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« Choisissez un travail que vous aimez et vous n’aurez pas à travailler un seul jour de votre vie »
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dans un laboratoire
d’anatomie et cytologie
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Type du prélèvement cytologique Traitement utilisé 
Liquide urinaire, liquide pleural, liquide 
péricardique, liquide d’ascite ou péritonéal, 
aspiration bronchique  

Alcool 
 

Frottis cervico-vaginaux en cytologie 
conventionnelle 

Lames fixées 

Frottis cervico-vaginaux en cytologie en 
couche mince  

Milieu liquide 

Ponctions d’organes profonds : prélèvement 
purement liquidien 

Alcool 

Ponctions d’organes profonds : prélèvement 
superficiel 

 Etalement : lames sèches   
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Technique standard : 
déshydratation, inclusion
et enrobage, coupe, 
coloration
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Sputum Direct
smear

Centrifuge

Cytocentrifuge

Milipore filter

Cell block

Less than 1ml (CSF ,
Vitreous fluid etc)

Large amount of clear
fluid (100 to 500 ml):
Urine

Sample for
immunocytochemistry

Moderate amount
of fluid (50 to 100 ml)
Effusion
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Spread the tissue
on the slide

Petri dish

Pour the specimen on petr i dish

Pic k up gre yish or b lood stained tissue
by a forceps

Prepare the smear on a clean glass slide

Fix it immediately in 95% alcohol

White paper
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Alcohol fixedAir dried

Make smear
from sediment

Discard
supernatant
fluid

Centrifuge

Fluid
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Flask

Filter paper

Upper cup

Sample
Slide

Filter paper
pressed on slide

Fluid passing
through
filter paper

Upper cu

Filter paper

Milipore
lower cup

Negative suction
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Caractéristiques Papanicolaou MGG 

Détail nucléaire Excellent pour la coloration 
de chromatine  

Le motif de la chromatine ne 
peut pas être étudié 

Démonstration de kératine L'orange G colore la kératine 
en orange vif 

Ne peut pas être démontré 

Métachromasie Pas de coloration 
métachromatique 

Coloration métachromatique 

Mucine de fond ou nécrose Pas bon Bon pour la démonstration 
de substances 
extracellulaires 
 

Tableau 2 : Comparaison entre les colorations de Papanicolaou et MGG [16]
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Colorations spéciales
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� ��
������������
- �������������­�������������������
- ������������­������������	����
- ���	���������������������
- ������������������������������������ �����
- ���	�����������	�������
- �������������������������	���������������
����
- ���	�����������	�������
- ��������������������������������������������������
- ���	�����������	�������
- ���
�����������­�����������	����
- £	����	���������­������������������
- ���������������	����
����������
- ����������������
- ���������������������������������������������
- ������������������������������������	
��������
�����
- �������	�����	������	�����������������	�����

�����������������������������������������������
����	���������ª����������������������
��������
�	�	�������������
���������������������������������
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�
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�������������������
����
���
������	����������������������������
����	���������ª������������������������������
��
������
� ���
����
 ������	�������������������
 ��	����	
���
�����������
 ���������
� ��
������������
- Dépara�nage (3 bains de toluène)
- Hydratation (3 bains d’alcool)
- Rincer à l’eau courante
- Mette les lames dans le mélange préparé au moment de la technique (S1-S2)
- S1 : Ferrocyanure de potassium (0,2g dans 10ml d’eau distillée)
- S2 : Acide chlorhydrique (200ul dans 10ml d’eau distillée) 
- Laisser les lames 20 min 
- Rincer
- Contrer colorer à l’éosine
- Rincer à l’eau courante
- Déshydratation (3bains d’alcool)
- Éclaircissement (3bains de toluène)
- Montage par la colle
����������
 ����������������­�������������……………��……………………�����
 �����������	���������……………………………��……………����

��������
�������������������������	�����������������������������������	�����	�����������

