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’ Serment JCW

Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je m’engage
solennellement a consacrer ma vie au service de [ humanité.

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus.
Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes malades
sera mon premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir ['honneur et les nobles
traditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération
politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.
Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d une fagon
contraire aux lois de [’ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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LOUANGE A ALLAH TOUT PUISSANT, QUI M A PERMIS
DF VOIR CE JOUR TANT ATTFENDU.



A ceeur vaillant rien d’impossible

A conscience tranquille tout est accessible
Quand il y a la soif d’apprendre

Tout vient d point d qui sait attendre
Quand il y a le souci de réaliser un dessein
Tout devient facile pour arriver d nos fins
Malgreé les obstacles qui s'opposent

En dépit des difficultés qui s’interposent
Les études sont avant tout Notre unique et seul atout
Ils veprésentent la lumiére de notre existence

L'étoile brillante de notre réjouissance

Comme un vol de gevfauts hors du charnier natal
Nous partons ivres dun réve héroique et brutal
Espérant des lendemains épiques

Un avenir glorieux et magique

Souhaitant que le fruit de nos efforts fournis

Jour et nuit, nous meénera vers le bonheur fleuri
Aujourd hui, ici rassemblés auprés des jurys,
Nous prions dieu que cette soutenance

Fera signe de persévérance

Et que nous serions enchantés

Par notre travail honoré MC

Je dédie cette theése a .....



A Cdme de mon pére Belkacem MOUFLIH,

Jaurai tellement aimé que tu sois présent aujourd hui, tu sevas fier de
moi comme tu [as toujours été, ces quelques mots ne suffiront pas pour
décrire le grand homme que tu étais .Mon travail n'est que le fruit de ton
dévouement, ton affection et tes conseils précieux, tu resteras d jamais
dans mes pensées. Que Dieu ait ton Ame, et que nous trouvions le courage

d’avancer sans toi.

A ma trés chére mére Zanhra HAMAMA, honorable, aimable :

Ta priere et ta bénédiction m’ont été d'un grand secours pour mener d
bien mes études. Aucune dédicace n'‘aurait été assez éloquente pour
exprimer ce que tu mérites pour tous les sacrifices que tu n'as cessé de me
donner depuis ma naissance, durant mon enfance et méme da Ldge adulte.
Tu as fait plus qu'une mére puisse faire pour que ses enfants suivent le
bon chemin dans leur vie et leurs études. Je te dédie ce travail en
temoignage de mon profond amour. Puisse Dieu, le tout puissant, te

préserver et t'accorder santé, longue vie et bonheur.

A mes chers frérves Amine MOUFLIH et Imane MOUFLIH,
les mots ne suffisent guére pour exprimer Lattachement, Lamour et
Caffection que je porte pour vous. Vous étiez toujours la dans les
moments les plus délicats. Je vous dédie ce travail avec tous mes veeux de

bonheur, de santé et de réussite.



A ma trés chére Afaf Choukhmane,
Ton soutien et ta gentillesse me donnent la force de continuer et
d'avancer, tu m'as toujours encourageé a donner le meilleur de moi méme,
je te déedie donc ce travail et je prie Dieu de te protéger et t'accorder

santé et reussite.

A mes chers amis Reda, Nizar, Mehdi, Haitham et Othmane .

Je ne peux trouver les mots justes et sincéres pour vous exprimer mon
affection et mes pensées, vous étes pour moi des fréves sur qui je peux
compter. En témoignage de Lamitié qui nous uni et des souvenirs de tous
les moments que nous avons passé ensemble, je vous dédie ce travail et je
vous souhaite une vie pleine de santé et de bonheur. « A tous ceux qui me

sont chers et que j'ai omis de citer »

A Dr Sellami , Dr Boujguenna et Dr El Yadili
‘Un remerciement spécial a vous pour les efforts immenses que vous avez
fournis pour la réalisation de ce travail. Vous étiez toujours disponibles et
présents depuis le premier jour de [élaboration de ce travail .Je vous

exprime ma haute considération et mon profond respect.

A TOUTE LEQUIPE DU SERVICE D ANATOMIE PATHOLOGIQUE DU
CHU MED VI MARRAKECH :
Je suis reconnaissant de Caide apportée tout au long de ce travail.

Veuillez trouver ici Lexpression de mes sentiments les plus distingués



A mes chers amis et collégues
Mevrci, pour les bons moments que nous avons passés ensemble. Aucun
mot ne saurait exprimer mes sentiments de considération et de
reconnaissance envers votre soutien et vos encouragements le long de nos
études. Je vous dédie ce travail en témoignage de ma reconnaissance et

de mon respect.

Spéciales dédicaces a Pr Rais, Pr Asmouki, Pr Fakhir, Pr Hazmiri,
A tous ceux qui me sont chers et que j'ai omis de citer
A tous mes enseignants depuis la maternelle jusqu’a la faculté
A tous ceux qui ont participé de prés ou de loin d la réalisation de ce

travail
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A Notre Maitre et président Professeur Asmouki
Yous nous avez accordé un grand honneur en acceptant de présider le
jury de ce travail. Nous avons bénéficié, au cours de nos études, de votre
enseignement clair et précis. Votre gentillesse, vos qualités humaines,
votre modestie n'ont rien d’égal que votre compétence. Veuillez trouver
ici, cher Maitre, le témoignage de ma haute considération, de ma

profonde reconnaissance et de mon sincére respect.

A Nos Maitre et rapporteur Professeur Rais et Professeur Belbachir
Nous sommes tres touchés par Chonneur que vous nous avez fait en
acceptant de nous confier ce travail. Vos qualités scientifiques et
humaines ainsi que votre modestie nous ont profondément marqué et
nous servent d’exemple. Vous nous avez d chaque fois réservée un accueil
aimable et bienveillant malgré vos engagements. Veuillez accepter, chers
maitres, dans ce travail Lassurance de notre estime et notre profond

respect.



A Notre Maitre et Juge de thése Professeur Hazmiri
C'est pour nous un grand honneur que vous accepter de siéger parmi cet
honorable jury. Nous avons toujours admiré vos qualités humaines et
professionnelles ainsi que votre modestie qui restent exemplaires. Qu’il
nous soit permis de vous exprimer notre reconnaissance et notrve grand

respect.

A Notre Maitre et Juge de thése Professeur Fakhir
Nous vous remercions de nous avoir honorés par votre présence. Vous
avez accepté aimablement de juger cette thése. Cet honneur nous touche
infiniment et nous tenons d vous exprimer notre profonde
reconnaissance. Veuillez accepter, cher maitre, dans ce travail

Cassurance de notre estime et notre profond respect.
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CHU
Ki-67
ASCO
CAP
ADN
ARN
AFAQ
GEFPICS
Her 2
RE /ER
IHC
FISH
PR
SEAP

SEOM

Liste des abréviations

: Centre Hospitalier Universitaire

: Cell cyclerelated nuclear protein

: American Society of Clinical Oncology

: Collége Américain des Pathologistes

: Acide désoxyribonucléique

: Acide Ribonucléique

: Association Francaise d'Assurance Qualité en Anatomie et Cytologie pathologique
: Groupe d’Etude des Facteurs Pronostiques Immunohistochimiques dans le cancer du sein
: Human epidermal growth factor receptor 2

: Estrogen Receptor/ Récepteur de I’Estrogéne

: Immunohistochimie

: Fluorescent In Situ Hybridization

: Progesteron Receptor

: Société Espagnole d’Anatomie Pathologique

: Spanish Society of Medical Oncology
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Elaboration d'affiches synthétiques et guide de bonne pratique de conditionnement des prélevements
anatomopathologiques mammaires pour le personnel du bloc opératoire

La pathologie mammaire constitue une grande partie des consultations de routine en
gynécologie.

Le cancer du sein reste le plus redouté a cause de son caractére agressif qui engage le
pronostic vital et sa fréquence qui ne cesse d’augmenter, rien que sur I'année 2020, un total de
2,3 millions de cas ont été confirmés, dépassant le nombre de nouveaux cas de cancer du
poumon le cancer du sein représentait 11,7 % de tous les nouveaux cas de cancer dans le
monde. D’ou la nécessité d’améliorer les programmes de dépistage et diagnostic précoce du
cancer du sein.

Dans ce sens I’étude anatomo-pathologie des prélevements tissulaires est une démarche
primordiale qui a pour but de fournir un diagnostic de certitude, de déterminer le traitement
adjuvant adéquat et le pronostic de la maladie.

Malgré les progres des examens complémentaires en matiere de dépistage, diagnostic et
pronostic en pathologie tumorale (ex : L’expression du de certains récepteurs récepteur des
cestrogenes (ER), du récepteur de la progestérone (PR) et du récepteur 2 du facteur de croissance
épidermique humain (HER2) et leur importance en matiere de prédiction de la réponse aux
thérapies cibles en matiére de cancer de sein)

D’autres marqueurs sont actuellement utilisés, mais avec des niveaux de preuve
inférieurs, comme Ki-67, témoin de prolifération, et plus récemment les signatures génomiques
Oncotype DX, MammaPrint, Prosigna et EndoPredict qui se différencient par le périmétre de
validation clinique, les populations étudiées et les types d’études afin d’étre applicables pour le
plus grand nombre de patientes et dans les situations les plus équivoques. L’objectif de ces tests
génomiques est de faire la dichotomie entre des cellules bonnes répondeuses ou pas a la
chimiothérapie pour éviter une « dépotentialisation » de nos choix de traitement sur des cellules
non répondeuses [1].

La précision 'uniformité et la reproductibilité de ces tests est un élément clé dans la
démarche diagnostique et thérapeutique et reléve d’une responsabilité partagée entre le

pathologiste et le personnel du bloc opératoire qui joue un role capital dans la phase pré
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analytique, commencant au moment de I’excision du prélévement jusqu'a sa réception au niveau

du laboratoire d’ACP.

Et implique un engagement sur toute la démarche a savoir :
—L’orientation les préléevements.
—L’étiqueter les prélevements.
—La fixation et la Conservation les préléevements.
-L'acheminement au laboratoire dans les délais requis.
—-La rédaction d’'une demande d’examen anatomopathologique comportant des
éléments cliniques et para cliniques tres important pour orienter le pathologiste et

avoir par la suite un diagnostic précis et cohérent.

Le but de notre travail est :

—Evaluer les connaissances du personnel du bloc opératoire de gynécologie-
obstétrique sur le conditionnement des préléevements anatomo-pathologique
mammaire.

—Elaborer des fiches synthétiques et de guide de bonne pratique afin de faciliter et
préciser les bases d’une bonne prise ne charge des préléevements mammaires a

I’ensemble du personnel du bloc opératoire de gynécologie-obstétrique.
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|. Type et durée de I’étude :

C’est une étude transversale descriptive menée par le service d’ACP entre Février et juin
2021, aupres du personnel du bloc opératoire du service de gynéco-obstétrique du CHU

Mohammed VI de Marrakech. Une enquéte a été réalisée afin d’approcher leurs
connaissances, attitudes et pratiques vis-a-vis de la phase pré analytique et mise en condition
des prélevements tissulaires en pathologie mammaire. L'usage du questionnaire a été privilégié
puisqu’il permet de travailler a plus grande échelle.

En effet, le nombre de participants n'est pas limité par le temps puisque le questionnaire
a diffuser est rapide et que le participant répond a son rythme. Cet outil permet également de

s'adapter au rythme et a I'emploi du temps du participant.

Il. Population cible :

Ce travail a porté sur un groupe représentatif de 72 personnes constitué essentiellement
du personnel du bloc opératoire de gynécologie obstétrique du CHU Mohammed VI impliqué
dans le processus pré analytique et le conditionnement des prélévements mammaires.

Criteres d’inclusions : Personnels médical et paramédical pratiquant au bloc opératoire

du service de gynéco-obstétrique du CHU Mohammed VI de
Marrakech, impliqué dans le conditionnement des piéces
opératoires mammaires : Professeurs, Médecins spécialistes,
résidents, internes, anesthésistes, infirmiers et FFI.

Criteres d’exclusion : Les personnes non impliquées dans le processus pré analytique et

conditionnement des piéces opératoires mammaires au sein du

bloc opératoire ont été exclues de cette étude.
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lll. Modalités de collecte des données :

Nous avons élaboré un questionnaire numérique simple et anonyme (Annexe 1).

Ce dernier a été créé en utilisant le logiciel Google Forms, il comprend 23 questions
fermées a choix multiples visant essentiellement a répondre aux objectifs de notre travail.

Afin de toucher un grand nombre de personnel et de limiter le temps de réponse tout en
facilitant la collecte des données, le questionnaire a été diffuser via I’application WhatsApp
apres avoir récupérer les contacts respectifs de I’ensemble du personnel intervenant dans le
conditionnement des prélevements mammaires au sein du bloc opératoire de gynécologie

obstétrique.

IV. Modalités de traitement des données :

Nous avons considéré comme exploitables les questionnaires pour lesquels plus des
deux tiers des questions étaient remplis. L'analyse statistique des réponses fermées a fait appel

a de simples pourcentages a l'aide du logiciel Microsoft Excel 2007°.

V. Considérations éthiques

L’aspect éthique a été pris en considération tout au long du déroulement de notre étude.

Les personnes impliquées dans I’étude ont bénéficié d’une présentation claire et détaillée
traitant les objectifs de I’enquéte, les modalités de recueil des informations et des utilisations
possibles des résultats. Les mesures assurant la confidentialité des informations, I’anonymat des
participants et le renoncement de porter des jugements de valeur sur les personnes enquétées

ont été respectées.
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|. Participation :

A l'issue de la période déterminée, on a pu rassembler 72 questionnaires.

Il. Caractéristiques générales du personnel interrogé :

1. Age:

L’'age des répondeurs varie entre 21 et 59 ans. Avec une médiane d’age de 40 ans.

La tranche d’age prédominante était comprise entre 25 et 45 ans

2. Sexe:

Dans notre enquéte les femmes représentaient 55,9% contre 44,1% des hommes.

B Homme

B Femme

Figure 1 : Répartition du personnel participant selon leur sexe.
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3. Titre:

Les postes occupés par les participant étaient majoritairement constitués par les
résidents et internes (29) suivis par les infirmiers (15), les FFl et les anesthésistes a des parts
égaux (8), les professeurs Agrégés /PES (4), les médecins spécialistes (2) et finalement 6

étudiants en 5eme année de Médecine.
M Professeur Agregé/PES
B Professeur Assistant
W Resident/Interne
3

Figure 2 : Répartition du personnel participant selon leur statut.

