cavitaire isol¢ avec un contexte clinique ne permettant

aucune explication pathologique d’emblée.

1.1. Méthodologie
1.1.1. Techniques de prélevement

Dans la plus part des cas, la ponction d’un liquide d’épanchement ne nécessite pas une
anesthésie générale, par contre, dans certains cas lors d’un épanchement péricardiaque, réalisé
de préférence sous guidance échographique pour des raisons de sécurité, une sédation pourrait

étre nécessaire.

La ponction doit étre faite dans des conditions de stérilité absolue. Le clinicien doit
noter I’aspect du liquide, il doit s’arréter directement s’il remarque que ’aspect devient

hémorragique afin de limiter I’hémodilution.

Les sites de ponctions pour chaque type d’épanchement sont résumés dans le tableau

ci-dessous [Tableau 4] :

Tableau 1V : Sites de ponction des divers épanchements (Else et Simpson, 1988 ; Jongh,
1989 ; Fournel et coll., 1990)

Epanchement pleural Epanchement péritonéal | Epanchement péricardique

Animal debout Animal en décubitus latéral Animal debout ou en
décubitus latéral gauche

Coté droit ou gauche Ligne blanche Coté gauche

6°M¢/7°™ espace intercostal, & | 2 cm en arriére de ombilic | 3*™/5°™ espace intercostal &
la limite 1/3 inferieur 1/3 la limite 1/3 inférieur 1/3
moyen moyen du thorax
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Si I’épanchement touche plusieurs cavités, le clinicien doit prélever des différents sites

touchés car la cause peut varier d’un site a un autre.

Quelques complications peuvent avoir lieu si le clinicien ne respecte pas toutes les

regles dont :

e [’hémorragie

e L’induction d’un foyer d’infection

e Extension de 1ésion a partir d’une 1ésion localisée
e Pneumothorax

e Détresse cardiaque severe

Pour éviter ces complications le praticien doit insister sur la bonne contention de
I’animal ou sa sédation dans certains cas, sur 1’asepsie totale. Il doit dans tout les cas

surveiller la couleur des muqueuses et le rythme cardiaque jusqu’a 6 heures aprés la ponction.

1.1.2. Acheminement du prélevement non traité

Tout échantillon liquide sur lequel I’évaluation cytologique va pour étre exécutée
devrait étre placé dans une appropriée quantité d’acide éthyléne-diamine-tétracétique
(EDTA). L’EDTA empéchera la coagulation de 1’échantillon (qui peut changer les comptages
cellulaires obtenus a partir de 1’échantillon) et aident a préserver la morphologie de cellules

pendant le transport au laboratoire.

C’est particulierement important si 1’échantillon sera expédié (Cowell et Valenciano,
2014).

L’acheminement doit se faire le plus rapidement possible, I’idéal est de ne pas

dépasser les 2 heures qui suivent le prélevement.
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En pratique, quelques auteurs tolérent jusqu’a 24 heures, le temps nécessaire pour
I’envoi postal d’un préléevement en urgence, durant ce temps, les transformations ne sont pas

excessives puisque les cellules survivent quelque temps dans ce liquide.

Pour améliorer les résultats, une conservation a +4°C et I’envoi avec de la glace sont

conseillées (Jongh, 1989).

Selon d’autres auteurs, méme en utilisant les tubes EDTA et en gardant le prélévement

a4°C les cellules dégenerent et 1’évaluation n’est pas significative.

Selon ces auteurs, la meilleure méthode pour conserver la morphologie des cellules
contenues dans 1’épanchement est d’envoyer au laboratoire, des lames prétes sur les quelles
on a étalé le prélevement et qu’on a fixé. Ceci permet une conservation de la morphologie

cellulaire pour plusieurs jours (Ledieu, 2004 ; Cowell et VValenciano, 2014).

Les frottis doivent étre préparés dans les 30 minutes de I'échantillonnage pour éviter
les artefacts (Dunn, 2014).

1.1.3. Etalement

L’¢étalement peut étre précédé ou non d’une centrifugation. L’étalement sans
centrifugation se fait a la maniére d’un frottis sanguin. C’est la methode la plus facile mais la

cellularité est souvent tres faible dans ce cas.

La centrifugation douce classique a 1500/2000 tours pendant 5 min permet d’avoir une

cellularité plus importante mais les amas cellulaires sont parfois dislogués.

La meilleure méthode est la cytocentrifugation qui permet une concentration des

cellules et leur étalement monocellulaire sur une surface réduite.

La cytocentrifugation se fait a 600 tours/min pendant 6 & 7 minutes, elle permet une
bonne lecture des lames, la détection d’un petit nombre de cellules anormales sans aucun
arriere plan qui risque de mener le cytologiste en erreur .I’inconvénient de cette méthode est

son cout élevé (Jongh, 1989).
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1.1.4. Séchage et fixation

Le séchage doit étre rapidement fait, l’utilisation d’un séche-cheveux est

recommandée.

Pour la coloration MGG, la fixation par un simple séchage est la régle. Par contre,
pour une coloration Papanicolaou, il est préférable d’immerger la lame encore humide dans de

I’alcool éthylique a 95% (Fournel et coll., 1990).

1.1.5. Colorations
Les lames sont ensuite colorées. On utilise souvent deux colorations :

- La coloration MAY-GRUNWALD-GIEMSA (MGG) : coloration de base qui permet

une bonne appréciation des caracteres cytoplasmiques.

- La coloration de Papanicolaou : ¢’est la meilleure coloration permettant une bonne
appréciation des critéres nucléaires (mottes chromatiniennes, nucléoles) et de 1’organisation

tridimensionnelle des amas cellulaire (Fournel et coll., 1990).

On peut y adjoindre des colorations supplémentaires comme le PAS (acide-
périodique-Schiff) et le bleu alcian qui ont un intérét tout particulier dans le diagnostic des

adénocarcinomes mucosecrétants (Tartar-Zamolo et Marsan, 1985).

1.2. Méthodologie de lecture des lames d’épanchements
1.2.1. Bases de I’interprétation cytologique

Les épanchements cancéreux chez le chien ont souvent un aspect macroscopique séro-

hémorragique voire hémorragique.
Dans le liquide d’épanchement on observe généralement trois types de cellules :

- Des cellules issues du mésothélium (revétement des séreuses) ou cellules

mésothéliales.

- Des cellules migrées du sang : lymphocytes, polynucléaires, histyocytes, monocytes,

plasmocytes et mastocytes.
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Ces deux premiers types de cellule constituent le « fond du frottis », ils permettent au
cyto-pathologiste de déterminer le processus pathogénique responsable de la constitution de

I’épanchement et de son ancienneté.

- Des cellules malignes le plus souvent importées par un processus métastatique et

plus rarement primitives.

1.2.2. Démarche de lecture d’un étalement

En premicre étape il faut s’assurer de la qualité du prélévement, puis on procéde a
I’examen du contexte cellulaire général afin de différencier les populations cellulaires
normales, réactionnelles et tumorales pour finir avec 1’étude de chaque population a I’échelon

cellulaire.

Pour y parvenir, le cyto-pathologiste commence son examen par le plus faible
grossissement des microscopes puis il passe aux forts grossissements afin de détailler les

anomalies a I’échelon cellulaire (Cloet-Chabre, 2000).

1.3. Difficultés d’interprétation

La principale difficulté réside dans la différentiation entre les cellules malignes et les
cellules mésothéliales transformées. En effet, lors d’épanchements inflammatoires et
chroniques, I’hyperplasie mésothéliale devient importante et atypique, pouvant mimer une

population tumorale [Tableau 5].

Il n’est pas toujours facile de différencier une cellule maligne d’une cellule irritée. En
effet, il n’existe pas de critéres constants de malignité qui distingue clairement les cellules
mésothéliales réactives et les cellules dérivées d’un néoplasme malin (Tartar et Marsan,

1985).

Dans les cas ou un épanchement inflammatoire contient des cellules épithéliales
présentant des critéres de malignité, il devient nécessaire de réaliser une biopsie et un examen

histologique pour confirmer ou infirmer I’hypothése d’un carcinome (Radin, 2004).
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Tableau V : Apport de la cytologie au diagnostic différentiel des différents types

pathogéniques d’épanchements cavitaires (Magnol et coll., 1998)

Nature de I’épanchement

Cytologie

Inflammatoire

Neutrophiles
Macrophages vacuolaires
Lymphocytes

Cellules mésothéliales dégénérées lors
d’épanchements chroniques

Mécanique (cardiaque)

Macrophages trés vacuolaires
Cellules mésothéliales basophiles peu transformées
Peu ou pas de neutrophiles

Néoplasique | Mésothéliome

Cellules mésothéliales variablement atypiques,
isolées ou en boules

Cellularité +++

Carcinomes métastatiques

Cellules carcinomateuses tres atypiques en « boules »
Ou amas

Cellularité +++

Reconnaissance du tissu originel difficile

Carcinomes primitifs
(d’organes siégeant dans la
cavité concernée)

Cellules carcinomateuses le plus souvent isolées et
atypiques

Cellularité +/-
Reconnaissance du tissu originel difficile

lymphomes malins

Cellules lymphoides souvent atypiques
Cellularité +++
Origine lymphoide évidente

Hémangiosarcome

Hémorragie cavitaire massive

Tres rares cellules tumorales peu caractéristiques
d’une lignée donnée

Mastocytome malin

Histogenése le plus souvent évidente

Mélanome malin

Cellularité ++

Histogenése évidente ou non selon la différenciation
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1.4. Efficacite diagnostique de I|‘examen cytologique d’étalements de

cytoponctions d’épanchements cavitaires

Dans une étude de détection des tumeurs malignes dans les épanchements abdominaux
et thoraciques chez le chien, la sensibilité était basse a 64% cependant, la spécificité était
haute a 99% (Raskin et Meyer, 2010).

Indépendamment du type de tumeur, les cellules néoplasiques peuvent ou non étre
présents sur les lames cytologiques d’une ponction de I’épanchement. Lors d’une suspicion
importante d’une origine néoplasique et des résultats cytologiques négatifs, il est nécessaire

de réaliser une biopsie et un examen histologique pour confirmer ou infirmer la suspicion.

1.5. Cytologie des épanchements et immunomarquage

L’immunocytochimie est une méthode d’analyse des cellules in situ par une technique
d’immunofluorescence. Une technique immunochimique dont [I'échantillon est une
préparation cytologique. Cette technique permet de révéler et cibler une molécule biologique
a I’échelle cellulaire depuis des anticorps spécifiques. Pour mettre en évidence ce complexe

antigene-anticorps

Il est possible ainsi d’identifier des populations cellulaires si on connait un anticorps
specifique de chacune. 11 deviendra alors possible d’identifier 1’origine d’une cellule tumorale

ayant perdu ses caractéres morphologiques propres.

C’est une technique intéressante dans les cas ou I’examen cytologique seul s’avere
insuffisant pour trancher, elle est couramment utilisée en médecine humaine (Raskin et
Meyer, 2010).

2. Cytologie du liquide synovial

Les difficultés locomotrices chez le chien sont un motif fréquent de consultation,
parmi les étiologies possibles on trouve les boiteries dont 1’origine est un processus tumoral
impliquant un membre et dont le diagnostic est difficile sans recours a des examens

complémentaires.

L'examen cytologique du liquide articulaire est un geste simple qui peut, devant toute

arthropathie avec épanchement, renseigner sur sa nature.
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2.1. Techniques de prélevement

L’examen du liquide synovial se fait a partir des articulations gonflées ou présentant

un épanchement synovial de préférence (Jacques et coll., 2002).

Cet acte est peu compliqué et peut se faire sur le chien vigile ou apres une

tranquillisation ou une sédation (Taylor, 2003).
Le site de ponction est tondu et nettoyé et le praticien doit porter des gants stériles.

Pour ceci, on utilise une seringue de 3 cm® avec une aiguille de calibre adapté a la
taille de I’articulation (21G a 25G en genéral). On pique dans I’articulation puis on applique
une dépression légere sur le piston de la seringue. On arréte quand il n’y a plus de liquide qui

vient ou si du sang apparait (Schrader, 1995).

Immédiatement aprés le préléevement, on utilise une goutte de liquide synovial pour
étaler une lame microscopique. Le reste du prélevement est divisé sur tube sec pour les
examens microbiologiques et sur tube EDTA pour les autres examens cytologiques et

chimiques (Taylor, 2003).

2.2. Utilité de ’examen cytologique d’étalements de cytoponctions du liquide

synovial en cancérologie

Cet examen est utile pour le diagnostic des métastases localisées au synovium puisque
les tumeurs de la synovie sont diagnostiquées par ponction directe de la masse tumorale.

Les métastases localisées au synovium sont, contrairement aux métastases osseuses,
exceptionnellement diagnostiquées. Meinkoth et coll. reportent le cas d’un chien présenté
pour une boiterie avec suppression d’appui de la patte postérieure gauche et une douleur a la

manipulation de la queue.

Un épanchement articulaire modéré et des modifications prolifératives furent constatés
a ’examen radiographique du tarse. L’autopsie révéla la présence d’un carcinome broncho-
alvéolaire indifférencié avec des métastases osseuses, ganglionnaires et articulaires
(Meinkoth et coll., 1997).
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3. Cytologie du liquide céphalo-rachidien

L’examen cytologique du liquide céphalo-rachidien est indiqué lors de toute affection
du systéme nerveux centrale chez le chien, en effet beaucoup de ces affections perturbent la
composition du LCR, en particulier les affections inflammatoires et tumorales. Cet examen
permet souvent au clinicien de déterminer la nature générale du phénomene pathologique et

occasionnellement 1’étiologie de I’affection en cause (Feldman, 2000).

3.1. Matériel utilisé

Pour cette manipulation on utilise un matériel comprenant : des gants stériles, une
aiguille avec un stylet, de 0,8 mm de diamétre et de 40 & 60 cm de long (selon la taille du
sujet) et le matériel habituel de préparation d’un site opératoire (Cook et DeNicola, 1988).

3.2. Technique de prélévement
Une anesthésie générale ainsi qu’une intubation trachéale sont indispensables.

L’animal en position latérale, I’aide se place a la téte et la maintient fléchie a 90° par

rapport au rachis et 1égeérement surélevée pour que 1’axe du rachis soit parallele a la table.

A I’aide de la main libre, I’opérateur palpe la protubérance occipitale et les extrémités

cardiales des ailes de I’atlas avec la droite joignant 1°‘occiput a la colonne vertébrale [Photo

3].

Une fois que le point d’insertion est localisé, I’aiguille est enfoncée dans la peau avec
le biseau dirigé crucialement. L’aiguille est fermement maintenue par le pouce et I’index de la
main libre qui stabilisent et contrélent I’avancée de I’aiguille. Cette derniére est tenue
perpendiculairement a la surface de la peau ou légérement inclinée vers ’arriere selon un
angle de 45°, elle est enfoncée progressivement dans les tissus, en prenant garde que le stylet

demeure bien en place (Cook et DeNicola, 1988).

Le liquide preleve est recueilli dans un tube a prélévement stérile, puis centrifugé.
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Photo 3 : Collection aseptique du LCR (Dunn, 2014)

3.3. Contre indications
Cette manipulation est contre-indiquée lorsque :
- L’¢état général de ’animal ne permet pas une anesthésie genérale
- Hypertension intra-cranienne

- Infections cutanés ou sous cutané au lieu de la ponction

3.4. Applications pratiques

Lors de 1’examen cytologique du LCR, il est rare d’observer des cellules néoplasiques
(Chrisman, 1992).

Cet examen est particulierement utile pour le diagnostic de lymphome : ainsi,
Davidson et coll. ont reporté le cas d’u chien présenté pour cécité aigue et pour lequel le
diagnostic de lymphosarcome fut obtenu par évaluation cytologique du liquide céphalo-
rachidien. Ce lymphome envahissait les nceuds lymphatiques, la cavité nasale, la moelle

osseuse et le chiasma optique (Davidson et coll., 1998).

D’autres cancers peuvent également étre révélés par cet examen : Pumarola et coll. ont
reporté un cas de carcinomatose méningéale (= infiltration leptoméningéale diffuse par les

cellules d’une tumeur solide extra-neurale qui ont métastasé vers le systéme nerveux central)
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diagnostiquée par examen cytologique du liquide céphalo-rachidien chez une chienne qui
présentait également des nodules mammaires. Le LCR présentait des cellules néoplasiques
similaires a celles observées au niveau des nodules mammaires, lesquels furent diagnostiqué

comme étant 1’origine de la carcinomatose (Pumarola et Balasch, 1996).

I11. LAVAGE, BROSSAGE, ECOUVILLONNAGE, MASSAGES-RINCAGE
1. Cytologie des premiéres voies respiratoires

Les affections des cavités naso-sinusales chez le chien sont multiples, parmi celles-ci

on retrouve de nombreux types de tumeurs.

Les méthodes de diagnostic habituelles : recueil des commeémoratifs, examen clinique,
radiographie, rhinoscopie ne donnent généralement qu’une orientation diagnostique d’un
phénomene néoplasique qui devra étre confirmé ou infirmé par des analyses cytologiques ou

histologiques et préciser le type de tumeur.

1.1. Techniques de prélévement
Plusieurs modes de prélevement sont possibles dans ce cas :

- Ecouvillonnage : cette méthode est contre indiquée lorsque les Iésions sont trop
humides. Elle se fait en frottant la muqueuse nasale avec un écouvillon hydrophile
préalablement humidifié par une solution saline. Ceci permet la récolte des cellules

muqueuses.

- Brossage : effectué a 1’aide d’un cyto-brosse, permet une meilleure abrasion de la

surface et donne par la suite des cellules plus profondes.

- Flushing : le flushing consiste en un lavage vigoureux de la cavité nasale avec du
sérum physiologique sous pression qui permet de recueillir des échantillons pour la cytologie,

la bactériologie voire 1’histologie si le tissu expulsé n’est pas trop nécrotique (Cobb, 1998).

Cette technique s’exerce sur un animal sous anesthésie générale, intubé et placé en

décubitus latéral du coté de la lésion (Collas, 1996).

- Cytoponction : se pratique lorsque la masse tumorale est palpable ou visible a la

radiographie. Dans certains cas, la tumeur nasale provoque un effondrement d’un plan osseux,
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on accede alors par une cytoponction transcutané ou trans-palatine a 1’aide d’une aiguille fine
(Magnol et coll., 1998).