����������������������������������������������ª�����
��������������������

��
��������­
�����§§¨¨ �̈���	���	��§�
����§���������_���
�����§����������§�
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����������	������������������������������������������������ ������	���	�������������������	���	�������
�����	������������������������������	���������������������������������������������������������������������
�
����	�� ���	��� ��	���� ��������	�� ������	���	�������� ��� ������ ��� ����������	���� ������	���	�������
�����������	�������	����������������	
���������	��������������	������������������������	���§��	�����
��
�������
� ���
����
 ���	
������
�����������Â��
�
 ������������
�����
� ��
������������
 ��������������­�������������������
 �������������­������������	����
 ����	�����������	�������
 ��������������������������	���������������
����
 ����	�����������	�������
 �������������	
������
�����������Â��
���������������
 ��������	����������	��� �	�������±�­���������������������������	�������
��������������
 ��������	��������
�	���������������
�������������������
 ����	��������������������
 ����
�����������­�����������	����
 �£	����	���������­������������������
 ����������������	����
�������������¡
 ���	�������	��� ��	���� ����������……………��������
 �����………………………………………�������� 
��������

��������¢���	�������	��� ��	���� �����������­�
���	�	���
���� ��¤��¤��«���¢�
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�������¡�
�����������������������������¡�������������������������������	�������������������	������
��
����������¡
� ���
����
- ��	����������
�  ��������������…………………………………………�����
�  ��	������	�������������������������…………�………������
- ����������������������
� ��
������������
- �������������­�������������������
- ������������������	���
- �������������������	��������
- ������������������������������������­�����
- ���¡������������	��������­�����
- ���¡���������������������
- ������������������������������	���������­�������
- ��
������������	��������­������
- ���
�����������­�����������	����
- £	����	���������­������������������
- ���������������	����
��������
- ����������������
- ������	���������������
�������������
- �������������������
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��

� ��
������������
 ��������������­�������������������
 �������������­������������	����
 �������������·�	�������������������������
 ����	�����������	��������
 ������������������������������������	�����������­����	��������
�����������������������������������
�����������©���������
���
�������������������������������������������������������
- �����������������������������������	���§�	����­����	��������
��������������������������������������
�����������©���������
���
������������������������������������� �	�������������������
- ���	�����������	����������������������������������������
- �������	�����������	������������������������������	�������������������������
- ���	�����������	�������������������������������
- ���
�����������­�����������	����
- £	����	���������­������������������
- ���������������	����
��������
- ��������������������������	�����
- ����������	�������������������������

��
�����������
����
����
����	������������	���������	������������������������
�	���������������	��
��������������������������������������� 
��
������
� ���
����
- ·���¤�����
�  �·�	�����������
�  ���
���������±����������
�  �����	��	������­��Ã���¢�����������
- ��¤��§���··���
�  �����	��	���������±����������	������
�����������¼�
- �·�¦��������¤���·��¬���������·����
�  �������������������	�������������
�  ���������������������������
�  �������������������������
  - �������������������������������������������������������������������������������
  - �����������
�����������
�������������������������	�����������������	������������������
� � ���
�������������
  - �����������	
���������������	����	���������������������������������������������
  - ������������������������������������
������¼��­��������

���������������������������	����������������
����������������������������������
­
����§§���	�����������������§���������§	�����¨���
§�������§������§��������
����
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�
�
����
�����
����
����
�������������������������������������		�������������������������������	���������������
����	�����	���	�����
������������	��������	��������������������������������������	�	�����
��
���������¡
� ��
�������������
- �������������­�������������������
- ������������­������������	����
- ���¡������������	�������
- �����������¦�����������������
- ���	�����������	��������
- ��������������������������	���������������
���
- ���	������������
�	������������������������������
- ����������¦����������������§����������������
- ���	����
�	������������������
- ���
�����������­�����������	����
- £	����	���������­������������������
- ���������������	����
����������
- �����������………………………………�������
����� ����
- ����
��������……………………………������ ����

������������������
������������������������
	�����������¦¦�­�����������������������
����������������
�����������������
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���������
- ����������������������	
�����������������������������������������������
�������������������������������
- �����������������������������������
- ��������������������������������������������������	������������­������������������������������� ���
��������������� 
������������������	
�����������������

� ��
������������
- �������������­�������������������
- ������������­������������	����
- �������� ����� ��� ��������� ��� ������������� �����������
�������������
- ���	�����������	�������
- ������������������������	�������������­	��������
������
����	
���
- ���	�����������	�������
- �����������������������������������������
- ���	�����������	�������
- ���	���������������������������
- ����������������������������������������	����������������
- ���	����������������������������
- ��������������������������������
����­	��������
������
����������������������

���������
- ��������������	��������������
- ������������������������������

- ���	�������������������������������
- �������� ��� ����� ����� ��� 	
������� �����
�������������
- ���	�������������������	�������
- �������� ��� ����� ����� ��
����������� ���
������� �������� �� ���- ���	��� �� ������
	����������������������
- �������������������	���������������������
���
- ���	�����������	��������
- ���
�����������­�����������	����
- £	����	���������­�������������������
- ���������������	����

�
�
����
�����������������
����
��������¡�
������������������	������������������
�����������	�����������	�����������������������������������������������������������
��
����������¡
� ���
����
- ������������������������
 - �������������������������������±�����������
 - �	�������������������±����������
 - �	����������������±�
 - �����������������±�
- ������������������������	���
 - ����������������������������������������±���������������	��	�����������������������������	�����
� ������������Á�����������������������������������������������������������������	
 - ���������������
����������������������±��������
�������	�����������������Á�������������������
� �������������������������������������������	��
 - �������������������
�	���������������������
 - ������
���	�����������������������������������������¼��������������������
- ��������
��������±����Á	
��������������
- �
������������������±
 - �
������������������
 - ���������������������
- �
�����������������������±�­
���������������������
 - �
������������������������
 - ���������������������
- ¬����	
�����­��������	�������������������������	�������®�¼	
 - ¬����	
�����……………………………………………������
 - ��������������������…………………………………��
 - ��������������………………………………………�…������
� �������������	
����������������������������	�����
�����®�¼	

������������������������������	����������������	
����
���������
­�
�����§§�������������	��§������ 
�����	������� ������§�
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- ���	�����������	���������
- ���
�����������­�����������	����
- £	����	���������­������������������
- ���������������	����
����������
- ���������������	
��������������������������
���������������
- ����������������������������
����
���������
- ����������������������	
���������������������������������������������
�������������������������������
- ����	����������������������������
- ���������������������������������������������
���������
�	����������������������	
�����������������­������ 
�������������	����������	��
�

�
�
����
������������
����
���
������	������������������
����	��������	�� ����������������������
��������	
����������­�������	��������
������������������	���������������������	
����������������������������������
������������������������
����
��������������	���������������	��������	��������������������
��������
��
����������¡�
� ���
����
- �	����	
�����������±
- �������������������������±
- ������������������������±
- ¥��������������������������±���������	�����	����������±
- �
�����������������±
- ���������±
- ���������������
 - �������
����� �������������±��������
 - ��������������������±�������
¤�����������������	����������	��������������������������������������������	�����������������	�����
����®�¼	�
���������������
- ���������������
���
 - ���������������������
 - ���������������������
 - ���������±�������
� ���������������������������������������������������	
������
�����¼	
� ��
������������
- �������������­�������������������
- ������������­������������	����
- �������������������������	��������±�������������������������
- ��
����������������	�������������������������������
- �������������	����	
����������������������
- ���	�����������	��������
- ������������������������������������­����	��������
������������	
����
- ���	�����������	��������
- ���	��������������������������������
- ������������������	�������������	���������������������������
���������¼������������
�
- ��������������	�����������������	��������
������������©�����
- ���	��������������������������������
- ������������������������	
���������������������������
- ���	�����������	���������
- �����������������������
�����������������������������������
- ���	�����������	���������
- ������������������������
������������������������������
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Immunohistochimie
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������ ��
��������
����	
����� ���� ���� ��	
������ 	����������������	������������� ������� ��� ���������	�� ����� ����
����������������������
����������������������	��������������������������
��������������������������ª�������������
������������������������������
������������������������������������������	�����������	���������������������
����	�����������	�����������������������������	��������������������������������	�������������������������
��	
��	
������������	����������­	������������
�������������
�	����…�������������������������­¤�¦��¤��������
��������������	�������
���������	�����­���	��	��������������������…��
����������������������������������
����������	������������	����
   - ���������
���
��������������	��������	�����������������������	
��	
����������������������������������������
	��������������������	���������������� ����	��������������������������������������
�������������������������

��������������	���	�����������	����������������		�������
�	�����²�������������
�������������	����������� 
�����������������������������
   �������������
���
�������������
����������������������������������������������	��������	�������	��������
������������������������������������������������	�������	�������������������������²��������������������

������������	���	�����

��
���������¡�
� ���
����
�������	������������������������	
��������������
����	
������������
- �����������������
���������
- �����������������������¢
- ��������	����
- ������	�������	�����������
- ��������������
����������������������·�
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Problèmes rencontré  Cause probable Action préventive 

Coloration d’aucune lame - les réactifs n’ont pas été utilisés dans 
l’ordre ou adéquatement.  

- un chauffage excessif des coupes de tissus 
montés, avant déparaffinage et démasquage 
des antigènes par la chaleur, peut entrainer 
une perte de l’immunoréactivité visible de la 
protéine HER2. 

Le séchage se fait soit :  

- A l’air libre et à température 
ambiante pendant au moins 12h.  

- A 37°C pendant une nuit.  

- A 60°C une heure au maximum.  

Coloration faible des lames - Méthode de fixation inappropriée.  

- Mauvaise restauration de l’épitope.  

- Chauffage excessif des coupes de tissus 
montées.  

- Durée d’incubation des réactifs inadéquate.  

- Volume de réactifs appliqué insuffisant.  

 

- éliminer une surfixation  

-Vérifier que la solution de 
démasquage atteint une température 
de 95°C à 99°C durant 40 minutes 
pleines, et laisser refroidir pendant 20 
minutes supplémentaires.  

-Respecter les T° et les durées 
appropriées.  

-Respecter les instructions de la 
procédure de coloration. 

-Vérifier le volume de réactifs 
appliqué.  

Coloration de fond 
excessive des lames 

-Liaison non spécifique des réactifs aux 
tissus.  

-Elimination incomplète de la paraffine.  

-Lames pas bien rincées.  

-Coupes séchées au cours de la procédure de 
coloration.  

-Vérifier la méthode de fixation de 
l’échantillon et la présence de 
nécrose.  

-Utiliser une préparation fraiche de 
tampon de lavage.  

-Utiliser des solutions fraiches dans 
les bains de tampon et les flacons de 
lavage.  

-Utiliser une chambre humide. 

- N’essuyer que trois à quatre lames à 
la fois avant d’appliquer le réactif.  

 

Le tissu se détache des 
lames  

-Méthode de fixation inappropriée.  

-Utilisation de lames inadéquates.  

-Chauffage excessif des coupes de tissus 
montés.  

 

S’assurer que le fixateur approuvé a 
été utilisé.  

Utiliser des lames sialinisées 
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Coloration spécifique trop 
forte 

-Méthode de fixation inappropriée. 

-Utilisation d’une source de chaleur 
inappropriée pour la restauration de 
l’épitope.  

-Durées d’incubation des réactifs trop 
longues. 

-Solution de lavage inappropriée.  

 

-S’assurer que seuls des fixateurs et 
des méthodes de fixation approuvés 
ont été utilisés.  

