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�� Examen extemporanéExamen extemporané

�� HistochimieHistochimie

�� ImmunohistochimieImmunohistochimie

Techniques specialesTechniques speciales

�� ImmunohistochimieImmunohistochimie

�� HistoenzymologieHistoenzymologie

�� hybridation in situhybridation in situ

�� Techniques spéciales liées au tissuTechniques spéciales liées au tissu



�� technique rapide de moins de 30 technique rapide de moins de 30 
minutesminutes permettant d’obtenir des permettant d’obtenir des 
préparations microscopiques préparations microscopiques 

ExtemporanéExtemporané

préparations microscopiques préparations microscopiques 
analysables analysables pendant le temps pendant le temps 
opératoireopératoire

�� Indiquée pour guider le geste Indiquée pour guider le geste 
chirurgical chirurgical 



�� Objectifs :Objectifs :

–– détermination de la nature de la lésion détermination de la nature de la lésion 
abordée chirurgicalementabordée chirurgicalement

ExtemporanéExtemporané

abordée chirurgicalementabordée chirurgicalement

–– évaluation des limites d’exérèse évaluation des limites d’exérèse 

–– évaluation de l’extension d’une tumeur :  évaluation de l’extension d’une tumeur :  
métastases ganglionnaires , hépatiques…métastases ganglionnaires , hépatiques…

�� étude macroscopique + + +étude macroscopique + + +

�� 2 techniques : 2 techniques : coupe congelée (++) coupe congelée (++) 
et cytologieet cytologie



Examen extemporané d’une Examen extemporané d’une 
tumorectomie mammairetumorectomie mammaire



ExtemporanéExtemporané

�� tissu fraistissu frais
�� Coupe à Coupe à --2020°°C : C : 

cryostatcryostat
Préparations de 5 à Préparations de 5 à �� Préparations de 5 à Préparations de 5 à 
8 µm d’épaisseur. 8 µm d’épaisseur. 

�� Colorant Colorant 
monochrome, le monochrome, le 
plus souvent bleu plus souvent bleu 
de toluidine.de toluidine.



ExtemporanéExtemporané

�� Cytologie : Cytologie : 
apposition ou apposition ou 
étalement étalement 
tissulairetissulairetissulairetissulaire

�� Colorations : Colorations : 
–– MGG rapideMGG rapide

–– HEHE



�� Seul un Seul un nombre réduit d’échantillons nombre réduit d’échantillons 
peuvent être examinés par cette technique peuvent être examinés par cette technique 

�� Moins bonne morphologie qu’en histologie Moins bonne morphologie qu’en histologie 
conventionnelleconventionnelle

ExtemporanéExtemporané

conventionnelleconventionnelle
�� L’examen extemporané est L’examen extemporané est 

systématiquement contrôlé systématiquement contrôlé par un examen par un examen 
histologique standard, le fragment analysé histologique standard, le fragment analysé 
étant fixé après décongélationétant fixé après décongélation

�� Le résultat est noté dans le compte rendu Le résultat est noté dans le compte rendu 
finalfinal



�� Colorations spéciales permettant :Colorations spéciales permettant :

–– Etude des produits de Etude des produits de secretionsecretion
cellulairecellulaire

HISTOCHIMIEHISTOCHIMIE

cellulairecellulaire

–– Etude de la matrice extra cellulaire Etude de la matrice extra cellulaire 
et recherche de et recherche de depotsdepots

–– Recherche de microorganismesRecherche de microorganismes

�� LumiereLumiere blanche, blanche, polariseepolarisee ou ou uvuv



COLORATIONS COLORATIONS 
SPECIALESSPECIALES

�� constituant constituant intraintra--
cellulairecellulaire anormal anormal 
ou normal en excès ou normal en excès 

�� ex : ex : �� ex : ex : 
–– glycogène coloré par glycogène coloré par 

PAS, avec réaction PAS, avec réaction 
diastase sensible ; diastase sensible ; 

–– mucus, coloré par mucus, coloré par 
bleu bleu alcianalcian ou ou 
mucicarminmucicarmin Bleu alcian : vacuoles de 

mucus dans la 

muqueuse colique



COLORATIONS COLORATIONS 
SPECIALESSPECIALES

�� Matrice Matrice 
extracellulaire extracellulaire 
–– MPSMPS

–– CollagèneCollagène–– CollagèneCollagène

–– AmyloseAmylose

�� Ex : Ex : fibrose de la fibrose de la 
moëllemoëlle osseuse et osseuse et 
réticulineréticuline