- Biopsie suivie d’appositions ou de grattage

1.2. Applications

Les adénocarcinomes sont relativement fréquents chez les chiens et les chats. La
morphologie de ces tumeurs est similaire entres les adénocarcinomes et les carcinomes a
cellules squameuses situes sur d'autres sites. Les tumeurs d'origine mésenchymateuse de la
cavité nasale sont rares (fibrosarcomes, ostéosarcomes et chondrosarcomes se produisent de

temps en temps).

Le lymphome est la tumeur a cellules rondes impliquant la cavité nasale la plus

fréguente chez les chiens et les chats.

La cytologie d'un lymphome nasal ressemble a celle observée dans d'autres sites. Les
carcinomes anaplasiques nasals ont aussi une apparence de cellules rondes, mais les cellules

ont tendance a étre beaucoup plus grande (Dunn, 2014).

Comme pour la plupart des tumeurs mésenchymateuses, I'examen histologique d'un
échantillon de biopsie est habituellement nécessaire pour définir avec précision le type de

tissu.

L'aspect radiographique et I'emplacement de la lésion peut également fournir quelques

indications.

2. Cytologie de I’arbre respiratoire
2.1. Techniques de prélévement
2.1.1. Lavage trans-tracheéal

Il s'agit d'un acte peu invasif, facile, rapide et peu onéreux, il est tout a fait justifié de
I'entreprendre en présence de tout signe de maladie respiratoire profonde avant d'envisager

d'autres moyens diagnostiques plus lourds et plus invasifs.

Le principe est d’introduire une sonde directement dans la trachée et jusqu'a la
bifurcation trachéo-bronchique, a travers le ligament cricothyroidien ou entre des anneaux

trachéaux chez un animal vigile ou tranquillisé (Nelson et coll., 1998).
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Il faut éviter tant que possible toute sédation, afin que I'animal conserve un bon réflexe

de toux, nécessaire a la récolte du liquide (McCullough et Brinson, 1999).

En cas de suspicion de phénoméne inflammatoire, l'interprétation cytologique du
liquide de lavage transtrachéal permet, d'accéder facilement a une analyse plus fine des
processus pathologiques mis en cause, en précisant si l'inflammation est plutdét de nature

infectieuse, parasitaire, allergique ou tumorale (Masserdotti et DeLorenzi, 1998).

2.1.1.1. Matériels utilisés

- Un cathéter jugulaire et son aiguille de ponction : la tubulure est en géneéral assez
longue pour atteindre la bifurcation trachéo-bronchique (a peu prés au niveau du quatrieme

espace intercostal)
- 4 a 6 seringues stériles de contenance 12 a 35 ml
- Un champ stérile pour y placer le matériel
- Du sérum physiologique chaud stérile
- Une paire de gants stériles
- Un anesthésique pour pratiquer une tranquillisation éventuelle

- Du matériel pour préparer la zone de ponction (tondeuse, savon, solution

antiseptique, et un anesthésique local avec seringue et aiguille)

2.1.1.2. Préparation de I’animal

La tranquillisation ne doit pas altérer le réflexe de toux car cela compromettrait les

chances de récuperer suffisamment de liquide.

Le site de ponction doit étre préparé de maniere chirurgicale (Bauer et Thomas,
1983).

Le chien est placé en décubitus sternal ou en position assise, selon le confort du
clinicien et de I'animal (Nelson et coll., 1998). Son nez est orienté vers le haut selon un angle
de 45° par rapport a I'norizontale. Le site de ponction doit étre anesthésié par des injections

sous-cutanées de 0,5 a 1 ml de lidocaine avant de commencer l'opération (Jaffe, 1998).
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2.1.1.3. Technique du lavage

Il consiste a introduire un cathéter jugulaire monté sur aiguille a travers du ligament
crico-thyroidien du larynx, on aspire alors les premiéres sécrétions puis on injecte une
solution saline tiédie (1 a 2 ml pour 5 kg) que ’on réaspire immédiatement. On retire la
tubulure et I’on comprime la zone de ponction par un bondage laiss¢ 24 heures afin de

prévenir I’apparition d’emphyséme sous-cutané (Gallois, 1993).

Alternativement, le lavage a la possibilité d'étre effectué entre deux anneaux trachéaux
a peu pres 1 a 3 cm en dessous du larynx, notamment chez les chiens de grand format: cette
technique présente I'avantage de diminuer le risque de lésions au niveau du larynx mais peut

étre a l'origine de fractures trachéales (Jaffe, 1998).

S’il est nécessaire de répéter le lavage, ceci doit étre fait soit immédiatement soit 48 a
72 heures apres, afin d’éviter une augmentation importante du nombre de polynucléaires
neutrophiles ou de contaminants, augmentation constatée au cours des 2 jours qui suivent le
lavage (Gallois, 1993).

(A)

Ligament crico-thyrofidien

(A) : ponction entre deux anneaux trachéaux ; (B) : ponction a travers le ligament crico-
thyroidien

Figure 14 : Lavage transtrachéal : deux techniques de prélévement (Corcoran, 1998)
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2.1.1.4. Traitement des échantillons

Tous les auteurs s'accordent a signaler que les cellules du liquide de lavage
transtrachéal sont tres fragiles (Mc Cullough et Brinson, 1999).

Les prélevements doivent donc étre exploités avec le moins de manipulations
possibles dans les 15 a 30 minutes qui suivent leur récolte. Les étalements sont effectués
directement a partir du liquide ou aprés centrifugation ou sédimentation (Nelson et coll.,
1998).

La cytocentrifugation est plus intéressante car elle permet d'obtenir des préparations

ou les cellules y sont plus concentrées et moins abimées (Rebar et coll., 1980).
Enfin, ils sont colorés :

- Au colorant de Wright ou Romanovsky rapide équivalents du May-Griimwald-

Giemsa apres séchage a l'air libre

- A I'hémalin-éosine ou au colorant de Papanicolaou apres fixation a I'alcool
(Masserdotti et DeLorenzi, 1998).

2.1.2. Lavage broncho-alvéolaire

Le LBA est I’examen complémentaire préconis¢ pour le diagnostic
cytobactériologique des affections pulmonaires profondes particulierement les affections de
type alvéolaire ou interstitiel et aussi lorsque les résultants du lavage trachéal n’ont pas permis
de déterminer la nature exacte de I’affection. Le prélevement d’un lobe particulier est possible

si un endoscope est utilisé (Gamet, 2001).

Cette technique s’est énormément développée ces derniéres années : c’est un examen
quasiment systématiquement réalisé lors des trachéobronchoscopies. Le but du lavage
bronchoalveéolaire est de récupérer les cellules siégeant dans le territoire pulmonaire profond
en se basant sur le principe suivant: les cellules présentes dans la lumiére alvéolaire

représentent les cellules siégeant dans I’interstitium pulmonaire (Spilmont et Cadoré, 2007).

Le LBA s’effectue sous anesthésie générale et est associé a une hypoxie transitoire et
pour cette raison, une autre technique de prélevement (lavage trachéal, ponction trans-
thoracique) lui est préférée chez les animaux qui présentent une dyspnée initiale importante
(Gamet, 2001).
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Il est réalisé le plus souvent a la faveur d'une bronchoscopie pendant laquelle on
pourra examiner I'ensemble du tractus respiratoire, et repérer les zones pulmonaires plus
particuliérement concernées, mais peut également étre pratiqué "en aveugle" a condition que
I'affection suspectée concerne tous les lobes pulmonaires caudaux (Bergeaud et Masson,
2015).

2.1.2.1. Matériel nécessaire
2.1.2.1.1. LBA par bronchoscopie

Le bronchoscope doit étre un endoscope souple et doit comporter un canal opérateur et
une source de lumiére froide (Gamet, 2001). Les bronchoscopes les plus récents sont des
vidéoscopes, dans lesquels la caméra est insérée a I'extrémité de I'endoscope, ce qui fournit

une image de trés bonne qualité.

La taille du patient conditionne le diametre et la longueur de I'endoscope. Pour les
petits animaux jusqu'a une quinzaine de Kkilos, le meilleur compromis est celui d'un
bronchoscope pédiatrique de 5 mm de diametre, et 60 cm de long, qui dispose d'un canal
opérateur de 2 mm et d'une insufflation. Pour les animaux d'un poids supérieur, on peut
utiliser un vidéogastroscope de 8 ou 9 mm de diamétre et d'au moins 1 metre de longueur, qui

aura eté sterilise par une solution adaptée.

2.1.2.1.2. LBA al’aveugle

Si I'on ne dispose pas d'un bronchoscope, et si les lésions suspectées intéressent

plusieurs lobes pulmonaires, on peut pratiquer le LBA en aveugle.

Quelle que soit la méthode de prélevement, par bronchoscopie ou en aveugle, il faut
préparer a l'avance le matériel suivant : une seringue de sérum physiologique de 5 a 20 ml
selon la taille du patient, Une tubulure stérile de 1 ou 2 mm de diameétre compatible avec le
passage dans le canal opérateur de I'endoscope utilisé, ou une tubulure stérile de 3 mm
environ (sonde urinaire, sonde de nutrition par exemple) de longueur suffisante pour accéder
aux lobes caudaux pour un examen en aveugle. L'extrémité est coupée de maniére stérile pour
permettre une injection et une aspiration par lI'extrémité de la sonde, un tube sec, un tube

EDTA, et des lames de microscope (Bergeaud et Masson, 2015).
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2.1.2.2. Technique du prélevement

L’asepsie des prélévements doit étre préservée a chaque étape. Le port des gants

stériles est obligatoire et I’animal doit étre anesthésié et intubé (Gamet, 2001).

2.1.2.2.1. LBA ciblé sur une zone pulmonaire

Le lavage bronchoalvéolaire est effectué aprés un premier passage de 1’endoscope qui

vise a répertorier les lésions (Gamet, 2001 ; Spilmont et Cadoré, 2007).

Le bronchoscope permet d'examiner systématiquement tout I'arbre bronchique des
lobes moyens et caudaux, et ainsi de repérer la zone qui est a explorer plus particulierement. Il
est conseillé d'injecter par le canal opérateur de I'oxygéne pur ou de l'air sous pression pour

compenser la perte de diameétre des voies respiratoires.

L'endoscope est préalablement stérilise, Il est introduit dans une des bronches
incriminées jusqu'a étre arrété par la réduction du diamétre. Un cathéter de diametre et de
longueur adaptés (1 ou 2 mm de diameétre et plus de 1 m de long selon I'endoscope) est

introduit dans le canal opérateur.

On injecte 1 a 2 ml/kg de sérum physiologique dans la bronche, complété par de l'air
pour chasser tout le liquide qui est ensuite aspiré le plus completement possible (de 10 a 50%
du volume injecté) en faisant des petits mouvements de va et vient avec le bronchoscope. Si

possible, on répéte la procédure sur un deuxiéme lobe pulmonaire.

La présence de mousse dans le liquide recueilli montre qu'il contient du surfactant, et

I'aspect trouble fait espérer une bonne cellularité.

2.1.2.2.2. LBA "en aveugle™

L'animal est couché sur le coté droit ou gauche si I'on privilégie un lobe droit ou
gauche, ou sur le sternum si aucune latéralisation de Iésion n'est privilégiée. La longueur de la
sonde est estimée depuis I'entrée de la gueule jusqu'a la 8°™ cdte. Elle est introduite au travers
de la sonde tracheale, préalablement stérilisée par une solution adaptée, jusqu'a ce que l'on
ressente une résistance. Le liquide est alors injecté, complété par de I'air pour le chasser de la
sonde, puis recueilli par aspiration en faisant des petits mouvements (Bergeaud et Masson,
2015).
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2.1.3. Brossage trachéal et bronchique

Le brossage trachéal et bronchique est d'une performance diagnostique cytologique
moindre que ne l'est celle du lavage bronchoalvéolaire ; il est employé lors de masses endo-

trachéal et endobronchiques ou de bronchite chronique (Spilmont et Cadoré, 2007).

Se fait généralement a la suite d’'un LBA, une brosse (de diameétre variant de 1,2
millimétres a 1,7 millimétres selon la compatibilité avec 1’endoscope) est introduite dans le
canal de biopsie de I’endoscope, tournée doucement contre la muqueuse des voies aériennes

pour collecter les cellules.

La muqueuse des voies aériennes proximale plus grande (trachée distale, les bronches
distales) doivent étre balayées pendant au moins 30 secondes et les régions visiblement
anormales de la muqueuse sont visées pour maximiser le rendement, avec des tentatives

d'éviter des accumulations de mucus et de pus (Zhu et coll., 2015).

2.1.4. Biopsie bronchique

Les biopsies bronchique et pulmonaire sont moins souvent réalisées, et permettent
d’obtenir des préléevements plus spécifiques pour en faire des appositions ou des calques
(Spilmont et Cadoré, 2007).

2.2. Efficacité diagnostique de la cytologie de I’arbre respiratoire

Il est difficile de diagnostiquer les tumeurs conjonctives et métastatiques car ceux-ci se
développent dans le tissu pulmonaire interstitiel : on ne peut les diagnostiquer que lorsqu’elles
ont envahi 1‘arbre bronchique.par contre, les chances de diagnostiquer une tumeur primitive
du poumon d’origine épithéliale sont importantes car celles-ci se développent en partie dans

les voies respiratoires et ne restent pas confinées au parenchyme pulmonaire (Gallois, 1993).

Le carcinome est la tumeur primitive pulmonaire la plus fréquemment rencontrée,
comparée aux fibrosarcomes aux ostéosarcomes, aux chondrosarcomes, aux

hémangiosarcomes ou aux adénomes qui restent exceptionnels (Fournel et coll., 1994).

Une étude réalisée en médecine humaine s’est intéressée particuliérement a 1’intérét de

I’examen cytologique dans le diagnostic des carcinomes pulmonaires: il a permis d’établir le
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bon diagnostic dans 79,1% des cas. Aucun faux positif n’était a déplorer (Linder et coll.,
1987).

2.3. Difficultés d’interprétation

Le diagnostic de carcinome doit étre établi avec beaucoup de précautions : il est facile
quand les cellules présentent des critéres évidents de malignité en I’absence de signes
d’inflammation, mais le plus souvent, des phénomeénes inflammatoires se surajoutent au fond

tumoral, ce qui rend le diagnostic cytologique plus difficile.

On site aussi la difficulté de différencier les cellules épithéliales tumorales de cellules
hyperplasiques. Il peut alors étre nécessaire de recourir & un examen histologique beaucoup
plus invasif (Nelson et coll., 1998).

3. Cytologie urinaire
3.1. Techniques de prélevement

L’examen cytologique peut se faire sur le culot d’un prélevement urinaire
(centrifugation 1000 rotation/minute pendant 5 min). L'urine peut étre obtenue par taxis trans-
abdominal, par cathéterisation ou par cystocentese (méthode recommandée si la culture

bactérienne est exigée).

Des échantillons pour la cytologie peuvent aussi étre obtenus en rincant la vessie avec

une solution saline tiede a 1’aide d’une sonde urinaire on récupere ensuite le fluide affleurant.

Si une masse est évidente a 1’échographie et accessible, une biopsie par aspiration de
la masse a travers un cathéter peut étre exécutée. Cette technique se pratique aprés sédation de
I’animal ou sous anesthésie. Si la masse n'est pas accessible par I'urétre, une cytoponction

échoguidée peut étre exécutée apres une anesthésie (Dunn, 2014).

3.2. Applications et efficacité diagnostique

La néoplasie est plus facile a détecter par cytoponction a I’aiguille fine ou par
impression d'une masse dans la vessie ou l'urétre plutét que par l'examen au microscope du

sédiment d'urine.
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Chez les chiens et les chats, la tumeur la plus commune est le carcinome de 1’urétre.
Les polypes et les masses bénignes sont beaucoup moins communs et peuvent étre
différenciés des carcinomes sur des frottis d’impression. D’autres tumeurs rares incluent les

leiomyomes et leiomyosarcomes (Dunn, 2014).

Dans une étude faite, 115 chiens avec un néoplasme au bas appareil urinaire ont été

évalués, 97% de ces tumeurs étaient malignes et d’origine épithéliales (Norris et coll., 1992).

Le diagnostic des tumeurs conjonctives du rein et de la vessie s'effectue grace a
I'imagerie médicale. La cytologie peut étre décevantes car ces lésions sont tres cohésives et

desquament peu (Tamburro et coll., 2008).

4. Cytologie prostatique

Parmi les affections touchant de maniére fréquente les chiens agés et non castrés on
trouve les affections prostatiques qui représentent une part importante. Leur symptomatique
étant uniforme, le diagnostic nécessite des investigations complémentaires. L’examen
cytologique de prélévements issu de la prostate apparait comme 1’'un des éléments

performants du diagnostic différentiel de ces affections.

4.1. Techniques de prélevement
4.1.1. Massage ringage prostatique

Le massage prostatique s’effectue sous sédation ou anesthésie (Root-Kusritz et coll.,
2000).

Cette méthode consiste a insérer une sonde urinaire dans I'urétre jusqu’au pole caudal
de la prostate (I’opérateur sent la progression de la sonde en méme temps par voie rectale).
Une seringue est placée au bout de la sonde urinaire, I’opérateur aspire avec la seringue en
méme temps qu’un massage de la prostate est réalisé par voie rectale. Les sécrétions
prostatiques sont ainsi aspirées par la seringue. Avec cette méthode, on récolte une petite
quantité de fluide prostatique qui peut ensuite &tre examinée cytologiquement et cultivée. Si
on n’obtient pas de fluide avec cette méthode, on peut instiller quelques millilitres de solution
stérile (Ringer Lactate ou NaCl 0,9%) pendant le massage prostatique, 0.1 a 0.5 ml peuvent

étre ensuite récupérés [Figure 15] (Olson et coll., 1987).
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Figure 15 : lllustration d’un massage prostatique (Olson et coll., 1987).

Une précaution est a prendre lors du massage prostatique : le massage doit étre délicat
car un massage vigoureux peut provoquer la rupture d’un abces, ce qui prédispose 1’animal a
une péritonite, une septicémie et un choc septique et endotoxémique. Le massage prostatique
peut aussi provoquer la dissémination de cellules néoplasiques (Forrester et Purswell.,
1997).