-S’assurer que seul un bain de lavage 
est utilisé pour l’étape de restauration 
de l’épitope.  

-Recevoir les instructions de la 
procédure de coloration.  

-Utiliser le tampon de lavage 
recommandé pour le kit.  

Faux négatif -Des faux négatifs peuvent être dus à une 
dégradation de l’antigène dans les tissus au 
fil du temps.  

  

-Les échantillons doivent être colorés 
dans les 4 à 6 semaines suivant le 
montage des tissus sur les lames 
lorsqu’ils sont conservés à 
température ambiante (20 à 25°C) ou 
15 jours à 4°C (AFAQAP). 

 

Faible coloration de la 
lignée cellulaire de la lame 
de contrôle 1+. 

-Mauvais protocole de restauration de 
l’épitope.  

-Manque de réaction à la solution de substrat 
chromogène (DAB).  

-Dégradation de la lame de contrôle.  

-Immerger les lames dans une 
solution de restauration de l’épitope 
préchauffée. Ramener la solution de 
restauration de l’épitope à une 
température de 95 à 99 °C et 
préchauffer durant 40 minutes 
pleines.  

-Veiller à une incubation durant 10 
minutes pleines. Veiller à n’ajouter 
qu’une goutte de chromogène DAB à 
1ml de substrat tamponné DAB.    

-Vérifier la date de péremption et les 
conditions de conservation du kit 
indiquées sur la boite.  
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Techniques de cytogénétique 
et de biologie moléculaire
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Technique 

 

PCR qPCR 

Technique qualitative. Technique quantitative. 

 Détection du produit  

 

Par électrophorèse sur gel 
d’agarose en PCR. 

 

 

Détection dans chaque cycle 
d'amplification. 

Collecte des données  

 

La fin de la réaction en PCR. Pendant la phase exponentielle de la 
réaction dans qPCR. 

Résolution  

 

Très faible. 

 

Haute résolution. 

Détection du produit  

 

Utilise le bromure d'éthidium  

 

Utilise des colorants fluorescents  

Durée de la technique  

 

Longue Courte 

But de la technique  

 

Détecter la présence ou 
l'absence de certains fragments 
génomiques. 

 

Quantifier un fragment particulier 
dans un échantillon. 
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       Concentration finale 20 l 
Eau de qualité PCR jusqu’à 20 l Selon besoin 
Master Mix (2X) qPCR 1x 10 l 
Amorce sens (10 M) 200 nM  0.4 l 
Amorce antisens (10 M) 200 nM  0.4 l 
Matrice ADN (<20ng/20 l) variable 
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Avantages Inconvénients 

-Méthode simple à mettre en œuvre, en 
particulier au niveau du choix des amorces. 
- Très nombreuses applications (génotypage, 
étude de l’expression des gènes...). 
- Détection des amplicons de petite taille (70 
à 250/300 bp). 
- Utilisation d’un (ou plusieurs) 
fluorochromes (l’émission de fluorescence 
est le reflet de la quantité d’ADN 
synthétisée à chaque cycle). 
- Coût. 

- Risque possible d’aspécificité (production 
d’amplicons aspécifiques, quantifiés comme 
les amplicons spécifiques). 

- Dépend de la qualité de fluorimètre couplé 
à thermocycleur. 

-  Temps et logistique. 
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Ce manuel technique élaboré par l’équipe du laboratoire d’anatomie et cytologie pathologique 
(ACP) du CHU TTA, résume le circuit des prélèvements en ACP et décrit les di�érentes techniques 
en allant de la technique standard jusqu’aux techniques de Biologie moléculaire suivant des 
objectifs pédagogiques clairs.
Ce manuel s’inscrit dans un programme de qualité pour améliorer et assurer la �abilité des 
résultats des comptes rendu en anatomie et cytologie pathologique. 
Ce livre s’adresse aux techniciens, étudiants de Médecine, résidents, pathologistes et aux 
cliniciens.