Gordon : coloration de 

la réticuline en noir



ROUGE SIRIUS ET FIBROSE ROUGE SIRIUS ET FIBROSE 
HEPATIQUEHEPATIQUE



ROUGE CONGO  / ROUGE CONGO  / 
AMYLOSEAMYLOSE



�� organites intraorganites intra--cytoplasmiques : cytoplasmiques : 
–– ex double striation des fibres musculaires ex double striation des fibres musculaires 

lisses par hématoxyline lisses par hématoxyline 

COLORATIONS COLORATIONS 
SPECIALESSPECIALES

lisses par hématoxyline lisses par hématoxyline 
phosphotungstique.phosphotungstique.



COLORATIONS COLORATIONS 
SPECIALESSPECIALES

�� agents microagents micro--
biologiques biologiques 
–– ex : bactéries Gram, ex : bactéries Gram, 

Warthin starry Warthin starry ----> > Warthin starry Warthin starry ----> > 
–– mycobactéries par mycobactéries par 

coloration de Ziehlcoloration de Ziehl--
Nielsen, Nielsen, 

–– champignon  par champignon  par 
coloration coloration 
argentique de argentique de 
GomoriGomori--Grocott.Grocott.



GOMORI GROCOTT ET GOMORI GROCOTT ET 
CHAMPIGNONSCHAMPIGNONS



HistoimmunologieHistoimmunologie



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� TechniquesTechniques permettantpermettant lala misemise enen
évidenceévidence d'antigènesd'antigènes tissulairestissulaires ouou
cellulaire,cellulaire, sursur coupecoupe ouou sursur étalementétalementcellulaire,cellulaire, sursur coupecoupe ouou sursur étalementétalement
cellulairecellulaire..

�� La recherche d'antigène s'effectue La recherche d'antigène s'effectue enen
utilisant des anticorps spécifiquesutilisant des anticorps spécifiques
polyclonaux ou monoclonaux produits polyclonaux ou monoclonaux produits 
en général chez le lapin ou la souris.en général chez le lapin ou la souris.



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� ImmunofluorescenceImmunofluorescence : : 
–– anticorps couplé à un fluorochrome (visible en lumière UV)anticorps couplé à un fluorochrome (visible en lumière UV)
–– Technique directe +++Technique directe +++

�� ImmunohistochimieImmunohistochimie : : �� ImmunohistochimieImmunohistochimie : : 
–– anticorps couplé à une enzyme, sur coupe tissulaireanticorps couplé à une enzyme, sur coupe tissulaire
–– Utilisation très large de l’IHC en pratique +++Utilisation très large de l’IHC en pratique +++
–– Méthode indirecteMéthode indirecte

�� ImmunocytochimieImmunocytochimie : : 
–– anticorps couplé à une enzyme, sur prélèvement anticorps couplé à une enzyme, sur prélèvement 

cytologiquecytologique
–– Méthode indirecteMéthode indirecte
Pour l’immunohistoPour l’immunohisto-- et l’immunocytoet l’immunocyto--chimie, la coloration du chimie, la coloration du 

marquage est due à la réaction enzymatique avec le marquage est due à la réaction enzymatique avec le 
substrat de l’enzyme, il s’observe en lumière blanchesubstrat de l’enzyme, il s’observe en lumière blanche



Dépôts d’Ig dans un Dépôts d’Ig dans un 
glomérule rénal glomérule rénal 
(immunofluorescence)(immunofluorescence)



Dépôt linéaire de complément sur Dépôt linéaire de complément sur 
la membrane basale de l’épiderme la membrane basale de l’épiderme 
(immunofluorescence)(immunofluorescence)

Fluorescence jaune 



ImmunohistochimieImmunohistochimie

Marquage membranaire avec l’anticorps anti-c-erbB2 
dans un cancer du sein



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Paraffine ou congélation ?Paraffine ou congélation ?
–– Dégradation des structures antigèniques par la fixation Dégradation des structures antigèniques par la fixation –– Dégradation des structures antigèniques par la fixation Dégradation des structures antigèniques par la fixation 

ou par le chauffage lors de l'inclusion (58ou par le chauffage lors de l'inclusion (58°°))

