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La cytologie et I'histologie sont souvent indispensables a

Conduite a tenir

face a un diagnostic
incertain en cytologie
et en histologie

‘obtention du diagnostic définitif d'un cancer,

mais il convient de connaitre leurs limites et les moyens d'éviter les incertitudes diagnostiques.

Etapes essentielles
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le compte rendu :
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- mode de préleve-

(1) Voir l'article
“Les lymphomes
digestifs félins :
épidémiologie,
clinique et
diagnostic” de
M. Paulin et coll.,
dans ce numéro.
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ETAPE
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méme de la lésion est
remise en cause.
ETAPE4 Envisager la
réalisation d’examens

cytologie ;
- mode de préléve-
ment et artefacts en

- nature de la lésion.

ETAPE3 Appliquer des complémentaires.
mesures correctives » Immunohistochimie/
pour limiter immunocytochimie.
Pincertitude : » PARR/cytométrie

- lorsque la qualité en flux.

du prélevement est » Recherche d’agents
remise en cause ; pathogenes.

a cytologie et I'histologie sont des disciplines
cliniques précieuses pour I’établissement d’'un
diagnostic, particuliéerement en cancérologie.
Chacune posséde ses forces, et des limites qui
peuvent entrainer des incertitudes de diagnostic.
La force de la cytologie réside dans I'étude de la morpho-
logie cellulaire et son caractere peu invasif. En contrepar-
tie, la représentativité du spécimen est cruciale.
La force de I'histologie repose dans I'étude de I'architec-
ture d’une lésion. Ainsi, elle peut permettre I'étude des
marges d’exérese et la recherche d’emboles vasculaires
ainsi que I'établissement d'un grading pour certains types
tumoraux. Toutefois, I'histologie est moins sensible pour
le diagnostic de certaines maladies infectieuses et les
détails cellulaires sont moins précis qu’en cytologie.

DECRYPTER
LE VOCABULAIRE
DU COMPTE RENDU

Parfois, le compte rendu d’une analyse cytologique ou
pathologique révele une incertitude diagnostique qui peut
étre percue différemment d’un pathologiste et/ou d'un
clinicien a un autre [4, 10].
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Un compte rendu de cytologie ou d’histologie tente tou-
jours de signifier le plus exactement possible les 1ésions
observées, et également le degré de certitude concer-
nant 'hypothése diagnostique émise. Toutefois, il s’agit
de formulations subjectives qui dépendent a la fois de la
perception du rédacteur et du clinicien [10]. D’une fagon
générale, s'il existe une incertitude, le cytologiste ou le
pathologiste utilise des expressions destinées a nuancer
I'hypothése diagnostique. A titre d’exemple, une formu-
lation du type « peut amener a consideérer ’hypothése
de » montre un degré d’incertitude non négligeable, tout
comme ['utilisation d’une catégorie plus globale de dia-
gnostic. Ainsi la formulation « tumeur a cellules rondes
éventuellement compatible avec un mastocytome peu
différencié de haut grade de malignité » n’est pas équiva-
lente a un diagnostic de « mastocytome de haut grade de
malignité ».

Bien que cela puisse sembler surprenant, différencier un
processus inflammatoire d'un processus tumoral peut
se révéler délicat. Des expressions du type « population
atypique » ou encore « dysplasie marquée » sont autant
de fagons pour le spécialiste d’exprimer son inquiétude
vis-a-vis d'un éventuel processus tumoral sans avoir assez
d’arguments pour établir un diagnostic de certitude.
L’exemple le plus classique est le lymphome digestif du
chat de bas grade de malignité qui évolue généralement
au sein d’'un contexte inflammatoire®. Un diagnostic his-
tologique ou cytologique doit toujours étre confronté a
I'ensemble du tableau clinique. Lorsque des nuances sont
présentes dans la conclusion, I'hypothése proposée ne
doit pas étre considérée comme un diagnostic de certi-
tude, mais comme I'hypothese la plus probable pour le
cytologiste ou le pathologiste.

