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Proposal for a good management of the specimens 

RIESUMI~ 

Le rendement de la ponction sous 6choendoscopie digestive d6pend de la technique utilis4e par le pathologiste et de l'examen du 
pr616vement en extemporan4 lors de la ponction. 

SUMMARY 

The EUS-FNA yield depends on the technique used by the pathologist and also on the extemporaneous analysis of the sample during the 
puncture. 

Q U E L L E S  S O N T  L E S  S O L  U T I O N S  
T E C H N I Q U E S  P O S S I B L E S  

Q U A N D  L E  M A T E R I E L  D E  P O N C T I O N  
E S T  D A N S  L ' A I G U I L L E  ? 

Le choix est condit ionn6 par  l 'exp6rience du patho- 
logiste. E n  effet,  les pathologis tes  n 'on t  pas tous la 
m~me approche  car la cytologie n 'est  pas syst6mati- 
quement  enseign6e. La prat ique cytologique en rou- 
tine est donc  une  caract6rist ique personnel le  ce qui 
est h l 'origine de concept ions  diam6tralement  oppo- 
s6es quant  ~t la rentabilit6 de telle ou telle technique. 

U ne  fois le mat6r ie l  dans l 'aiguille, on peut  ainsi 
soit le placer darts un liquide fixateur soit l '6taler sur 
lame. 

E t a l e m e n t  sur l a m e s  

L ' 6 t a l e m e n t  sur lame est na ture l  pou r  un prati-  
quant  de la cytologie. Les avantages sont connus. En 
effet,  la morpho log ie  cellulaire n 'es t  pas le seul cri- 
tbre qui  p e r m e t t e  un  diagnost ic .  L ' a r ch i t ec tu re  du 
pr616vement sur lame est parfois fondamentale .  L 'en-  
v i ronnement  6galement.  La  n6crose et le fond de la 
p r6pa ra t i on  c on t r i buen t  au diagnostic.  La  mise en 
suspens ion  du  mat6r i e l  pr ive  le cyto logis te  de ces 
a rguments .  U n e  fois le mat6r ie l  6ta16 sur lame,  il 

faut choisir la colorat ion qui condit ionne le mode  de 
fixation. 

La colora t ion  de Papanicolaou  suppose une  fixa- 
tion soigneuse. 

La  colorat ion par  le Giemsa pur  se contente  d'un 
simple s6chage g Fair. 

Le  d6faut de la cytologie sur lame r6side dans l'im- 
possibilit6 de recourir  aux immunomarquages .  On ne 
peut  donc se limiter ~ cette technique. 

R e c u e i l  dans  u n  f ixateur  

Fixateur alcoolique 

P o u r  les deux  techniques  de cytologie en couche  
mince  (cy to logie  en  mil ieu l iquide)  agr66es pa r  la 
F D A ,  il est n6cessaire de recueillir le mat6riel sur un 
liquide particulier. Ces liquides prot6g6s par  des bre- 
vets cont iennent  de l 'eau, de l 'alcool et d 'autres  com- 
posants  tenus secrets. Si l 'on veut  r6colter  une part ie  
du pr61~vement sans avoir  recours  ~ ces techniques  
de cyto logie  en couche  mince,  il suffit de le p lacer  
dans de l 'alcool ~ 50 ~ 

Cytologie en couche mince : ces 2 techniques font 
l 'obje t  de pro tocoles  b ien  pr6cis pour  chaque  tech- 
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nique soit par filtration soit par s6dimentation diff6- 
rentielle. 

Centrifugation et 6talement sur lame : mais la tech- 
nique par 6talement ne permet  pas l 'utilisation 
rationnelle des immunomarquages. En effet, s'il est 
possible de r6aliser des immunomarquages de qualit6 
sur des 6talements cytologiques, on ne sait pas, avant 
la technique, si les lames cont iennent  des cellules 
significatives. Par ailleurs, en France cette technique 
ne figure pas dans la nomencla ture  des actes rem- 
bours6s. 

Centrifugation et inclusion en paraffine : le culot 
cellulaire obtenu par centrifugation est inclus en 
paraffine ce qui ouvre toutes les possibilit6s de l'his- 
tologie traditionnelle, et donc une utilisation ration- 
nelle des immunomarquages. 