–– La majorité des La majorité des antigènes extracellulairesantigènes extracellulaires ( bande ( bande 
lupique, fraction du complément, immuns complexes, lupique, fraction du complément, immuns complexes, 
molécules d'adhésion …) doivent être recherchés sur molécules d'adhésion …) doivent être recherchés sur 
coupe en congélation, et nécessite la coupe en congélation, et nécessite la congélationcongélation
immédiate de la biopsie en azote liquide (EX / biopsie immédiate de la biopsie en azote liquide (EX / biopsie 
de peau, biopsie de rein …) de peau, biopsie de rein …) �� IF +++IF +++



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Paraffine ou congélation ?Paraffine ou congélation ?

–– Les antigènes cellulaires membranaires  Les antigènes cellulaires membranaires  
sont également souvent altérés par la sont également souvent altérés par la sont également souvent altérés par la sont également souvent altérés par la 
fixation et un fragment congelé est fixation et un fragment congelé est 
parfois nécessaire ( ex : typage parfois nécessaire ( ex : typage 
lymphocytaire). lymphocytaire). 



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� méthodeméthode

–– les techniques directesles techniques directes où la molécule où la molécule 
de chromogène  souvent fluorochrome de chromogène  souvent fluorochrome de chromogène  souvent fluorochrome de chromogène  souvent fluorochrome 
est couplée à l'anticorps est couplée à l'anticorps 
(immunofluorescence).(immunofluorescence).

–– Lecture en lumière UVLecture en lumière UV



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Méthode :Méthode :

–– les les méthodes indirectesméthodes indirectes multicouches, multicouches, 
en utilisant un anticorps secondaire antien utilisant un anticorps secondaire anti--en utilisant un anticorps secondaire antien utilisant un anticorps secondaire anti--
lapin ou antilapin ou anti--souris, associé à un souris, associé à un 
complexe de révélation portant plusieurs complexe de révélation portant plusieurs 
molécules de chromogène, permettant molécules de chromogène, permettant 
une amplification du signal.une amplification du signal.

–– résultat à comparer avec un témoin résultat à comparer avec un témoin 
négatif et un témoin positif.négatif et un témoin positif.







HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Antigènes du Antigènes du 
cytosquelettecytosquelette ::
–– filaments de filaments de 

cytokératine  retrouvés cytokératine  retrouvés 
dans les tumeurs dans les tumeurs dans les tumeurs dans les tumeurs 
malignes épithéliales; malignes épithéliales; 

–– filaments de desmines filaments de desmines 
dans les tumeurs dans les tumeurs 
musculairesmusculaires





HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Typage cellulaire par Typage cellulaire par 
étude des antigènes étude des antigènes 
membranaires : membranaires : 
–– lymphocyteslymphocytes

–– cellules épithélialescellules épithéliales

�� ex : lymphome B ex : lymphome B 
positif avec CD 20positif avec CD 20



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Typage de sécrétion Typage de sécrétion 
cellulaire :cellulaire :
–– tumeurs endocrinestumeurs endocrines

–– tumeurs germinalestumeurs germinales

�� ex : présence dex : présence d ’hCG ’hCG 
dans une tumeur dans une tumeur 
testiculairetesticulaire



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Enzymes intra Enzymes intra 
cellulaires :cellulaires :
–– chromograninechromogranine

–– synaptophysinesynaptophysine

–– phosphatasesphosphatases

�� Ex : mise en évidence Ex : mise en évidence 
de phosphatase acide de phosphatase acide 
dans un Kc de dans un Kc de 
prostate prostate 



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Protéines du cycle Protéines du cycle 
cellulaire et apoptosecellulaire et apoptose
–– Ex : Mib1(marqueur de Ex : Mib1(marqueur de 

prolifération)prolifération)

Récepteurs  Récepteurs  �� Récepteurs  Récepteurs  
hormonauxhormonaux
–– Ex : RO et RPEx : RO et RP



HistoimmunologieHistoimmunologie

�� Agents Agents 
microbiologiques :microbiologiques :
–– Virus CMV, herpes, Virus CMV, herpes, 

hépatite Bhépatite B

–– Ag parasitaires : Ag parasitaires : –– Ag parasitaires : Ag parasitaires : 
toxoplasmose  toxoplasmose  ------>, >, 
leishmanioseleishmaniose

–– Ag fungiques : Ag fungiques : 
histoplasmose ...histoplasmose ...