Une fois I'incertitude identifiée, il convient d’en mesurer
le degré et d’en évaluer I'impact sur la conduite a tenir.
Si elle porte sur deux affections dont le pronostic et le
traitement sont différents, le meilleur moyen de confir-
mer ou d’infirmer I'une ou l'autre des hypothéses doit étre
déterminé. Généralement, I'incertitude du spécialiste le
conduit a discuter du diagnostic différentiel ainsi que des
examens complémentaires pouvant permettre de progres-
ser dans I'établissement du diagnostic.

ETAPE

DEMARCHE DIAGNOSTIQUE

Conduite a tenir face a un diagnostic incertain en cytologie et en histologie

IDENTIFIER LORIGINE
DE LINCERTITUDE
DANS UN COMPTE
RENDU

Mangque de données cliniques

La transmission de données cliniques est primordiale
pour la fiabilité du résultat d’une analyse cytologique ou
pathologique :

- des commémoratifs afin que le cytologiste ou le patho-
logiste puisse établir un diagnostic éclairé ;

- un résumé de la clinique de I'animal, de I’évolution
(exemples : apparition récente versus ancienne, crois-
sance rapide versus lente) ;

- la localisation et I'aspect macroscopique de la lésion
prélevée (exemples : taille, forme, +/- érythéme, +/- ulcé-
ration, +/- prurit, +/- infiltrant ou adhérent, rapport/loca-
lisation avec 'organe en question en cas de biopsies
d’organes internes et/ou les autres organes a proximité).
Transmettre ces informations a encore plus d'importance
lors d’'une demande d’examen cytologique ou de biopsies,
car le spécimen lui-méme n’apporte pas d’indices sur sa
localisation et ses rapports avec les tissus environnants.
Le cytologiste doit également connaitre le mode de pré-
levement afin de pouvoir apprécier la représentativité
du spécimen (exemple : cytoponction a l'aiguille fine,
cytobrossage, raclage, calque, étalement de culot versus
direct de liquide) [6]. Il peut ainsi identifier précisément les
prélevements transmis, notamment si plusieurs lésions de
localisation différente ou divers organes sont ponctionnés.
Les résultats des divers examens complémentaires doivent
étre transmis si possible :

- imagerie médicale : les clichés radiographiques sont
ainsi d’'une aide précieuse lors de 'analyse d'une biopsie
ou de la ponction d’une lésion osseuse ;

- hémogramme : indispensable lors d’une analyse de
frottis sanguin et de myélogramme, ou d’'une ponction
d’organes pour lesquels une hémodilution est souvent
rencontrée (exemples : rate, rein, foie) ;

- bilan biochimique.

Mode de prélevement et artefacts
en cytologie

Comment réaliser les prélevements

Les prélevements cytologiques sont plus fragiles que les
prélevements histologiques et demandent une certaine
rigueur quant aux conditions préanalytiques. Il est recom-
mandé de réaliser des étalements cytologiques avec déli-
catesse et au chevet de I'animal. Cela est valable pour des
prélévements issus de lésions solides ou liquides (pour
lesquelles la transmission en complément de liquide col-
lecté sur tube EDTA [acide éthyléne diamine tétra-acé-
tique] est recommandée) afin de préserver la morpho-
logie des cellules [12]. Les prélevements destinés a une
analyse cytologique ne doivent pas étre mis au contact de
vapeurs de formol, car elles engendrent une fixation des
cellules tres délétere pour leur coloration [6].

1. Exemple d’altération des cellules d’intérét sur un
prélevement cytologique issu d’une ponction de nceud
lymphatique hypertophié (suspicion clinique de lymphome)
entravant I’établissement d'un diagnostic.
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Choisir un mode de prélévement

Le choix du mode prélevement est important. Par exemple,
lors d’'une suspicion de lymphome multicentrique chez le
chien, il est recommandé de ponctionner divers nceuds
lymphatiques hypertrophiés en évitant les sous-mandibu-
laires et/ou les plus hypertrophiés (en raison du risque de
remaniements nécrotiques secondaires) [12]. Il est égale-
ment important de comprendre les limites diagnostiques
d'un mode de prélevement. Les épanchements ou autres
milieux liquidiens sont en général facilement analysables,
et leur analyse apporte trés souvent un grand nombre d’in-
formations et permet parfois d’établir un diagnostic. Cepen-
dant, elle peut s’avérer peu spécifique puisque les cellules
d’intérét ne desquament pas toujours au sein du liquide (ce
qui peut étre le cas par exemple lors d'un hémopéricarde
secondaire a un processus tumoral tel qu'un hémangiosar-
come) [3]. La représentativité du spécimen peut également
étre limitée lorsque le préléevement est trop superficiel ; des
biopsies se révélant alors I'examen de choix ou de seconde
intention.