B Medecin specialiste
B Anesthetiste
B Infirmier

[ FFI

W Autres

%

lll. Nature des préléevements :

1. Biopsie :

1.1. .Nombre de biopsie par jour :

Dans notre étude 91,7% des répondeurs déclarent avoir intervenu en moyenne dans une
biopsie par jour, seulement 8,3% de I’ensemble du personnel affirment leur intervention dans 2

biopsies mammaires par jour.
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2. Piece opératoire :

2.1. Nombre de mastectomie par jour :

La majorité du personnel interrogé ont déclaré avoir intervenu dans 1 mastectomie par

jour au bloc opératoire(55) ,12 dans 2 mastectomies et 5 dans 3 mastectomies par jour.

Figure 3 : Répartition des réponses relatives au hombre de mastectomies par jour.

3. Eléments d’identification des prélévements :

Pratiquement les répondeurs ont été unanime sur I'importance de préciser I'identité du
patient sur la demande d’examen anatomopathologiste ( 98,6%) ,le numéro d’identification du
patient est retrouvé dans 94,4%.Concernant les autres éléments d’identification des
préléevements : Le siege du prélevement est cité dans 77,5% , la date et I’heure du préléevement
dans78,9%, alors que la date de naissance49,3% ,le nom et coordonnées du médecin traitant ,les
hypothéses diagnostiques , les circonstances cliniques et para cliniques sont marqués

respectivement dans 54,9% , 53,5% , 63,4% .
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Tableau | : Répartition des données devant figurer sur le prélévement

selon le personnel participant

Données Nombre de réponses positives Pourcentage

Lidentité du patient 70 98,6%
Le numérao d'identification du patient 67 a4,4%
Ladate de naissance 35 49,3%
Le nometles coordonnées du meédecin 39 54,9%
traitant

Le siége du preélévement Lo 77,5%
Ladate et heure du prélévement 5E 78,9%
Lescirconstances cliniques et para 45 63,4%
clinigques

Les hypothéses diagnostiques 38 53,5%

IV. Fixation du prélevement :

1. Fixateur :

1.1. Disponibilité :

Dans la présente étude, 64 personnes ont affirmé que le fixateur est disponible au bloc

opératoire, seulement 8 ont déclaré la non disponibilité du formol.

NON 8

Oul 64

Figure 4 : Répartition des réponses relatives a la disponibilité du formol au bloc opératoire.
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1.2. Fixateur optimal :

La majorité des participants affirme que le formaldéhyde est le fixateur de choix pour les

préléevements mammaires(65), le liquide de Bouin est cité par 5 personnes, I’alcool et les autres

fixateurs par une personne.

Formaldehyde Liquide de Bouin Glutaraldéhyde Alcool Autre fixateur

65

0 1 1

Figure 5 : Répartition des réponses relatives au fixateur optimal.

1.3. Pourcentage et dilution :

Environs 43 participants affirment que le pourcentage de dilution du formol est de 10%,

d’autre part 11 personnes ont choisis un pourcentage de 4% et 15 pensent que le formol devrait

étre dilué a 5%, seulement 3 répondeurs indiquent un pourcentage de 8%.

8%

10%

4%

5%

= F

43
A 11

—15

Figure 6 : Répartition des réponses relatives au pourcentage de dilution du formol.
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1.4. Proportion :

Concernant la proportion du formol par rapport au volume de la piéce opératoire, un
grand nombre du personnel questionné déclare que la quantité du formol doit étre 10 fois celle
de la piece (42) ,25 répondeurs ont choisi une proportion égale a 3 fois le volume de la piece et

seulement 5 pensent que le volume du formol doit étre égale au volume de la piece opératoire.

Une fois le volume de la piéce opératoire h 5

3 fois le volume de la piéce opératoire [N 25
10 fois le volume de la piece opératoire [ 22

30 fois le volume de la piece opératoire | ()

Figure 7 : Répartition des réponses relatives a la proportion appropriée du fixateur.

1.5. Vitesse de pénétration :

La plus grande part des réponses concernant la vitesse de pénétration du formol dans les
tissus était de Tmm/h avec 43 répondeurs ,17 personnes ont cité une vitesse de Tcm/heure, 8
personnes pensent que le formol pénétre les tissus a une vitesse de 10 cm /heure et seulement

4 des répondeurs ont cité une vitesse de Tmm /24h.

43

17
8 4

1mm / heure 10 cm / heure 1cm / heure 1mm / 24h

Figure 8 : Répartition des réponses relatives a la vitesse de pénétration du formol dans les tissus.
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a. Etiquetage du prélevement fixé :

Tableau Il : réponses relatives aux éléments d’étiquetage du préléevement fixé au formol.

Données

Nombre de réponses positives

Pourcentage

La nature du fixateur

51

79,7%

La quantité

40

62,5%

Laconcentration

52

81,3%

Identité etidentifiant du patient

41

64,1%

Ladate de préparation

2. Le temps nécessaire pour la fixation d’un préléevement :

40

2.1. Piéce de mastectomie :

62,5%

Par rapport au temps nécessaire pour la fixation d’une piéce de mastectomie 59,4% du

personnel ont cité un délai entre 24h et 48h, d’autre part 31,9% ont déclaré que le temps optimal

pour la fixation d’une mastectomie était moins de 24h .Finalement

10,1% de I'ensemble des

répondeurs pensent que la piece de mastectomie doit étre fixer dans une durée de plus de 48h.

B Moins de 24h
M Entre 24h et 48h
Plus de 48h

Figure 9 : Répartition des réponses relatives au temps nécessaire pour fixer une piece

de mastectomie.
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2.2. Biopsie mammaire :

69,1% des participants déclarent que le temps nécessaire a la fixation d’une biopsie
mammaire est de moins de 24heures, un délai de plus de 24h a été désigné par 29,4% et une

durée entre 24het 48h a été citer dans 1,5% du personnel interrogé.

B Entre 24h et 48h
M Plus de 24h
I Moins de 24h

Figure 10 : Répartition des réponses relatives au temps nécessaire pour fixer une biopsie

mammaire.

3. Contenants utilisé pour les piéces opératoires :

3.1. Flacons adaptés :

34 personnes du personnel interrogé affirment que les contenants les plus utilisé au bloc

opératoire sont les flacons adaptés aux pieéces opératoires.

3.2. Sacs en plastique :

L’utilisation de sacs en plastique pour conditionner les piéces opératoires mammaires a

été rapportée par 38 participants.

- 15 -
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s en pastivces || 32
Flacons adaptés - 34

Figurel1 : répartition des réponses relatives aux contenants les plus utilisés pour les piéces

opératoires.

4. Parametres influencant la fixation :

Tableau 3 : Répartition des variables gui interviennent

dans la fixation selon le personnel participant.

Variables MNombre de réponses Pourcentage
positives

La taille du tissu 59 86,8 %
Le volume du fixateur 61 89,7 %
Le type du fixateur 60 88,2%
La temperature 41 60,3 %
Le temps de fixation 56 82,4%

5. Anomalies liées a une mauvaise fixation :

5.1. Artéfacts liés a une mauvaise fixation:

40,8 % du personnel inclus ont confirmé que les artefacts liés a une mauvaise fixation
rendent le diagnostic difficile, D’autre part 59,2% de I’ensemble des répondeurs ont nié I'effet

négatif des artefacts d’une mauvaise fixation sur le diagnostic.
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mOoul
ENON

Figurel?2 : répartition des réponses relatives aux artefacts liés a une mauvaise fixation.

5.2. Sous fixation :

53 participants affirment qu’une sous fixation ne peut étre rattrapée, 19 ont mentionné

gu’elle est rattrapable par la suite.

NON

oul

Figurel3 : répartition des réponses relatives aux a la sous fixation.

5.3. Fixation prolongée :

Dans notre étude, 38 répondeurs pensent que la sur fixation est irréversible ,34 déclarent

que la fixation prolongée peut étre rattrapée.
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NON 38

oul 34

Figurel4 : répartition des réponses relative a la sur fixation (Fixation prolongée).

V. Transport du préléevement :

Dans notre étude 68,1% des répondeurs ont déclaré que l’acheminement des
prélevements au laboratoire d’anatomie pathologie était assuré par les brancardiers , 49,3%
affirment que cette tache est faite par les proches des patients et 20,3% assurent que les

résidents s’occupe du transport au laboratoire .

10,1%

W Autres
M Résidents
W Patients

M Brancardiers

Figurel5 : répartition des réponses relatives a I’acheminement des prélevements au laboratoire

d’anatomie pathologique.
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VI. Connaissances concernant le temps d ischémie froide :

Concernant le temps d’ischémie froide ,75% des répondeurs ont jugé que ce dernier ne
doit pas dépasser 30min, 20,6 % du personnel ont choisi un temps entre 30min et 1 heure et

finalement 5,9% préconisent un délai de plus d’une heure.

B Moins de 30 min
H Entre 30min et 1h

[ Plus d'une heure

Figure16 : répartition des réponses relatives au temps d’ischémie froide.
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DISCUSSION
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|. Eléments d’identification des prélevements :

La présente étude a montré que parmi les éléments qui doivent figurer sur le
préléevement : I'identité retenue par 98,6 du personnel enquété. Pour les autres renseignements
le numéro d indentification du patient est cité dans 94,4% des cas, les circonstances cliniques et
para cliniques dans 63,4%, les hypothéses diagnostique dans seulement 53,5%, le nom et les
coordonnées du médecin traitant 54,9%, le site du prélevement dans 77,5%, la date et I’heure du
prélevement dans 50%des cas. Ailleurs, rien que 22 personnes ont confirmé la présence de la
date de naissance du patient comme élément essentiel dans I’étiquetage du prélévement.

L'identification du patient et de I'échantillon est la premiére étape essentielle de la phase
pré analytique [2].

Le taux d'erreur global signalé dans l'identification et la manipulation des échantillons
dans le laboratoire de pathologie se situe entre 0,1 % et 9 % [3] [4]. En particulier, les erreurs
d'identification des échantillons se situent entre 0,04 % et 0,1 %. Ces données, cependant, sous-
estiment probablement le phénomeéne, car de nombreux incidents pourraient ne pas étre
détectés ou signalés [5] [6] [7].

Une étude a été faite par le College Américain des pathologistes(CAP) au niveau de 417
institutions sur 1 004 115 cas. Les erreurs liées a l'identification des échantillons représentaient
9,6% des problémes qui rendent I’examen anatomo-pathologique défectueux voir fossé, des
éléments d'information discordants ou manquants étaient présents dans 77% et 3,6%
concernaient la manipulation des échantillons. La carence la plus courante était « I’absence
d'antécédents cliniques ou de diagnostic sur le bordereau de demande », ce qui représentait 40%
de toutes les carences. [8]

Une étude similaire a reconnue que des erreurs d'étiquetage se sont produites dans 91
des échantillons ont été mal étiquetés avec le nom de patient incorrect [9].

Meier et al. affirment dans leur étude qu'environ 25 % de toutes les erreurs de pathologie

chirurgicale sont dues a une mauvaise interprétation du diagnostic, tandis que l'incidence des
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erreurs d'identification et des échantillons défectueux varie de 27 % a 38 % et de 4 % a 10 %
respectivement [10].

Morelli et al. Ont identifié I’étiquetage des préléevements comme l'erreur la plus courante
dans la phase pré-analytique et ils ont attribué cette erreur au manque d'automatisation dans la

numérotation des conteneurs d’échantillons [11].

L’association francaise d’assurance qualité en anatomie et cytologie pathologiques
(PAFAQAP) exige dans la deuxieme version de ses recommandations de bonnes pratiques en
anatomie et cytologie pathologique en 2010[12] que I'ldentification du prélevement comporte:

—nom, prénom, sexe, date de naissance
—Le numéro d’identification du patient, adresse du patient ou service de consultation
ou d’hospitalisation

—nom du médecin ayant fait le prélévement et ses coordonnées.

Au-dela des identifiants du patient, plusieurs éléments/informations sont aussi
indispensables (caractére urgent ou non de la demande, nature du prélévement, renseignements
cliniques, siege des échantillons pour les petites biopsies et les préléevements cytologiques,
recherches particuliéres a réaliser, date et heure du prélevement, nom des correspondants et
leurs coordonnées).

En résumé tout préléevement et envoi en pathologie présuppose une identification
adéquate des prélevements. Tel que recommandé par les diverses instances notamment Le
programme québécois d’assurance qualité en Anatomopathologie, le college américain de
pathologistes et L' AFAQAP : l'identification du spécimen et de la requéte doit contenir les
éléments suivants : le nom et le prénom du patient, le sexe, la date de naissance, un deuxiéme
identifiant unique du patient (numéro de dossier) I'adresse du patient ou le service hospitalier, le
nom du médecin requérant, le site et la nature du prélevement. [12][13] [14]

La requéte doit également contenir la date et I'heure du prélevement, I'adresse du

médecin prescripteur pour le retour des résultats, le nom des médecins requérant une copie du
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rapport final, les renseignements cliniques pertinents, et un diagnostic macroscopique /n vivo ou
postopératoire. Le caractere «urgent» de I'analyse, s’il y a lieu, doit étre spécifié de facon
évidente sur la requéte d’analyse .

Lors de prélevements multiples, chaque spécimen doit étre identifié tel que recommandé
et accompagné d’une information clinique pertinente pour chacun des spécimens, sur une ou
plusieurs requétes. Tous les sites biopsiques doivent étre identifiés de facon spécifique et

soumis dans des contenants différents adéquatement identifiés [13]

1. L’identification du spécimen et de la requéte doit contenir les éléments suivants :
a. hom et prénom du patient ;
b. date et heure du préléevement ;
C. sexe;
d. date de naissance ;
e. deuxiéme identifiant unique du patient (numéro de dossier) ;
f. adresse du patient ou service hospitalier ;
g. nom du médecin prescripteur ;
h. site et nature du préléevement ;
i. initiales de la personne ayant effectué le prélevement.
2. La requéte doit également contenir :
a. 'adresse du médecin prescripteur pour le retour des résultats ;
b. le nom des médecins requérant une copie du rapport final ;
c. les renseignements cliniques et para cliniques pertinents ;
d. un diagnostic macroscopique /n vivo ou postopératoire.
3. Le caractére « urgent » de I’analyse doit étre spécifié de facon évidente sur la requéte
d’analyse.
4. Lors de prélevements multiples, une information clinique pertinente est requise pour chacun
des spécimens,
sur une ou plusieurs requétes.
5. Tous les sites biopsiques doivent étre identifiés de facon spécifique et é&tre soumis dans des
contenants différents adéquatement identifiés.