4.1.2. Obtention de liquide prostatique par aspiration a ’aiguille fine

Les cytoponctions peuvent étre réalisées par un abord para-rectal ou trans-abdominal,
sous contrdle échographique ou non. Le choix de I’abord est déterminé par la position de la
prostate et la fagon dont elle peut étre immobilisée le plus efficacement (Rogers et coll.,
1986).

Une aspiration a I’aiguille fine a 1’aveugle ne doit pas étre réalisée si le clinicien

suspecte la présence d’abces prostatiques, car la ponction augmente le risque de péritonite.

Dans ces cas-la, il vaut mieux réaliser une aspiration échoguidée (Root-Kusritz et
coll., 2000).

Pour un abord para-rectal, un nettoyage chirurgical de la zone périnéale doit étre
réalisé. La prostate est palpée par voie rectale avec une main et une aiguille (22 gauges) est
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insérée a travers le périnée, latéralement a I’anus et médialement a la tubérosité ischiatique.
L’aiguille est dirigée parallélement au rectum jusqu’a ce qu’elle atteigne la prostate (Olson et
coll., 1987). Une dépression est effectuée puis relachée avant que 1’aiguille soit retirée
(Rogers et coll., 1986).

Pour un abord abdominal sous contrdle échographique, un nettoyage chirurgical est
également réalisé, ainsi qu’une anesthésie cutanée locale et une incision cutanée afin de
faciliter le passage de 1’aiguille. La sonde échographique est placée dans un gant stérile et un
gel acoustique stérile est utilisé sur la peau. L’aiguille est ensuite avancée jusqu’a I’organe a
ponctionner. Une fois 1’organe atteint, un aide stabilise la sonde échographique pendant que

I’opérateur réalise la cytoponction (Hager et coll., 1985).

Les échantillons obtenus par aspiration directe contiennent moins de cellules
contaminantes et sont plus cellulaires que les échantillons obtenus par éjaculation ou massage
prostatique (Zinkl, 2006).

4.2. Applications

Chez le chien, le cancer de la prostate est une affection rare. Ceci est montré par
I’incidence trés faible de cette maladie en pratique vétérinaire courante (Barsanti et Finco,
1995).

Sa prévalence parmi les affections prostatiques est de 7% (13 cas surl77), sans que les

tranches d’age soient précisées (Krawiec et Heflin, 1992).

Elle peut étre surestimée en cas de tumeur vésicale envahissant la région cervico-

prostatique (Kennedy, 1995).

Le type tumoral le plus fréquemment retrouvé est 1’adénocarcinome prostatique
(> 90% des cas). Les métastases dans les nceuds lymphatiques, les vertébres lombaires ou les

poumons sont fréquentes (Barsanti et Finco, 1995).

Les cellules glandulaires d’une prostate normale se regroupent en amas de petite ou
moyenne taille. Leurs noyaux sont centraux, ronds a ovales et la chromatine est finement
ponctuée. Le cytoplasme est discretement acidophile, en quantité modérée, il a un aspect fin et
granulaire. Des cellules du stroma peuvent parois étre observées, elles sont généralement peu
nombreuses, elles ont un noyau allongé et un cytoplasme discrétement basophile en quantité
modérée (Rogers et coll., 1986 ; Zinkl, 2006).
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Des cellules contaminantes peuvent étre observées : spermatozoides, cellules
squameuses provenant de ['urétre ou des organes génitaux externes, cellules urothéliales
provenant du tractus urinaire ou génital, autres cellules épithéliales provenant du canal
déférent et de 1’épididyme (Zinkl, 2006).

Les échantillons obtenus a partir de carcinomes prostatiques ont une cellularité
modeérée a marquée. Les cellules obtenues présentent une anisocaryose, elles sont souvent
attachées les unes aux autres et forment des amas. Elles sont rondes a ovales et présentent une
dilatation et une irrégularité nucléaires, ainsi qu’une ¢€lévation marquée du rapport nucléo-
cytoplasmique. Des nucléoles peuvent étre observés. Les membranes cellulaires sont
généralement distinctes dans les tumeurs bien différenciées et elles sont invisibles dans les

tumeurs peu différenciées (Rogers et coll., 1986 ; Zinkl, 2006).

11 existe différents criteres de malignité nucléaires et cytoplasmiques, la présence d’au

moins 4 criteres de malignité suggere un processus néoplasique (Rogers et coll., 1986).

Les tumeurs prostatiques métastasant dans les noeuds lymphatiques iliaques et sous-
lombaires, il est conseillé d’examiner voire de réaliser des cytoponctions de ces ganglions, en

cas de suspicion de processus néoplasique (Zinkl, 2006).

4.3. Efficacité diagnostique

Une étude a été faite sur 77 chiens présentant une maladie prostatique : la sensibilité
de I‘examen de cytoponctions ou de massages- ringages prostatiques dans a détection d’un

carcinome prostatique fut modeérée : 67% chacun.
Cependant, la combinaison des 2 techniques produit une trés haute spécificité (98%).

Les conclusions cliniques combinées a I’itmagerie meédicale et au 2 techniques
constituent la meilleure démarche diagnostic d’un cancer prostatique chez le chien (Teske et
Nickel, 1996).
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IV. CALQUES PAR IMPRESSION, ECOUVILLONNAGE, CALQUES A LA
CELLOPHANE ADHESIVE ET APPOSITIONS

1. Calques par impression

Des empreintes peuvent étre faites pour les lésions cutanées superficielles. Ces
empreintes peuvent étre diagnostiquées, mais elles reflétent souvent l'inflammation et la
contamination exterieures (Withrow et MacEwen, 2007).

Les calques par impressions consistent & apposer une lame porte-objet sur la surface
d’une 1ésion superficielle tout en appuyant sur cette néoformation de maniere a faire ressortir
le matériel cellulaire.

La lame microscopique est mise ensuite a sécher, colorée, recouverte d'une lamelle et
examinée au microscope sous grossissement croissant jusqu'a I'immersion afin de distinguer
les éléments cellulaires. Quand une incision est faite ou qu'une lésion a été enlevée, un calque
par impression du plan de coupe peut étre fait.

Si une pustule intacte ou une vésicule doivent étre prélevées, la peau est tenue entre
pouce et index afin d'avoir la Iésion sur le dessus. Avec le bord de la lame microscopique, la
pustule est ouverte et son contenu appliqué sur la lame. Une autre méthode consiste a
découper le "toit" de la Iésion avec des ciseaux pointus et fins (Tzanck technique) et a le
retourner. Le calque par impression est alors effectué. Chez le chien et le chat, les pustules
sont souvent trop petites pour permettre cette technique. Elle peut étre tentée en utilisant la
pointe d'une aiguille. Vésicules et pustules intactes sont assez rarement observées chez les
petits carnivores. Quand elles sont présentes, elles sont plut6t prélevées en vue d'une culture
ou d'un examen histologique (Bourdeau, 1994).

L’inconvénient de cette technique c’est qu’elle donne généralement des étalements de
qualité médiocre, a fond tres hémorragique, contenant majoritairement des polynucléaires
neutrophiles.

2. Ecouvillonnage

Cette méthode est essentiellement utilisée pour les lésions fistuleuses. L’écouvillon est
roulé plusieurs fois sans frotter sur toute la longueur de la lame microscopique. Elle est laissée
a sécher quelques minutes et est colorée (Bourdeau, 1994).

Cette technique est peu utile pour le diagnostic de conditions neoplasiques (Pouletty,
2014).
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3. Calque a la cellophane adhésive

Il s’agit de 1’application d'un morceau de ruban adhésif transparent sur la peau ou une
Iésion cutanee, afin de prélever des éléments cellulaires, microorganismes et autres débris

présents.

Pour le réaliser, on doit Appliquer la partie collante du ruban adhésif directement sur

la peau et la retirer d'un mouvement sec. On répéte I'opération une a deux fois de suite.

On colle ensuite le morceau d'adhésif a I'extrémité d'une lame, de facon a effectuer une
boucle, ou maintenir la boucle avec une pince, colorer, puis le coller sur une lame (face

collante contre la lame).

4. Appositions

Ce sont des impressions faites suite a I’exérése de la néoformation a étudier, exérése

chirurgicale ou post-mortem, ou suite a I’obtention d’une biopsie.

Pour y parvenir, le tissu doit d'abord étre coupé de sorte qu’une nouvelle surface
fraiche soit créée [Photo 4].

Apres, le sang et le liquide tissulaire excédentaires doivent étre enlevés de la surface
de la lésion a imprimer en épongeant avec un matériel absorbant propre (papier serviette par

exemple)

Le sang et les liquides tissulaires empéchent les cellules du tissu d’adhérer a la lame

en verre, produisant une préparation médiocrement cellulaire.

La 1ésion est pressée ensuite contre le milieu d’une lame porte objet propre et soulevée
directement. Ceci devrait étre répété plusieurs fois de telle sorte que plusieurs empreintes du
tissu soient présentes sur la lame (Withrow et MacEwen, 2007 ; Cowell et Valenciano,
2014).
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A : Découpe et création d’une surface fraiche ; B : La surface du tissu est épongee plusieurs

fois ; C : La lésion est pressée contre une lame propre plusieurs fois

Photo 4 : Réalisation d'une apposition suite a I’exéreése chirurgicale d’une masse (Cowell

et Valenciano, 2014)

V. GRATTAGES

Se fait aussi suite a I’exérése de la néoformation : consistent a gratter la tranche de
section de la masse avec une lame de scalpel, puis a étaler sur une lame porte-objet le matériel
cellulaire obtenu par un étalement par étirement. On procede ensuite a une fixation par

agitation a I’air et a une coloration.

VI. PASTILLES DE CYTOCENTRIFUGATION

Un fragment de tissu est broyé au travers d’un fin tamis, puis les cellules sont
« rincées » et diluées dans un milieu de survie ; on obtient alors une suspension de cellules

vivantes. Cette technique est utile surtout pour I’immunocytochimie (Bricaire, 1996).

VII. INTERETS DU DIAGNOSTIC CYTOLOGIQUE EN ONCOLOGIE CANINE
1. Avantages et limites de la cytologie
1.1. Intéréts techniques

L’intérét majeur de cet acte est son caractere non invasif (recueil direct ou brossage)
voire faiblement invasif (aiguille fine). De ce fait, il n’existe quasiment aucune contre-

indication a cet acte.
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Les complications hémorragiques ou infectieuses sont exceptionnelles pour les
prélevements cytologiques (Kocjan et coll., 2009). Les techniques standard sont simples, peu
coliteuses et peuvent étre mises en ceuvre rapidement. Les prélévements se font la plupart du
temps sans anesthésie, en ambulatoire, et un examen extemporané est toujours possible. La
rapidité des techniques standards permet des délais courts (dans la journée) entre le

prélévement et le diagnostic.

Aussi, des techniques complémentaires sont toujours possibles pour étayer le

diagnostic (des méthodes d’immunocytochimie, de biologie moléculaire...).

Ainsi, nous avons pu discerner dans la partie précedente plusieurs possibilités
d’application des examens cytologiques et dans de nombreux cas ils sont a réaliser en
premiére intention car ils sont nettement mois invasifs que les examens histologiques. Ainsi,
toute suspicion de processus tumoral devrait en théorie exiger la réalisation d’examens
cytologiques. Aussi bien que dans les cas de suspicion d’une métastase ou d’une tumeur

multicentrique.

1.2. Limites

Bien que la cytologie présente plusieurs avantages, quelques limites sont a signaler
dont la raret¢ du matériel cellulaire dans certains cas de tumeurs avec un degré d’exfoliation

peu importante, notamment les tumeurs fibreuses et/ou calcifiées.

Aussi, la qualité des prélevements, un bon étalement et la rapidité de traitement des

prélevements sont essentielles pour une bonne interprétation.

Par ailleurs, I’examen cytologique ne représente qu’un échantillonnage de la
population cellulaire tumorale dépourvu de toute architecture tissulaire. Ceci peu également

rendre délicat pour la cytopathologiste 1’affirmation d’un diagnostic de certitude.

Une ponction mal faite peu donner des résultats faussement négatifs (ponction zone
inflammatoires péri-tumoral ou graisse péri-nucléaire). Ainsi, le pathologiste doit réaliser

plusieurs ponctions pour minimiser les risques d’erreurs.

I1 faut donc bien connaitre les possibilités et les limites d’interprétation des examens

cytologiques afin d’éviter ses pieges.
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2. Apport diagnostique de la cytologie

Le cytopathologiste souhaite par 1’examen cytologique identifier s’il s’agit d’un
processus néoplasique, inflammatoire ou infectieux en premier lieu, puis s’il s’agit d’une
tumeur, il essayera de déterminer la nature des cellules qu’il observe et d’en tirer si possible
une conclusion sur la malignité de la néoplasie. Toutes ces informations peuvent étre
obtenues, d’autant plus pour les prélévements de bonne qualité. Et dans les cas ou d’autres
examens complémentaires sont nécessaires pour affirmer un diagnostic de suspicion, la

cytologie orientera le clinicien pour les choisir.

Pour un cytopathologiste expérimenté et prudent, les erreurs sont peu fréquentes, au

pire la cytologie n’apportera aucune information.

Dans les cas ou le matériel cellulaire est suffisant, la cytologie permet genéralement
des diagnostics de quasi-certitude : lymphomes, mastocytomes mélanomes, lipomes, ect... et

une bonne fiabilité des degrés de malignité.

Dans certains cas, 1’examen cytologique permet au clinicien d’écarter quelques
hypothéses et de limiter le cercle de suspicion : par exemple pour une masse sous cutané, une
cytoponction pourra éliminer en premier lieu I’hypothése d’un abces, d’un hématome ou d’un
kyste et d’éviter des examens plus approfondis, par exemple de le cas d’un mastocytome
cutané les principaux sites métastatiques sont les nceuds lymphatiques de drainage, le foie, la
rate et la moelle osseuse. Les métastases pulmonaires sont rares. Le bilan d'extension doit
donc comprendre un examen cytologique par ponction du foie, de la rate et des nceuds
lymphatiques, un bilan sanguin (qui peut révéler une anémie, une éosinophilie), un

myélogramme et une échographie abdominale (foie, rate, nceuds lymphatiques internes).

L'examen cytologique du nceud lymphatique loco-régional est un examen
indispensable a cause des métastases ganglionnaires fréquentes. L'absence de métastase a ce
niveau permet d'exclure avec une quasi certitude I'existence d'autres métastases a distance. La
cytoponction du nceud lymphatique de drainage doit donc étre systématique lors du bilan
d'extension (Huet et coll., 2009).

La détermination du type cellulaire est un défi pour le cytopathologiste, ce n’est pas
toujours facile a déterminer. Certaines tumeurs sont classés dans un groupe plus ou moins
homogene : « tumeurs a cellules fusiformes », « adénocarcinomes », etc..., d’autres sont tout
simplement attribués a une conclusion genérale telles que «tumeur maligne a cellules

rondes ».
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Dans certains cas ou I’histologie est irréalisable (dans le cas de 1ésions extrémement
nécrotiques, site difficile a biopsier ...), la cytologie pourra étre le seul recours au

pathologiste et pourra conclure au diagnostic définitif.

3. Apport pronostique de la cytologie

L’association d’un bon examen cytologique qui permet au pathologiste de conclure un
diagnostic précis d’une tumeur et de préciser le degré de malignité, d’'un examen clinique
approfondi de I’animal et d’une bonne connaissance des commémoratifs permet au
pathologiste d’en déduire un pronostic. De plus, un bilan d’extension loco-régional et a
distance peuvent étre déterminés par ponctions de nceuds lymphatique ou par 1’analyse
cytologique d’un liquide d’épanchement, par la réalisation d’un myélogramme ou des

ponctions échoguideées.

Lors d’une laparotomie exploratrice, et en présence de plusieurs Iésions suspectes sur
différents organes, le pathologiste peut éviter des biopsies répétées en ayant recours a des

cytoponctions, minimisant ainsi les risques pour 1’animal.

L’estimation du pouvoir proliférant d’une tumeur représente aussi une méthode pour
obtenir des informations pronostiques. L’index mitotique et le marquage de 1’antigéne ki67

représentent les deux techniques utilisés en cytologie vétérinaire pour apprécier ce pouvoir :
* L’index mitotique :

La plupart des cancers ont un grand nombre de cellules en division. L’ index mitotique,
défini par le nombre de mitoses par unité de champs microscopique a un grossissement
donné, contribue a 1’évaluation pronostique de certaines tumeurs. En fait, tous les cancers
n’ont pas un index mitotique élevé, de méme que nombreuses mitoses peuvent étre observées
en pathologie non tumorale. Cependant, dans certains types de tumeurs, le diagnostic de

malignité est fondé sur cet index mitotique (Andrieu et coll., 1997).
* Le marquage de I’antigene ki67 :

C’est un antigéne exprimé par les cellules, au niveau du noyau des cellules
prolifératives, en phase G1, S, G2 et M. en cytologie, cet index permet au pathologiste, dans
certains cas de classer les tumeurs en tumeurs de bas grade (ki67 faible) ou de haut grade
(ki67 élevé).
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4. Apport thérapeutique de la cytologie

Le pathologiste peut arriver & établir un diagnostic, a préciser un pronostic et a
planifier une stratégie thérapeutique grace a I’examen cytologique seul. La cytologie peut

Sservir a:
- Décider de proceder ou non a une éxerese chirurgicale.

- Choisir la thérapeutique la plus convenable au processus tumoral : une éxérese
chirurgicale seule (rhabdomyosarcome), une exerese chirurgicale associée a une
chimiothérapie (carcinome mammaire), ou a une radiothérapie (mastocytome de grade 1), ou

une thérapie strictement médicale (lymphome).

- Présumer la réponse du néoplasme vis-a-vis d’une éventuelle chimiothérapie : Si
I’index ki67 est faible, la tumeur sera sans doute peu chimiosensible, alors qu’en revanche, si

cet index est élevé il faudra prévoir 1’éventualité d’un syndrome de lyse tumorale aigué.

- Donner des conseils vis-a-vis de I’ampleur de I’exérese chirurgicale (par exemple au

moin 3 cm pour un mastocytome).

Vue son caractere peu invasif, la cytologie est conseillée pour le contrdle post-

thérapeutique pour la détection d’éventuels récidives ou métastases.

Pour conclure, dans la majorité des cas, les clés de réussite d’un examen cytologique

ne sont que la réalisation de bons prélevements et un ceil expérimenté du pathologiste.