Qualité des prélevements et incertitude
diagnostique

L'incertitude diagnostique émise par le cytologiste est inti-
mement liée a la qualité des prélevements. La pauvreté
en cellules et la difficulté a confirmer la représentativité
du prélevement sont des éléments clés a considérer. Tou-
tefois, des prélévements trop riches en cellules pas assez
étalées ou altérées peuvent compromettre I'interprétation
cytologique (photo 1). L'utilisation de lames ayant déja
servi a étaler des prélevements cytologiques est proscrite
pour garantir la représentativité des spécimens transmis.
Une contamination par du tissu & proximité de la lésion
d’intérét ou une contamination infectieuse par des sale-
tés sont aussi a éviter. Toute lame cytologique doit &tre
identifiée a minima avec le nom de I'animal, la date et
I'origine de I'étalement.

La transmission de lames précolorées est également une
gageure pour obtenir d’'une coloration optimale [6]. Les
colorations rapides (exemple : RAL®) peuvent limiter la
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2a

2a et 2b. Artefact de coloration d’un prélévement cytologique précoloré par une coloration rapide de type RAL®:
disparition des granulations intracytoplasmiques azurophiles au sein de la population de cellules néoplasiques sur le frottis
sanguin précoloré dans le cadre d’'une leucémie aigué lymphoide 4 cellules granuleuses pour laquelle les granulations sont
nettement visibles sur le frottis non précoloré au RAL® (coloration de type RAL® suivie d’une coloration de type May-Griinwald-
Giemsa) (2a) et grossissement x 1 000 & I'huile & immersion, (coloration de type May-Grlinwald-Giemsa) (2b).
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visualisation de granulations intracytoplasmiques au sein
des mastocytes et des lymphocytes a grains (photos 2a
et2b) [1,5,9].

Mode de préléevement et artefacts
en histologie

Choisir la taille et le lieu du prélévement

Le choix de la taille et de la nature des prélevements
destinés a une analyse histologique est complexe. [l tient
compte des possibilités techniques, de I'état général de
I'animal, et de la nature invasive de I'acte comparée 2 la
nécessité d’obtenir des spécimens. L'échantillonnage est
une étape déterminante pour le diagnostic.

Les principaux écueils a éviter sont des préléevements de
trop petite taille, effectués dans des zones trop nécro-
tiques et/ou inflammatoires, ou trop superficiels. Le choix
des échantillons doit étre adapté 4 la question que le cli-
nicien se pose. Par exemple, des petites biopsies effec-
tuées au centre d'une masse hépatique unique permettent
d’identifier un processus tumoral métastatique, mais pas
de différencier une hyperplasie nodulaire hépatique
focale d’'un adénome ou d’un carcinome hépatocellulaire
bien différencié. Pour cela, le pathologiste a besoin de
données architecturales telles que le mode de croissance
(soit le rapport avec les tissus sains) et la répartition des
espaces portes au sein de la masse (délicate & évaluer
sur des petites biopsies). De méme, les biopsies de nceud
lymphatique sont souvent décevantes car trés fragiles :
parfois, elles ne permettent pas d’évaluer I'architecture,
critére crucial pour I'établissement du diagnostic.

Le choix des échantillons doit se porter en priorité sur
les zones d’interface entre la lésion et les tissus sains.
L’'un des exemples les plus courants est celui d’échan-
tillons provenant du centre d’une masse splénique
d’aspect nécrotique. Les images observées au centre
d’un hémangiosarcome nécrotique ou au centre d’un
hématome sont souvent identiques. L’absence d’images
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suspectes dans ces zones ne permet pas d’exclure un
hémangiosarcome.

[l existe une notion de chance en ce qui concerne
I’échantillonnage (photo 3).