Figure 17 : Synthése des éléments d’identification d’un prélévement destiné au laboratoire

d’anatomie pathologigue selon [15]
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‘Mohammed VI C H U Mohammed VI de Marrakech " Gt an0
: Hépital Arrazi o
Demande d'examen anatomo-pathologique

MEDECIN PRESCRIPTEUR : (noim, cachet et signature)

Identification :
Nom et Prénom du patient :

N° IP Du patient:

Sexe : Date de Naissance :
Téléphone
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Figure 18 : Fiche de demande d’examen anatomo-pathologique propre au service d’anatomie
pathologigue du CHU MOHAMMED VI Marrakech.
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Il. Fixation du prélévement :

La fixation est un traitement qui a pour effet d’immobiliser les composantes cellulaires
d’un tissu dans un état aussi proche que possible de I’état vivant, tout en assurant d’abord sa
conservation et en facilitant ensuite la confection de préparations permanentes en vue de
I’examen microscopique de ce tissu. La fixation est la seule étape de la technique histologique

qui soit définitive et irréversible.

1. Fixateur:

1.1. Le fixateur optimal :

Les résultats de notre étude montre que 65 des répondants affirment que le fixateur
optimal est le formaldéhyde et seulement 5 personnes ont privilégié le liquide de Bouin.

En effet, le formol neutre tamponné est le fixateur tissulaire de référence depuis plus de
100 ans [16]

Il est actuellement recommandé pour tous les prélevements tissulaires destinés a un
diagnostic anatomopathologique et contient principalement un agent actif, le formaldéhyde, qui
est partiellement hydraté en méthyléne glycol en solution aqueuse. Un équilibre existe entre ces

deux réactifs dans la solution.

La fixation formolée s’effectue en deux étapes :
—D’abord une pénétration tissulaire par le formaldéhyde et le méthylene glycol, a
la vitesse approximative de 1 mm par heure.
—Ensuite la production par le formaldéhyde de groupement hydrox méthyle sur
les protéines, formant des ponts méthyléniques entre ces protéines et leur

réticulisation pour aboutir a la stabilisation cellulaire et tissulaire [16].
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Les avantages de la fixation formolée sont nombreux :
—Maintien d’une excellente morphologie.
—Faible colit, pénétration rapide dans les tissus.
—Reproductibilité des résultats obtenus.
—Immuno-histochimie déja standardisée pour la plupart des anticorps [17].
—Le Bouin est abandonné progressivement, a cause de la toxicité notamment de
I’acide picrique. De plus, il dénature les protéines en les coupant en tres petits

fragments, ce qui rend impossible toute étude de biologie moléculaire [18][19] .

L’ASCO (American Society of Clinical Oncology) a publié en juillet 2010, en collaboration
avec le CAP, un guide de pratique pour I'analyse immunohistochimique des récepteurs de
I’cestrogene et de la progestérone dans le cancer du sein et recommande que les prélévements
mammaires devraient étre fixés dans du formol tamponné [20].

Le méme fixateur a été cité par Albanell et a/. dans les lignes directrices de la (SEAP) et de

la (SEOM) pour la détermination du statut HER-2 dans le cancer du sein publiées en 2009[21]

1.2. Disponibilité :

Dans notre étude 64 personnes ont affirmé que le fixateur est disponible au bloc
opératoire, alors que 8 répondeurs ont déclaré que le formol n’était pas disponible.

Le service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech a mis en place
un planning de distribution du formol [Fig.19]avec des dates bien définies et une quantité
relative au besoin et a I'activité de chaque service, afin d’assurer la disponibilité du formol prét a

I'utilisation dans tous les blocs opératoires de I’hopital.
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Figure 19 : Planing de distribution du formol dilué du service d’anatomie pathologique du CHU

Mohammed VI de Marrakech.
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1.3. Pourcentage et Dilution :

Environs 43 participants affirment que le pourcentage de dilution du formol est de 10%,
d’autre part 11 personnes ont choisis un pourcentage de 4% et 15 pensent que le formol devrait
étre dilué a 5%, seulement 3 répondeurs indique un pourcentage de 8%.

—En effet, pour la fixation, on utilise une solution de formaldéhyde concentré en le
diluant dans de I'eau ou du tampon (généralement au 1/10), on parle alors de
solution de formol 10%, qui contient en fait 4% de formaldéhyde.

—Les différentes instances, notamment I’ASCO, I’ACP ont mentionnés dans leurs
directives un pourcentage de 10% ,s’ajoute a cela le Groupe d’étude des facteurs
pronostiques immunohistochimiques dans le cancer du sein (GEFPICS) qui
recommande une fixation exclusivement au formol neutre tamponné a 10% pour les
différents prélevement mammaires.[22]

—Dans notre service la dilution du formol se fait par le FORMADOSE [Fig20], un
automate qui permet de réduire les erreurs éventuelles de dosage et de garantir
une qualité de fixation optimale, il permet aussi d’éviter de respirer ou de
manipuler du formol qui est une substance cancérigéne avec une possibilité de

connecter plusieurs tables de macroscopie sur un méme systeme.

Le FORMADOSE permet aussi :
—Le controle du niveau, du pH et de la concentration du formol a I’écran.
—L’agitation automatique ou manuelle pour éviter la sédimentation en cas de
stockage prolongé
—L’alarme visuelle et sonore quand le niveau de formol est bas ou trop élevé

- L’ affichage de la date de I’heure de préparation
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Figure 20 : Automate FORMADOSE du service d’anatomie pathologique de Marrakech .

Aprés dilution par le FORMADOSE a raison de (1 : 10) la solution formolée est mise en

bidon de plastique de 5L prét a l'utilisation, étiqueté et propre a chaque service .

Figure 21 : Bidon en plastique de 5 Litres de formol dilué a 4% fourni par le service d’anatomie
pathologigue du CHU Mohammed VI de Marrakech.

1.4. Proportion :

Un grand nombre du personnel questionné déclare que la quantité du formol doit étre 10

fois celle de la piéce (42) ,25 répondeurs ont choisi une proportion égale a 3 fois le volume de la
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piéce et seulement 5 pensent que le volume du formol doit étre égale au volume de la piéce
opératoire.

En général le liquide fixant doit étre en quantité suffisante de maniére a ce que le
prélevement soit totalement submergé dans le formol tamponné pour que la fixation soit
homogéne est compléte et pour permettre la pénétration adéquate du tissu, habituellement une
proportion de dix fois le volume du préléevement est recommandée [Fig22] [23]. Nous rappelons
que la taille et la forme du contenant doivent étre adaptées a la piece a fixer. Pour les pieces de
grande taille, la pénétration du fixateur sera facilitée par des sections ou ouvertures préalables
[24]

Albanell et a/. Ont mentionné l'utilisation d’un volume de fixateur équivalent a au moins
qguatre fois le volume du spécimen pour les biopsies mammaires. D’autre part Fortier et Hould
affirment que pour obtenir des résultats optimaux en matiere de biologie moléculaire, le tissu
devrait idéalement étre plongé dans une quantité de fixateur équivalent a 15 a 20 fois son
volume [21].

Yaziji et al. Ont publié en décembre 2008 un consensus d’experts pour la détermination
du statut des récepteurs hormonaux par immunohistochimie dans le cancer du sein ,ils
recommandent alors que les sections de tissu doivent étre immergées dans un volume adéquat

de fixateur avec un ratio de (1 : 20)[25] .

Figure 22 : Photo d’une biopsie mammaire fixée avec une quantité suffisante de formol, prise au
service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech .
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1.5. Vitesse de pénétration :

La plus grande part des réponses concernant la vitesse de pénétration du formol dans les
tissus était de Tmm/h avec 43 répondeurs ,17 personnes ont cité une vitesse de Tcm/heure, 8
personnes pensent que le formol pénétre les tissus a une vitesse de 10 cm /heure et seulement
4 des répondeurs ont cité une vitesse de Tmm /24h.

- Le taux de pénétration d'un agent de fixation dépend de ses caractéristiques de
diffusion et varie d'agent en agent. Tel que concu par Medawar, il peut étre exprimé
par d = Kv/t, la profondeur de pénétration (d) en millimétres est égale a la racine
carrée du temps de fixation en heures(t), multipliée par un coefficient de diffusibilité
(k) propre a chaque fixateur [26][27][Fig23].

— Le formol pénetre dans les tissus relativement rapidement en raison d'une petite
molécule de formaldéhyde, cependant, la liaison (réticulation covalente) le processus
entre les protéines par le formaldéhyde est assez lente [28].

- Concernant la diffusion du formol dans les tissus, la littérature fait souvent mention
d'une vitesse de diffusion générale de 1 mm / heure [29][30] .

- Les recommandations consensuelles sur le dépistage des récepteurs des cestrogénes
dans le cancer du sein par immunohistochimie indiquent qu'un minimum de 25

heures est requis pour la fixation compléte d'un échantillon de tissu de 4 mm [31].

Cﬁ?

O e~

=  Medawhar (1941) les fixateurs obéissent " 2 e
Temps = 1 heure
aux lois de diffusibilité  D=HKxvt edetration =36 mip

= D{profondeur de pénétration)

= K[coef de diffusibilité) du formol est de 3,6

= t{temps de pénétration)

Figure 23 : loi de diffusion des fixateurs concues par Medawhar selon [32]modifié.
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Il faut noter que les tumeurs situées dans des pieces opératoires non immédiatement
tranchées seront en ischémie froide tant que le fixateur ne sera pas au contact de la tumeur.
Connaissant la vitesse de pénétration tissulaire du formaldéhyde, cette durée peut étre de 16 h
pour une tumeur située a 14 mm de la berge chirurgicale[Fig26], dans une tumorectomie non
tranchée, et jusqu’a 5 jours (120 h) pour une tumeur située a 40 mm de la berge chirurgicale

dans une piéce de mastectomie non tranchée [32].

Figure 24 : Photo d’une mastectomie tranchée en feuillet de livre prise au service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

1 heure = 3.6 mm

4 heures=7.2mm (1.8 mmh)

16 heures = 14.4 mm (0.9 mm/h)

64 heures = 28.8 mm (0.45 mm/h)
256 heures = 57.6 mm (0.225 mim/h)

Figure25 : Vitesse de pénétration du formol dans les tissus en mm par heure selon [ 32].
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Figure 26 : Profondeur atteinte par le formol aprés 16h de fixation selon [32]

lll. Le temps nécessaire pour la fixation d’un prélevement :

1. Piéce de mastectomie :

Seulement 59,4% du personnel interrogé ont cité un délai entre 24h et 48h pour fixer
une piéce de mastectomie, une partie non négligeable des répondeurs (31,9%) a déclaré que le
temps optimal pour la fixation d’une mastectomie était moins de 24h.

L’ASCO et I’ACP estiment que les échantillons devraient étre fixés dans du formol
tamponné 10 % pour une durée de 6 a 72 heures [33]. Si la piéce anatomique est de grande
taille, il est recommandé de faire des sections a intervalles de 5 a 10mm, paralléles aux plans
superficiel et profond en «feuillet de livre »et mettre par la suite des compresses entre les
tranches (tout en conservant les indices d’orientation initiaux de la piéce anatomique) afin
d’optimiser la fixation[Fig27].

Yaziji et al. Ont publié en décembre 2008 un consensus d’experts pour la détermination
du statut des récepteurs hormonaux par immunohistochimie dans le cancer du sein : Des durées
de fixation minimale de 8 heures et maximale de 72 heures doivent étre respectées, avec une

durée optimale de fixation entre 24 et 48 heures [31].

- 33 -



Elaboration d'affiches synthétiques et guide de bonne pratique de conditionnement des prélevements

anatomopathologiques mammaires pour le personnel du bloc opératoire

Cette durée a aussi été mentionnée par Hanna et a/. Dans la mise a jour des

recommandations du consensus national canadien pour la détermination du statut HER-2 dans le

cancer du sein [34].

Figure 27 : Etapes de prise en charge d’une piece de mastectomie selon le GEFPICS

2014modifié .

2. Biopsie mammaire :

Dans la présente étude 69,1% des participants affirment que le temps nécessaire a la fixation
d’une biopsie mammaire est de moins de 24heures, un délai de plus de 24h a été désigné par

29,4% et une durée entre 24het 48h a été citer seulement dans 1,5% du personnel interrogé.
pour les biopsies et les préléevements

Dans la littérature il est recommandé que

mammaires de petite taille, la fixation optimale préconisée est au minimum de six heures

(idéalement de 12 a 24 heures)[35].
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Tableau 4 : Points critigues, risques afférents et recommandations selon les techniques

d’analyse de biologie moléculaire en matiére de cancer du sein selon [35] modifié.

Technigue Etapes de la prise Points critiques Recommandations Risques
d'analyse | en charge technique
IHC/HIS Fixation des biopsias Délai Fixation immédiate Sous-dvaluation
avant fixation du marquage
Durée z6h Sous-dvaluation
du marquage
Volume = 10 fois le volume Sous-dvaluation
du fixateur du prélévemeant du marquage
MNature du Formol comme Sous-dvaluation
fixataur standard 'V du marquage

IV. Les contenants les plus utilisés :

1. Sacs en plastiques :

L’utilisation de sacs en plastique pour conditionner les piéces opératoires mammaires a
été rapportée par 38 participants soit plus de la moitié des répondeurs, cela est du
essentiellement au manque de flacons adaptés aux pieces opératoires.

L'usage des sacs en plastique est délétére et peut fausser les résultats des analyses
moléculaires, un contenant inadéquat favorise I’écrasement de la piéce opératoire, la perte des

éléments d’orientation posé par le chirurgien et accélere I’altération des cellules par autolyse.

Figure 28 : Piece de mastectomie dans un sac en plastique prise au service d’anatomie

pathologigue du CHU Mohammed VI.
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Figure 29 : piece de mastectomie dans un sac en plastique prise au service d’anatomie
pathologique du CHU Mohammed VI.

2. Flacons adaptés :

34 personnes du personnel interrogé affirment que les contenants les plus utilisé au bloc
opératoire sont les flacons adaptés aux piéces opératoires.