La cytologie gagne une place de plus en plus importante en anatomo-pathologie canine
vu ses nombreux avantages malgré que certaines limites existent toujours d’ou 1’intérét de

I’examen histologique objet de la deuxiéme partie de notre thése.
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Deuxiéme Partie : L’examen histologique en oncologie canine

« Histologie » signifie étymologiquement « science des tissus ». Le concept de tissu,
de derme, a été inauguré fin XVII*™/début XV 111°™ par Xavier Bichat, sans microscope. Ce
concept a été élaboré grace a ses travaux de dissection anatomique.

A partir du début du XIX®™ siécle, et surtout vers 1840, le microscope optique est
perfectionné et I'optique bénéficie de grandes améliorations. Des lentilles beaucoup plus
performantes sont fabriquées, ce qui permet d'obtenir des images beaucoup plus proches de la
réalité. C'est a cette époque que les techniques histologiques se mettent en place.

L’examen histopathologique est un examen médical invasif permettant, a partir d’un
prélevement tissulaire ayant subit une technique de préparation histologique en laboratoire,
d’obtenir des lames histologiques qui seront ensuite analysées par un médecin ou un
vétérinaire spécialisé en anatomie pathologique (appelé anatomopathologiste ou, plus
communément, pathologiste). Apres lecture et interprétation, ce dernier fournit un ou
plusieurs diagnostics morphologiques qui serviront a poser un diagnostic final et a établir un

pronostic.

I. TECHNIQUES EN HISTO-PATHOLOGIE

1. Technique de préparation standard en histopathologie : P’inclusion en

paraffine
1.1. Prélévement

En histologie, le prélevement peut se faire sur un cadavre (le plus rapidement possible
apres le déces), sur pieces opératoires ou encore apres une biopsie. On utilise des instruments
bien tranchants (le Scalpel), afin de ne pas écraser les tissus et donc d'éviter la formation
d'artefacts.

1.2. Fixation

Le but de la fixation est de conserver les structures. En effet, le prélevement des tissus
provoque leur mort : les cellules déversent leurs enzymes, ce qui provoque une autodigestion
du tissu. De plus, a l'air ambiant, les prélévements peuvent étre contaminés par des bactéries,

ce qui entraine une putréfaction des tissus (Michael et Wojciech, 2011).
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Le fixateur le plus commun et le plus utilisé dans le monde est le formol
(formaldéhyde a 37%), a différents dilutions (Michael et Wojciech, 2011).en deuxiéme
position on trouve le liquide de Bouin (mélange de formol et d’acide picrique) dont

I’utilisation est aussi fréquente (Bacha et Bacha, 2012).

La fixation présente plusieurs avantage, elle permet une immobilisation des
constituants tissulaires/cellulaires, elle prévient 1’autolyse cellulaire et la putréfaction
bactérienne post-mortem et permet la technique histologique et les colorations ultérieures.
(Michael et Wojciech, 2011).

La durée de 3 fixation est variable et la quantité de fixateur utilisée doit étre au moins
dix fois plus importante que le volume de tissu a fixer : quelques heures suffisent donc pour

fixer les petits fragments.

En pratique, On commence d’abord par une préfixation qui consiste a mettre le
prélevement dés son arrivé dans du formol a 10% pendant au moins 24 heures, ensuite on
I’enléve du fixateur et on procéde a la coupe d’un petit morceau de 0,5 cm. Enfin la fixation

proprement dite consiste a déposer le petit morceau dans du formol a 10% pendant 24 heures.

1.3. Déshydratation et inclusion a la paraffine

Pour que la lumiere puisse passer a travers le tissu a examiner, celui-ci doit étre trés
fin. Or les tissus sont mous, il faut donc leur donner une consistance solide. C'est le principe
de l'inclusion : I'inclusion en paraffine consiste a infiltrer et a enrober les tissus a examiner

avec de la paraffine.

Comme la paraffine est hydrophobe, le prélevement doit d’abord subir une
déshydratation par immersion dans des bains d’alcool de degré croissant (70°, 80°, 90°, 95°,
99°, puis enfin 100°) puis L'alcool (éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible a la
paraffine : il s'agit soit de xyléne, soit de toluéne (hydrocarbures). Ces substances éliminent
I’éthanol (Bacha et Bacha, 2012).

En pratique, on utilise un automate formé de 12 bacs dans lesquels se trouvent des
solutions différentes. Les casettes sont placées dans le premier bac puis automatiquement elles
changent de bac toutes les 2 h. Dans cet appareil les prélévements passent d’un bain a 1’autre

pendant une période totale de 20 a 24 heures.
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Ensuite, on le fait coulé dans un moule contenant de la paraffine fondue par chauffage
a 56°C et devenue liquide, la chaleur provoque I'évaporation du solvant (et sa dissolution dans
la paraffine) : les espaces ainsi libérés sont remplis par la paraffine. Puis la paraffine est
placée dans de petits moules, a température ambiante, ce qui provoque son durcissement et
donc la rigidification des fragments tissulaires prélevés. On procede alors au démoulage : on
obtient des fragments tissulaires inclus dans un bloc de paraffine.

Dans certains cas, on utilise d’autres milicux d’inclusion comme la résine qui permet
de coupe plus fines pouvant atteindre 0, 5 & 2 um (Stevens et Lowe, 1997).

1.4. Coupe des blocs et collage des coupes

On isole ensuite des coupes dans le bloc de paraffine. On utilise pour cela un
microtome, qui fait avancer le bloc sur un rasoir. En microscopie optique classique, les coupes
faites suite a I’inclusion a la paraffine mesurent de 2 a 7 um (Stevens et Lowe, 1997).

Chaque section successive adhére a la précédente, d’ou la formation d'un ruban
continu dans lequel on retrouve des coupes sériées de prélévement tissulaire (Bacha et
Bacha, 2012).

1.5. Etalement et collage des coupes sur des lames de verre

Par la suite, une ou plusieurs sections sont soigneusement séparées du ruban et
transférées a la surface de I'eau chaude dans un bain marie a 37°C. Cela adoucit la paraffine et
aplatit la section et élimine des rides. La section aplatie est flotté sur une lame, qui est ensuite
placé sur une plaque chauffante a 56°C pour que la préparation séche et la section adhere a la
surface de la lame (Bacha et Bacha, 2012).

1.6. Déparaffinage et réhydratation

En effet, la paraffine est hydrophobe tandis que les colorants sont hydrophiles. C'est
pourquoi la coloration des coupes nécessite un déparaffinage et de réhydratation. Cette étape
est assurée par une succession de bains, d’abord dans un solvant permettant I’¢limination de la
paraffine (toluene ou xyléne) puis dans des alcools de titre décroissant, de 100% (compatible
avec le solvant précédent) jusqu’a 70% (compatible avec 1’eau), avant un bain dans 1’eau pure
assurant la réhydratation finale. (Michael et Wojciech, 2011) Chaque bain dans un solvant
est fait dans un flacon cylindrique adapté appelé tube de Borel mais n’importe quel flacon
cylindrique fait 1’affaire.
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1.7. Coloration

Les tissus de l'organisme ne sont pas spontanément colorés, ce qui rend les
observations difficiles. De ce fait, les coupes doivent étre colorées pour étre visibles (Stevens
et Lowe, 1997). Les colorants utilisés en histologie sont plus ou moins sélectifs. La plupart
sont des composants acides ou basiques en milieu aqueux qui forment des sels avec les
radicaux ionisés des tissus. Des composants acides sont utilisés pour les zones tissulaires

basophiles, et des composants basiques sont utilisés pour les zones tissulaires acidophiles.

On distingue les colorations standards et les colorations spéciales. Les colorations
standards utilisent les méme colorants que I’industrie textiles, les colorations spéciales sont
utilisés pour mettre en évidence des constituants enzymatiques ou chimiques intracellulaires
particuliers (Stevens et Lowe, 1997).

1.7.1. Coloration a ’Hématéine Eosine (H.E.)

L’Hématéine Eosine (H.E.) associe 1’hématéine qui colore les noyaux en violet et

1’éosine qui colore les cytoplasmes en rose. (Bacha et Bacha, 2012).

La coloration a I'nématoxyline seulement donne une coloration globale générale de
I'échantillon, les composants et les structures qui ont une forte affinité pour le colorant sont
plus fortement teinté, par exemple, I'ADN et les zones cytoplasmiques de la cellule contenant
des composants nucléaires d’ARN. L’utilisation de 1’éosine, la coloration de contraste, a
également un effet global de coloration lorsqu'il est utilisé seul. Cependant, les noyaux sont
moins visibles que dans I'échantillon coloré a I'hématoxyline seul.

La meilleure visualisation de toutes les structures est obtenue apres une coloration
combinée de H & E [Figure 16].

Méthode :

- Ringage des lames a 1’eau distillée- hydratation des lames

- Coloration par I’hématoxyline de Hains fraichement filtrée (15 secondes)
- Ringage a I’eau courante

- Immersion dans de 1’eau ammoniacale (5 gouttes d’NH3 dans 300 ml d’eau de

robinet) 10 secondes ou plus, jusqu’a ce que la section soit macroscopiquement bleue
- Ringage a I’eau courante

- Contre-coloration a 1’éosine (10 secondes) (Challis, 1997).
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A : Coloration a I'nématoxyline seulement ; B : L’effet de la coloration a 1’éosine seulement ;

C : L'effet de coloration combinée de H & E.

Figure 16 : Effet de la coloration a I’hématoxyline et a I'éosine utilisés seuls et celle de
I’hématoxyline et I'éosine utilisés en combinaison (Série d’échantillons du pancréas

(sections adjacentes), chien) (Michael et Wojciech, 2011)

1.7.2. Coloration a ’Hématéine-Eosine-Safran (H.E.S)

Les colorations trichromiques usuelles sont 1’Hématéine-Eosine-Safran (H.E.S.) par
ajout de safran colorant en jaune les fibres de collagene, et le trichrome de Masson (TM) qui
associe un colorant nucléaire (hématoxyline), un colorant cytoplasmique et un colorant bleu

ou vert colorant les fibres de collagéne.

1.7.3. Coloration a I’Acide Périodique de Schiff (A.P.S. ou P.A.S.)

Cette coloration permet la mise en évidence des glucides complexes (mucus des
cellules mucipares, glycoprotéines des basales et du glycocalyx des bordures en brosse) et du
glycogene. L’acide périodique entraine une oxydation des glucides (libération de fonctions
aldéhyde) permettant au réactif de Schiff de se fixer et de les colorer en rouge-pourpre. Une

contre-coloration est effectuée pour visualiser I’ensemble de la préparation.
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1.7.4. Giemsa

C’est un colorant spécifique des acides nucléiques, constitué¢ d'un mélange de deux
colorants (bleu de méthyléne et éosine) qui donne une coloration violette aux territoires riches

en acides nucléiques. Cette coloration met aussi en évidence les granulations des mastocytes.

1.8. Déshydratation

Opération inverse de celle menée au début, avant de pouvoir faire le montage dans la

résine qui est hydrophobe (par bains d’alcool de degré croissant puis bains de toluéne).

1.9. Montage

Les coupes colorées sont montées entre lame et lamelle avec une résine synthétique
dont I’indice de réfraction est voisin de celui du verre. On dispose alors d’une « préparation
microscopique » (simplement appelée « lame » dans le langage courant) préte a étre observée
au MO.

Le délai moyen requis entre la soumission du prélévement et la lecture de la lame est
de 23 minutes (Whitehair et coll., 1993).

Bainse réhydratation b 5 | Résine

- o ’

Photo 5 : Bains, colorants et résine de montage
(http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/ATP/histo.htm)
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Figure 17 : Différentes étapes de préparation d'une lame histologique par la méthode de
paraffine (Bacha et Bacha, 2012)
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2. Techniques complémentaires en histologie : techniques spéciales de détection in

situ

2.1. Enzymologie et immunohistochimie

Des technigques enzymatiques et

immunohistochimiques rendent plus aisée

I’identification du type cellulaire impliqué dans un infiltrat ou un néoplasme. Le tableau 6

présente les principaux marqueurs disponibles pour reconnaitre les différentes cellules

[Tableau 6].

Tableau VI : Exemples de marqueurs utilisés afin d’identifier le type cellulaire (Moore

et Rosin, 1986 ; Scott et coll., 2001)

Marqueur cellulaire

Type cellulaire identifié

a naphtyl acétate
estérase

chloracétate estérase
phosphatase acide
estérase non spécifique
lysozyme
a-1-antitrypsine
a-1-antichymotrypsine

5’nucléotidase

monocyte, histiocyte, plasmocyte, c. de Langerhans
neutrophiles, mastocytes

monocyte, histiocyte, plasmocyte

monocyte, histiocyte

monocyte, histiocyte (macrophage++), c. bronchique et rénale,
glande mammaire

monocyte, histiocyte
macrophage, c. du tractus gastro-intestinal
cellules endothéliales

Immunohistochimie
Cytokératine

Vimentine

Desmine
Protéine S100

Myoglobine

Laminine

Epithéliums squameux et glandulaires

Fibroblastes, c. de Schwann, c. endothéliales, lymphocyte,
monocyte, histiocyte, mélanocyte, c. de Langerhans

muscles lisses et striés

mélanocyte, c. du tissu nerveux, c. de Langerhans, ¢. myoépithéliale,
canaux et glandes sudoripares

muscle strié

membrane basale

L’immunohistochimie consiste a détecter dans les tissus, le site de la liaison d’un

anticorps spécifique avec la protéine contre laquelle il est dirigé. Les anticorps specifiques
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sont polyclonaux ou monoclonaux. La spécificité des anticorps monoclonaux est supérieure a
celle des sérums polyclonaux, mais leur sensibilité peut étre inférieure. Les modes de
révélation de la liaison antigéne-anticorps sont nombreux Il existe de nombreuses variantes
techniques correspondant aux différents modes de révélation de la liaison antigene-anticorps
ou a des procédés permettant d’améliorer la qualité des résultats. Parmi ces derniers,
I’utilisation d’un anticorps secondaire réagissant avec 1’anticorps primaire et/ou le
démasquage de sites antigéniques grace a une digestion par une enzyme protéolytique et/ou le

chauffage des lames au four a micro-ondes.
Il existe quatre indications essentielles en cancerologie :
- Le diagnostic
- La recherche de cancer primitif
- La recherche de facteurs pronostiques

- La recherche de facteurs prédictifs de la réponse aux traitements.

2.2. Immunophénotypage

La technique d’immunophénotypage fait appel a I’utilisation d’anticorps qui se fixent
sur les antigénes cellulaires. Elle permet de caractériser les différents types de lymphocytes
(cytotoxiques, auxiliaires...), les cellules présentant ’antigéne et les macrophages, mais
n’indique pas si les cellules concernées sont ou non néoplasiques. Elle s’utilise donc en
complément de I’étude histologique traditionnelle. Cette technique s’utilise dans 1’idéal sur
des coupes de tissus congelés, sur des frottis cellulaires ou sanguins non fixés, ou sur des
fluides (sang principalement). Malheureusement, I’acheminement des prélevements congelés
est un peu compliqué a mettre en ceuvre. C’est pourquoi, elle est dans certains cas pratiquée,
par défaut, sur des tissus fixés dans le formol. Or cette substance modifie la structure des
protéines. Certains antigénes ne sont donc plus identifiables par les anticorps. L’efficacité de

la technique est alors réduite.

L’utilisation de I’immunomarquage est essentielle au diagnostic différentiel de
certaines affections d’aspect histologique trés semblable. En oncologie canine, elle est surtout
utilisée pour la classification des lymphomes canins (Brousse et coll., 1997 ; Harris et coll.,
2001).
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Des anticorps, capables de détecter des marqueurs spécifiques (antigénes de
différenciation, immunoglobulines de surface...) des lymphocytes canins, permettent de

différencier les lymphomes B, T et nul.

Le marquage des lymphocytes B est fondé principalement sur 1’identification de la
molécule CD79a par des anticorps monoclonaux anti-CD79. Le marquage des lymphocytes T
est réalisé par un anticorps polyclonal anti-CD3 dirigé contre la molécule CD3. Il existe de
nombreux marqueurs [Tableau 7] (Teske et coll., 1994 a ; Fournel et coll., 1997 a ; Kiupel

et coll., 1999 ; Ponce et coll., 2004).

Tableau V11 : Principaux marqueurs cellulaires employés chez le chien

Antigene Spécificité cellulaire Références
CD3 Tous les lymphocytes T Ferrer et coll., 1992
Fisher et coll., 1995
CD4 Lymphocytes T helper Chabanne et coll., 1994
Fisher et coll., 1995
CDs8 Lymphocytes T cytotoxiques Chabanne et coll., 1994
Fisher et coll., 1995
CD21 Lymphocytes B matures Moore et coll., 1990
Fisher et coll., 1995
Teske et coll., 1994 a
CD34 Précurseurs hématopoiétiques B Gelain et coll., 2008
CD79a Lymphocytes B tous stades Jones et coll., 1993
Fournel et coll., 2002
CD18 Leucocytes Gelain et coll., 2008
CD45 Leucocytes Caniatti et coll., 1996
Fisher et coll., 1995
Vernau et coll., 1999
CD14 Leucocytes et monocytes Brodersen et coll., 1998
Ig (chaine légére) | Lymphocytes B matures Sandusky et coll., 1986
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Figure 18 : Immunophénotypage (lymphome canin, nceud lymphatique, chien) : Notez la
surface uniforme des cellules suite a I’expression des CD79a spécifiques aux cellules B
(CD79 a/ DAB; HP oil, X 200) (Raskin et Meyer, 2010)

L’immunophénotypage a permis de faire progresser nos connaissances concernant les
tumeurs canines. Cependant, malgré son apport précieux dans le domaine du diagnostic et du
pronostic, cette technique est encore réservée, dans le domaine vétérinaire, a quelques
laboratoires spécialisés (Moore et coll., 2000). En pratique, elle est utilisée en recherche
fondamentale pour élucider la pathogénie des désordres prolifératifs (lymphocytaires ou
histiocytaires), mais son co(t élevé la rend peu utilisable dans le domaine du diagnostic

vétérinaire.