Artefacts

Bien que I'histologie soit une technique assez robuste,
elle peut étre limitée par des artefacts. Les biopsies sont
les plus concernées par ces artefacts qui peuvent étre liés
a l'utilisation d'un bistouri électrique, & la compression
des tissus, au délai de fixation (une immersion immédiate
dans le formol étant recommandée), ou a la fragmenta-
tion au cours du transport (toujours séparer les biopsies
des grosses pieces pour le transport). Pour les préleve-
ments de plus grande taille, la sous-fixation est la prin-
cipale difficulté rencontrée, ainsi que 'autolyse ou les
artefacts de congélation pour des prélévements d’autop-
sie. Il est recommandé de respecter un volume de préle-
vement pour neuf volumes de formol, de rincer au sérum
physiologique les tissus trés sanguinolents, et d’enlever
éventuellement le tissu adipeux sans intérét pour I'exa-
men afin d’obtenir une fixation correcte.

Nature de la lésion

Incertitude liée a la nature méme de la lésion

Il arrive que la nature méme de la lésion soit a I'origine
d'une incertitude. D’aprés une étude menée sur 430 cas
de cancer du chien et du chat, environ 17 % des cas dia-
gnostiqués donnent lieu & un désaccord majeur entre
deux pathologistes [13]. L'incertitude diagnostique liée a
la nature méme de la 1ésion est plus importante en cytolo-
gie qu’en pathologie en raison du manque d’information
sur l'architecture et 'organisation des tissus, et I'incapa-
cité a déterminer le caractere invasif et la présence ou
non d'embolisations qui sont autant d’arguments pouvant
permettre de trancher entre un processus réactionnel ou
tumoral.

. Prélévements
histologiques
issus d’'un
hémangio-
sarcome intra-
musculaire.
Seule la zone
encadrée a
permis un
diagnostic

de certitude,

en dépit des
multiples plans
de section.

/.. Aspect
cytologique
d’une tumeur
a cellules
rondes de type
plasmocytome
cutané
présentant

des atypies
cytonucléaires
marquées,

par exemple :
anisocytose et
anisocaryose,
bi- et pluri-
nucléations
(grossissement
%1000 a 'huile
a immersion,
coloration

de type RAL®
suivie d'un
May-Griinwald-
Giemsa).
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DEMARCHE DIAGNOSTIQUE

Conduite a tenir face a un diagnostic incertain en cytologie et en histologie

Lésions inflammatoires ou tumorales ?

Il existe une grande quantité et variété de processus patho-
logiques, qu’ils soient dégénératifs, circulatoires, inflam-
matoires ou tumoraux. Certains processus inflammatoires
ressemblent a des proliférations tumorales (exemple :
fasciite nodulaire) et sont qualifiés de pseudo-sarcomes.
Certains carcinomes imitent des sarcomes (exemple : car-
cinome épidermoide & cellules fusiformes), et vice versa
(exemple : hémangiosarcome épithélioide). Les méla-
nomes peuvent prendre quasi n'importe quelle apparence.
Un contexte inflammatoire peut engendrer une dysplasie
des tissus. lls présentent alors des atypies qui rendent la
distinction entre des cellules dysplasiques et néoplasiques
délicates, notamment pour des prélévements cytologiques
(exemple : cellules urothéliales dysplasiques dans le
cadre d’une infection du tractus urinaire versus cellules
urothéliales néoplasiques associées a un contexte inflam-
matoire secondaire).

Type tumoral

Dans le cas des processus tumoraux bien différenciés, il
peut également étre délicat de différencier des cellules/
tissus hyperplasiques de cellules/tissus tumoraux. Dans le
cas des processus tumoraux anaplasiques (présentant une
dédifférenciation et des atypies cytonucléaires séveéres), le
type tumoral peut étre difficile a identifier en raison de la
perte d’éléments morphologiques caractéristiques. Bien
que les atypies séveres soient souvent 'apanage des pro-
cessus tumoraux agressifs, il existe des exceptions. Ainsi,
le plasmocytome présente souvent des atypies marquées
en dépit d’'un pronostic favorable (photo 4).