Formol ou dquivalents 

Inclusion en paraffine et histologie traditionnelle. 

Pour  assurer ia qualit~ du pr~l~vement ,  il faut 
en  passer par un e x a m e n  ex temporan~  

L'objectif de cet examen n'est pas de porter un dia- 
gnostic mais de d6terminer si le pr616vement est satis- 
faisant en terme de cellularit& 

Par un pathologiste sur site : le pathologiste pourra 
se prononcer sur la qualit6 du pr616vement ce qui est 
le but de l'examen, mais aussi dans un certain nombre 
de cas, assurer un diagnostic. Si la presence du patho- 
logiste sur site est s6duisante, en pratique, elle sup- 
pose une unite de lieu ra rement  r6alisde. Elle est 
concevable dans un centre hospitalier mais pas en 
exercice de ville. 

Par le gastroentdrologue : l '6valuation de la cellula- 
rit6 des lames par l '6choendoscopiste suppose une 
formation pr6alable mais elle est une alternative r6a- 
liste. I1 suffit de disposer d'un microscope et de bleu 
de toluidine, colorant utilis6 par le pathologiste en 
routine lors des extemporands. 

EXPERIENCE L Y O N N A I S E  M E N ~ E  PAR 
B. PUJOL, B. NAPOLE, ON, M. L A B A D I E  

Cette exp6rience a fait le choix de la simplicit6 et 
de l'universalit6. Pour  la simplicit6 des choix tech- 
niques, nous avons choisi le partage du pr61bvement 
en deux parties. Une partie est 6tal6e sur 3 h 4 lames 
s6ch6es h l'air. L 'autre pattie est plac6e dans un fla- 
con d'alcool h 50 ~ 

Le choix de l '6talement au d6triment de la cytolo- 
gie en milieu liquide, permet  un examen extempo- 
ran6 d 'une lame par l '6choendoscopiste.  La lame 
jug6e la moins riche par l 'op6rateur  est color6e au 
bleu de toluidine, ce qui prend quelques secondes, 
puis examin6e au microscope,  ce qui prend moins 
d'une minute. 

Si le pr616vement est cellulaire, il est possible dans 
un contexte non exp6rimental de cesser la ponction, 

sinon une nouvelle  ponct ion est r6alis6e jusqu'h 
obtention d'un mat6riel satisfaisant dans la limite de 
5 passages. En pratique, cette approche permet  de 
limiter le nombre de passages puisque le premier pas- 
sage est satisfaisant dans 86 %. 

Au laboratoire de pathologic, nous recevons donc 
pour chaque passage 3 h 4 lames dont une est d~jh 
color6e par le bleu de toluidine et uu flacon conte- 
nant un mat6riel cellulaire en suspension dans de l'al- 
cool h 50 ~ Toutes  les lames sont color6es par le 
Giemsa put  apr6s fixation au m6thanol pendant  
45 minutes. La juxtaposition des 2 colorations bleu de 
toluidine puis Giemsa produit une coloration un peu 
soutenue, mais de qualit6. 

La suspension alcoolique fait l 'objet d 'une centri- 
fugation (2600 tours pendant 15 minutes). Le surna- 
geant est totalement 61imin6. Le culot cellulaire est 
alors intimement m61ang6 (vortex) aux deux compo- 
sants du kit Cytoblock de ThermoShandon ,  pour 
obtenir une sorte de g61atine qui contient les cellules. 
Ce mat6riel est alors consid6r6 comme une biopsie et 
trait6 comme tel par inclusion en paraffine. Les 
coupes s6ri6es et les immunomarquages sont utilisEs 
en fonction des besoins. 