Métastase ganglionnaire d’un carcinome neuroendocrine (HE)



Immunomarquage avec l’anticorps anti-chromogranine







Marquage nucléaire avec l’anticorps Mib-1 (marqueur de 
prolifération) dans un cancer du sein



Marquage des cellules endothéliales avec 
l’anticorps anti-CD34 dans un cancer du sein



Perte d’expression de MLH1 Perte d’expression de MLH1 
dans un cancer coliquedans un cancer colique



HistoHisto--enzymologieenzymologie

�� Mise en évidence Mise en évidence 
d’une activité d’une activité 
enzymatiqueenzymatique

Sur coupe congeléeSur coupe congelée

NADH SDH

�� Sur coupe congeléeSur coupe congelée

�� Indication : étude Indication : étude 
des biopsies des biopsies 
musculaires pour musculaires pour 
recherche de recherche de 
myopathiemyopathie Vacuoles dépourvues d’activité 

enzymatique



Hybridation in situHybridation in situ

�� Mise en évidence de séquence ADN ou Mise en évidence de séquence ADN ou 
ARN pathologique par utilisation de ARN pathologique par utilisation de 
sondes spécifiques couplées à un sondes spécifiques couplées à un sondes spécifiques couplées à un sondes spécifiques couplées à un 
chromogène chromogène 

–– génome viral :génome viral :

HPV, EBVHPV, EBV

Sonde EBER détecte EBV



Hybridation in situHybridation in situ

�� amplification de gène par amplification de gène par 
augmentation du nombre de augmentation du nombre de 
copies : copies : copies : copies : 

Ex : Cerb2Ex : Cerb2 dans dans 

le KC du seinle KC du sein



Techniques spéciales liées Techniques spéciales liées 
au prélèvementau prélèvement



Techniques spéciales liées Techniques spéciales liées 
au prélèvementau prélèvement

�� PrélèvementPrélèvement osseuxosseux :: consistanceconsistance
supérieuresupérieure àà lala paraffineparaffine..

�� DeuxDeux techniquestechniques peuventpeuvent êtreêtre�� DeuxDeux techniquestechniques peuventpeuvent êtreêtre
utiliséesutilisées::

–– TechniqueTechnique dede décalcificationdécalcification parpar bainbain
dansdans uneune solutionsolution d’acided’acide faiblefaible puispuis
inclusioninclusion enen paraffineparaffine ++++++

–– InclusionInclusion enen résinerésine plastiqueplastique permettantpermettant
d’obtenird’obtenir desdes coupescoupes dede 11 àà 22 µmµm
d’épaisseurd’épaisseur ditedite ““ semisemi--finesfines ”,”, sanssans
décalcificationdécalcification.. IndicationIndication :: étudeétude dede lala



Techniques spéciales liées Techniques spéciales liées 
au prélèvementau prélèvement

�� EncéphaleEncéphale ::

–– L’encéphaleL’encéphale estest unun tissutissu troptrop fragilefragile–– L’encéphaleL’encéphale estest unun tissutissu troptrop fragilefragile
pourpour êtreêtre tranchétranché avantavant fixationfixation ��������

FixationFixation monoblocmonobloc

–– LaLa fixationfixation dede l’encéphalel’encéphale estest uneune
étapeétape longue,longue, d’environd’environ 66 àà 88
semainessemaines..



EncéphaleEncéphale



�� La qualité des techniques de La qualité des techniques de 
laboratoire est dépendante de la prise laboratoire est dépendante de la prise 
en charge initiale du prélèvementen charge initiale du prélèvement

CONCLUSIONSCONCLUSIONS

en charge initiale du prélèvementen charge initiale du prélèvement

�� Une erreur au stade initial compromet Une erreur au stade initial compromet 
le diagnosticle diagnostic

�� Le diagnostic repose sur une Le diagnostic repose sur une 
confrontation des éléments cliniques, confrontation des éléments cliniques, 
paracliniques et histopathologiquesparacliniques et histopathologiques