MESURES
CORRECTIVES
LIMITANT
'INCERTITUDE
DIAGNOSTIQUE

La qualité du prélévement est remise

en cause

La qualité des prélevements est liée a la richesse en maté-
riel, a la représentativité de I’échantillon et i la limitation
des artefacts. Si elle est remise en question, deux options
sont a considérer :

4

1/ renouveler les prélevements s'il parait possible d’obte-
nir des échantillons de meilleure qualité. Par exemple,
lorsque les prélevements initiaux sont pauvres en cellules
intactes d'intérét, il convient de procéder a des préleve-
ments issus de divers sites au sein de la lésion et éventuel-
lement d'un autre type de collection en cytologie [11] :
2/ réaliser un autre type de prélévement, par exemple, la
ponction de portion tissulaire ou un examen histologique
pour des lésions kystiques, ou encore la réalisation de
biopsies ou d'une exérése de la lésion au lieu d’un nou-
veau préleévement cytologique.

La nature méme de la lésion est source
d’incertitudes

Effectuer un deuxiéme prélévement

Si une incertitude diagnostique subsiste entre une lésion
inflammatoire et tumorale, il peut &tre pertinent de recher-
cher une maladie infectieuse, de tenter de résoudre
I'inflammation et de suivre I’évolution de la lésion. Un
nouveau prélevement est & envisager par la suite en cas
de persistance de la lésion, selon les recommandations
du cytologiste ou pathologiste. Ce prélévement peut &tre
ou non du méme du type que le prélévement initial. Il
est parfois délicat de différencier une maladie infec-
tieuse d’'un processus tumoral, dans le cas, par exemple,
de I'exploration d’une lymphocytose sanguine ou d'une
infiltration plasmocytaire d’organe (exemple : splénique,
médullaire) mise en évidence en cytologie. Les maladies
vectorielles de type ehrlichiose ou leishmaniose peuvent
étre délicates a différencier d’'une hémopathie maligne
respectivement de type leucémie lymphoide chronique
ou plasmocytome/myélome multiple en I'absence de
criteres cytologiques évidents de la population d’intérét.

Effectuer un prélévement histologique

Sil'incertitude diagnostique est liée au caractére bien dif-
férencié des cellules ou des tissus d’intérét, il est souvent
recommandé de réaliser préférentiellement un examen
histologique. 1l en est de méme a I'issue d'un examen
cytologique ayant émis une suspicion diagnostique sans
certitude (exemple : lymphome de bas grade de mali-
gnité, carcinome hépatocellulaire, tumeur mammaire).

Réaliser d’autres examens

Toutefois, I'examen histologique a ses limites. Si aucun
diagnostic de certitude n’est établi, il devient nécessaire de
réaliser d’autres examens complémentaires et de prendre
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Cas particulier : typage des lymphomes

canins

ETAPE

en considération le contexte clinique et I’évolution de la
lésion. Dans certains cas, un examen cytologique est par-
fois plus pertinent qu'un examen histologique ou peut étre
réalisé en complément de ce dernier (dans le diagnostic
des tumeurs a cellules rondes, les critéres cytomorpho-
logiques sont plus précis en cytologie qu’en histologie).

Cas des leucémies chroniques

En hématologie, les leucémies chroniques, c’est-a-dire
a cellules matures bien différenciées, sont délicates a
diagnostiquer. Ces entités restent, le plus souvent, un
diagnostic d’exclusion. En effet, leur aspect cytologique
ne permet pas de distinguer une population tumorale
clonale, d’'une population réactionnelle observée lors de
diverses maladies infectieuses ou inflammatoires. Toutes
les autres causes possibles de lymphocytose, de neutro-
philie, d’éosinophilie, de polyglobulie ou de thrombocy-
tose majeures doivent donc étre explorées avant d’établir
un tel diagnostic.

Toutefois, il est théoriquement possible, actuellement,
de confirmer un diagnostic de leucémie lymphoide chro-
nique en réalisant un test de clonalité. Il reste important
de souligner que ce test n’est pas infaillible.

EXAMENS
COMPLEMENTAIRES
PARFOIS NECESSAIRES

Immunohistochimie/immunocytochimie

Quand les réaliser ?

