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Merci à toi, mon grand Amour (puisque maintenant il y a aussi mon petit Amour). Tu es ma 

famille, mon ancre, mon roc. Tu es profondément bon et avenant. J’admire ton calme lors des 

situations compliquées, ta culture, tes néologismes plus imaginatifs les uns des autres, le fait que 

tu puisses me supporter (comme le disent certains). J’admire le fait que l’on ait pu construire 

autant de belles choses tous les deux entre la maison, ce foyer que nous choyons de jour en jour 

et une vraie vie de famille avec le bébé, le chien et la scénic. Plus concrètement, merci de m’avoir 

aidé à remplir les tableaux avec les résultats de ma thèse, relu les abstracts, les dossiers 

progressifs, le mémoire et j’en passe. Merci pour ton soutien et tes mots réconfortants, merci 

pour avoir géré toute l’intendance lors du retour de la maternité. Merci de t’occuper aussi bien 

de ta famille entre Camille, RomyChou et moi.  

Et puis merci à toi Camille, ma petite merveille, mon crapaud-poulet, que j’ai attendu et chéri 

pendant 9 mois + 1 jour. Que n’ai-je pas été déçu lorsque je t’ai vu, tu m’as inondé de bonheur 

et d’amour d’un coup. Tu es parfait à mes yeux et tu l’as été dès le début en restant bien sage et 

me permettant de travailler. J’espère pouvoir être la maman que tu mérites, j’espère plus que 

tout pouvoir être à la hauteur.  
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INTRODUCTION  

Caractérisations épidémiologiques des carcinomes basocellulaires (CBC) 

Les CBC et les carcinomes épidermoïdes (CE) sont des tumeurs cutanées non 

mélanocytaires qui se développent à partir des kératinocytes soit au niveau de la couche basale 

(pour les CBC) soit au niveau des couches plus superficielles (pour les CE). Les CBC sont les plus 

fréquents avec un ratio de 2/3 et ce sont les cancers les plus répandus tout type confondu, à 

travers le monde. Ils surpassent la prévalence de tous les autres types de cancers. De plus, de 

nombreuses études ont montré que l’incidence mondiale augmentait d’année en année. En effet, 

en Europe, des études rapportent que la fréquence des CBC s’élève chaque année depuis 40 ans 

avec une augmentation de l’incidence de 5,5% par an (1). Une mise à jour récente des 

recommandations allemandes dans le diagnostic et la prise en charge des CBC définit l’incidence 

actuelle à 200 nouveaux patients pour 100000 habitants par an (2). L’Amérique du Nord semble 

avoir la même tendance que l’Europe avec une incidence aux Etats-Unis augmentant 

annuellement de 4 à 8% (1). L’incidence des CBC en Australie est plus élevée que dans le reste 

du monde avec un taux de 884/100000 habitants par an en 2002 (soit 10 fois les chiffres 

enregistrés aux Royaume-Unis) (3). En France, les données épidémiologiques sont parcellaires. 

En effet, l’estimation du nombre de cas diagnostiqués de CBC est difficile car peu sont recensés 

dans les registres de cancers (n’ayant pas tous une analyse histologique sur biopsie ou sur pièce 

opératoire). Cependant, les données d’activité hospitalière permettent d’estimer à plus de 70 

000 le nombre de nouveaux cas annuels de carcinomes cutanés (CBC et CE) diagnostiqués selon 

l’Institut National du Cancer en 2011. Inversement, le taux de mortalité est exceptionnellement 

bas par rapport aux autres cancers (2,3), par exemple, au Danemark, il approche les 0,02 pour 

100000 habitants (4). 