3. Difficultés d’interprétation : artéfacts

Il faut se méfier des artéfacts, images artificielles créées par la technique. Dans une
préparation histologique de routine, il peut exister des artéfacts de préléevement (pinces,
ciseaux, coagulation, gelures), de fixation (dessechement, retard de fixation, fixateur trop ou
trop peu concentré), d’inclusion (vides artificiels dus a la rétraction des cellules ou des tissus),

de coupe (stries de rasoir, coupes trop épaisses ou trop minces), de collage (décollements, plis

81



Deuxiéme Partie : L’examen histologique en oncologie canine

et replis de la coupe), de montage (bulles d’air entre la lame et la lamelle), de coloration

(empétements, dép6ts, taches de colorant) [Figures 19, 20].

Figure 19 : Exemple d'artéfact : dépdts de colorant (Cartilage, chien) : Notez la présence
d’une tache de colorant sur la lame (fleches) (HE, X 400) (Bacha et Bacha, 2012)

Figure 20 : Exemple d’artéfact : séparation, espace (Peau, chien) : Notez la présence d’un
espace vide (fleches) (HE, X 400) (Bacha et Bacha, 2012)
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Il. APPLICATIONS GENERALES ET EFFICACITE DIAGNOSTIC

L'ensemble des composants de chaque tumeur (cellules tumorales et stroma) est
responsable d'aspects particuliers qui peuvent étre regroupés par types histologiques. Les
tumeurs d'un méme type présentent des criteres histologiques communs, définis dans des

manuels d'histopathologie (notamment de I'Organisation Mondiale de la Santé).

La reconnaissance de ces criteres et le classement de la tumeur dans le type
correspondant est a la base du diagnostic anatomopathologique de toute tumeur.

1. Diagnostic histologique d’une tumeur

Le diagnostic histologique est reflété par les criteres topographiques de la tumeur

auquel s’ajoutent les critéres morphologiques, complétés par des critéres d’agressivité.

1.1. Critéres topographiques

Les tumeurs peuvent étre classifiées de plusieurs facons ; toutefois, pour les cliniciens
et les registres de cancers, une des plus important items de I'information, est la topographie de

la tumeur (siege anatomique).

L’infiltration est par contre, le critere architectural le plus important de la malignité.
L'infiltration s'adresse soit aux éléments périphériques de la tumeur, soit aux vaisseaux surtout

lymphatiques ou I'effraction aboutit a la formation d'emboles.

Par exemple pour les lymphomes cutanés chez le chien, la discussion est différente
selon la topographie des infiltrats : On distingue alors le lymphome cutané épithéliotrope a
lymphocytes T (LCET) qui est une affection néoplasique rare (Fontaine et coll., 2009). Cette
affection cutanée se caractérise par une infiltration de lymphocytes T néoplasiques ayant un
tropisme particulier pour I’épiderme et ses annexes [Figures 21, 22] (Goldschmidt et
Shoffer, 1992 ; Scott et coll., 2001 ; Gross et coll., 2005). Le LCET doit étre différencié du
lymphome cutané non épithéliotropique ou lymphome dermique (lymphome a cellules T ou
B) [Figure 23]. Ce lymphome non épithéliotropique peut étre primaire (d’origine dermique)
ou secondaire a la dissémination cutanée d’un lymphome systémique (Scott et coll., 2001 ;
Gross et coll., 2005).
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Figure 21 : Epithéliotropisme (lymphome cutané, chien) : notez la concentration des
lymphocytes tumoraux au niveau de I’épiderme (HE, X 200) (Service d’anatomie
pathologique de PENMYV)

Figure 22 : Tropisme épidermique (lymphome cutané, chien) : Notez la présence de
nombreux lymphocytes tumoraux en position intra-épidermique (présence de petite logettes
appelées micro-abces de Pautrier) (HE, X 400) (Service d’anatomie pathologique de
PENMY)
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Figure 23 : Atteinte épidermique, dermique et annexielle (lymphome cutané, chien)
(HE, X 100) (Service d’anatomie pathologique de PENMY)

1.2. Criteres morphologiques

Il n’est pas toujours facile de distinguer une cellule maligne. En effet, il n’existe pas
de critére constant de malignité. Il faut se baser sur un ensemble de criteres morphologiques,
en considérant d’abord la population dans son ensemble puis en examinant chaque cellule

anormale avec soin.

A T’échelon cellulaire, on examine dans ’ordre : la taille des cellules, les anomalies

nucléaires et enfin les modifications cytoplasmiques.

1.2.1. Taille des cellules

Dans un tissu tumoral, les cellules cancéreuses sont souvent de taille inégale entre

elles : anisocytose.

La taille de la cellule suspecte est généralement augmentée et cela peut aller jusqu’au
gigantisme [Figure 25] (Rubiales, 2009).
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Figure 24 : Taille d’un lymphocyte réactionnel (chien, dermatite) : on note que la taille du
lymphocyte réactionnel ne dépasse pas 4,5 a 5,5 um (HE, X 1000) (Service d’anatomie
pathologique de PENMY)

L~10,68um

Figure 25 : Taille des cellules lymphomateuses (lymphome cutané, chien) : on note que la
taille des cellules lymphomateuses peut atteindre 10,5 & 11,5um (HE, X 400) (Service
d’anatomie pathologique de PENMYV)
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1.2.2. Forme du noyau
L’irrégularité de la forme et des contours du noyau est un critére a rechercher dans les
cellules cancéreuses. Certaines cellules trés actives peuvent étre binucléées, d’autres, plus

rares se trouvent plurinucléées [Figure 26].

Figure 26 : Formes irréguliéres des noyaux (lymphome cutané, chien) : Notez la variation
des formes des noyaux (HE, X 1000) (Service d’anatomie pathologique de ’ENMY)

1.2.3. Importance de la nucléolation
L’augmentation de la taille, la multiplicité et anomalies de forme des nucléoles sont
des critéres de malignité [Figure 27].

Figure 27 : Importance de la nucléolation : (lymphome cutané, chien): on note le volume
important des nucléoles (HE, X 400) (Service d’anatomie pathologique de PENMY)
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1.2.4. Aspect de la chromatine

On peut mettre en évidence un Hyperchromatisme ou euchromatisme nucléaire. La
répartition de la chromatine peut varier, elle peut étre distribuée en mottes grossieres,

finement dispersée et uniforme, grenue, réticulée... [Figure 28].

On peut aussi observer une hyperchromatose marginale (irrégularité et épaississement
de la bordure nucléaire).

Figure 28 : Aspect de la chromatine (lymphome cutané, chien) : notez disposition en amas
de la chromatine (HE, X 400) (Service d’anatomie pathologique de PENMYV)

1.2.5. Extension du cytoplasme et ses caractéristiques tinctoriales

Les modifications cytoplasmiques sont souvent moins spécifiques mais fréqguemment
observées tout de méme comme un cytoplasme moins abondant suite a 1’augmentation du
rapport nuclé-cytoplasmique, une exagération de la basophilie, une vacuolisation allant
jusqu’a la cellule en bague a chaton, la présence de granulations atypiques [Figure 29].
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Figure 29 : Vacuoles cytoplasmiques : (tumeur rénale, chien) : Notez la présence de

vacuoles cytoplasmiques et de nombreuses figures de mitose (HE X 400) (Service
d’anatomie pathologique de PENMYV)

1.3. Critéeres d’agressivité
1.3.1. Etude de la prolifération : techniques et intéréts en oncologie canine
1.3.1.1. Index mitotique
1.3.1.1.1. Principe général

La détermination par comptage du nombre de figures de mitose représente la méthode
la plus ancienne d'évaluation de la prolifération cellulaire [Figure 30]. Et bien qu'aujourd'hui
de tres nombreuses techniques d'évaluation de la prolifération cellulaire soient disponibles, la
facilité d'utilisation de cette technique est en grande partie responsable de son utilisation de

routine en pratique histopathologique, en particulier vétérinaire, comme critére diagnostique
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et surtout pronostique. Ainsi, I’index mitotique intervient dans la quasi-totalité des systémes

de grading histopathologique des néoplasmes chez le chien (Abadie, 2003).

Figure 30 : Index mitotique élevé (lymphome cutané, chien) : Notez la présence de
plusieurs cellules en mitose (HE, X 400) (Service d’anatomie pathologique de PENMYV)

Malgré quelgues exceptions notables, c'est a dire des types tumoraux chez lesquels une
activité mitotique élevée n'est pas associée a un comportement biologique agressif (i.e.
histiocytome cutané canin, sarcome de Sticker, séminome du chien), la détermination de
I'activité mitotique est considérée, pour I'immense majorité des néoplasmes du chien, comme

I'un si ce n'est le critére pronostique déterminant.

1.3.1.1.2. Limites en cancérologie canine

L'un des problémes majeurs, cependant, de I'évaluation de I'activité mitotique reside
dans la standardisation de la quantification de ce paramétre, entre laboratoires, voire entre
pathologistes, indispensable a son utilisation en pratique clinique quotidienne.
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En premier lieu se pose le probleme de la reconnaissance morphologique formelle des
figures de mitose, source de subjectivité et donc de potentielles variations entre observateurs
différents.

Ainsi, d'un point de vue théorique, la mitose, seule phase du cycle cellulaire
morphologiquement identifiable sur coupes tissulaires, ne représente qu'une tres faible
proportion par rapport a la durée totale du cycle de prolifération. Aussi la détermination de la
prolifération par l'index mitotique dans une population conduit a une sous-estimation de
I'activité proliférative reelle, puisque ne prenant pas en compte les cellules présentes dans les
autres phases du cycle (G1, S et G2), impossible a identifier et a discerner sur des seuls

critéres d'observation microscopique. (Abadie, 2003).

Ensuite doivent étre évoquées les différentes méthodes d'évaluation de cette activité
mitotique, qui peut ainsi étre exprimée, par exemple, sous la forme d'un nombre de figures de
mitose compté sur un nombre défini de champs microscopiques de tissu tumoral (le plus
souvent 10 champs au grandissement x400), ou par le nombre moyen de figures de mitose par
unité de surface tumorale, ou enfin par l'index mitotique, c’est-a-dire le pourcentage de
cellules tumorales mitotiques par rapport a la population tumorale globale. Parmi toutes ces
méthodes, du fait en particulier de la variation de la taille réelle des champs entre équipements
microscopiques différents et de I'hétérogénéité de la répartition de I'activité mitotique au sein
d'un tissu néoplasique, la détermination de I'index mitotique est apparue comme la plus fiable
et la plus reproductible dans la détermination de I'activité proliférative tumorale. Par ailleurs,
seul l'index mitotique peut permettre de comparer l'activité proliférative entre des types
tumoraux différents puisque du fait d'une taille variable des cellules tumorales selon le type
néoplasique, le nombre de cellules tumorales, éventuellement en mitose, présentes dans un

champ microscopique est variable selon I'histogénése néoplasique (Sarli et coll., 1999).

1.3.1.2. Organisateurs nucléolaires (AgNORs)
1.3.1.2.1. Biologie

Le nucléole est un organite nucléolaire jouant un réle dans le contrle de la
prolifération et les syntheses protéiques cellulaires. Les régions des organisateurs nucléolaires
(ou Nucléolar organisations) sont les régions des chromosomes, étroitement liées aux
nucléoles, correspondants a des segments d’ADN contenant les génes codant pour I’ADN

ribosomaux.
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Ces régions ont donc un réle majeur dans la régulation des syntheses protéiques
(Abadie, 2003).

Les organisateurs nucellaires peuvent étre révélés en microscopie photonique en
mettant a profit la forte argyrophilie des protéines non histones qu’ils contiennent, ce qui rend

possible leur mise en évidence par des techniques de coloration a 1’argent.

1.3.1.2.2. Utilisation de I’index

Les techniques d’imprégnation argentique, qui ont conduit a la création du terme
« AgNORs », permettent de détecter les NORs dans les chromosomes en métaphase et dans
les cellules interphasiques ou les AQNORs apparaissent sous la forme de grains noirs localisés
dans les nucléoles. La mise en évidence et la quantification des organisateurs nucléaires par
I’argent est apparue comme moyen simple d’apprécier I’activité cellulaire sur des préparations
histologiques faites a partir de prélevements fixés ,inclus et coupés selon les techniques de

routine de 1’anatomie pathologique.

L’intensité de la coloration dépend de I’activité de transcription des cellules, le
nombre, la taille et la surface des NORs observés dans un tissu dépendraient du taux de
prolifération et de différenciation cellulaire ou d’une transformation tumorale (Ploton et coll.,

1988).

1.3.1.2.3. Intéréts en cancérologie canine

Plusieurs études ont montré I'existence d'une corrélation entre la détermination des
AgNOR et d'autres méthodes d'évaluation de la prolifération cellulaire, suggérant l'existence
d'une relation entre les organisateurs nucléolaires et l'activité mitotique cellulaire. Cette
corrélation a été confortée, en pathologie humaine, par la confirmation d'une valeur

pronostique de I'estimation des AGQNOR pour plusieurs types tumoraux (Hall et coll., 1990).

En pathologie vétérinaire, cette technique a été utilisée principalement dans
I'évaluation pronostique de trois types néoplasiques. Tout d'abord les lymphomes pour
lesquels des résultats variables en fonction des espéces ont été rapportés. Chez le chien, cette
technique aurait ainsi une valeur pronostique intéressante (Vail et coll., 1996 ; Kiupel et
coll., 1998 ; Kiupel et coll., 1999) mais pas pour les lymphomes du chat (Vail et coll., 1998 ;

Rassnick et coll., 1999). Puis, la détermination des AgNOR a été proposée pour constituer
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une approche, complémentaire au grading histopathologique, dans I'évaluation de I'évolution
post-chirurgicale des mastocytomes cutanés canins [Figure 31]. Plusieurs études ont ainsi
montré I'intérét pronostique potentiel de cette technique, susceptible d'étre mise en oeuvre sur

coupes tissulaires histologiques classiques (Bostock et coll., 1989 ; Simoes et coll., 1994) ou
sur frottis de cytoponction (Kravis et coll., 1996).
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Figure 31 : Mise en évidence des NORs par coloration argentique, cas de mastocytome
cutané canin (Abadie, 2003)

Enfin pour les tumeurs mammaires chez le chien, les premiéres études semblaient
indiquer que la quantification des AgNOR constituerait une approche prometteuse pour
discriminer les tumeurs en fonction de leur malignité potentielle (Destexhe et coll., 1995 ;

Bratulic et coll., 1996) mais une étude ultérieure ne confirme pas cet intérét pronostique
(Lohr et coll., 1997).
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1.3.1.2.4. Limites de I’utilisation de I’'index AgNOR

Cette technique doit étre parfaitement maitrisée et surtout en ce qui concerne
I’épaisseur des coupes histologiques, la distinction entre les AgNOR et les précipitations non

spécifiques des sels d’argent, ainsi que d’autres parametres (Abadie, 2003).

Par ailleurs, les modalités de quantification des AgNOR qui ont été proposees
différent selon les auteurs, rendant les comparaisons des résultats obtenus trés difficiles entre

les études.

Certains auteurs ont propos¢ d’utiliser le nombre moyen d’AgNOR par noyau comptés
sur 50 ou 100 cellules tumorales alors que d’autres ont proposé¢ de mesurer les surfaces

occupées par les AQNORs.

Ainsi, le nombre moyen d’AgNOR tend & étre supérieur dans les tissus tumoraux que
dans les tissus normaux correspondants, mais n'a pas encore été démontré si ce parametre

représentait un indicateur pronostique indépendant.

1.3.1.3. Détection immunohistochimique des marqueurs de
prolifération cellulaire PCNA (Proliferating Cell Nuclear

Antigen) et I’antigéne Ki-67

Le terme de marqueur de prolifération désigne une molécule dont I’expression est
exclusivement associée ou au moins significativement augmentée lors du cycle cellulaire et
susceptible de ce fait d’étre détectée uniquement dans les cellules en phase active de

prolifération.

La détection de ces marqueurs de prolifération peut étre effectuée, grace au
développement des techniques immunohistochimiques, a 1’aide d’anticorps permettant leur
reconnaissance spécifique et leur mise en évidence par différents moyens de révélation

(fluorescence ou révelation enzymatique).

Les préparations utilisées peuvent étre des suspensions cellulaires, des frottis, des
étalements ou empreintes, mais surtout des coupes tissulaires effectuées et techniquées selon

les régles classiques de I’histopathologie (Abadie, 2003).
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1.3.1.3.1. Antigene nucléaire de prolifération cellulaire ou

proliferating cell Nuclear Antigen (PCNA)
1.3.1.3.1.1. Biologie, structure et fonction

L'antigene nucléaire de prolifération cellulaire est une protéine, de poids moléculaire
de 36k Da, de localisation nucléaire agissant comme cofacteur de 'ADN polymérase (Bravo
et coll., 1987). Il s'agit d'une protéine acide non-histone de 261 acides amines auxiliaire de la
polymérase jouant un rdle essentiel dans l'initiation de la réplication de I'ADN et dans la
progression de I'enzyme (Prelich et coll., 1987). Il a été démontré aussi que cette protéine
intervienne dans les phases de correction des erreurs de réplication de I’ADN (Abadie, 2003 ;

Maga et Hubscher, 2003).

La proteine PCNA, présente une expression différentielle durant le cycle cellulaire et
son niveau de synthese a été corrélé avec le taux de prolifération cellulaire (Celis et coll.,
1987). Du fait de sa fonction de cofacteur de I'enzyme de réplication de I'ADN, le PCNA
atteint son niveau maximal d'expression lors de la phase S du cycle cellulaire (phase de
synthése d’ADN).

Le développement d'anticorps, d'abord expérimentaux (Robbins et coll., 1987) puis
commerciaux (Garcia et coll., 1989) permettant la détection de I'antigegne PCNA sur
préléevements tissulaires fixés, inclus et coupés selon les régles classiques de I'anatomie
pathologique ont permis d'envisager l'utilisation de ce marqueur en pratique quotidienne de
laboratoire de diagnostic histopathologique en médecine humaine. L'utilisation possible de
ces mémes techniques et anticorps sur tissus animaux a rapidement été démontrée (Sarli et
coll., 1995).

Parmi les anticorps monoclonaux développés contre le PCNA, deux anticorps ont été
principalement utilisés dans la plupart des études publiées : les anticorps PC10 et 19A2.
(Abadie, 2003).

1.3.1.3.1.2. Intéréts en cancérologie canine

La premiére étude rapportant la possibilité de la détection in situ du marqueur de

prolifération PCNA en oncologie vétérinaire date de 1993 (Zeman et coll., 1993).