DISCUSSION 

Nous avons fait le choix de la simplicit6 car la colo- 
ration des 6talements par le Giemsa et la mise en sus- 
pension d'une partie du pr616vement dans de l'alcool 

50 ~ pour une inclusion en paraffine sont ~ la port6e 
de tousles  pathologistes. Une m6thode ne peut pr6- 
tendre se d6velopper que si les moyens mis en oeuvre 
sont simples. La formation pr6alable des 6choendo- 
scopistes s'est limit6e 5 quelques s6ances de travail au 
microscope multi-t~tes. Le but de cette formation est 
de reconna~tre les cellules 6pith61iales parmi tousles 
616ments constitutifs des 6talements obtenus par 
ponction sous 6choendoscopie  digestive, puis de 
juger de la contamination cellulaire par le mat6riel 
digestif. Assez rapidement ,  les 6choendoscopistes 
r6v61ent des qualit6s d 'analyse microscopique 
convaincantes, car ces hommes pratiquent l'analyse 
d'image h longueur de journ6e. Tr~s rapidement, leur 
6valuation de la cellularit6 du pr616vement atteint un 
niveau satisfaisant, et il faut m~me calmer leurs ambi- 
tions puisqu'ils sont tent6s par le diagnostic. 

Pour le pathologiste, cette participation active de 
l '6choendoscopiste est tr6s positive. Elle se traduit 
par une am61ioration quantitative et surtout qualita- 
tive des 6talements. L'6choendoscopiste am61iore la 
qualit6 de son 6talement color6 par le bleu de tolui- 
dine et par voie de cons6quence tousles  6talements. 

En effet, si la lame jug6e la plus mauvaise h l'oeil est 
consid6r6e comme cellulaire au bleu de toluidine, les 
autres 6talements sont pratiquement toujours de bien 
meilleure qualit6. Ceci explique la qualit6 des r6sul- 
tats quand la premiere lame est jug6e satisfaisante. 
Cette prise en charge de la qualit6 du pr616vement 
par le pr6leveur pe rmet  6galement une meilleure 

82 V o l u m e  3 5  - N ~ 1 - 2 0 0 5  A c t a  E n d o s c o p i c a  



comprdhension mutuelle des probl~mes pos6s par la 
pathologie. 

Dans notre pratique, le diagnostic final est prati- 
quement toujours assur6 sur les 6talements. Sur notre 
s6rie de 100 patients, seul un cas n'a 6t6 diagnostiqu6 
que sur coupe histologique. 

Par contre, l 'apport du cellblock est indiscutable 
lorsque le recours aux immunomarquages est utile ou 
n6cessaire au diagnostic. Le diagnostic de carcinome 
endocrine est ais6 sur les 6talements car l'architecture 
des 6talements et la morphologie cellulaire sont sp6- 
cifiques, mais il est s6curisant de confirmer le dia- 
gnostic par la raise en 6vidence d'une s6cr6tion neu- 
roendocrine. Pour le diagnostic de tumeur kystique et 
papillaire du pancr6as (diagnostic diff6rentiel du car- 
cinome endocrine),  l 'apport  des marquages est 
encore plus significatif. 

Pour les tumeurs conjonctives, l'apport de la coupe 
histologique et des marquages est significatif. Le dia- 
gnostic de tumeur stromale (GIST) ne peut se passer 
des marquages CD34 et CDl17. 

En fair, l'id6al est d'associer les qualit6s des deux 
m6thodes cytologiques et histologiques. 

Reste la question de l'utilisation de la cytologie en 
couche mince ou cytologie en milieu liquide. A notre 
avis, les avantages de la m6thode sur la qualit6 cellu- 
laire ne compensent pas la perte des informations 
r6sultant de la mise en suspension du pr61~vement et 
du nettoyage cons6cutif soit ~ la filtration soit ~ la 
centrifugation diff6rentielle. Ces techniques font par- 
tie de notre activit6 en routine depuis plusieurs 
ann6es. Si elles ont apport6 la preuve de leur int6r~t 
en gyn6cologie, il ne s'agit pas pour autant d 'une 
m6thode universelle. 

CONCL USION 

Le produit de la ponction sous 6choendoscopie 
digestive est pr6cieux. I1 faut s'assurer de sa repr6sen- 
tativit6 et utiliser des techniques adapt6es pour un 
diagnostic optimal. 

L'examen en extemporan6 des 6talements par les 
6choendoscopistes est une solution pragmatique et 
efficace. L'association cytologie par 6talement et 
inclusion en paraffine permet par la suite de rester 
dans ce registre de l'efficacit6 et de la simplicit6. 