Les CBC peuvent se développer tôt dans la vie soit de façon sporadique soit dû à des 

génodermatoses bien spécifiques. Toutefois, l’âge est un facteur de risque indépendant, et 

l’incidence des CBC double entre 40 et 70 ans (3). Bien qu’homme et femme soient affectés, les 

CBC semblent plus atteindre le sexe masculin. En effet, une large étude aux Etats-Unis stratifiée 

sur le sexe a montré qu’entre 1986 et 2006, l’incidence des CBC est passée de 519 à 1019 cas 

pour 100000 femmes par an versus 606 à 1488 cas pour 100000 hommes par an (1). Outre l’âge 

et le genre, la photoexposition est considérée comme étant un des facteurs de risque majeurs 

pour le développement des CBC telle que l’exposition chronique ou intermittente intense (coups 

de soleil ou cabine d’UV) (2). Les phototypes I et II selon la classification de Fitzpatrick (peau 
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claire, cheveux roux ou blonds, couleur d’yeux clairs, incapacité à bronzer et propension à 

développer des taches de rousseur) sont également des facteurs de risque.  En effet, le 

phénotype cutané joue un rôle important dans la survenue des CBC lié aux expositions aux UV. 

Par exemple, aux Etats-Unis, le risque de développer un CBC au cours de la vie est estimé à 20% 

et en particulier 30% dans les populations à peau claires (1). Il existe également d’autres facteurs 

de risque : antécédent personnel de CBC, exposition chronique à l’arsenic, exposition aux 

radiations ionisantes, immunodépression sur une longue durée, syndromes génétiques 

(neavomatose basocellulaire, xeroderma pigmentosum,…) (2).  

Caractéristiques cliniques et histopathologiques des CBC 

Les CBC sont marqués par une hétérogénéité clinique sans symptomatologie spécifique 

(d’aucun symptôme à douloureux en passant par prurit ou sensibilité légère). Dans l’article de 

Cameron et al., les auteurs définissent 8 sous-types cliniques avec leurs corrélations 

histopathologiques (tableau I) : nodulaire, superficiel, infundibulokystique, fibroépithélial, 

sclérodermiforme, infiltrant, micronodulaire, basosquameux(1). Les CBC sont essentiellement 

localisés sur les zones photoexposées mais peuvent aussi se développer sur la peau non exposée 

au soleil. Le sous-type le plus commun est le CBC nodulaire retrouvé à une fréquence de 50% à 

80%. Le sous-type superficiel est le deuxième CBC le plus fréquent, entre 10 et 30%. Les 10 à 20% 

restant correspondent aux autres sous-types.  

Sous-types Localisation 
principale 

Description clinique Description 
histopathologique 

Nodulaire Tête et cou Papule perlée, brillante 
ou nodule à surface lisse, 
bordures épaissies, 
télangiectasies 
arborescentes  

Nids tumoraux de cellules 
basales dans le derme avec 
agencement palissadique en 
périphérie. Stroma +/-
inflammatoire contenant 
des cellules organisées 
autour des nids tumoraux.  

Superficiel tronc Plaque érythémato-
squameuse bien 
circonscrite avec parfois 
un centre clair et des 
bordures légèrement 
épaissies.  

Foyers multiples de cellules 
tumorales basaloides à 
agencement palissadique 
attachées à l’épiderme avec 
un aspect parfois d’infiltrat 
lichénoide.  

Infundibulokystique Tête et cou 
des 
personnes 
âgées  

Papule perlée bien 
circonscrite 

Brins bien circonscrits de 
cellules basaloides et 
structures mal limitées à 
type de kyste 
infundibulaire.  
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Tableau I Localisation, clinique et histopathologie des sous-types de CBC selon Cameron 

et al.   

Fibroepithélial Tronc Plaque érythémateuse 
sessile ou 
papulonodulaire 

Multiples collections de 
fines travées de cellules 
tumorales basaloides 
arrangées selon un patron 
réticulaire au milieu du 
stroma  

Sclérodermiforme Tête et cou Plaque infiltrée 
sclérodermiforme à 
bordures mal limitées et 
surface brillante 

Les travées de cellules 
basaloides sont entourées 
d’un stroma scléreux riche 
en collagène. L’agencement 
palissadique est 
généralement absent.  