Ensuite, plusieurs études se sont intéressées a I'intérét pronostique de la détection de

ces marqueurs en pathologie tumorale canine spontanée. Trois types tumoraux ont, du fait de

95



Deuxiéme Partie : L’examen histologique en oncologie canine

leurs fréequence et leur importance clinique, particulierement retenus l'attention : les tumeurs

mammaires, le mastocytome cutané canin et les lymphomes du chien.

1.3.1.3.1.2.1. Tumeurs mammaires

L’¢évaluation de I'intérét du marqueur PCNA dans 1’étude pronostique des tumeurs
mammaires chez le chien a été faite pour la premicre fois depuis une vingtaine d’années
(Preziosi et coll., 1995). Elle décrit des différences significatives entre les index de
prolifération (définis par le pourcentage de cellules tumorales positives pour le marqueur
PCNA par rapport a la population tumorale totale) entre les tumeurs mammaires bénignes et

malignes dans les deux especes.

Ainsi, les auteurs ont défini deux index de marquage PCNA, en fonction de I'intensité

de marquage observé :

- Un index prenant exclusivement en compte les cellules les plus intensément
positives, pressenti comme correspondant a la population cellulaire présente en phase S du
cycle, au cours de laquelle I'expression de ce marqueur est rapportée comme la plus forte.

- Un second index prenant en compte I'ensemble de la population cellulaire tumorale
positive, et ce quelle que soit I'intensité du marquage observé, susceptible de représenter la
totalité de la fraction proliférative, c’est-a-dire la population néoplasique présente dans

I’ensemble des différentes phases du cycle cellulaire.

Ils ont observé une corrélation positive entre ces deux index, souhaitable voire
indispensable dans un souci de standardisation de la technique entre laboratoires et donc a sa

diffusion et a son utilisation (Preziosi et coll., 1995).

Ensuite, dans une seconde étude, les auteurs ont comparés la valeur pronostique de
trois techniques de détermination de la fraction proliférative sur les mémes prélévements de
tumeurs mammaires canines (détermination des AgNOR et des index Ki-67 et PCNA). En
plus de I'examen histopathologique, facteur pronostique confirmé par cette étude. Seul I'index
PCNA s’est révélé significativement corrélé avec les risques de récidive tumorale (Lohr et

coll., 1997).

En 1998, ’efficacité de ce paramétre a été encore prouvée Suite a une étude faite sur
96 chiennes : pour les tumeurs malignes, I'indice de PCNA avait une corrélation positive avec

le grade histologique et le grade nucléaire (Pefia et coll., 1998).
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Cette valeur pronostique du marqueur PCNA pour ce type de tumeurs a été confirmée
dans une étude plus récente ou l'activité télomérase fut également proposée comme marqueur

significatif de malignité (Funasoki et coll., 2000).

1.3.1.3.1.2.2. Mastocytome cutaneé canin

Vu sa forte incidence, sa variabilité d'évolution et sa gravité potentielle, le
mastocytome cutané canin a mérité une attention particuliere, plusieurs études visant

I’évaluation de la valeur pronostique du PCNA pour ce type tumoral ont été faites.

Cet index a été utilisé dans plusieurs recherches dans le but d’évaluer la malignité des
MCC des chiens (Maga et Hubscher, 2003 ; Bergman et coll., 2004 ; Scase et coll., 2006 ;
Webster et coll., 2007).

Dans une étude menée sur 120 chiens, Abadie a trouvé que les chiens morts de leurs
mastocytomes ont eu un index PCNA nettement élevés que les autres. Pour les chiens morts,
la valeur trouvée de cet index était de 618 +169 et de 426 +235 pour les autres. Dans la méme
¢tude il n’a pas eu une corrélation significative entre 1’index PCNA et le grade histologique

des MCC (Abadie, 2001).

Contrairement a Abadie, Hung et coll. ont montré dans leur étude expérimentale
portant sur 14 chiens, D’existence d’une corrélation entre I’'index PCNA et le grade

histologique des MCC (Hung et coll., 2000).

D’autres auteurs ont propos¢ la mise en ceuvre de techniques alternatives au grading
histopathologique conventionnel, dans une étude rétrospective, pour préciser I'évolution
biologique souvent incertaine de ce type néoplasique. Le grading histologique, le hombre
moyen d’AgNOR par cellule, et ’index d’anti-antigéne nucléaire de prolifération cellulaire
(PCNA) ont été évalués comme des indicateurs de pronostic. Les résultats pour chaque

indicateur a part, différaient significativement entre mastocytomes de malignité différente.

Seule I'utilisation combinée des trois méthodes d'évaluation pronostique permettrait de
déterminer, avec une fiabilité de 80%, le risque de récidive tumorale et de métastases apres
exérese a 3, 6 et 9 mois apres chirurgie. Aussi et méme s'ils sont prometteurs, ces résultats,
par le colt temporel et financier qu'implique la multiplication des techniques nécessaires, ne
semblent pas directement utilisables en pratique de laboratoire de diagnostic (Simoes et coll.,
1994).
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En revanche, une autre étude faite dans ce sujet, cette étude visait a une analyse
immunohistochimique de divers marqueurs de prolifération cellulaire en vue de 1’évaluation
de I’utilité pronostic de chacun de 3 marqueurs (Ki-67, PCNA et MCM-3). L’index mitotique
a été aussi évalué. Les résultats obtenus permettent de conclure qu'il existe une relation forte
entre tous les marqueurs de cellules. Toutefois, en raison de la trés forte réaction et la réaction
positive dans la majorité des tumeurs I’index PCNA est & ne pas recommander comme un
indicateur de pronostic par contre I’index Ki-67 et MCM-3 peuvent étre utilisées avec succes

dans I'évaluation des tumeurs a mastocytes canines (Kandefer et coll., 2015).

1.3.1.3.1.2.3. Lymphomes canins

Des études consacrées a I'évaluation de la valeur pronostique de la détermination de la
prolifération des lymphomes malins chez le chien a l'aide de la détection du marqueur PCNA

ont été établis.

La signification pronostique du PCNA pour la durée de survie dans les lymphomes
canins est reconnue dans une étude (Kiupel et coll., 1999) mais ne I’est pas dans d’autres
(Kiupel et coll., 1998 ; Phillips et coll., 2000) : I'index PCNA ne semblait pas avoir une
valeur pronostique en termes de durée de survie, avec ou sans traitement, pour les chiens
atteints de lymphomes malins (Kiupel et coll., 1998), contrairement a la détermination du
nombre moyen d’AgNOR par cellule tumorale, qui différerait significativement selon le degré

de malignité des lymphomes (Kiupel et coll., 1998 ; Kiupel et coll., 1999).

1.3.1.3.1.3. Limites de I’index PCNA

L’absence de méthodes standards pour ’utilisation de cet indicateur de prolifération
fait que les résultats varient lors d’interprétations des différentes études, surtout si ces
derniéres sont faites avec 2 types d’anticorps différents. En effet, les anticorps PC 10 et 19 A2
ont des caractéristiques différentes ce qui rend D’interprétation et la comparaison entre les
differentes études un peu délicat. Ainsi, la technique de fixation des prélevements affecte la
réactivité du clone 19A2 et beaucoup moins celle de PC10 (Waseem et Lane, 1990 ; Abadie,
2003) : une fixation supérieure a 30 heures peut altérer la détection de ces antigénes avec les

deux types d’anticorps par une forte diminution de leur réactivité (Abadie, 2003).
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Par ailleurs, il existe de grandes variations dans I’intensit¢ du marquage qui sont

observées entre cellules du méme prélévement lors de 1’utilisation du clone PC10 (Abadie,

2003).

D’autre part, si I’expression du marqueur PCNA est corrélée aux autres indices de
prolifération dans le cas de tissus normaux, cette corrélation est absente dans le cas des tissus
néoplasiques a cause d’une probable dérégulation de son expression dans la tumeur et les
tissus voisines causée par une sécrétion autocrine et paracrine de facteurs de croissance par les
cellules tumorales (Abadie, 2003).

Enfin, I'antigéne PCNA se caracterise par une demi-vie tres longue, interférant avec la
détermination de I'index de prolifération : 40% de la quantité de la protéine synthétisée durant
le cycle cellulaire serait encore détectable pendant 48 heures apres la sortie du cycle et I'entrée
en phase de quiescence GO (Maga et Hubscher, 2003). 1l y aurait ainsi en fait deux formes de
I'antigéne PCNA : une forme nucléosomale dont I'expression serait spécifique de I'entrée en
phase S, associée aux sites de réplication de I'ADN, et une forme nucléoplasmique, qui
persisterait dans les cellules qui ne seraient plus en phase active de prolifération (Bravo et
coll., 1987). Ceci pourrait expliquer la valeur systématiqguement supérieure de I'index PCNA
par rapport a ceux déterminés sur les mémes prélevements par d'autres marqueurs de
prolifération, dont I'antigéne Ki-67 (Dervan et coll., 1992). Et la détermination de I'index
PCNA serait ainsi potentiellement a l'origine d'une surestimation de l'activité proliférative

néoplasique véritable.

1.3.1.3.2. Antigéne Ki-67
1.3.1.3.2.1. Biologie, structure et fonction

L'antigene Ki-67 correspond a une molécule de localisation nucléaire de nature
protéique non-histone, dont deux isoformes respectivement de 320 et 359 kD ont été isolées.
Les deux isoformes, différant par un segment d’environ 40 kD, sont issues d'un épissage

alternatif de I'ARNm issu du géne Ki-67 (Endl et Gerdes, 2000).

Toutes deux présentent également une partie centrale trés grande, constituée d'un motif
16 fois répété, qui devrait pouvoir former une hélice de type alpha (Guinebretiére et
Sabourin, 1997).
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La séquence de ce motif est phylogénétiquement trés conservée dans les différentes
espéces, témoin de I'importance de son rdle fonctionnel. Ce motif central correspond au site
de reconnaissance de la plupart des anticorps reconnaissant spécifiquement le Ki-67
(Kubbutat et coll., 1994). L'antigéne Ki-67 n'est ainsi pas spécifique de I'espéce humaine,
puisque sa présence a été rapportée dans des lignées cellulaires et des tissus de nombreuses
espéces animales (Verheijen et coll., 1989 ; Falini et coll., 1993). Il ne parait pas par ailleurs
exister de spécificité d'organe ou de tissus, les cellules épithéliales et mésenchymateuses
prolifératives exprimant le Ki-67 (Seigneurin et Guillaud, 1991). Une étude a toutefois
rapporté de maniére surprenante la négativité d'un tissu fortement prolifératif, la moelle

hématopoiétique normale (Van Bockstaele et coll., 1991).

Selon certains auteurs, la fonction précise de 1’antigéne ki-67 n’est pas encore
aujourd’hui totalement ¢élucidée (Endl et Gerdes, 2000 ; abadie, 2003) d’autres auteurs
affirment que cette protéine joue un réle essentiel dans le contrdle et la synchronisation de la
prolifération cellulaire (Sasaka et coll., 1987 ; Schonk et coll., 1989 ; Duchrow et coll.,
1995).

Quoiqu’il en soit, il reste indispensable a la prolifération cellulaire (Laprie, 1996 ;

Abadie, 2001).

Le marquage de cet antigéne nécessite des anticorps spécifiques qui doivent étre
résistants a la fixation et a I’inclusion. Parmi ces anticorps on trouve le MIB1 (molecular
immunology Borstel) considéré comme étant le chef de file (Cattoretti et coll., 1992 ; Key et
coll., 1993).

1.3.1.3.2.2. Utilisation de ’antigéne ki-67

L’antigéne ki 67 se caractérise par la variation de son expression selon les phases du
cycle cellulaire. En effet, I'antigéne Ki-67 n'est pas détecté dans des cellules quiescentes ou en
phase GO, mais sa présence peut étre mise en évidence au cours des différentes phases du
cycle cellulaire (Abadie, 2003) Ceci en fait donc un marqueur hautement spécifique de la
prolifération cellulaire. Quantitativement, son expression augmente de la phase G1 a la phase
M avec un maximum, selon les auteurs, atteint soit dés la fin de la phase S (Seigneurin et
coll., 1991), soit lors des phases G2 et M (Landberg et coll., 1991 ; Sawhney et Hall.,
1992). Sa quantité est de toute fagon maximale en début de mitose pour décroitre ensuite.
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L'expression de l'antigéne Ki-67 détectée par immunohistochimie presente aussi des
variations topographiques au cours des différentes phases du cycle. En effet, pendant la phase
G1, le marquage est au début nucléoplasmique puis il devient rapidement nucléaire ou
périnucléaire ; alors que pendant la phase S, le marquage s’étend a 1’ensemble du
nucléoplasme tout en restant en grande partie au niveau du nucléole. Pendant la phase G2, la

répartition concerne I’ensemble du noyau cellulaire (Abadie, 2003).

La variation d’expression de la ki 67 selon les phases du cycle cellulaire, a permis

’utilisation du marquage de cet antigéne pour estimer le degrés de prolifération cellulaire.

Contrairement a la PCNA, la demi vie de I’antigéne ki 67 est bréve, elle est au
alentour de 20 minutes. Par conséquent, cette protéine est rapidement catabolisée aprés la fin
de la mitose (Endl et Gerdes, 2000). Aussi, les cellules dans lesquelles I'antigéne Ki-67 est
détecté sont pour leur immense majorité des cellules présentes dans le cycle de prolifération
ou de tres rares cellules venant tout juste de le quitter (Ross et Hall.., 1995) d’ou la fiabilité
de la technique de marquage de l’antigéne Ki67 comme méthode d’estimation de la

prolifération cellulaire tumorale.

Parce qu’il est présent uniquement dans les cellules en prolifération, I’antigéne Ki-67
permet de déterminer le coefficient de prolifération ou index Ki-67 : il s’agit du nombre de

cellules Ki-67 positives sur le nombre total de cellules.

A noter qu’il existe des méthodes différentes de détermination de 1’indice de
prolifération Ki67 selon les équipes (par exemple quantification par le nombre de cellules
marquées par unité de surface dans la littérature outre-atlantique ou pourcentage de cellules
immunopositives par rapport a la population tumorale totale, dans 1’article princeps consacré

au marqueur Ki67.

Pour justifier son utilisation comme marqueur fiable de la prolifération cellulaire, la
détection immunohistochimique de l'antigene Ki-67 fut comparée aux autres techniques
d'évaluation de I'activité proliférative. Plusieurs études ont ainsi montré une corrélation forte
entre I'index de marquage Ki-67 et les index de prolifération justifiant I'utilisation de ce
marqueur dans la quantification de la prolifération néoplasique (Silvestrini et coll., 1988 ;
Deshmukh et coll., 1990).
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1.3.1.3.2.3. Intéréts de I’antigéne ki67 en cancérologie canine

La détection immunohistochimique du marqueur de prolifération Ki-67 sur tissus
animaux a été déterminée des 1989 (Falini et coll., 1989). Son utilisation sur prélevements de
tissus tumoraux canins a été pour la premiére fois proposée en 1994 (Sarli et coll., 1994). Par
la suite, une étude de I'expression de l'antigene Ki-67 sur tissus normaux de chien a été
publiée (Laprie et coll., 1998). Une telle étude, qui autorise la détermination et la
quantification de la fraction tissulaire proliférative physiologique de la plupart des tissus et
organes du chien, apparait indispensable comme base de données de référence permettant
ainsi la mise en évidence de la dérégulation de l'activité proliférative tissulaire au cours de
phénomeénes néoplasiques.

Les études faites pour évaluer 'intérét pronostique de ce marqueur ont concerné
surtout les tumeurs mammaires, le mastocytome cutané canin, les lymphomes et les
mélanomes, vue leurs incidences cliniques importantes.

1.3.1.3.2.3.1. Tumeurs mammaires

Deux études ont mis I'accent sur la valeur pronostique de la détection de I'antigéne Ki-
67 et tout particulierement sur sa supériorité par rapport a celle de lI'antigéne PCNA (Pena et
coll., 1998 ; Perez Alenza et coll., 2000).

L’index Ki-67 apparait corrélé significativement avec le comportement biologique et
clinique des tumeurs, tel que les taux de survie, les temps de survie sans récidives ou le
potentiel métastatique. Dans ces études toutefois, la supériorité de I'utilisation de la détection
des marqueurs de prolifération par rapport a la mise en ceuvre des systémes de grading
histopathologiques conventionnels n'est pas démontrée de fagon évidente.

Plusieurs études ont été menées, afin de quantifier par immunohistochimie cette
protéine. Le but de ces travaux était de préciser la valeur pronostique de 1’index Ki-67 en
recherchant de possibles corrélations avec des parameétres cliniques et histologiques. Ki-67 est
présent en plus grande quantité dans les tumeurs malignes que dans les tumeurs bénignes et
I’index de prolifération augmente avec la malignité. Cependant, aucune valeur seuil précise
n’a pu étre attribuée a I’index Ki-67 pour séparer ces deux types tumoraux (Lohr et coll.,
1997; Pena et coll., 1998 ; Geraldes et coll.2000 ; Morris et coll., 2008).

D’autres études ont comparé le taux du Ki-67 et le comportement post-chirurgical des
lymphomes canins. Il s’est révélé que plus 1’index de prolifération Ki-67 augmente, plus
I’apparition de métastases dans le suivi post-opératoire est probable [Tableau 8] (Pena et
coll., 1998 ; Nieto et coll., 2000).

102



Deuxiéme Partie : L’examen histologique en oncologie canine

Tableau V111 : Pourcentage de chiennes ayant développé des métastases durant le suivi

postchirurgical en fonction de I’index Ki-67 (Pena et coll., 1998)

Index Ki-67 Probabilité d’apparition de métastases durant le suivi post
chirurgical
> 24% 99%
Entre 11,5% et 24% 25%
<11,5% 5%

Différentes études, qui s’intéressaient aux taux de survie, ont montré que, des valeurs
¢levées de I’index Ki-67 sont liées a des taux de survie faibles (Pena et coll., 1998 ; Zuccari
et coll., 2004 ; Ettinger et coll., 2006).