WHAT A R E  THE POSSIBLE TECHNICAL 
SOLUTIONS WHEN THE MATERIAL IS 

IN THE NEEDLE? 

The choice is conditioned by the pathologist's expe- 
rience. All pathologists do not have indeed the same 
approach as cytology is not systematically taught. The 
cytological practice in routine is therefore an individ- 
ual characteristic and this leads to diametrically oppo- 
site conceptions concerning efficiency o f  different 
techniques. 

Once the tissue material is collected in the needle, it 
can either be placed in a fixative liquid solution or 
spread on a slide. 

Smearing on slides 

The smearing on a slide is easy for a cytologist. The 
advantages are known. As a matter of  fact, cellular 
morphology is not the only criteria permitting a diag- 
nosis. Architecture o f  the specimen on slide is some- 
times fundamental as is also environment. Necrosis 
and sediments o f  the specimen contribute to the diag- 
nosis. When in suspension material deprives the cytol- 
ogist o f  this knowledge. Once the material is spread on 
the slide it is necessary to choose the staining that con- 
ditions the mode of  fixing. 

The Papanicolaou staining supposes a careful 
fixing. 

The pure Giemsa staining only requires air-dried 
slides. 

The drawback of cytology on slides lies in the inabil- 
ity to use immunomarkers. We cannot therefore limit 
ourselves to this technique. 

Deposit  in a fixative liquid 

Alcohol fixative 

For both cytology techniques using thin layer (cytol- 
ogy in liquid environment) approved by the FDA it is 
necessary to put the material into a special liquid. 
These liquids, protected by patents, contain water, 
alcohol and other components kept secret. I f  we want 
to collect a part o f  the specimen without using these 
thin layer techniques, the tissue can simply be collected 
in 50 ~ alcohol 

Thin layer cytology: these 2 techniques are subject of  
very precise protocols using either filtration or differ- 
ential sedimentation. 

Centrifugation and spreading on slide: but smearing 
does not allow for the rational use of  immunomarkers. 
Indeed if it is possible to obtain good immunomarking 
on cytological smears, it is impossible to know, before 
they are processed, whether the slides contain signifi- 
cant cells. Furthermore in France this technique is not 
reimbursed. 

Centrifugation and inclusion in paraffin: Cellular 
sediments obtained by centrifugation are included in 
paraffin which opens all possibilities for traditional 
histology, and therefore a rational use o f  immuno- 
markers. 
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Formalin or equivalent 

Paraffin embedding and traditional histology. 

To assess the quality of the specimen, an on-site 
examination is mandatory 

The aim of  this examination is not give a diagnosis 
but to determine if the specimen is satisfactory in term 
of  cellularity. 

By a cytopathologist on site: the pathologist will be 
able to decide o f  the quality of  the specimen which is 
the aim of  the examination, but also in a certain num- 
ber of  cases to give a diagnosis. I f  the presence of  a 
cytopathologist in the endoscopic room is attractive, in 
practice this condition can rarely be achieved. It is pos- 
sible in a hospital but not in private practice. 

By the gastroenterologist: the assessment of  the cel- 
lularity of  the slides by the endosonographer supposes 
a previous training but it is a realistic alternative. Only 
a microscope and toluidine blue, a dye used by pathol- 
ogist in routine, are needed. 

LYON'S EXPERIENCE BY B. PUJOL, 
B. NAPOLI~ON, M. LABADIE 

This experience privileged simplicity and universal- 
ity. For the simplicity of  technical choice, we chose to 
divide the specimen in two parts. A part is spread on 3 
to 4 air-dried slides. The other part is placed in a small 
flask with 50 ~ alcohol 

The choice o f  smearing rather than cytology in liq- 
uid environment, allows for an immediate examina- 
tion of  the slide by the endosonographer. The slide 
which is considered by the operator as containing 
poorer material is stained with toluidine blue, which 
takes a few seconds, then examined on the microscope, 
which takes less than one minute. 

I f  the specimen is cellular it is possible in a non- 
experimental context to stop puncturing, otherwise 
another FNA is performed until obtaining a satisfac- 
tory material within the limit of  5 passages. In practice 
this approach permits to limit the number of  passages 
since the first passage is satisfactory in 86 %. 