Infiltrant 
trabéculaire 

 Plaque indurée, épaissie 
ou déprimée de couleur 
blanche, jaune ou rose 
pâle avec parfois croutes, 
érosions, ulcérations 
sous-jacentes  

Les travées de cellules 
tumorales basaloides sont 
enchâssées dans un stroma 
bien inflammatoire 

Infiltrant 
micronodulaire 

 Macule ou papule 
érythémateuse 

Multiples petits agrégats de 
cellules tumorales 
basaloides dans le derme 
avec agencement 
palissadique et fente de 
rétraction conservés  

Métatypique ou 
basosquameux 

Tête et cou  Patron histologique 
similaire aux sous-types 
nodulaire ou superficiel 
avec une composante 
invasive à type de 
carcinome épidermoide 

 

 

Le risque de récidive et le caractère agressif permettent de définir les facteurs de mauvais 

pronostic des CBC, ils sont identifiés pour chaque tumeur diagnostiquée cliniquement et plus ou 

moins histologiquement, puisqu’en effet il existe des situations particulières où la biopsie n’est 

pas considérée comme nécessaire. Dans les autres cas, les biopsies cutanées à visée diagnostique 

sont obligatoires : 

➔ Lorsque le diagnostic clinique n’est pas certain 

➔ Lorsque le traitement choisi n’est pas chirurgical  

➔ Pour les lésions avec des critères cliniques de mauvais pronostic 

➔ Lorsque le geste chirurgical nécessite une reconstruction importante  
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La biopsie par incision ou punch doit être suffisamment profonde pour emporter le derme 

réticulaire afin de rechercher une éventuelle composante infiltrante et identifier au mieux le 

sous-type histologique.  

Les facteurs de mauvais pronostic incluent des paramètres cliniques : taille, localisation 

(extrêmité céphalique et zones péri-orificielles) (figure I), bordures mal ou bien limitées, 

antécédents du patient (récidive, antécédent personnel et familial de CBC, antécédent de 

radiothérapie sur le site tumoral, génodermatoses avec prédisposition à la prolifération de CBC) 

et les sous-types histologiques de mauvais pronostic (slcérodermifome, infiltrant, métatypique).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

On distingue ainsi 3 groupes pronostiques en fonction : du risque de récidive, du risque 

d’envahissement local en cas de récidive, de la difficulté de prise en charge thérapeutique en cas 

de récidive (5): 

· Groupe de mauvais pronostic : 

- signes cliniques : sclérodermiforme ou mal limité ; 

- histologie : sclérodermiforme, infiltrant, métatypique ; 

- récidive (sauf CBC superficiels) ; 

- CBC nodulaires > 1 cm sur zone à haut risque de récidive (nez et zones péri-orificielles de 

l’extrémité céphalique). 

Figure I Localisation des zones à haut risque ou zone H en bleu (extrémité 
céphalique : zones péri-orificielles, tempes, nez et angles mandibulaires). Les 
localisations à risque intermédiaire sont le front, les joues, le menton, le cuir 
chevelu et le cou et les zones à bas risque sont le tronc et les membres. 
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· Groupe de bon pronostic : 

- CBC superficiels primaires et tumeur de Pinkus ; 

- CBC nodulaires primaires : 

< 1 cm sur zone à risque intermédiaire de récidive (front, joue, menton, cuir chevelu et 

cou), 

< 2 cm sur la zone à bas risque de récidive (tronc et membres). 

· Groupe de pronostic intermédiaire : 

- CBC superficiels récidivés ; 

- CBC nodulaires : 

< 1 cm sur zone à haut risque de récidive,  

> 1 cm sur zone à risque intermédiaire de récidive, 

> 2 cm sur zone à bas risque de récidive. 

Le pronostic d’un CBC influence le choix du traitement : traitement local non invasif 

(photothérapie dynamique -PDT- , imiquimod, cryothérapie, radiothérapie) traitement local 

invasif (chirurgie standard avec des marges d’exérèse dépendant du pronostic du CBC, 

cryochirurgie, chirurgie micrographique), traitement systémique (thérapie ciblée, 

immunothérapie, chimiothérapie) (2). 