Pour les pieces opératoires on recommande des pots ou seaux sécurisés suffisamment
larges destinés aux tumorectomie et aux piéces de mastectomie pour éviter les déformations

des piéces.

Le préleveur veillera scrupuleusement a I’étanchéité de ses flacons collecteurs, les pots
mal fermés constituent une grande part de non-conformités et nuisent a la qualité du
prélevement :

— mauvaise fixation due a la perte du niveau suffisant de formol.
— perte possible de I’échantillon.

— danger chimique pour les utilisateurs.
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Figure 30 : Photo d’un Pot destiné aux piéces opératoires de grande taille prise au service

d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

Figure 31 : Photo d’un flacon destiné au tumorectomie prise au service d’anatomie pathologique
du CHU Mohammed VI de Marrakech.

—Pour les biopsies on préconise flacons transparents vide ou pré dosé a 3,7 - 4,0 % de
formaldéhyde[Fig31] dans une solution neutre, tamponnée évite toute oxydation
potentielle et améliore la préservation des échantillons. Les flacons possédent des
capuchons en polyéthyléne haute densité avec double fermeture de sécurité, un joint
intérieur pour prévenir les fuites et une étiquette d'identification qui doit étre présente

sur chaque flacon.
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Figure 32 : Photo d’un flacon destiné aux biopsies et prélevements de petites taille prise au

service d’anatomie pathologique du CHU Mohammed VI de Marrakech.

V. Parameétres influencant la fixation :

Les résultats de notre étude concernant les paramétres influencant la fixation étaient presque
identiques pour : La taille du tissu, le volume du fixateur et le temps de fixation avec des valeurs

entre 89,8 % et 82,4%. D’autre par la température n’a été cité que par 60, 3 % des répondeurs.

En pratique plusieurs éléments peuvent influencer la fixation :

—La vitesse de pénétration : les liquides fixateurs pénétrent les tissus a des vitesses
différentes en fonction de I'agent fixateur utilisé. 1l doit y avoir concordance entre
la vitesse de pénétration du fixateur, le temps de séjour du tissu dans le fixateur et
les dimensions de la piece de tissu. De facon générale, les liquides fixateurs
standards ont une vitesse de pénétration approximative de 1,0 mm/h. - vitesse de
la réaction de fixation : ce facteur est plus difficile a déterminer, étant donné que la
réaction n’a pas nécessairement lieu au moment ou le fixateur pénétre le tissu.

—Le volume de fixateur : pour obtenir des résultats optimaux, le tissu devrait idéalement

étre plongé dans une quantité de fixateur équivalent a 15 a 20 fois son volume.
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—L’épaisseur de la piece de tissu : une épaisseur de 3 a 5 mm est considérée comme
idéale pour les tissus a fixer avec les fixateurs usuels.

—La consistance des piéces : plus un tissu est dense, plus il sera difficile pour le
fixateur de le pénétrer, et plus il est susceptible de durcir de facon excessive si on
le laisse trop longtemps dans certains fixateurs.

—La durée de la fixation : la durée de fixation est capitale, car elle peut étre
responsable de plusieurs des effets négatifs de la fixation. Elle dépend de I'agent
fixateur utilisé, de son volume, de sa concentration, de son pH, de I’épaisseur de la
piéce a fixer.

—La concentration : EXCLUSIVEMENT le formol 10% tamponné (= formaldéhyde 4%
pH neutre)

—La température : La fixation se réalise a la température ambiante du local. Il est
inutile de déposer un prélevement fixé au frigo

—PH : il est conseillé d’employer des fixateurs dont le pH se situe entre 6 et 8, les
valeurs extrémes étant plutét nuisibles et pouvant entrainer des réactions

tissulaires indésirables [36].

Durée et température ischémie froide
Taille du prélévement

Encrage

Découpe du prélévement

Type de formol
Concentration

Tampon

Age du réactif

Méthode de préparation

Rapport volume prélévement/volume fixateur
Méthode (immersion, injection,sonication, micro-0)
Durée de fixation

Mouvement
Exposition lumiére
Co-fixation avec autre prélévements

Figure 33 : Sources de variabilité pré analytique selon Engel et Moore Arch Pathol Lab Med 2011
modifié.
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VI. Les Erreurs de fixation :

La majorité du personnel inclus ont confirmé que les artefacts liés a une mauvaise
fixation rendent le diagnostic difficile 40,8%, 59,2% de I’ensemble des répondeurs ont nié I'effet
négatif des artefacts d’une mauvaise fixation sur le diagnostic.

Nous allons donc détailler les deux problémes majeurs (la fixation prolongée et la sous
fixation) qui peuvent compromettre la qualité fixation et nuire aux résultats de biologie

moléculaire pratiqués sur les prélevements mammaires.

1. Hypofixation :

53 participants affirment qu’une sous fixation ne peut étre rattrapée et seulement 19 ont
mentionné qu’elle est rattrapable par la suite.

L’Hypofixation ou fixation incomplete est délétere [37]. Elle peut concerner toute la piéce
ou seulement la partie centrale car le fixateur ne pénetre que lentement les tissus (vitesse de
guelques millimetres par heure) et si la piéce est épaisse et n’a pas été ouverte. La fixation étant
incomplete, elle n’a pas pu empécher les phénoménes d’autolyse spontanée du tissu. L’aspect
morphologique est modifié, avec une difficulté a obtenir des coupes fines au microtome et une
visibilité des noyaux moins bonne. L'immunomarquage est modifié mais sans correction
technique possible [38,39] et la biologie moléculaire souvent impossible par induction des
phénomenes d’apoptose.

Pour identifier le temps minimum nécessaire pour obtenir des résultats
immunohistochimiques cohérents sur les récepteurs des cestrogénes (ER) une étude a été menée
par Goldstein et al en 2003.

Des coupes de tissus de 24 carcinomes mammaires ER-positifs et invasifs ont été fixées
pendant 3, 6, 8 et 12 heures et 1J,2) et 7 jours. Les valeurs ER ont été quantifiées a l'aide du

score Q (0-7).Dans les blocs de fixation chronométrés, le score Q moyen par bloc était de 2,46
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pour les blocs fixés pendant 3 heures, de 5,75 pour les blocs fixés pendant 6 heures et de 6,70
pour les blocs fixés pendant 8 heures [Fig 33.34 .35] . La différence entre les scores Q du bloc
maximum et moyen du cas était un plateau de presque 0 a 6 a 8 heures de fixation au formol.
Les scores maximum (max) des récepteurs d'cestrogenes (ER) se sont produits a 6-8 heures [40].

L’étude a donc conclu que le temps minimum de fixation au formol pour des résultats
d'ER immunohistochimiques fiables est de 6 a 8 heures, quel que soit le type ou la taille de

I'échantillon.

-

Figure 34 : Fixation a 3 h ; récupération d'antigéne, 40 min.[40]
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Image 35 : Fixation a 6 h ; récupération d'antigéne, 40 min.[40]
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Figure37 : Plateau, les scores maximum (max) des récepteurs d'cestrogenes (ER) se sont produits
a 6-8 heures. [40]

Plusieurs des sources jugent une durée de fixation de 72 heures acceptable et la plupart
d’entre elles mentionnent qu’une fixation insuffisante est plus délétere qu’une sur fixation (plus

de 72 heures)[42][43].

2. La fixation prolongée (Hyperfixation) :

Dans notre étude, 38 répondeurs pensent que la sur fixation est irréversible ,34 déclarent

que la fixation prolongée peut étre rattrapée.
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L’hyperfixation commence au-dela de 72 heures de fixation. L’aspect morphologique
n’est pas modifié et ne peut ainsi servir d’alerte au pathologiste, ce qui explique I'importance de
connaitre systématiquement les heures d’incision et de fixation. Elle induit une altération
progressive des protéines, qui se traduit par une diminution progressive du nombre de cellules
marquées et de I'intensité des immunomarquages comme les récepteurs hormonaux [44] [45].
Cette diminution d’immunomarquage peut étre limitée en agissant sur les techniques de
démasquage antigénique. Elle induit également des cassures de I’ADN et I’ARN en fragments de
taille de plus en plus petite qui ne permettent plus une analyse moléculaire fiable.

Une étude menée en 2011 par Leung Chu Tong sur l'effet d'une fixation prolongée sur
I’évaluation immunohistochimique du récepteur des cestrogénes, du récepteur de Ia
progestérone et de I'expression HER2 dans les Cancer du sein [46].

Cette étude visait a examiner de maniere prospective I'effet de la fixation> 72 heures sur
ces tests. Dans 101 échantillons de cancer du sein invasif, le statut HR et HER2 a été comparé
entre les blocs tumoraux subissant une courte période de fixation et ceux subissant une période
de fixation prolongée cette étude montre que dans le cancer du sein invasif, la fixation tissulaire
pendant une période juste au-dela de 72 heures n'entraine pas une diminution de la sensibilité
des dosages ER, PR ou HER2 IHC par rapport aux tissus fixés pendant une période plus courte
[Fig37].

En outre, il suggere que la limite supérieure de 48 heures pour la fixation recommandée
pour le test HER2 est trop rigide et qu'une période de 72 heures devrait étre considérée comme

slre.
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Distribution of Allred Scores for ER IHC
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Figure 38. Distribution des scores (A) Allred pour la coloration ER (P = 1.0),(B) scores Allred pour
la coloration PR (P = 0,8625) et (C) scores HER2 ( P= 1.0)[46].

Selon I’étude , Il y a peu d’influence de la fixation prolongée dur I'immunoréactivité pour
I’ERa Par contre une fixation incompléete pourrait étre une cause d’hétérogénéité de
I'immunoreactivité pour le ERa .

Un groupe de travail de la Société japonaise du cancer du sein a proposé des
recommandations pour une évaluation adéquatedes récepteurs hormonaux dans la pratique

courante, afin de standardiser la manipulation des tissus, et des systéemes de notation [43].
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Hanna et a/. ont publié en ao(it 2007 la mise a jour des recommandations du consensus
national

Canadien pour la détermination du statut HER-2 dans le cancer du sein Une durée de
fixation supérieure a 48 heures pour les mastectomies n’est pas un critére d’exclusion pour les
analyses HER-2, en autant que le spécimen ait été adéquatement sectionné pour permettre la
fixation adéquate. La sous fixation est plus dommageable que la sur fixation, et un spécimen
avec une période de fixation inférieure a 6 heures ne devrait pas étre soumis aux analyses

HER-2.

VII. Acheminent du préléevement :

Dans notre étude 68,1% des répondeurs ont déclaré que l'acheminement des
prélevements au laboratoire d’anatomie pathologie était assuré par les brancardiers , 49,3%
affirment que cette tache est faite par les patients et 20,3% assurent que les résidents s’occupe

du transport au laboratoire .

1. Personnel :

Le transport des prélevements du bloc opératoire au service d’anatomie pathologique
doit étre effectué par un personnel formé connaissant :

e Les régles d’hygiéne et de sécurité en matiére de transport de substances biologiques et
chimiques

e Les dangers des produits transportés, et les précautions a prendre vis-a-vis des
récipients (bidons, flacons, pots) qui doivent étre maintenus hermétiquement fermés et
dans leurs emballages de sécurité s’ils sont prévus (double sachets)

e Les mesures d’hygiéne a respecter : ne pas fumer, se laver les mains aprés contact

éventuels des récipients.
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e Le plan général de I’hopital et la localisation du service d’anatomopathologie (Les trajets
les plus courts et les plus slirs a emprunter).

e Les horaires d’ouverture des laboratoires et la procédure a appliquer en cas de dépot de
préléevement en dehors des heures d’ouverture.

e En cas d’accident ou d’incident concernant les récipients transportés (chute, ouverture,
bris, etc.) la conduite a tenir afin d’éviter une exposition, les personnes a contacter, les

coordonnées du médecin du travail.

2. Délai de transport :

Si le délai de transport/réception entre le bloc opératoire et le laboratoire est long ou la

piece opératoire est de grande taille (mastectomie): plusieurs options sont possibles

e Le chirurgien peut réaliser une tranche de la piéce opératoire centrée sur la tumeur.
Cette tranche doit étre réalisée a partir d’'une face non importante pour I'appréciation
de la qualité de I'exérese chirurgicale, par exemple par la face profonde,

e Le transport a I’état frais dans une enceinte réfrigérée a 4C. Il a été montré que I'on
pouvait conserver les pieéces opératoires a +4 oC pendant une durée de 4 h sans qu’il y
ait de baisse significative d’expression de HER2 [47]. Il n’y a pas de données pour les
pieéces communiquées sur de la glace et le délai de 1 h semble devoir étre respecté,

e La mise sous vide puis la conservation 48 h a 4 oC avant fixation dans le formol permet

d’obtenir une bonne qualité en coloration standard [48].

3. Réception :

La réception d’un échantillon au laboratoire doit étre consignée sur papier ou sur support
informatique apres enregistrement de I'échantillon pour I'obtention d’'un numéro de laboratoire,

qui est le méme pour chaque prélévement associé a I’échantillon principal. La date et I’heure de
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réception des échantillons au laboratoire doivent étre consignées, ainsi que l'identité de la

personne ayant procédé a la réception [49][50].

Il est impératif que le personnel responsable de la réception des prélevements au service
d’anatomie pathologique vérifie les points suivants :

e La requéte d’analyse est diment complétée

e Le respect des conditions de conservation et de transport et la concordance des
informations entre La requéte et le contenant du spécimen.

o |l est déconseillé d’inscrire I'un aprés I'autre des noms identiques et/ou des spécimens
semblables.

e Les données qui doivent étre consignées sont la date de prélevement, la date et I’heure
de l'inscription, le numéro de laboratoire s’il n’est pas donné automatiquement, les

nom et prénom du patient, le nom du médecin requérant, et le type d’échantillon.

Figure 39 : Réception des échantillons destinée au laboratoire d’anatomie pathologigue du
CHU de Marrakech
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VIII. LE TEMPS D’ISCHEMIE FROIDE :

Dans notre étude, 75% des répondeurs ont jugé que le temps d’ischémie froide ne doit
pas dépasser 30min, 20,6 % du personnel ont choisi un temps entre 30min et 1 heure et rien
que 5,9% préconisent un délai de plus d’une heure.