In the pathology lab we receive therefore 3 to 4 slides 
for each passage, one o f  which is already stained by 
toluidine blue and a small flask of cellular material in 
suspension in 50 ~ alcohol Al l  slides are stained with 
pure Giemsa after having bee f x e d  with methanol for 
45 minutes. The juxtaposition of  the 2 colorants tolui- 
dine blue and Giemsa produces a little more intense 
coloration, but of  good quality. 

The alcoholic suspension will be centrifuged (2600 
revolutions per 15 minutes). The supernatant is com- 
pletely removed. The cellular sediments are then inti- 
mately mixed (vortex) to the two components of  the 
Cytoblock kit (Thermo Shandon), in order to get a 

sort o f  jelly containing the cells. This material can 
then be considered as a biopsy and processed like as 
such by paraffin embedding. Serial sections and 
immunomarkers can be used according to further 
needs. 

DISCUSSION 

We made the choice o f  simplicity because staining 
smears by Giemsa and setting in suspension a part of  
the specimen in 50 ~ alcohol for paraffin inclusion is 
accessible to all pathologists. A method can become 
widespread if it required simple means. Preliminary 
training of  the endosonographers was limited to some 
work sessions with a multihead microscope. The goal 
of  this training was to be able to recognize the epithe- 
lial cells among all constituents o f  the smear obtained 
by EUS-FNA, then to be able to evaluate a cellular 
contamination by digestive material Endosonogra- 
phers quickly reveal qualities in microscopic analysis, 
because of  their practice with image analysis all day 
long. Very quickly their assessment o f  the specimen 
reaches a satisfactory level, and it is even necessary to 
calm their ambitions since they are tempted to assess 
the diagnosis. 

For the pathologist this active collaboration o f  the 
endosonographer is very positive. It results in a quan- 
titative and especially qualitative improvement o f  
smears. The endosonographer improves the quality of  
his~her smearing, stained with toluidine blue and as a 
consequence o f  all smears. 

Indeed if  the slide badly judged at first sight is 
revealed as cellular by toluidine blue, the others smears 
have all chances to be o f  much better quality. This 
explains the quality o f  the results when the first slide is 
judged satisfactory. This assessment of  the quality of  
the smear by the technician also permits a better 
mutual understanding of  the problems encountered 
with the pathology. 

In our practice the final diagnosis is practically 
always assessed on smears. On our series of  lO0 pa- 
tients only one case was diagnosed by means of  histo- 
logical series. On the other hand the contribution of  
the cellblock is essential when the need for immuno- 
markers is useful or necessary to the diagnosis. 
Endocrine carcinoma diagnosis is easy on smears 
because the architecture and the cellular morphology 
are specific, but it is a further security to confirm the 
diagnosis by demonstrating a neuroendocrine secre- 
tion. Concerning the diagnosis o f  cystic tumour and 
papillary tumour o f  the pancreas (differential diagno- 
sis of  endocrine carcinoma) the markers contribution 
is even more meaningful. 

For the conjunctive tumours the contribution of  his- 
tology and markers is meaningful. Diagnosis of  stro- 
mal tumour (GIST) cannot be made without CD34S 
and CDl l  7S markers. 

In fact, the ideal would be to combine the qualities 
o f  both cytological and histological methods. The 
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question remains about the use of thin layer cytology 
or cytology in liquid environment. According to us the 
advantages of  the method on the cellular quality do not 
compensate the loss of  information resulting from the 
setting in suspension of  the specimen and the consecu- 
tive cleaning either during filtration or during differen- 
tial centrifugation. These techniques are part of  our 
activity in routine since several years. I f  they brought 
the proof o f  their interest in gynaecology, it is not how- 
ever a universal method. 

CONCLUSION 

The material of  EUS-FNA is precious. It is neces- 
sary to make sure of  its good cellularity and to process 
it with adequate techniques for an optimal diagnosis. 

Extemporaneous examination of  smears by the 
endosonographer is a pragmatic and efficient 
response. The combination of  spreading cytology and 
paraffin embedding allows afterwards staying in this 
register of  efficiency and simplicity. 
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