Dans certains cas, la nature de la tumeur ne peut étre
déterminée avec certitude. S'il existe une différence signi-
ficative de pronostic ou thérapeutique entre deux hypo-
théses tumorales, il convient d’envisager des marquages
immunohistochimiques ou immunocytochimiques. Ces
techniques permettent la mise en évidence de marqueurs,

en général des protéines (membranaires, cytoplasmiques
ou nucléaires) sur les cellules d’intérét & I'aide d’anticorps
(Ac) spécifiques afin de préciser leur nature ou leur acti-
vité biologique. L'immunohistochimie est plus fréquem-
ment utilisée car elle est plus disponible et plus fiable. En
effet, pour réaliser un examen immunocytochimique, la
qualité des étalements doit étre parfaite, car cette tech-
nique exige une cellularité et une intégrité optimale (et les
étalements doivent &tre réalisés sur des lames spéciales).
L'immunohistochimie est intéressante pour un typage des
lymphomes canins (encadré).

Limites de ces examens

Cependant, le panel d’Ac disponibles reste encore limité
et les résultats peuvent étre ambigus ou décevants. Par
exemple, certaines tumeurs buccales peuvent poser
un probléme diagnostique, notamment le mélanome
achromique a cellules fusiformes versus un sarcome a
cellules fusiformes. Le marquage de 'antigéne Melan A
(un marqueur de différenciation des mélanocytes) devrait
théoriquement permettre de distinguer les mélanomes,
mais il peut se révéler négatif dans un certain nombre de
cas. Une étude récente a montré l'intérét d’utiliser une
combinaison d’Ac dans ce genre de situation, mais ceux
décrits ne sont pas encore disponibles en routine [15].
Le coit parfois élevé des Ac est également un frein au
développement de ces techniques.

Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est un outil diagnostique qui permet
d’identifier et de caractériser avec précision une popula-
tion néoplasique d’intérét selon sa taille, sa complexité
interne et la mise en évidence de marqueurs de différen-
ciation. Des prélévements de nature diverse peuvent étre
utilisés (exemple : sang, épanchement, cytoponction a
I'aiguille fine de nceud lymphatique ou autre organe infil-
tré, remise en suspension) [14]. La cytométrie peut, par
exemple, servir & déterminer le caractére réactionnel ou
néoplasique d’une lymphocytose, & immunophénotyper
un lymphome, a identifier un type de leucémie, et a dis-
tinguer un thymome d’'un lymphome lors de I'exploration
d’une masse médiastinale chez le chien [12, 14].

Test de monoclonalité par PCR (PARR)

Le PARR (PCR pour le réarrangement du récepteur a
I'antigéne) est un test innovant pour I'étude des hémo-
pathies lymphoides. Il permet en théorie de distinguer
une population lymphoide réactionnelle (polyclonale)
d’une population lymphoide tumorale (monoclonale). La
sensibilité et la spécificité du test demeurent dépendantes
de chaque laboratoire, en fonction des amorces utilisées
et de la technique appliquée. Il existe des biais pouvant
induire des faux négatifs ou positifs. Ces derniers peuvent
survenir si une cellule tumorale présente un réarrange-
ment rare qui n’est pas pris en compte par les sondes utili-
sées, ou en cas d’hypermutation somatique présentée par
certains lymphomes de type B. La présence d’une popula-
tion lymphomateuse monoclonale peut passer inapercue
si elle est accompagnée par une abondante population
lymphocytaire réactionnelle polyclonale. Inversement, il
existe des cas ot une population lymphoide réactionnelle
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peut étre clonale : cela peut survenir lors du rejet des his-
tiocytomes cutanés canins par les lymphocytes T, et lors
de certains processus infectieux chroniques (exemple :
erhlichiose, leishmaniose, anaplasmose) [2, 7].
L'utilisation de la technique PARR dans le phénotypage
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| ‘ I ~ Conduite a tenir face a un diagnostic incertain en cytologie et en histologie

Essential steps ,

Whattodowhen faced with an uncertain
cytological or histological diagnosis

sTeP 1 Identify and quantify the degree of uncertainty
for a cytological or histological report

sTEP 2 Identifiy the origine of diagnostic uncertainty
The origin of uncertainty:

- lack of clinical data

- cytological sampling and artifacts

- histological sampling and artifacts

- nature of the lesion

STEP 3 Apply corrective actions to limit the incertainty:
-what to do when the quality of the sampleis questioned.
-what to dowhen the nature of the lesion is questioned.
sTEP 4 Choose additional tests

» Immunohistochemistry/immunocytochemistry.
»PARR/flow cytometry.

»Serach for infectious agents.
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