1.3.1.3.2.3.2. Lymphomes canins

L’évaluation de I'expression de l'antigéne Ki-67, sur coupes tissulaires a une forte
valeur pronostique pour les lymphomes canins, et représente un grand intérét dans I'évaluation
du comportement biologique de ces tumeurs. Une valeur seuil de I’index fixée a 21% a ainsi
été proposée, permettant de discriminer les lymphomes de bas et de haut grade de malignité
[Figures 32, 33] (Fournel et coll., 1997b). La détermination de cet index permettrait en outre
de prendre en compte les variations individuelles dans I'intensité de la prolifération tumorale,
parfois importantes, observées au sein d'une méme sous-classe histopathologique de

lymphome canin.

Dans une autre étude, la détermination de I'index Ki-67 a été montrée comme corrélé
au temps de survie sans récidive apres chimiothérapie : un index élevé est associé a une duréee

de rémission plus courte (Philipps et coll., 2000).

Dans une étude plus récente, la corrélation entre ’index ki-67, le grading de kiel et
celle de I’index mitotique a été confirmée et ceci pour plusieurs types de lymphomes canins
(Sokolowska et coll., 2012).

Dans I’étude de kiupel et coll., cet index est controversé et n’est pas considéré comme

un facteur pronostique fiable (Kiupel et coll., 1999).
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Figure 32 : Lymphome cutané canin avec un index ki67 inférieur a 21% (bas grade) (Muller et
coll., 2014)

Figure 33 : Lymphome cutané canin avec un index ki67 supérieur a 21% (haut grade) (Muller et
coll., 2014)
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1.3.1.3.2.3.3. Mastocytome cutaneé canin

Plusieurs études ont démontré I’intérét pronostique de la détermination de 1’index de
prolifération ki 67 pour ce type tumoral (Abadie et coll., 1999 ; Scase et coll., 2006 ;
Maglennon et coll., 2008 ; Vascellari et coll., 2013).

Le classement histopathologique du mastocytome cutané canin n’est pas toujours
fiable comme critere pour poser un pronostic. Plus particulierement, pour les mastocytomes
de grade 11 dont le pronostic est le plus génant et difficile a prévoir. Une étude s’est intéressé a
évaluer 1’intérét pronostique de 1’index ki67 (entre autres) dans les cas de MCC et a chercher
une corrélation entre I’index ki 67 et le taux de survie post-chirurgicale, la Positivité du Ki67
s’est avéré un marqueur fiable pour l'estimation de la survie globale dans les cas d'excision

chirurgicales (ozaki et coll., 2007).

A noter que pour les MCC, étant susceptibles de présenter des densités cellulaires trés
variables et dans un souci de standardisation, 1’évaluation en pourcentage sur les champs
microscopiques les plus prolifératifs de la tumeur est a privilégier, sachant qu’en théorie
chaque laboratoire devrait définir sa propre valeur seuil en fonction du protocole
immunohistochimique précis qu’il utilise pour cette détermination (Abadie et Rubiales,

2012).

Abadie a montré dans une étude que les chiens mourant de leur mastocytome ont un
index Ki 67 (pourcentage de noyaux positifs de cet antigene) trés élevé par rapport au ceux
qui survivent. Il a montré aussi que cet index est en corrélation avec le grade histologique de
la tumeur : plus le grade est élevé, plus la valeur de cet index est élevé [Tableau 9] (Abadie
et coll., 1999).

Tableau IX : Index ki67 en fonction du grade histologique selon Abadie (établie par
comptage sur 1000 noyaux) (Abadie et coll., 1999)

Grade | Grade 11 Grade 111

Index Ki67 31+16 9,3+6,7 20,4 +9,5
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Selon Abadie, le taux de survie un an apres 1’exérese est de 88% pour les chiens
atteints de MCC de grade Il avec un index Ki 67 inférieur a 9,3 ; alors que le taux de survie
est de 37% pour les chiens présentant un index supérieur a 9,3.

Dans cette étude aussi, 88% des chiens ayant un MCC de grade Il avec un index ki67
inférieur a 10% ont survécu pendant deux ans alors que 34% seulement avec un index
supérieur a 10% ont survécu durant la méme période [Figure 34] [Tableau 10] (Abadie et
coll., 1999).

Figure 34 : Mastocytome cutané avec un index ki67 supérieur a 10% (Muller et coll.,
2014)

Tableau X : Taux de survie a deux ans en fonction de I'index Ki67 et le grade
histologique (Abadie et coll., 1999)

Ki-67 < 10% Ki-67 >10%
Pourcentage de survie pendant 92% 24%
deux ans pour tous grades
Pourcentage de survie pendant 0 0
deux ans pour MCT de grade Il 88% 34%
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1.3.1.3.2.3.4. Mélanome du chien

Une étude faite par Roels et coll. ont montré que l'index de prolifération Ki-67
représente un facteur pronostic indépendant significatif, en termes de prédiction de la durée de
survie, pour ce type tumoral chez les carnivores domestiques (Roels et coll., 1999). A noter
toutefois que, pour les mélanomes, la valeur pronostique de I'examen histopathologique
conventionnel est forte, limitant de ce fait potentiellement l'intérét et I'application de la
détection de I'antigéne Ki-67 a quelques cas individuels d'interprétation douteuse ou difficile a

I'examen microscopique conventionnel.

1.3.1.3.2.4. Limites du ki 67

Les limites de I'index de prolifération ki 67 restent celles de I'immunohistochimie.
L’utilisation en routine de la détection immunohistochimique du ki 67 nécessite la mise en
ceuvre de protocoles parfaitement standardisés a la fois en ce qui concerne la réalisation
technique immunohistochimique elle méme, et les modalités de quantification des marquages
obtenus (Abadie, 2003).

1.3.2. Importance de ’apoptose

La croissance d’une tumeur dépend a la fois de son taux de prolifération cellulaire
mais également de son taux de destruction cellulaire. Il peut donc paraitre opportun de
s’intéresser aux marqueurs cellulaires de D’apoptose aussi bien qu’aux marqueurs de

prolifération cellulaires.

L’apoptose ou mort cellulaire programmée est un processus actif et physiologique de
mort cellulaire, utilisé pour éliminer les cellules en exces, endommagées ou infectées,
potentiellement dangereuses pour 1’organisme. Le déréglement des mécanismes de régulation
de la mort cellulaire par apoptose est impliqué dans la physiopathologie de nombreuses

tumeurs.

En histologie, la cellule apoptotique apparait comme une cellule isolée des autres,
rétractée, avec un cytoplasme éosinophile, comportant des fragments de chromatine nucléaire

dense. A un stade débutant, la chromatine est condensée en périphérie du noyau [Figure 35].
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Figure 35 : Apoptose importante (lymphome cutané, chien) : Notez la présence de
nombreuses cellules apoptotiques (HE, X 400) (Service d’anatomie pathologique de
PENMY)

Chez I’homme, de nombreuses études associent le degré d’apoptose au pronostic.
Roels et coll. rapportent a ce sujet une étude chez ’homme montrant que 1’expression de Bcl-
2, oncoprotéine inhibant 1’apoptose, est associée a une survie plus courte (Roels et coll.,

2001).

En oncologie canine, la valeur pronostique de ce parameétre est un sujet controversé :
une étude faite sur 41 chiens atteints de lymphome canin a montré qu’un Index d’apoptose
éleveé est associé a un pronostic plus sombre. Plus I’index est élevé, plus la durée de premiere

rémission est courte (Phillips et coll., 2000).

En effet, les altérations génomiques conduisent a des perturbations des relations entre
les facteurs de croissance et les éléments de régulation cellulaire. Ceci a pour conséquence des

perturbations de 1’apoptose.

En revanche, une autre étude rétrospective sur 121 échantillons histologiques de
mastocytomes cutanés canins de tous grades a montrée qu’aucune association significative

entre les marqueurs d’apoptose cellulaire et la survie n’a été montrée (Scase et coll., 2006).

Une autre étude faite pour évaluer la valeur pronostique de I’index apoptotique chez
31 chiens atteints d’un carcinome nasal : aucune corrélation significative entre cet index

cellulaire et la survie n’a été montrée (Fu et coll., 2014).
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1.3.3. Recherche d’emboles

La présence d'emboles tumoraux signifie la présence d'amas de cellules tumorales
dans les vaisseaux : cette atteinte signifie que la tumeur a accés a la circulation, et donc risque
d'étre déja disseminée. Leur présence traduit donc le potentiel métastatique de la tumeur et
rend le pronostic plus péjoratif [Figure 36].

Une étude récente a montré que pour les tumeurs mammaires de la chienne la présence
d'emboles vasculaires est importante a connaitre car elle influe sur la durée de survie : aucune
chienne dont I'analyse histologique a mis en évidence des emboles vasculaires n'est en vie
deux ans apres la chirurgie. Egalement lors de carcinome in situ sans embole (méme de grade
élevé), le taux de récidive a 2 ans est de 7% seulement et la survie médiane dépasse les 2 ans
(Lanore, 2014).

Figure 36 : Embole vasculaire (Mastocytome cutané, chien) : Notez la présence d'embole
vasculaire (HE, X 400) (service d’anatomie pathologique de PENMYV)

2. Bilan d’extension
2.1. Bilan d’extension Loco-régional

Il correspond a I’examen clinique du lymphocentre drainant 1’organe affecté. La
présence ou I’absence d’adénopathie est une notion a nuancer. Une hypertrophie
ganglionnaire peut aussi €tre la manifestation d’une inflammation (lymphadénite). De méme,
I’absence d’adénopathie ne présume en rien I’absence de métastases d’ou I’importance des
examens anatomo-pathologiques : la cytologie et I’histologie.
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La présence de métastases dans les nceuds lymphatiques loco-régionaux est un facteur
pronostique fort. La présence de métastases lymphatiques est associée a un pronostic de
survie plus faible (Meuten, 2002).

2.2. Bilan d’extension général

C’est la recherche des métastases a distance, qui constituent un facteur pronostique
fort. Il concerne plusieurs organes cibles.

On peut prévoir le siege des métastases en fonction de la tumeur primitive [Tableaux
11, 12, 13, 14]. Pour éviter les biopsies multiples, les pathologistes commencent par d’autres
méthodes diagnostiques pour mettre en évidence les métastases. Mais I’examen histologique

reste I’examen de référence.

Tableau 1 : Métastases type leucémie (Magnol et coll., 1998)

Point de départ « Métastases » Mise en évidence
Moelle osseuse | Aigué Foie, Rate, +/- Myélogramme, palpation,
Sang imagerie
Chronique Sang, Foie, Rate Hémmogramme, palpation,
imagerie

Tableau XI1 : Métastases types mastocytomes malins (Magnol et coll., 1998)

Point de départ « Métastases » Mise en évidence

Ganglions lymphatiques Palpation des aires ganglionnaires

+/- cytoponctions

Rate et foie Palpation, imagerie

Peau

Moelle osseuse et sang Myélogramme, hémogramme

Infiltration du poumon et
épanchements pleuraux tres rares

Cytologie de 1’épanchement

Tableau X111 : Métastases type lymphome malins ganglionnaire (Magnol et coll., 1998)

Point de départ « Métastases » Mise en évidence

Ganglions lymphatiques
superficiels et profonds

Amygdales

Inspection

Rate et foie

Palpation, imagerie

Moelle osseuse et sang

Myélogramme

110




Deuxiéme Partie : L’examen histologique en oncologie canine

Tableau 2 : ""Métastases™ type cancers épithéliaux, mésenchymateux, mélanique
(Magnol et coll., 1998)

Siege de la tumeur primitive

Métastases

Mise en évidence

Presque tous les cancers a 1’exception
des leucémies, lymphomes et
mastocytomes malins

Plevre, poumons

Radiographie, cytologie lors
d’épanchement

Cancers qualifiés de lymphophiles
(carcinomes, quelques sarcomes,...)

Ganglions lymphatiques

Clinique, radiographique,
échographie,
tomodensitométrie, cytologie

Prostate, mamelle, thyroide

Os

Radiographie, scintigraphie

Mamelle (en particulier carcinose...)
mais aussi hémangiosarcome,
dysgerminome ovarien. ..

Peau (muqueuses)

Clinique, biopsies

Pratiqguement tous les cancers en Foie

particulier ceux du tube digestif, du Echographie et biopsies
pancréas, de la rate... échoguidées

Presque tous les cancers Reins

Mélanome malin, cancers mammaires | Cerveau Tomodensitométrie

Cancers abdominaux :
hémangiosarcome de la rate, tumeurs
ovariennes

Greffes en semailles sur les
séreuses péritonéales

Laparotomie exploratrice
Cytologie lors d’épanchement

1. EVALUATION DU PRONOSTIC DES CANCERS

La classification des tumeurs en fonction de I’organe d’origine et de leur type
histologique fournit des informations importantes pour évaluer leur pronostic. Toutefois,

d’autres paramétres permettent de préciser le potentiel évolutif. Il s’agit du degré d’extension
(stade) et du degré de différenciation (grade) de la tumeur.

1. Degré d’extension : systéme de stadification TNM

En 1980, I’organisation mondiale de la santé a adapté la classification des tumeurs

malignes chez I’homme pour les tumeurs des animaux domestiques. Ce systeme de
classification dit « TNM » s’appuie sur des caractéristiques cliniques objectives et codifiées.
Cette classification est un outil permettant au praticien d’orienter son pronostic, en fonction
de la clinique.

Les trois éléments majeurs étudies dans le systeme TNM sont :

- La taille de la tumeur primitive et/ou son extension aux tissus et organes de voisinage
()
- L’importance de la dissémination aux ganglions lymphatiques régionaux (N)

- La présence ou I’absence de métastases (M).
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Le systeme de stadification TNM est actuellement le plus communément utilisé dans
le monde. Chacune de ces trois lettres est suivie d’un chiffre variant de 0 (absent) a 4 au
maximum, ou d’un X en cas d’impossibilit¢ d’évaluation. Ces chiffres peuvent étre suivis
d’une lettre, qui apporte une précision supplémentaire. Le score est précédé de la lettre ¢ si

I’évaluation du stade est clinique ou de la lettre p si elle est faite par un pathologiste.

La classification TNM constitue un moyen pratique afin de donner une premiére
évaluation du pronostic. Plus le stade TNM augmente, plus le pronostic est sombre.

Prenant I’exemple de cette classification pour les tumeurs mammaires des animaux
domestiques, établie par ’OMS en 1980 [Tableau 15] :

Tableau XV 3 : Classification TNM pour les tumeurs mammaires des animaux

domestiques établie par ’OMS en 1980 (Magnol et coll., 1998)

T = tumeur primitive

TO : pas de tumeur décelable

a : non fixée a la peau

T1:tumeur<3cm b : fixée a la peau

c : fixée aux muscles

a : non fixée a la peau

T2 :tumeurde 3a5cm b : fixée a la peau

c : fixée aux muscles

a : non fixée a la peau

T3 :tumeur >5cm b : fixée a la peau

c : fixée aux muscles

T4 : tumeurs de toute taille avec extension directe a la peau et aux parois thoracique ou
abdominale

N = nceuds lymphatiques régionaux

NO : pas d’adénopathie perceptible cliniquement

N1 : une ou plusieurs adénopathie(s) a : non fixée
unilatérale(s) b fixde

N2 : adénopathies bilatérales a : non fixée
b : fixée

M = métastases

MO : absence de métastases a distance

M1 : présence de métastases a distance

112



Deuxiéme Partie : L’examen histologique en oncologie canine

A partir des criteres décrits dans le tableau ci dessus, on peut déterminer 4 stades
cliniques. A chaque observation du praticien, est attribuée une note et c’est le score global qui
définit le stade clinique. Par convention, le stade tumoral est noté en chiffres romains (I, II,
I11, IV) [Tableau 16].

Tableau 4 : Détermination du stade TNM pour les tumeurs mammaires d’une chienne

(Magnol et coll., 1998)

Stade TNM Association TNM correspondante
I T1 NO, Nla MO
1 TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO, Nla MO
i T3 qgs N MO
qas T gas N MO
v qags T qgs N M1

Légende : qqgs : quelque soit

= Plus le stade TNM augmente, plus le pronostic est sombre. La classification TNM

constitue un moyen pratique afin de donner une premiére évaluation du pronostic.
Il'y a 4 stades qui globalement s’appuient sur le TNM et que 1’on peut décrire ainsi :
- Le stade 1 qui correspond a une tumeur unique et de petite taille.
- Le stade 2 qui correspond a un volume local plus important.

- Le stade 3 qui correspond a un envahissement des ganglions lymphatiques et/ou des

tissus avoisinants.

- Le stade 4 qui correspond a une extension plus large et/ou une dissémination dans

I'organisme sous forme de métastases.

Des tumeurs de méme type tumoral au méme stade peuvent avoir une agressivité trés

différente d’ou I’utilité d’un grading histologique permettant de distinguer ces tumeurs.
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2. Degré de différentiation : le grade histologique

En cancérologie, le grade histologique est une mesure du progres d'une tumeur. C’est
un indicateur de la rapidité avec laquelle une tumeur est susceptible de se développer et de se
propager. Il se fonde sur des critéres histologiques tels le degré de différenciation tumorale,
I’activité mitotique, le degré d’atypies cyto-nucléaires ou I’extension de la nécrose. Le
caractére du stroma tumoral, I'existence d'invasions vasculaires ou d'invasion périneurale, de

zones de nécrose tumorale, ont également leur importance.

Le grade d’un cancer se fonde sur des critéres histologiques tels le degré de
différenciation tumorale, I’activité mitotique, le degré d’atypies cyto-nucléaires ou 1’extension

de la nécrose. Il est défini difféeremment pour chaque type de tumeur.

Par convention, le grade est noté en chiffres arabes (1, 2, 3, 4). Pour plusieurs cancers,
le grade est quantifié de 1 a 3. Pour d'autres, il peut I'étre de 1 a 4 ou de 1 a 5. Il peut arriver

qu'une tumeur volumineuse contienne des cellules de différents grades.

Deux types tumoraux chez le chien ont bénéficiés de plus de travaux de recherche que
les autres concernant 1’efficacité pronostic de différentes échelles de grading proposés pour

chaque type tumoral : le mastocytome cutané canin et les tumeurs mammaires.

2.1. Mastocytome cutané canin

Plusieurs auteurs ont élaboré une échelle de grading tel que Hottendorf et Nielsen en
1969, Bostock en 1973, plus recemment Patnaik en 1984 et Kiupel et coll. en 2011.