Pour commencer le temps d’ischémie froide est défini par le temps écoulé entre le
moment ou le préléevement tissulaire est extrait du corps humain, par biopsie ou exérese
chirurgicale, et le moment ou le tissu est au contact du fixateur. Ce temps doit étre le plus court
possible. Des délais supérieurs a 1 heure diminuent de maniere non significative la détection du
récepteur de la progestérone (RP) par IHC et ont un effet plus important sur la détection des
signaux HER2 par hybridation in situ fluorescente (FISH) sur piece opératoire.

Dans une étude faite par Thaer Khoury et al. du Département de pathologie, Roswell Park
Cancer Institute, Buffalo, NY. Sur les effets du retard de la fixation du formol (temps d'ischémie
froide) sur les molécules du cancer du sein qui montre que le prolongement du temps d
ischémie froide a le potentiel d'étre un facteur de confusion dans les dosages de biomarqueurs
mammaires[50].

L’étude concernait 10 tumorectomie du sein recus a I’état frais mis dans Formol a Omin,
10min, 30min, Th, 2h, 4h, 8h, la nuit Immunohistochimie : Récepteur d'cestrogéne (clone 1D5,
DAKO, avec dilution 1:100 et récupération d'antigene TRS/Vector), récepteur de progestérone
(PgR636, DAKO, avec dilution 1:100 et récupération d'antigéne TRS/Steamer) et HER2 (polyclonal
de lapin, DAKO, pré dilué avec solution de récupération d'épitopes) ont été effectuées

o La Fluorescence In situ Hybridation a été réalisée a l'aide du kit de sonde ADN
PathVysion HER2 (Vysis) essentiellement conformément aux recommandations du
fabricant.

—Pour un Délai de 2h avant la fixation I’étude n’a pas démontré d’effet sur IHC
Her2, mais les signaux Her2 dans la méthode FISH sont moins apparents a 2h

rendent I’amplification difficile a affirmer [Fig39].
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Figure 40 : Effet d’un délai de 2h avant la fixation au formol sur la détection des signaux Her2
par IHC et FISH selon [14] modifié.

Pour un délai de 4h avant la fixation, Il n’avait pas d’effet sur le Her2 en
immunohistochimie mais I’étude morphologique montre un début autolyse cellulaire, par ailleurs
la méthode FISH montre une perte des contours nucléaires et cellulaires avec disparition des

signaux Her2 dans plus de 75% des cellules [Fig40].

Omin ¢ Omin

Figure 41: Effet d’un délai de 4h avant la fixation au formol sur la détection des signaux Her2
par IHC et FISH.
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I recommande alors que méme si |'échantillon peut étre soumis a un examen
peropératoire pour un contréle de la marge, un examen visuel macroscopique ou un
prélevement de tissu. Le délai avant la fixation ne doit pas excéder 1 heure.

Une autre étude publiée en 2009 par Qiu J, concernant 10 préléevements mammaires
appartenant a des patientes atteintes de cancer du sein recus a I’état frais mis dans Formol
Neutre Tamponné a Omin, 10min, 30min, 1h, 2h, 4h, 8h, la nuit ,une baisse du marqueur ER été

observée en fonction de la durée d’ischémie froide .
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Figure 42 : Expression des récepteurs d'oestrogeénes a 0 min ; 4h : 8h et durant nuit. Expression
des récepteurs de la progestérone a 0 min ; 1h ; 4h et a 8h. [26] modifié
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Figure 29 : Décroissance marquage ER en fonction durée ischémie froide et AC

Selon [26]

Dans les lignes directrices pour le testing ER et RP publiées en 2010 par I’ASCO/ACP, il
est impératif que le temps d'ischémie froide tissulaire soit raccourci autant que possible, en
particulier pas plus de 1h.

Pour les pieces opératoires, il est recommandé de trancher la piece opératoire pour
mettre en contact la tumeur avec le fixateur sinon celle-ci sera toujours en ischémie froide

méme apres plusieurs heures de fixation au formol.
* [Information auprés du préleveur (radiologiste, chirurgien, ibode, manip radio) ++++

* Diligence : mettre les prélévements le + rapidement possible dans le fixateur

* Pour les préléevements a I'état frais : adresser le + rapidement possible au laboratoire
(respect délai < 1h)

* Prédécouper les piéces opératoires mises dans le fixateur
Si 'exérése chirurgicale se fait dans un contexte carcinologique préférer un pré-
découpage a partir de la face non importante pour l'appréciation des marges

chirurgicales.

* Noter et faire noter I'heure de prélévement et 'heure de mise dans le fixateur++++

Figure 43 : Comment maitriser le temps d’ischémie froide selon [14]
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MANUEL DE PRELEVEME

Serwce d’ Anatomle et de Cytologle

3 Pathologuqu‘es i

"‘1;

> PRESENTATION DU SERVICE D’ANATOMIE ET CYTOLOGIE PATHOLOGIQUES

L’anatomo-cytopathologie (ACP) est une spécialité médicale qui posséde une identité
particuliere au carrefour de la clinique, de I'imagerie et de la biologie. Elle ne peut étre exercée
que par des médecins qualifiés en ACP.

Les multiples missions diagnostique, pronostique, prédictive, épidémiologique, de
recherche et d’archivage font du médecin pathologiste un acteur de santé publique unique dans
le systeme de soins. Son exercice trés spécifique n’est comparable a celui d’aucune autre

spécialité.
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L'acte d’ACP a un impact médico-économique majeur et un Service Médical Rendu trés

élevé au regard de son faible codt.

% Un acte d’anatomie et cytologie pathologiques

C'est un acte médical effectué par un médecin spécialiste en anatomie et cytologie
pathologiques. C'est un examen diagnostique, basé sur [|'observation morphologique,
notamment au microscope. Il s’appuie sur des techniques, standards ou spéciales,
macroscopiques, histopathologiques, histochimiques, immunohistochimiques ou moléculaires. Il
porte sur des cellules, tissus, organes ou leurs dérivés, prélevés chez les patients dans un but
diagnostique de maladie ou de dépistage (préléevements cytologiques ou biopsiques),
thérapeutique (biopsies exéreéses ou pieces opératoires) ou de suivi particulier. Il est aussi
pronostique via le recueil des éléments clés de la réalisation de grades ou scores ; prédictif et a
impact thérapeutique (théranostic, médecine personnalisée, parcours personnalisé de soin). Il est
formalisé par un compte rendu textuel transmis aux médecins en charge du patient dans le

cadre du soin.

< Le diagnostic ACP

Il est fondé sur la présence ou l'absence d’anomalies tissulaires ou cellulaires,
macroscopiques ou microscopiques, par rapport a la normale ; synthétique, il integre les
éléments de la clinique (examen clinique, traitements en cours, antériorité, facteurs de risque,
suivi...), les résultats des examens biologiques, d’imagerie et des tests fonctionnels. Le
diagnostic s’étend a la nature, a la cause de(s) la maladie(s) d’un patient ; il est fondamental
pour le diagnostic des tumeurs et incontournable dans la prise en charge thérapeutique
personnalisée et le traitement ciblé des cancers ou de certaines maladies non cancéreuses.
L’éventail des diagnostics ACP comporte, outre le cancer, celui des maladies de cause
inflammatoire ou dégénérative, vasculaire, métabolique ou infectieuse, ainsi que des

malformations (feetopathologie).
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Un examen d’anatomie et cytologie pathologiques se déroule en trois phases :

e la phase pré-analytique :

Le préléevement est acheminé dans le service d’ACP. Il est accompagné d’une feuille de
demande d’examen, qui est renseignée par le médecin demandeur et comporte les
renseignements d’identité et de contexte clinique nécessaires au diagnostic. L’étape
administrative d’enregistrement est importante et renseigne : identité, numéro d’examen et

inventaire de prélevements recus.

¢ la phase analytique :

Les cellules ou fragments de tissus sont traités et rendus observables au microscope par
création de préparations colorées sur lames. Aprés un premier examen microscopique, le
médecin pathologiste peut compléter son diagnostic par la demande de techniques spéciales,
basées sur des principes de chimie, histochimie, histoenzymologie, immunohistochimie, et

biologie moléculaire.

¢ la phase post-analytique :
Le médecin pathologiste traduit son observation microscopique afin d’établir une
interprétation contextuelle du résultat. Le compte-rendu est ensuite communiqué aux différents

correspondants, par courrier papier et support informatique

% Le service d’ACP du CHU Mohammed VI
Le service d’ACP existe depuis 30 aolt 2001. Il s’est greffé sur le laboratoire d’anatomie
pathologique de I’hépital Ibn Tofail. Installé au début a I’hopital Ibn Tofail puis transféré a
I’hépital Arrazi en juin 2014.
Le service centralise plusieurs types de prélevements provenant des différents services du

CHU Mohammed VI et des structures externes a savoir : Les cytologies, Biopsies et Piéces
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opératoires, les Prélevements d’autopsies, Les examens extemporanés, Les relectures internes

et externes, L'immunohistochimie, L'immunofluorescence, La biologie moléculaire.

> OBJECTIF DU MANUEL DE PRELEVEMENT

Le manuel de prélévement du laboratoire ACP contient toutes les informations relatives a
la manipulation (identification, demande, type de prélevement, transport) et aux traitements des
échantillons primaires (prélévements) ainsi qu’aux conditions de fixations et ‘acheminement

préconisées (recommandées) pour garantir une meilleure prise en charge de ces prélevements.

» POPULATION CIBLE

Ce manuel est un document mis a la disposition des clients du laboratoire d’ACP
(patients, cliniciens internes et externes au CHU...) dans le but de fournir les informations
précises concernant les processus pré-analytique pour obtenir des prélevements dans des

conditions optimales.

> PRESENTATION DU LABORATOIRE

Le centre Hospitalier universitaire Mohammed VI dispose d’un laboratoire d’ACP localisé
au niveau de I’hoépital Arrazi. Les locaux sont composés : Réception, salle de macroscopie, salles
techniques (Standard, Immunohistochimie, Immunofluorescence, Biologie Moléculaire), coté des
bureaux et salles de réserve. Le CHU Mohammed VI est propriétaire des locaux et le chef de

service en est le gestionnaire.
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Chef de service

I T 1
Secrétaire de chef l

.  d Infirmier-major Reéférent Qu_ahte Médecin
€ service du service el Anatomopathologiste Assistant
— H. Elcouyed *5. Berrada A Fakhsi Meédical
I Qusmane Fz H i . Chouaf
[ ' S. Sellami
| | | | A Belbachir B et
. . Halmmaouw
Techniciens de Secrétariat Réceptionniste _-}gent de E. Elmansouni )
et o Nettovage ) 5 . Berrada
Laboratoire L F. Benadra
2 Hautesses S. Bemjaowm (extemalis<) :
L. Lihyaoui dracceuil 2 Hautesses L EN-Nia
1 Ousmane (externalisé) d’acceuil |
1 Hati (externalisé)
K Dihim Résidents / Internes
N. Mahfoud
A Aziz
K Hmim:
= Rédaction
Nom Pr. Hanane Rais
Fonction Chef de service d’ Anatomo-pathologie
Date 25072017

Visa

Renseignements administratifs : Service d’anatomie pathologique

Adresse : CHU Mohammed VI. Hopital Arrazi. Av Ibn Sina Amerchich. BP 2360 Marrakech-principal
Télé : +212 (0) 524 300 629. webmaster@chumarrakech.ma

Heures d’ouverture :

Le Service est accessible en semaine de 8h00 a 16h00

Un personnel de la structure (pathologiste) est toujours disponible (accessible) durant les
heures ouvrables pour conseiller les prescripteurs quant aux modalités des prélevements ou aux
choix d’analyse a effectuer mais également pour aider a interpréter le résultat des analyses.

Le laboratoire assure une garde d’astreinte pendant les week-ends prolongés, les jours
fériés pour éviter la détérioration des préléevements tissulaires et en cas de nécessité de service
(urgence, transplantation...).

La réception des prélévements se fait entre 8h30 et 14h30

Numéro de téléphone, adresses et courriels utiles :
Secrétariat :
Réception :

Major de service :
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Liste des analyses

Analyses réalisées Type de prélévement Type de fixateur | Délai de réponse
Etude Cytologique 5 jours
ytolodiq Conventionnel (sur lames) )
ouvrables
5 jours
Cytologie (liquide) )
ouvrables
Etude histologique . 6 jours
Biopsies Formol 4%
ouvrables
Frais : délai .
. ) . . 11 jours
Pieces opératoires <10min
ouvrables
Formol 4%
Examen extemporané Tissu Frais : délai <10min 30 minutes
Immunohistochimie . o, . i 7 jours
Tissu fixés et inclus en paraffine
ouvrables
Immunofluorescence Une pour I’examen
. . , Formol 4% )
Deux biopsies morphologique standard liquide d 7 jours
iquide de
Une pour I’examen q ) ouvrables
. Michel
d’immunofluorescence
Biologie moléculaire : . o ) ) 10 jours
Tissu fixés et inclus en paraffine
FISH CISH ouvrables
Biologie moléculaire : )
. _ . i 10 jours
recherche de | Tissu fixés et inclus en paraffine
) ouvrables
mutations

> DELAI DE REPONSE

Ce délai est allongé en cas de nécessité diagnostique : recoupes, reprélevement,
colorations spéciales, analyse morphologique des clichées radiologique, discussion

multidisciplinaire

% Prescription
Pour étre accepter le prélevement doit étre accompagné d’'une demande d’analyse. La
prescription de cette demande est assurée par un professionnel habilité et doit répondre a une
question clinique. Elle s’appuie sur les recommandations de bonnes pratiques et si nécessaire

sur un échange entre clinicien et pathologiste.
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Elle doit comporter les informations suivantes :
1. ldentification univoque du patient : nom prénom age sexe
2. Nom prénom, service ou adresse du prescripteur
3. Type et origine du prélevement
4. Tous les échantillons sont identifiés de maniere univoque
5. Date de la prescription et signature du prescripteur
6. Renseignements cliniques et exposé du probléme
7. Données utiles a I'exécution des prestations et a l'interprétation des résultats,
notamment :

a. La date et I'heure de prélevement et I’heure de fixation. Ces données
permettent d’évaluer le temps de fixation qui peut influencer la nature des
résultats de certaines analyses

b. Signalisation d’éventuelles difficultés lors de la réalisation du prélevement ou

lors de sa fixation

Le formulaire de demande d’analyse sera disponible sur le site internet du CHU. Le
laboratoire a la responsabilité de vérifier la concordance des informations présentes sur la
demande et le prélevement. Toute discordance ou absence d’information conduit a une
procédure de gestion de prélevement non conforme.