Stratégie thérapeutique et dépenses liées à la prise en charge des CBC  

De nombreux traitements sont disponibles selon le pronostic du CBC, les traitements déjà 

essayés et le terrain du patient (comorbidités, âge, …) En France, l’efficacité thérapeutique est 

évaluée en fonction du risque de récidive en analysant la survie à 5 ans. Par exemple, pour les 

tumeurs primaires, le taux de récidive avoisine 1% avec la chirurgie micrographique de Mohs 

(CMM), 5 à 10% avec la chirurgie classique, la radiothérapie et la cryochirurgie. Pour les tumeurs 

récidivantes, le risque est de 5% avec la CMM et 10 à 20% avec la chirurgie standard et la 

radiothérapie (5) (figure II).  
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Toutes ces procédures ne sont pas sans coût et de manière concomitante à 

l’augmentation de l’incidence des CBC, la prise en charge financière a augmenté aussi. Par 

exemple, une étude a comparé aux Etats-Unis les dépenses médicales liées aux traitements des 

cancers cutanés entre 2002 et 2006 et 2007 et 2011.  Tout d’abord, les auteurs ont noté que le 

nombre d’adultes traités pour un cancer cutané avait augmenté de 3,4 millions entre 2002 et 

2006 et 4,9 entre 2007 et 2011 (p<0,001). Pendant ces périodes, les coûts secondaires aux 

traitements des cancers cutanés avaient augmenté de 3,6 milliards à 8,1 milliards de dollars 

(p=0,001) soit une augmentation de 126,2% alors que les coûts liés à la prise en charge des autres 

cancers avaient augmenté de 25,1%. Entre 2007 et 2011, près de 5 millions d’adultes par an ont 

été traités pour un cancer cutané avec une moyenne annuelle de dépenses de 8,1 milliards de 

dollars dont 4,8 milliards pour les carcinomes cutanés et 3,3 milliards pour les mélanomes (6). 

Les coûts de prise en charge dépendent du traitement choisi. Une étude américaine a calculé les 

coûts moyens de traitement pour un CBC localisé sur le visage au niveau de la joue incluant les 

frais liés à la biopsie, à la cicatrisation et reconstruction et le suivi. Les différents prix sont résumés 

dans le tableau suivant (tableau II) (7) : 

 

 

 

Figure II Schéma thérapeutique proposé lors de la mise à jour des recommandations 
européennes de prise en charge des CBC (7). 
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Tableau II Moyenne des coûts des différents traitements des 

CBC aux Etats-Unis en 2008.  

Types de traitement Prix ($) 

Curetage – éléctrocoagulation 471 

Imiquimod topique  959 

Exérèse en cabinet 
libéral 

Avec réparation 
immédiate 

1006 

Avec réparation lors d’un 
deuxième temps 

1170 

Chirurgie micrographique de Mohs 1263 

Chirurgie au bloc opératoire 3085 

Radiothérapie 2591-3460 

 

 

Ainsi, non seulement la phase thérapeutique est couteuse mais également le temps 

diagnostique lorsqu’une une biopsie cutanée est réalisée. De plus, le diagnostic histologique 

nécessite un temps de préparation du tissu et d’interprétation qui décale d’autant la prise en 

charge thérapeutique.  

Nouvelles technologies pour l’imagerie du carcinome basocellulaire  

Outre la dermatoscopie utilisée au quotidien par les dermatologues, des nouvelles 

technologies d’imagerie ont émergé pour explorer le carcinome basocellulaire depuis une 

vingtaine d’années, fournissant une façon rapide de diagnostiquer et vérifier l’efficacité de 

traitement des CBC.  Il y a, en effet, de nombreuses approches telles que la tomographie par 

cohérence optique (OCT), la spectroscopie Raman, la microscopie à laser multiphoton et la 

microscopie confocale in vivo et ex vivo. L’article de Rossi et al. explique en effet les modes de 

fonctionnement de ces différentes techniques d’imagerie (8) : 

- La tomographie par cohérence optique est une technique d’imagerie non invasive et 

applicable ex vivo qui permet de visualiser l’épiderme et le derme papillaire jusqu’à une 

profondeur de 2mm en utilisant comme source lumineuse une lumière à faible 

cohérence. L’OCT exploite les propriétés de diffusion de la lumière des structures de la 

peau, ce qui permet de les visualiser. L’OCT peut être utilisée pour diagnostiquer des CBC 

et d’autres cancers cutanés. Ce dispositif d’imagerie visualise en effet les nids tumoraux 

des CBC superficiels et intradermiques qui sont séparés du tissu environnant par des 

zones d’ombres plus sombres. L’OCT a également été évaluée pour caractériser et 

différencier les sous-types histologiques des CBC (9).  
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- La spectroscopie Raman (SR) est un autre outil d’imagerie applicable ex vivo qui exploite 

les différences de diffusion de la lumière des structures cutanées. Chaque structure 

génère une énergie vibratoire différente correspondant à un pic spectral, le signal Raman. 