2.1.1. Grading de Patnaik

Le grade de Patnaik a été utilisé pour la plupart des études épidémiologiques et

thérapeutiques des MCC.il est définit par :

v L’index mitotique

v’ Le degré de différenciation cellulaire

v’ L’extension de la tumeur dans les tissus profonds
v' La densité cellulaire

v Morphologie cellulaire

v" Nature et intensité du stroma réaction
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Le grading de Patnaik est directement corrélé au pronostic, c'est-a-dire que chaque

grade est associé a un taux de survie qui diminue du grade | a IlI.

Des études ont montré qu’il existe une association significative entre ce grade d’une
part, et la durée de rémission et la durée de survie d’autre part (Jaffe et coll., 2000 ; Murphy
et coll., 2004 ; Preziosi et coll., 2004 ; Scase et coll., 2006).

Selon une étude de Northrup et coll. qui s’intéressaient a I’étude de 20 mastocytomes
de chaque grade par 10 anathomo-pathologistes en se basant sur le grading de Patnaik, les
résultats ont montré que les pathologistes ont attribué le méme grade a 7% seulement des
mastocytomes examinés. Les résultats ont montré aussi que 10% des tumeurs ont eu les trois
grades attribués et 80% des pathologistes ont attribué le méme grade a 50% des
mastocytomes. Ces auteurs ont confirmé que malgré I'utilisation du méme grading, la
concordance entre leurs interprétations n’était pas a 100% ce qui indique le caractére subjectif
de ce systeme et la nécessité de trouver une échelle de gradation plus objective (Northrup et
coll., 2005). Ceci a posé I’idée d’abandonner le grading de Patnaik au profit de celui de
Kiupel.

2.1.2. Grading de Kiupel

Une étude récente a comparé la capacité du grading Kiupel celle de Patnaik a estimer
le taux de survie chez des chiens atteints de MCC. Cependant, les marges d’exérese sont
inconnues et le risque de développer de nouveau un MCC ou une métastase n’a pas été étudié.
L’étude a concerné 137 chiens dont leurs MCC sont excisés, une relation a été établie entre le
grade histologique et le taux de survie. Selon Patnaik, 18 cas soit (13,1%) ont été classés
comme grade I, 83 cas soit (60,6%) classé comme grade Il et 36 cas soit (26,3%) comme étant
grade III. Ce dernier a été associé a un mauvais pronostic, mais il n’y a aucune différence

significative entre les grades Il et I11 concernant le pronostic.

La classification selon ce grading a été basée sur une classification de consensus entre
trois pathologistes compte non tenu les variations entre eux. Selon le grading de Kiupel, tous
les MCC de grade | ont été considérés de grade inférieur « low grade », alors que les MCC de

grade 11 ont été considérés de grade supérieur « high grade ».

Pour les MCC de grade Il : 71cas soit (85,6%) ont été classés comme « low grade »
contre 12 (14,4%) considérés comme « high grade » avec un taux de survie d’un an soit

respectivement de 94% et 46%.
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Le systeme a deux grades de Kiupel avait une haute valeur pronostique et a pu
correctement prévoir les résultats négatifs d’une certaine catégorie de MCC de grade II. Les
données confirment que la classification histologique ne peut pas prévoir le comportement
biologique de chaque MCC et devrait étre complétée par des méthodes moléculaires pour un

pronostic plus précis (Sabattini et coll., 2014).

2.2. Tumeurs mammaires

La forte concentration des carcinomes mammaires de la chienne dans le groupe des
adénocarcinomes ou carcinomes infiltrants a rendu nécessaire I’utilisation d’un grading
histologique a valeur pronostique. Deux systemes de grading sont actuellement utilisés chez la
chienne : le grading de Scarff, Bloom et Richardson et celui de Gilbertson.

La diversité des classifications présentées montre qu’aucune ne fait I’unanimité dans
la communauté scientifique. Les multiples parametres histologiques a analyser sur des
tumeurs, parfois trés hétérogenes, rendent cette classification dépendante de
I’histopathologiste. Le grading de Scarff, Bloom et Richardson a une valeur pronostique
démontrée pour ces tumeurs. De méme, le grading de Gilbertson, prenant en compte des
critéres cliniques et la détection d’emboles vasculaires et/ou lymphatiques, propose également

un pronostic fiable.

2.2.1. Grading de Scarff, Bloom et Richardson

Une étude, menée par Lagadic et coll. en 1990, a étudié le taux de survie pour les
3grades Cette étude a montré que la mortalité est plus fréquente et précoce pour les grades |1
et 11l que dans les grades I. La survie a trois ans est de 63% pour les grades I, 43% pour les
grades Il et 17% pour les grades 11l (Lagadic et coll., 1990). Cependant, il faut noter que la
quasi-totalité des chiennes mortes apres deux ans sont décédées de maladies intercurrentes
dans lesquelles la responsabilité du cancer est difficile a déterminer. Le degré de

différenciation est inversement proportionnel a I’agressivité de la tumeur.

90% des tumeurs peu différenciés ont des métastases ou des récidives moins de deux
ans apres la chirurgie, contre 63% pour des tumeurs moyennement différenciées et 20% pour
les tumeurs bien différenciées. Plus le degré de différenciation est faible, plus 1’apparition de

métastases est fréquente et plus la malignité tumorale augmente (MacEwen, 1990).
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Ces differents résultats montrent que la malignité augmente avec le grade histologique.

Mais, il montre également que le grade I, bien que moins agressif, reste malin.

Ces ¢études démontrent 1’intérét pronostique de ce grading pour les tumeurs
mammaires chez la chienne. Plus le grade de Scarff, Bloom et Richardson est élevé, plus le

pronostic est sombre.

2.2.2. Grading de Gilbertson

Cette classification repose donc sur 1’¢tude de plusieurs caractéristiques
morphologiques des tumeurs épithéliales :

- Le degré de prolifération des canaux épithéliaux et le degré d’atypie pour les
néoplasmes non invasifs

- Le degré de différenciation nucléaire des Iésions de prolifération maligne

- La réaction cellulaire lymphoide

- Le degré d’extension de la maladie

La valeur pronostique de ces caractéristiques a été testée dans une étude, menée sur

232 chiennes atteintes de tumeurs mammaires (Gilbertson et coll., 1983).

Le tableau suivant [Tableau 17] rapporte les valeurs obtenues lors de cette étude Les
auteurs ont étudié le pourcentage de récidive ou de développement de carcinome invasif,

pendant 2 ans apreés la mastectomie, selon le type histologique initial.

Tableau XVII 5 : Pourcentage de chiennes ayant développé une récidive ou un nouveau

carcinome infiltrant dans les 2 ans suivant la mastectomie (Gilbertson et coll., 1983)

Stade/Grade Pourcentage de récidive
ou tumeur
stade O 25%
stade | 72%
grade 1 94%
grade 2-3 58%
stade 11 95%
grade 1 100%
grade 2 86%
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Le groupe de chiennes développant un cancer infiltrant, associé a des emboles

vasculaires ou a une métastase loco-régionale, présente le pronostic le plus sombre.

L’identification d’atypies marqueées ou modérées est importante pour le pronostic. En
effet, la présence de ces lésions constitue un critére de malignité de la tumeur (Gilbertson et
coll., 1983).

D’autre part, le taux de 95% de récidives pour le stade II illustre bien I’impact
considérable des emboles vasculaires et des métastases des ganglions régionaux, sur le

pronostic (Gilbertson et coll., 1983).

L’analyse du pronostic selon le degré de différenciation nucléaire est significative si
I’on compare le grade 1 (carcinome indifférencié), aux grades 2 et 3 regroupés (carcinome
différenci¢). Mais si I’on tient compte du stade de la maladie, la différence n’est vraiment
significative qu’au stade I avec 94% de récidives pour le grade 1 et 58% pour les grades 2 et 3
La différenciation nucléaire représente un indice structural de 1’agressivité intrinseque des
cellules cancéreuses : plus le degré de différenciation nucléaire est bas, plus les potentialités
malignes de la tumeur sont élevées (Gilbertson et coll., 1983).

Le défaut majeur de cette étude est de fournir un pronostic non sous la forme d’un taux
de survie a deux ans, mais sous la forme d’un pourcentage de récidives locales et/ou
d’apparition d’un nouveau cancer infiltrant dans les deux ans suivant la mastectomie (Magnol
et coll., 1998)

IV. HISTOLOGIE EN THERAPEUTIQUE DES TUMEURS CHEZ LE CHIEN

Le traitement des cancers en médecine vétérinaire est en perpétuelle évolution,
profitant du progrés des moyens thérapeutiques de la cancérologie humaine. La chirurgie est
une technique incontournable et représente le plus souvent la premiere étape du traitement
d’un processus tumoral. Si nécessaire, elle est complétée par une chimiothérapie ou une

radiothérapie.

L’avancée spectaculaire des connaissances en histopathologie a permis un choix des

stratégies thérapeutiques et un suivi post-thérapeutique plus aiseés.
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1. Histologie et décision thérapeutique

Les tumeurs du chien sont nombreuses, et encore, certaines tumeurs sont divisées en
groupes trés hétérogénes dans lequel il est possible d’identifier des sous-groupes associés a

des pronostics et des réponses aux traitements différents.

Dans ces cas, la détermination du phénotype, est une étape clé pour poser un pronostic

et une stratégie thérapeutique.

Prenant I’exemple des lymphomes canins : Le phénotypage dans ce cas est important
car il donne des informations pronostiques en permettant, en association avec les criteres
morphologiques, de classer le lymphome. Ainsi, plusieurs études récentes permettent de

dégager les informations suivantes concernant la thérapeutique:

- Les lymphomes B centroblastiques sont généralement associés a une bonne réponse a

la chimiothérapie et a de bonnes médianes de survie avec chimiothérapie.

- Les lymphomes B des zones marginales ont généralement une évolution indolente et

sont associés a des médianes de survie longue (Valli et coll., 2006).

- Les lymphomes T a petites cellules claires (bas grade) ont également une évolution
indolente (Fleury-Fournel et coll., 2002 ; Valli et coll., 2006).

- Les lymphomes de haut grade et de phénotype T sont associés a un mauvais
pronostic et a une mauvaise réponse a la polychimiothérapie classique (Fleury-Fournel et
coll., 2002).

- Les lymphomes hépato-spléniques NK sont associés a une clinique agressive et a une

trés mauvaise réponse a la chimiothérapie.

Pour certains types de cancer canins, la classification histologique et la détermination
d’un grade histologique joue un role important dans la planification du traitement et peut

¢galement permettre de prévoir 1’évolution de la maladie apres le traitement.

Le tableau ci-dessous [Tableau 18] représente un exemple : la stratégie thérapeutique

dans le cas d’un mastocytome cutané canin reposant sur le grade histologique établi :
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Tableau 6 : Conduite du traitement d'un mastocytome en fonction de son grade

histologique (Huet et coll., 2009)

Grade |

Grade Il

Grade 111

Chirurgie large avec
réintervention si marges
infiltrées

* Si comportement bénin
(Ki67 < 10%)

Chirurgie large avec
réintervention éventuelle
corticothérapie et cimétidine

* Si comportement péjoratif

* Pour agressivité locale :
chirurgie large plus
radiothérapie adjuvante

* Pour risque généralisation :
chimiothérapie obligatoire

(Ki67 > 10%) :
chimiothérapie indiquée
(Vinblastine)

2. Evaluation histopathologique des marges d’exérése : intéréts et limites

S’il est difficile pour certains types de tumeurs de définir macroscopiquement les
limites entre tissu tumoral et tissu sain, I’examen microscopique permet de savoir si la
résection a eté effectué en zone saine ou non. Les auteurs définissent ainsi également une
« marge microscopique » qui est la distance visible au microscope entre le tissu Iésionnel et le

bord sain du prélévement.

La largeur de cette « marge microscopique » peut étre minime, il suffit d’observer la
présence de tissu sain autour du tissu tumoral pour conclure a des marges saines dans la zone

précise étudiée (Huet et coll., 2009).

Un prélevement envoyé au laboratoire pour examen histologique avec analyse des
marges d’exérese peut €tre tatoué a I’encre de Chine avant la recoupe. Le prélevement est
pour cela immergé dans I’encre qui pénétre dans les tissus en périphérie (et marque donc les

limites de I’exérése chirurgicale).

Ainsi, lors de I’observation des coupes histologiques au microscope, le bord tatoué par
I’encre désigne la zone de séparation entre le tissu prélevé et le tissu resté en place. Cette
technique permet de distinguer les marges de I’exérése et les limites tissulaires résultant de la

recoupe des prélévements au laboratoire, ou d’artéfacts de déchirure des coupes histologiques.

Si le tissu tumoral ne dépasse pas la zone tatouee, on en déduit que le préléevement a
été fait en zone saine donc que la totalité du tissu tumoral, a cet endroit preécis, a été retirée.

On parle alors de « marges saines ». Si au contraire on observe la présence de tissu tumoral
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jusqu’en bordure de la coupe (atteignant donc la zone tatouée), on en déduit qu’il subsiste du
tissu tumoral dans la zone de prélevement et que les marges ne sont pas « saines ». Il est alors
nécessaire de réintervenir plus largement dans le but de retirer les résidus de tissu tumoral. Si
on observe quelques microns entre les cellules cancéreuses et le tissu sain on parle de marges

limites [Figure 37].

Marges saines Marges limites

Figure 37 : Marges d'une tumeur : différentes images possibles (Magnol et coll., 1998)

Cependant, une coupe histologique ne constitue qu’un plan de coupe d’une structure
tridimensionnelle. Elle offre donc une vision limitée et n’est pas représentative de I’ensemble
du prélévement. L'évaluation des marges microscopiques dépend beaucoup de la fagcon dont la
piéce chirurgicale est recoupée. Ainsi, pour augmenter la fiabilité de 1’analyse des marges, il

est nécessaire de pratiquer plusieurs sections du prélévement et de les analyser.

Actuellement, en routine en médecine vétérinaire, le diagnostic le pronostic et la
stratégie thérapeutique des tumeurs chez le chien dépendent essentiellement de facteurs
cliniques et histologiques. L’étude des nouvelles techniques de marquage moléculaire ouvre
de nouvelles perspectives d’avenir. Des études supplémentaires sont encore nécessaires, mais
I’étude de ces molécules semble constituer des parameétres d’avenir dans 1’établissement d’un

pronostic plus précis lors de tumeurs canines.
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CONCLUSION

Vu leur fréquence, leur incidence croissante et leur issue parfois fatale, les tumeurs

canines constituent une préoccupation majeure en médecine vétérinaire.

Caracterisé par un grand polymorphisme clinique, le diagnostic des tumeurs chez le
chien doit obéir & une démarche diagnostique bien déterminée. Ainsi, I’examen clinique doit
étre complété systématiquement par un examen cytologique ou histologique afin d’identifier

les cellules tumorales.

La cytologie permet un diagnostic rapide et une bonne fiabilité a partir de types tres
variés de prélevements. Elle permet également une analyse cytologique fine des cellules.
Cette technique présente toutefois certaines limites que le pathologiste doit connaitre afin

d’éviter ses pieges.

L’examen histologique représente 1'étape cruciale de I’analyse anatomopathologique,
il offre une meilleure fiabilité diagnostique que la cytologie. Il permet de confirmer la tumeur

et de lui attribuer un pronostic, a partir duquel une stratégie thérapeutique sera choisie.

Sur le plan pronostique, le bilan d’extension est un critere important qui permet de
déterminer le choix thérapeutique. Aussi, I’attribution d’un grade a un néoplasme canin qui
dépend de plusieurs parameétres dont le plus important est I’index mitotique. Ce paramétre

peut étre déterminé a travers les marqueurs de prolifération cellulaire.

Notre travail, fondé sur une étude bibliographique, confirme I’importance de la
cytologie et de I’histologie dans le diagnostic des tumeurs canin et souligne 1’importance

d’attribuer un pronostic avec rigueur avant la mise en place d’une stratégie thérapeutique.
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RESUME :

L'oncologie représente un domaine de la médecine vétérinaire en expansion constante
au cours de ces dernieres années. Aussi la prévalence des cancers, en tant que cause de
mortalité directe ou indirecte chez le chien, n'a pas cessé de croitre.

Dans ce cadre, I'étude anatomopathologique des tumeurs occupe une place de premiere
importance en oncologie. Elle constitue I'étape incontournable du diagnostic, en permettant de
reconnaitre la nature tumorale d'une lésion et surtout d'en identifier le type histologique.

La cytologie permet un diagnostic rapide et une bonne fiabilité. Elle permet également
une analyse cytologique fine des cellules malgré que certaines limites existent toujours d’ou

I’intérét de I’examen histologique

L’histologie, examen de référence en anatomie pathologique, offre une excellente
fiabilité diagnostique a partir de types trés variés de prélevements en pré-, per- et post
opératoire. Elle permet de confirmer la nature tumorale, de déterminer le grade, de vérifier si
les marges d’exérése sont saines ou infiltrées par des cellules néoplasiques et de déceler la
présence d’emboles signe d’un potentiel métastatique. Ces critéres histologiques permettent
de déterminer le pronostic et de déduire la conduite thérapeutique.

Les examens cytologiques et histologiques sont ainsi nécessaires pour 1’obtention
d’informations diagnostiques et pronostiques permettant aux chirurgiens et aux cliniciens une

stratégie thérapeutique adaptée vis-a-vis d’un processus tumoral.
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ABSTRACT:

Oncology is a discipline of veterinary medicine steadily expanding in recent years. As
the prevalence of cancer, as a direct or indirect cause of mortality in dogs, has not stopped

growing.

In this context, the histological examination of tumors occupies a place of prime
importance in oncology. It is the inevitable stage of diagnosis, to recognize the tumoral nature
of a lesion and especially to identify the histological type.

Cytology allows rapid diagnosis and good reliability. It also allows a delicate
cytological analysis of cells despite the limits that exists, Hence the interest of histological

exams.

Histology, reference examination in anatomic Pathology, offers excellent diagnostic
reliability from various types of samples pre-, intra- and postoperatively. It confirms the
tumor nature, determine the grade, check if the surgical margins are healthy or infiltrated by
neoplastic cells and detect the presence of emboli sign of metastatic potential. These

histological criteria for determining prognosis and therapeutic management.

Cytological and histological examinations are thus necessary for obtaining diagnostic
and prognostic information to enable surgeons and clinicians to establish a therapeutic

strategy adapted to a tumor process.
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