Certains préléevements non-conformes aux indications reprises ci-dessus sont bloquants
pour I'analyse alors que d’autres permettent I’analyse sous-réserve.

En cas de non-conformité bloquante, seule la correction des éléments manquants
permettra la réalisation de I’analyse.

Le compte-rendu anatomo-pathologique comportera un descriptif textuel exhaustif de

toute non-conformité, afin d’en assurer la tracabilité.
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‘Mohammed VI C H U Mohammed VI de Marrakech ~ Cuslallon
e Hopital Arrazi S
Demande d'examen anatomo-pathologique

MEDECIN PRESCRIPTEUR : (nom, cachet et signature)

Identification :
Nom et Prénom du patient :

N° IP Du patient:

Sexe : Date de Naissance :

Téléphone :
Date et heure du prélévement:
Type de prélévement

¢ Cytologie

—Conventionnelle D — Nombre de lames :
—Milieu liquide [] — Nombre de flacons :
—Pour FCV : DDR Parité
¢ Histologie
—Biopsie [ | — Biopsie exérése || — Piéce opératoire [ ]
—Nombre de flacons :
—Fixateur :

RENSEIGNEMENTS CLINIQUES

EXAMEN COMPLEMENTAIRE:

Immunohistochimie [ ] Immunofluorescence | ] Biologie moléculaire [ ]

Important
L’imagerie est obligatoire pour les tumeurs du systéme nerveux central, tissu inou et tissis ossex
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Le prélevement doit étre correctement identifié :

>

IMPERATIFS AU BLOC OPERATOIRE

oOrienter les piéces opératoires avec schéma
oFournir les renseignements cliniques et para cliniques précis.
oSignaler les rapports anatomiques avec les organes voisins, le type
d'intervention...
oBiopsies des tumeurs osseuses ; des tumeurs des parties molles et vertébro-
cérébrales doivent étre adressées avec un dossier radiologique
oFixation des prélévements tissulaires
e Formol dilué a 4%+++(fournis par le service d’anatomie pathologique aux
autres services hospitaliers)
e Immerger immédiatement le prélevement dans le liquide fixateur et agiter le
récipient pour éviter que le prélévement ne colle a la paroi du récipient.
e Quantité du formol :
o3 fois le volume de la piéce opératoire
010 fois le volume de la biopsie
e Ne jamais congeler un prélévement
e Ne jamais le mettre dans de I’eau ou dans de I’alcool
« Etiqueter le flacon
oNom (patronymique et marital), prénom
oNuméro d’entrée
oType du prélevement
e Remplir la fiche de liaison par le médecin demandeur:
oNom (patronymique et marital), prénom, sexe, age
oNom du médecin préleveur et ses coordonnées

oService de consultation ou d'hospitalisation

- 60 -



Elaboration d'affiches synthétiques et guide de bonne pratique de conditionnement des prélevements
anatomopathologiques mammaires pour le personnel du bloc opératoire

oAntécédents pathologiques du patient
oHistoire clinique

oSiege et type du prélévement

oDate et I’heure du prélévement
oRecherches particuliéres a réaliser

e Acheminement immédiat des prélévements frais : cytologie, extemporané.....

» RECEPTION
e La procédure d’enregistrement répond aux regles de numérotation applicables a
la demande d'examen et aux prélévements associés
e Débute a 8h30min
e Le numéro d'enregistrement figure sur les formulaires de demande d’examen,
sur les flacons, sur les lames cytologiques et sur les dossiers radiologiques des
accompagnants
e Chaque prélevement est enregistré et porte un numéro qui sert de référence lors
de toutes les étapes techniques et d’analyse conduisant au diagnostic, au
compte rendu. Ce numéro, permet I'identification ; la tracabilité et I’archivage
e Un mode d’enregistrement des cas adressés pour consultation et relecture est
établi
e La réceptionniste enregistre pour chaque examen sur diamic et sur un registre
annuel :
oles identifiants dossier patient ;
ola date de prélévement ;
ola date d’enregistrement ;
ole service et la structure d’origine, le médecin préleveur

oles caractéristiques du prélevement (type, organe/région anatomique, etc.).
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ela procédure d’enregistrement permet de déceler toute anomalie
d'identification, d'acheminement ou de transmission.

elLa gestion des préléevements non-conformes fait I'objet d'une procédure
spécifique. Les causes des non-conformités sont périodiquement analysées et
des solutions sont recherchées avec les médecins demandeurs.

e Tous les tissus biologiques sont considérés comme potentiellement infectieux ;
il faut donc leur appliquer les mesures préventives de base. Les pots doivent étre
hermétiquement fermés et propres.

e Une fois fixé, le prélévement ne nécessite pas de conditions de conservation
particulieres et sera transmis le plus rapidement possible au laboratoire,
idéalement le jour méme.

e Le registre d’enregistrement journalier et le dossier informatique Diamic,
correspondant a la liste des demandes d’examens enregistrées chaque jour, est
disponible. Il permet la correspondance entre le huméro d’enregistrement du
prélevement et les identifiants patient.

e La tenue d’un cahier de liaison est de mise avec les services hospitaliers lors de
I’'acheminement des prélevements, des clichés radiologiques et lors de la remise
des comptes rendus anatomopathologiques et des clichés radiologiques.

e La réceptionniste recherche les antériorités du patient dans le service d’anatomie
pathologique

oUn méme dossier médical doit étre analysé par le méme anatomopathologiste
oRemise du compte rendu et validation sur Hosix (systeme d’information

hospitalier)

> CONDITIONNEMENT

e Etape fondamentale consistant en la mise en condition des piéces opératoires

pour favoriser la pénétration du formol dans les tissus
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oDébarrasser les piéces du sang, du mucus, des matiéres fécales
oOuvrir les organes creux selon les repéres anatomiques
= Estomac ouvert selon la grande courbure
= Colon ouvert selon le bord anté mésentérique
oEpingler les Iésions et les organes creux sur liege
opratiquer des sections dans les tumeurs solides et les organes pleins en
feuillet de livre et les masses mi-kystiques mi-solides
o FIXATION DES SPECIMENS
oEtape cruciale dans la préparation des échantillons a I’examen histologique.
oles objectifs:
= Empécher 'autolyse et la putréfaction des tissus prélevés.
= Figer les constituants tissulaires assez rapidement afin de leur conserver
forme et Structure dans un état aussi proche que possible de I'état vivant.

e Choix du fixateur

oLe meilleur fixateur courant est le formol (solution de formaldéhyde de 4 a
10%).

olncolore ; pénétre rapidement dans les tissus (10 mm en 24 heures). Utilisé
pour toutes les piéces opératoires (sein, utérus, estomac, célon ..... )

e Conditions d'une bonne fixation

oUtiliser une quantité suffisante de fixateur pour immerger totalement la piéce
oUtiliser des récipients suffisamment larges pour éviter les déformations des
pieces

e Durée de la fixation

oVariable selon I'épaisseur du fragment biopsique et le volume des pieces
04a 6 heures pour les petites biopsies, 12 a 48 heures pour les gros fragments
oMauvaise fixation : fixateur médiocre, de quantité insuffisante, retard a la

fixation, peut rendre l'interprétation difficile voir impossible
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oFixation trop prolongée altere le résultat des techniques immuno-
histochimiques

e Le délai avant fixation (= temps d’ischémie) doit étre le plus court possible et ne

pas dépasser Th.

» MACROSCOPIE :

e C’est le pathologiste et le technicien de macroscopie qui procedent a I'étude
macroscopique et a la recherche des lésions, rendues plus visibles par la fixation
olnclusion des biopsies : technicien de macroscopie
oPiece opératoires : pathologiste et le technicien de macroscopie
e Les objectifs de la macroscopie des pieces opératoires sont :
1. décrire, mesurer et/ou peser la piece opératoire et la lésion
2. photographier les lésions didactiques
3. prélever des échantillons représentatifs de la Iésion
4. préciser la taille des lésions, leur extension, les limites d'exérése
5. décalcification des tissus osseux et des prélevements calcifiés
e Rapporter les Constatations macroscopiques sur le compte rendu
anatomopathologique
e échantillons tissulaires placés dans des capsules perforées (cassettes) qui
contiennent, en plus du spécimen, le numéro d'identification
eLes matériaux utilisés pour les préléevements sont considérés comme
potentiellement infectieux et sont éliminés selon les normes en cours des outils

tranchants
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> CONFECTION DES PREPARATIONS HISTOLOGIQUES

Diverses étapes techniques du spécimen a la lame histologique.
a. Inclusion : automate d’inclusion
e La déshydratation des prélevements : série de bains d'alcool de concentration
croissante (70 a 100%)
e L'éclaircissement : solvant organique (toluéne ou xyléne) pour éliminer I'alcool et
rendre les tissus transparents
e Limprégnation des fragments par la paraffine pure liquéfiée
e durée de l'inclusion : 16H
b. Mise en bloc
e Consiste a laisser refroidir les prélévements imprégnés de paraffine dans des
moules spéciaux.
c. Confection des coupes: étape manuel/technicien spécialisé
e Microtomie : débite le bloc en trés fins rubans de 4 .
d. Etalement des rubans sur les lames de verre comportant le numéro
d’enregistrement
e. Déparaffinage+ Coloration des préparations+Montage des lames—>automatisé

f. Lecture des lames

> TECHNIQUES SPECIALES : colorations spéciales

Diverses réactions chimiques permettent de mettre en évidence des substances
particulieres

Les plus couramment utilisées :

Technique d'imprégnation argentique, adénome hypophysaire, BOM

Rouge Congo : biopsie salivaire et rectale : sur demande médicale

Biopsie rénale, musculaire et hépatique : imprégnation argentique, picrosirus, Acide

périodique de Schiff
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Autres : Ziehl, Giemsa, Belu Alcian, Perls, Orcéine, Grocott, Fontana selon les lésions

étudiées

Examen extemporané

L'objectif d’'un examen extemporané est d’orienter le chirurgien au cours de son
intervention afin qu’il puisse, en fonction du résultat de I’examen extemporané, adapter et
éventuellement modifier le geste chirurgical prévu.

La technique histologique de cet examen est basée sur une coupe en congélation réalisée
a l'aide d’un cryostat. La coupe qui en résulte est de moins bonne qualité qu'une coupe
histologique classique. Le diagnostic devra donc toujours étre validé par la lecture du
préléevement apres fixation et enrobage en paraffine.

Une fois le prélevement recu (frais), il faut compter entre 15 et 45 minutes pour que
puisse étre transmis un résultat (le délai dépend du nombre de prélévements extemporanés a

prendre en charge au méme moment).

En pratique :

—-Acheminer le prélevement le plus rapidement possible au laboratoire et mentionner
sur le bon de demande le numéro de téléphone de la salle opératoire.

-Le résultat est transmis par le pathologiste par téléphone dans les 30 minutes
maximum sauf si un nombre important de prélevements a réaliser en extemporané
parvient simultanément au laboratoire.

—-Apreés fixation au formol et analyse histologique classique, le résultat de I'examen
extemporané sera intégré au compte rendu final et disponible aprés validation

définitive.
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Prélévements urgents :

Les prélevements urgents sont acheminés directement a I'infirmier major de I'ACP ; la
notion d’urgence est mentionnée sur la demande d’analyse et le médecin prescripteur contacte
le pathologiste référent du domaine.

Hors week-end et jours fériés, un résultat basé sur I’analyse histologique classique du
prélevement est transmis par téléphone le lendemain de la réception du prélévement (pour
autant que celui-ci soit réceptionné par ’ACP a 12h30 au plus tard).

L’examen macroscopique et I'analyse microscopique font I'objet d’'un compte-rendu
édité dans le logiciel Diamic, logiciel propre a I’ACP et rendu accessible (via passerelle

informatique) dans le dossier médical du patient.

Examen cytologique

L’examen cytologique concerne les prélévements qui se présentent sous forme liquide ou
d’un étalement. L’examen cytologique fera appel a diverses procédures techniques, spécifiques
au type d’échantillon recu.

Il est particulierement important de veiller a l'utilisation des fixateurs et contenants
adéquats afin de permettre une prise en charge optimale de I’échantillon.

Si celui-ci est volumineux (ex: liquide d’ascite), seule une partie du produit est analysée.

Si ’échantillon est peu abondant, tout le matériel est analysé.

a. « Frottis » cervico-utérins
Ces prélévements sont en réalité des brossages mis en suspension (par agitation de la
brossette) par le gynécologue dans un milieu liquide de préservation : Les échantillons sont
ensuite traités selon la méthode Novacyte. Si une analyse en biologie moléculaire est nécessaire
(typage HPV), le laboratoire utilise I’échantillon contenu dans ce méme flacon, dont une partie

seulement a été utilisée pour I’analyse cytologique initiale.
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Apres avoir détaché la brossette qui a été utilisée pour réaliser le prélevement, celle-ci
est agitée dans un tube a fond conique et bouchon orang, NOVAPREP Gyn Vial Test. Ce tube est
fourni par le laboratoire et est donc disponible sur simple demande (Tél major :.......... ).

Les disposables (brossette, flacon) sont fournis par le laboratoire sur simple demande
(Tél major : .................. ).

La durée maximale de préservation dans ce milieu est de trois mois.

b. EBUS (endobronchial ultrasound biopsy)
Formulaire de demande « de routine »
Fixation : Rincage de la seringue dans un tube formol 4% pour réalisation d’un cytobloc
par technique histogel.
Lames (optionnel) : étalement immédiat avec séchage a I’air pour la moitié des lames, les

autres lames sont étalées et fixées au spray.

c. Liguide pleural, péritonéal
Est confié frais au laboratoire, dés que le prélevement est réalisé. Si le prélevement est
réalisé hors jours ouvrables, il est préférable de fixer le liquide avec de I’éthanol a 50% (non
fourni par le laboratoire ; 1 volume d’échantillon pour 1 volume de fixateur, minimum 2 tubes).

A défaut, au minimum placer I’échantillon au frigo.

d. Ponctions de sein, ganglions, cavités intra-articulaires ou organes profonds
Ces prélévements peuvent nous parvenir soit sous forme d’étalements sur lames, fixées a
la laque, soit sous forme liquide : I’échantillon est alors placé dans un tube a fond conique et
bouchon gris, NOVAPREP Non Gyn Vial Test. Ce tube est fourni par le laboratoire et est donc

disponible sur simple demande (Tél major :.......... ).
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e. Brossages bronchiques, pancréato-biliaires, cesophagiens
Apres avoir détaché la brossette qui a été utilisée pour réaliser le prélevement, celle-ci
est agitée dans un tube a fond conique et bouchon gris, NOVAPREP Non Gyn Vial Test. Ce tube

est fourni par le laboratoire et est donc disponible sur simple demande (Tél major :.......... ).

f. Urines
Le produit des lavages vésicaux est placé dans des flacons contenant de I’éthanol a 50%
(un volume d’alcool pour un volume d’urines). L’éthanol n’est pas fourni par le laboratoire. Le
prélevement peut également (en jours et horaires ouvrables) étre apporté, dés obtention, au

laboratoire.

g. Liquide céphalo-rachidien (LCR)
Ces prélevements doivent parvenir frais, le plus rapidement possible, au laboratoire. A

défaut, au minimum placer I’échantillon au frigo.

h. Lavage bronchique
Les lavages sont placés dans un flacon type biopsie (capuchon rouge) qui renferme du
formol 4% pH neutre.
Les prélevements urgents sont acheminés directement au laboratoire d’ACP; la notion
d’urgence est mentionnée sur la demande d’analyse et le médecin prescripteur contacte le

pathologiste référent du domaine.

Analyses d’Immunofluorescence direct

Consiste a coupler l'anticorps et un fluorochrome ayant la propriété de stocker des
photons émis par une lampe a lumiére ultraviolette et de réémettre ces photons sous forme
d'une brillance verte appelée fluorescence. La technique s'applique a des tissus congelés coupés

au cryomicrotome.
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Elle est utilisée depuis 2009 pour le diagnostic des pathologies cutanées et rénales.
omilieu de transport de Michel
otubes fournis par le laboratoire avec date de péremption
oles tubes doivent étre gardés au frigo a 4°C
oles préléevements doivent étre immédiatement mis dans le milieu de Michel

otransmission au laboratoire de I’ACP dans les 24h

Analyses immunohistochimiques

Elles permettent la visualisation des constituants cellulaires a l'aide d'anticorps
spécifiques dirigés contre ces constituants ou sites antigéniques. Elles sont réalisées comme
complément diagnostique ou aprés demande du clinicien par une demande normale écrite
indiquant les références de I’examen primaire.

La plupart des analyses immunohistochimiques sont du ressort exclusif du pathologiste
qui les prescrit en fonction des nécessités diagnostiques.

Certaines analyses néanmoins doivent absolument étre demandées par le médecin
prescripteur de I’analyse : la recherche d’expression des récepteurs aux cestrogénes et a la
progestérone et la recherche de sur-expression du récepteur HER2 et éventuellement
I’expression du Ki67, dans le cadre du cancer du sein. La recherche d’expression du récepteur c-
Kit, dans le cadre des tumeurs stromales du tractus gastro-intestinal (GIST).

Facteurs pronostiques et prédictifs du cancer du sein

L’expression des récepteurs hormonaux (récepteurs des cestrogénes et récepteur de la
progestérone) sont des facteurs prédictifs quant a la réponse au traitement anti-hormonal (par
ex, le tamoxiféne). Ils sont recherchés systématiquement pour tout nouveau diagnostic de
cancer mammaire ou aprés traitement adjuvant, afin de vérifier une éventuelle modification de
leur statut par le traitement.

La sur-expression du récepteur HER2 est non seulement un facteur pronostique mais il

comporte également un caractere prédictif puisqu’il est directement corrélé a la réponse au
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traitement par thérapie ciblée anti-HER2 (Trastuzumab). Une sur-expression équivoque détectée

en immunohistochimie doit étre validée par la recherche d’une amplification du géne par FISH.

Outre les éléments mentionnés dans le formulaire de demande d’examen d’anatomie
pathologique, le prescripteur mentionne explicitement sur la demande d’analyse qu’il souhaite,
si I’échantillon aboutit au diagnostic de néoplasie mammaire, que soient recherchés les facteurs
pronostiques/prédictifs :

—Récepteurs hormonaux ER et PR
—Sur-expression du récepteur HER2

—Et indice de prolifération Ki67

En pratique :

o L’analyse immunohistochimique est réalisée a partir de blocs en paraffine ; les
tissus (biopsies ou piéces opératoires) ayant été préalablement fixés au formol 4%
pH neutre. La durée de fixation recommandée est comprise entre 6 et 48 heures et
le délai avant fixation doit étre le plus court possible ; en aucun cas, il ne peut
excéder Th. La date et I’heure de fixation doivent étre indiquées sur la feuille de
demande.

0 Pour les prélevements ayant nécessité une décalcification, I'analyse est réalisée
mais nous ne pouvons garantir la validité du résultat.

o Pour des blocs envoyés de I'extérieur, aucun conditionnement particulier n’est
nécessaire ; le compte-rendu anatomo-pathologique doit étre associé. Le médecin
prescripteur vérifie la fixation adéquate du prélévement.

0 Le résultat est intégré au protocole anatomo-pathologique ou fera I'objet d’un
protocole additionnel. Le médecin signataire est disponible pour tout

renseignement complémentaire.
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Analyses en biologie moléculaire

Ces analyses s’effectuent a partir de prélevements d’histologie. Le bloc en paraffine a
analyser est accompagné d’une lame colorée a I’hémalun-éosine pour la recherche de mutation
EGFR, BRAF, KRAS, NRAS.

Pour la recherche de génotypage d’HPV, elle s’effectue sur frottis cervico-utérin en
milieu liquide.

La technique utilisée consiste en une extraction, PCR et analyse par Genomica, selon une
méthode microarray.

Le délai de réponse : est de 10 jours ouvrable.

La recherche d’amplification du géne HER2
o S’effectue a partir de blocs en paraffine
0 Les lames d’immunohistochimie déterminant le score de la protéine Her-2/Neu
doivent étre envoyées en méme temps que le bloc.
o0 La technique correspond a la méthode Chromogéne ou fluorescence in situ

hybridization respectivement manuelle ou Automate OMNIS.

Le délai de réponse : est de 10 jours ouvrable.

Analyse des mutations EGFR

Domaine d’application :

Des mutations activatrices du domaine tyrosine Kinase de I’EGFR situées dans les exons
18 a 21 ont été mises en évidence chez environs 10% des patients atteints de cancer du poumon
non a petite cellules. Les patients porteurs de ces mutations présentent une meilleure réponse
aux inhibiteurs de tyrosine kinase de I'EGFR (EGFR-TKI), notamment au gefitinib. D’autres
mutations, particulierement celles situées dans I'’exon 20 sont quant a elles associées a une

résistance aux EGFR-TKI.
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Aspects pratiques :

0 Les tests sont réalisés a partir de blocs en paraffine ; les tissus (biopsies ou piéces
opératoires) ou « cell block » ayant été préalablement fixés au formol 4% pH neutre.
La durée de fixation recommandée varie entre 6 et 48 heures. La date et I'heure de
fixation doivent étre indiquées sur la feuille de demande. Les prélevements fixés
avec fixateur autre que le formol ou décalcifiés ne seront pas acceptés.

o Si les blocs sont envoyés de I’extérieur, il ne faut pas de conditionnement
particulier ; le protocole anatomo-clinique complet doit étre associé.

o Une demande d’analyse de biologie moléculaire doit étre remplie par le

prescripteur.

Remarque : Toutes les informations demandées sur I’échantillon sont primordiales afin
de garantir la qualité optimale des résultats.
0 Les tests sont réalisés une fois par semaine et le délai de réponse est de maximum
15 jours.
0 Le résultat est intégré au protocole anatomo-pathologique. Le médecin signataire

est disponible pour tout renseignement complémentaire.

Analyse KRAS
Domaine d’application :
Les 7 mutations les plus fréquentes dans les codons 12 et 13 du gene K-RAS sont liées a

la résistance au traitement anti-EGFR (Panitumumab) dans le cadre du cancer colorectal.

Aspects pratiques :
0 Les tests sont réalisés a partir de blocs en paraffine ; les tissus (biopsies ou pieces
opératoires) ayant été préalablement fixés au formol 4% pH neutre. La durée de

fixation recommandée varie entre 6 et 48 heures. La date et I'heure de fixation
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doivent étre indiquées sur la feuille de demande. Les prélévements fixés avec
fixateur autre que le formol ou décalcifiés ne seront pas acceptés.

o Si les blocs sont envoyés de I’extérieur, il ne faut pas de conditionnement
particulier ; le protocole anatomo-clinique complet doit étre associé.

o Une demande d’analyse de biologie moléculaire doit étre remplie par le

prescripteur.

Remarque : Toutes les informations demandées sur I’échantillon sont primordiales afin
de garantir la qualité optimale des résultats.
0 Les tests sont réalisés tous les 8 jours et le délai de réponse est de maximum 16
jours.
o Le résultat est intégré au protocole anatomo-pathologique. Le médecin signataire

est disponible pour tout renseignement complémentaire

Analyse BRAF

Référence de la séquence : NT_007914.14

Domaine d’application :

La mutation du géene BRAF est fréquente dans un grand nombre de cancers tels que les
cancers colorectaux, les carcinomes papillaire de la thyroide ou les mélanomes. Dans les
carcinomes papillaires de la thyroide la présence de la mutation BRAFV60OE est corrélée au
diagnostic et au pronostic. Dans les cancers colorectaux la présence de cette mutation est liée a
la résistance au traitement anti-EGFR (Panitumumab). Enfin, dans le cadre du mélanome, la
présence de la mutation BRAFV600E est un critere obligatoire d’inclusion pour les patients qui

intégrent les essais cliniques de phase Il et lll pour un inhibiteur sélectif de BRAF.
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Aspects pratiques :

0 Les tests sont réalisés a partir de blocs en paraffine ; les tissus (biopsies ou pieces
opératoires) ayant été préalablement fixés au formol 4% pH neutre. La durée de
fixation recommandée varie entre 6 et 48 heures. La date et I’heure de fixation
doivent étre indiquées sur la feuille de demande. Les prélévements fixés avec
fixateur autre que le formol ou décalcifiés ne seront pas acceptés.

o Si les blocs sont envoyés de I’extérieur, il ne faut pas de conditionnement
particulier ; le protocole anatomo-clinique complet doit étre associé.

o Une demande d’analyse de biologie moléculaire doit étre remplie par le

prescripteur.

Remarque : Toutes les informations demandées sur I’échantillon sont primordiales afin
de garantir la qualité optimale des résultats.
0 Le résultat est intégré au protocole anatomo-pathologique. Le médecin signataire

est disponible pour tout renseignement complémentaire.

Analyse FISH ALK

Domaine d’application :

Les réarrangements du gene ALK (Anaplastic lymphoma kinase) sont des altérations
génétiques qui ont été observées dans différents types de cancer dont les NSCLC. La présence
d’un tel réarrangement dans le NSCLC est associée a une réponse thérapeutique crizotinib, un
inhibiteur de ALK.

Aspects pratiques :

- Les tests sont réalisés a partir de blocs en paraffine ; les tissus (biopsies ou pieces
opératoires) ayant été préalablement fixés au formol 4% pH neutre. La durée de fixation
recommandée varie entre 6 et 48 heures. La date et I'heure de fixation doivent étre indiquées

sur la feuille de demande.
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Si le fixateur ou le temps de fixation n’est pas précisé, I’analyse sera effectuée mais le
prélevement sera considéré comme non-conforme Les prélévements fixés avec fixateur autre
que le formol ou décalcifiés ne seront pas acceptés.

Récapitulatif des criteres de non-conformité pour la technique FISH ALK : Nature

de la non-conformité Niveau

Utilisation d’un mauvais fixateur (autre que le formol tamponné 4%) Bloquant

Prélevement décalcifié

Délai avant fixation supérieur a 1 heure ou non mentionné Non
Bloquant

Temps de fixation non renseigné

Prélevement coloré a I’éosine

> ANALYSE DES LAMES ET REDACTION DU COMPTE-RENDU

ANATOMOPATHOLOGIQUE

Etape purement médicale

L’anatomo-pathologiste examine I’ensemble des documents et rédige un compte rendu.
Il rappelle I'identité du malade, les questions qui lui sont posées par le clinicien, décrit les
lésions qu’il a observées et, dans la conclusion, pose le diagnostic.

Il est possible qu’une conclusion formelle ne soit pas possible (prélevement n’a pas
intéressé la lésion, ou la qualité technique du spécimen (séché, mal fixé, décongelé...) ne permet
pas un examen de fiabilité suffisante. L’anatomo-pathologiste le signale.

Si plusieurs diagnostics sont possibles, il les énumére, en précisant leur ordre de
probabilité.

Il est fréquent qu’a ce stade, il confronte ses hypothéses avec celles du clinicien par un
contact téléphonique.

Le compte-rendu est imprimé, daté et signé.
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> PROBLEME D’UNE LESION DE DIAGNOSTIC DIFFICILE ?

Standard : pas d’attitude standard
Options
e Recoupes de blocs et/ou lutilisation de techniques spéciales (histologique ;
immunohistochimique et biologique moléculaire),
e 'obtention d’informations complémentaires auprés du clinicien, la demande d’un

autre avis anatomo-cytopathologique localement, la consultation de bases de

données,
e la demande d’un nouveau prélevement par le médecin préleveur,

ela demande d’avis aupres d’un consultant extérieur expert dans le domaine sont

possibles

Recommandation

En fonction des cas, les différentes options peuvent étre associées. Le recours a une

consultation extérieure auprés d’un pathologiste expert sera envisagé si les étapes précédentes

n’ont pas permis d’établir le diagnostic.

> LA SAISIE DU COMPTE RENDU ANATOMOPATHOLOGIQUE

La version informatique du compte rendu anatomopathologique est saisie par une
secrétaire de rédaction sur le logiciel DIAMIC (initialement sur le logiciel file maker).

Les comptes rendus anatomopathologiques sont archivés par année depuis 2001 et par

type de prélevement
Histopathologie
Immunohistochimie
Immunofluorescence
Extemporané

Récepteurs hormonaux et Her2
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Relecture

L’archivage des données informatique est réalisé a I’'aide de CD et de disque dure externe

> LA REMISE DES COMPTES RENDUS ANATOMOPATHOLOGIQUE

Le compte rendu anatomopathologique est remis sellé au patient (recu de payement ou
de gratuité pour les externes) ou au service hospitalier (numéro d’entrée et cahier de liaison)

Heure de remise des comptes rendus : A 12H de la journée

> ARCHIVAGE

oCompte-rendu anatomopathologique : conservé pendant 30 ans

070 ans dans certaines disciplines (oncologie)

oindéfiniment s'il s'agit d'une affection de nature héréditaire susceptible d'avoir
des répercussions pathologiques ou traumatisantes sur la descendance

oles préparations (lames et blocs de matériel inclus) :

oau Minimum 30 ans.

oDes analyses complémentaires sont possibles a partir des blocs inclus en
paraffine (IHC, colorations spéciales...) sans limitation dans le temps puisque les
blocs sont conservés depuis I'ouverture du service

oliquide cytologique : garder une semaine aprés la sortie du compte rendu

cytologique

» STOCKAGE DES ECHANTILLONS EXAMINES-ANALYSES COMPLEMENTAIRES. .

Aprés analyse, les piéces opératoires fixées sont conservées 3 mois (plus le mois en
cours) dans une armoire de sécurité ventilée (dans le cas ou il y aurait besoin d’effectuer un
préléevement supplémentaire) avant d’étre éliminés par filiere pour incinération.

Une photocopie du bon d’élimination des pieces opératoires est conservée et archivée

dans le service. Pour les déchets anatomiques identifiables (voir schéma protocole), Les pots des
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biopsies et des cytologies sont conservés en containers carton pendant 2 semaines apres
technique des échantillons (preuves d’identification, de réception...) avant d’étre éliminés par la
filiere déchets.

La conservation de ces éléments s’effectue dans des conditions appropriées assurant leur
intégrité et des containers spécifiques sont utilisés pour leur élimination selon des régles

rigoureuses en matiere d’hygiéne et de sécurité.

> CONCLUSION

L’'anatomie pathologique est une spécialité médicale trés riche, au carrefour de la
clinique, de la chirurgie, de I'imagerie, de la biologie et de la recherche. Axée sur le diagnostic
Iésionnel morphologique, elle exerce un role pivot dans la chaine des soins. Les médecins
pathologistes sont fortement impliqués dans les diagnostics, le pronostic et les indications
thérapeutiques, notamment mais pas uniquement en cancérologie. Ils sont un passage
indispensable pour affirmer le diagnostic de cancer. La responsabilité du diagnostic est partagé
entre cliniciens, chirurgiens et radiologue d’ou la nécessité d’une collaboration
multidisciplinaire.

Cette spécialité se sert des connaissances fondamentales d’anatomie, d’histologie et de
cytologie normales pour reconnaitre des anomalies morphologiques macroscopiques et
microscopiques liées a la maladie. Elle s’appuie sur des techniques de dissection, de chimie,
d’histochimie, d’immunohistochimie, de cytogénétique et de biologie moléculaire pour identifier
dans les cellules ou les tissus des anomalies jusqu’a I’échelle moléculaire.

Il s’avere indispensable de développer la biologie moléculaire et la cytogénétique et de
profiter de son apport actuel et crucial dans le diagnostic anatomopathologique essentiellement

en cancérologie.
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Fiches de synthése

=
Mt dels St iy
CHUMmed-foapmARRAﬂ el s gl AL
Service d’Anatomie Pathologique gl e
~ MARRAKECH A gl gt Aal e

Formol a 4% : le fixateur de référence Proscrire le Bouin

Préparation de solution de
formaldéhyde préte a
|'utilisation

Préparation automatisée

Formol dilué
Pour : BLOC GY

Dotation mensuelle de formol a I'ensemble des
services et blocs opératoires du CHU MOHAMED
VI de Marrakech
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o]
' Minisére de I Santé badify
CHU Mohammed VI Hspital ARRAZI el s ) L) 6
Service d’Anatomie Pathologigue g s ]
MARRAKECH Gl il gyl

Choix. du recipient Etiquetage du prelevement

Biopsies Piece opératoire

Prénom:

PAS DE SACS V' dentee

PLASTIQUES Nature du prélévement:
Date de préparation:

|
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Ministére de la Santé

daalliyyy
CHU Mobammed VI Hipital ARRAZI Ll Lane a5
Service d’Anatomie Pathologique g i
MARRAKECH e gl gl dal
Prélévement
tissulaire

Volume du fixateur = 10x volume
du prélevement tissulaire

Récipient de taille suffisamment
grande: prévenir la déformation
tissulaire

Durée de a fixation dépend de la
taille du prélevement:

-6 heures : hiopsie

-24-48 heures : Piéce opératoire

Conditions optimales de
fixation
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2
VairedehSuté | i
CHU Mahammed V1 Hipital ARRAZI Dl e e
Service o’ Anatomie Pathologique i
(quelques minutes)
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0]
Ministére de ] Santé i by \
CHU Mohammed VI Hapital ARRAZI g -\-muul—\il %IJMI HKomall
Service d’Anatomie Pathologique gl At .
MARRAKECH | Kl idiall et dalisa

Envoyer [a piece de mastectomie a I'état frais
(4" C)aulaboratoire /ACP dans un délais de
moins 4H si possible

Si
Non

Laver s saletés, I sang, pus Couper les piéces opératoires en Mettredessompressesentre |95
€580, feuilet de livre pour faciliter la tranches et immerger la totalité

pénétration du fixateur piéce dans une quantité

suffisante de formol
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CONCLUSION
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La phase pré analytique est un processus complexe, tant par le nombre d’intervenants
impliqués que par la diversité des étapes de ce processus. Les résultats de ce travail ont élucidé
une insuffisance dans les connaissances relatives aux conditions et recommandations pré

analytiques des prélevements mammaires.

Cette étude est, a la limite des données actuelles, la premiére étude menée au Maroc
aupres du personnel médical et paramédical pour approcher les connaissances, attitudes et
pratiques de cette population par rapport a la phase pré analytique dans le conditionnement des

prélévements mammaires.

Ce travail aura permis d’élaborer un cadre conceptuel qui pourrait éventuellement servir
pour enclencher d’autres études traitant d’autres aspects de dysfonctionnement du processus
pré analytique dans le conditionnement des échantillons au niveau des blocs opératoires et la
mise sur pied d’outils de référence, tels des protocoles de manipulations et d’interventions, et
de registres d’utilisation, d’entretien et de conservation permettront la tracabilité des

manipulations et assureront I’obtention de résultats de qualité.

Le personnel pratiquant au bloc opératoire et pathologistes se doivent de collaborer de
maniere étroite et réciproque. Afin d’améliorer la qualité des soins apportés aux patients, cette
collaboration et ses régles de bonnes pratiques doivent étre respectées .Les conséquences ne
pourront étre que positives aussi bien sur la prise en charge du patient que sur le co(it des

prestations réalisées.
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Annexe 1 :

Phase pré-analytique et mise en condition des prélevements tissulairesen pathologie
mammaire.

Chére consceur,

Cher confrere,

Le questionnaire est adressé a tout le personnel du bloc opératoire du service de
gynécologie-obstétrique du CHU Mohammed VI de Marrakech. Le but est d'évaluer les
connaissances sur le conditionnement des prélevements anatomo-pathologiques mammaires
afin d'élaborer de fiches synthétiques et un guide de bonne pratique.

Merci de nous accorder quelques minutes pour répondre aux questions.

1. Vous étes ?
Plusieurs réponses possibles.
(OHomme
(OFemme

2. Quel est votre age ?

3. Quel est votre titre ?

Plusieurs réponses possibles.
(OProfesseur Agrégé/PES
(OProfesseur Assistant
(ORésident / Interne Médecin
(Ospécialiste Anesthésiste
Olnfirmier

OFFI
(OAutres

4. Le fixateur optimal est :
Plusieurs réponses possibles.
(OlLe formaldéhyde
(OlLe liquide de Bouin
(OGlutaraldéhyde
(OAlcool
(OAutre fixateur
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5. Le pourcentage de dilution du formol est :
Plusieurs réponses possibles.
O5%
O4%
O10%
(O8%

6. Quelle est la proportion appropriée du fixateur ?
Plusieurs réponses possibles.
(OUne fois le volume de la piéce opératoire
(O3 fois le volume de la piece opératoire 10 fois
(Ole volume de la piéce opératoire 30 fois
(Ole volume de la piéce opératoire

7. Le formol pénétre les tissus a raison de :
Plusieurs réponses possibles.
O1 mm / heure
(10 cm / heure
O1 cm / heure
O1 mm / 24h

8. Le formol est disponible au bloc opératoire ?
Plusieurs réponses possibles.

ooul
ONON

9. Les flacons adaptés sont disponibles au bloc opératoire ?
Plusieurs réponses possibles.

ooul
ONON

10. Les contenants les plus utilisés pour les piéces opératoires sont :
Plusieurs réponses possibles.
(OFlacons adaptés
(OSacs en plastiques

11. L'étiquetage d'un prélévement comprend :
Plusieurs réponses possibles.
(OL’identité du patient
(OlLe numéro d’identification du patientLa date de naissance
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(OLe nom et les coordonnés du médecin traitant
(OlLe siege du préléevement

(Ola date et I'heure du préléevement

(OlLes circonstances cliniques et para cliniques
(OLes hypothéses diagnostiques

12. 12 .Le temps nécessaire pour fixer une piéce de mastectomie est :
Plusieurs réponses possibles.
(OMoins de 24h
(OEntre 24h et 48h
(OPlus de 48h

13. Le temps nécessaire pour fixer une biopsie mammaire est :
Plusieurs réponses possibles.
(OMoins de 24h
(OEntre 24h et 48h
(OPlus de 48h

14. Le temps d'ischémie froide (= Le temps entre I'excision du prélevement du champ
chirurgical et le moment ou le tissu est placé dans le fixateur) est :
Plusieurs réponses possibles.
(OMoins de 30 min
(OEntre 30 min et Th
(OPlus d'une heure

15. Les artefacts liés a une mauvaise fixation rendent le diagnostic difficile ?
Plusieurs réponses possibles.

ooul
ONON

16. Les variables qui interviennent dans la fixation sont :
Plusieurs réponses possibles.
(OlLa taille du tissu
(OLe volume du fixateur
(OLe type du fixateur
(OlLa chaleur
(OLe temps de fixation
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17. Peut-on rattraper une sous fixation ?
Plusieurs réponses possibles.

Ooul
(ONON

18. Peut-on rattraper une fixation prolongée (ou sur fixation) ?
Plusieurs réponses possibles.

Ooul
(ONON

19. Vous intervenez dans combien de mastectomies par jour au bloc opératoire ?
Plusieurs réponses possibles.
O
@
O3
O4
(OPlus

20. Vous intervenez dans combien de biopsies mammaires par jour au bloc opératoire ?
Une seule réponse possible.
@]
Oz
O3
O4
(OAutres

21. Qui s'occupe de I'acheminement des prélévements au laboratoire d'anatomie pathologique ?
Plusieurs réponses possibles.
(ORésidents
(OPatients
(OBrancardiers
(OAutres

22. Existe-t-il un protocole écrit pour le traitement des piéces opératoires au bloc opératoire du
service gynéco-obstétrique ?
Plusieurs réponses possibles.

ooul
ONON
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23. Le fixateur (Formol) est-il adéquatement étiqueté avec les éléments suivants?
Plusieurs réponses possibles.
(Ola nature du fixateurLa quantité
(OlLa concentration
(Oldentité et identifiants du patient
(OlLa date de préparation
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Résumé

Nous présentons les résultats d'une enquéte visant a approcher les connaissances et les
pratiques du personnel médical et paramédical pratiquant au bloc opératoire de gynécologie-
obstétrique relatives a la phase pré analytique des préléevements mammaires. Cette étude
transversale a été réalisée au centre hospitalier universitaire Mohammed VI sur une période de
cing mois. Un ensemble de 72 participants été inclus dans I’enquéte. La médiane d’age était de
40 ans. Le personnel était composé majoritairement par les médecins résidents et internes
suivi par les infirmiers qui représentaient 20 %, puis les anesthésistes et les FFl a des parts égaux
8% .Pres de 80% des répondeurs interviennent dans au moins une mastectomie par jour et 90%
dans une biopsie quotidiennement.

L'identification des prélevements n’était pas conforme aux recommandations, 49 %
seulement des répondeurs ont jugé la date comme élément important et 54,4% le nom et les
coordonnés du médecin traitant. Concernant le fixateur de choix 64 personnes ont répondu
juste mais presque la moitié ne reconnaissait pas la proportion optimale et la vitesse de
pénétration du formol. Plus de 59% de nos participants ignoraient que les artéfacts d’une
mauvaise fixation affectent le diagnostic. D’autre part notre étude a relevé un grand probléme,
qui est celui des sacs en plastiques utilisés pour les mastectomies dans plus de 53% a la place
des flacons adaptés.

Au total, cette étude a pu objectiver des lacunes dans les connaissances et les pratiques
se rapportant a toutes les étapes pré analytiques. Nous avons donc élaboré un guide de bonne
pratique en anatomie pathologique affin de créer un support rassemblant les recommandations
consensuelles intéressants la phase pré analytique dans le conditionnement des prélévements

tissulaires en générale et les prélevements mammaires de maniére spécifique.
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Abstract

We present the results of a survey aiming to approach the knowledge and practices of
medical and paramedical staff practicing in the operating room of gynecology-obstetrics relating
to the pre-analytical phase of breast sampling. This cross-sectional study was conducted at the
Mohammed VI University Hospital over a five-month period. A total of 72 participants were
included in the survey. The median age was 40 years. The majority of the staff was composed of
resident and intern physicians, followed by nurses who represented 20%, then anesthetists and
6th year medical students at equal shares 8%. 80% of the respondents were involved in at least
one mastectomy per day and 90% in one biopsy daily.

The identification of the samples was not in accordance with the recommendations, only
49% of the respondents considered the date as important and 54.4% the name and coordinates
of the treating physician. Regarding the fixative of choice 64 people answered correctly but
almost half did not recognize the optimal proportion and penetration speed of formalin. More
than 59% of our participants were unaware that artifacts of poor fixation affect the diagnosis. On
the other hand, our study found a major problem with the plastic bags used for mastectomies in
more than 53% instead of the appropriate bottles.

All in all, this study was able to objectify gaps in knowledge and practices related to all
pre-analytical steps. We have therefore developed a guide to good practice in pathological
anatomy in order to create a support gathering the consensual recommendations concerning the
pre-analytical phase in the packaging of tissue samples in general and breast samples in

particular.
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