Ces spectres vibratoires sont sensibles aux structures moléculaires d’un prélèvement 

biologique, aux interactions et modifications chimiques qui pourraient avoir lieu dans un 

tissu cancéreux. En effet, il peut y avoir des altérations cellulaires telles qu’une 

augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique, des désordres de la chromatine, et une 

augmentation de l’activité métabolique pouvant être détectés par la SR. Cette 

technologie est toutefois considérée comme chronophage. Gniadecka et al. ont rapporté 

l’utilisation de la SR pour détecter des CBC et les modifications biochimiques associées 

incluant des altérations lipidiques, protidiques telles que des changements des amides et 

du collagène (10). 

- La microscopie à laser multiphoton est une technologie qui agit en excitant la 

fluorescence du prélèvement par l’absorption simultanée de deux photons ou plus en 

lumière infrarouge. Les images sont générées en deux dimensions en balayant la zone 

d’excitation à travers le spécimen. La résolution spatiale est considérée comme similaire 

à la résolution histopathologique. Patalay et al. ont rapporté l’utilisation du laser 

multiphoton pour détecter des CBC par rapport à la peau normale. Avec cette technique, 

diagnostiquer les CBC était possible avec une sensibilité de 79% et une spécificité de 93% 

(11).  

- La microscopie confocale a été l’une des technologies les plus étudiées pour ses capacités 

diagnostiques haute résolution en particulier pour le CBC où une visualisation 

anatomopathologique de la tumeur est possible de façon non invasive et en temps réel.  

La microscopie confocale in vivo permet en effet de visualiser à l’échelle microscopique 

les couches cutanées proches de la surface (jusqu’à la partie superficielle du derme 

réticulaire) offrant ainsi de nouvelles possibilités pour diagnostiquer et évaluer la 

progression des lésions. La microscopie confocale peut aussi être utilisée en ex vivo en 

temps réel lors de la consultation avec le patient sur tissu fraichement excisé mimant un 

échantillon congelé ou fixé dans du formol inclus dans de la paraffine sans altérer le tissu 

pour une préparation histopathologique classique ultérieure en vue d’une analyse au 

laboratoire. La microscopie confocale ex vivo (MCEV) a surtout été testée et utilisée en 

tant qu’outil thérapeutique pour le contrôle des marges d’exérèse des CBC opérés en 

CMM (12–14). En effet, des auteurs suggèrent que la MCEV pourrait évoluer comme un 
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moyen attractif supplémentaire voire alternatif à l’analyse extemporanée sur tissu 

congelé au cours de CMM (15).  

Le tableau III issu de la revue de la littérature de Malvehy et al. qui présente les 

applications techniques de la MCEV et positionne cette technologie parmi les autres dispositifs 

d’imagerie, explique les caractéristiques des différentes méthodes optiques utilisées à l’heure 

actuelle en pathologie chirurgicale ex vivo (16) : 

 

 

Méthodes Principe 
optique 

Contrastes 
intrinsèque 
ou 
extrinsèque 

Détails 
cellulaires 

Images 
similaires à 
l’histopathologie 
conventionnelle 
en H&E 

Appareils 
dans le 
commerce  

OCT Acquisition 
d’images par 
interférométrie 
mesurant le 
délai d'écho et 
l'intensité de la 
lumière 
rétrodiffusée 
par les tissus 

Intrinsèque Non Non Perimeter 
medical 
imaging, 
Toronto, 
Ontario 
Canada; 
LLTech, Paris, 
France 

SR Visualisation 
d’un contraste 
chimique créé 
par les 
propriétés 
vibratoires des 
molécules 
stimulées par 
des photons 

Intrinsèque Oui Non Invenio 
Imaging Inc, 
Santa Clara, 
Californie 

Microscopie à 
laser 
multiphoton 

Excitation de la 
fluorescence 
des tissus par 
l’absorption de 
photons 

Intrinsèque 
et 
extrinsèque 

Oui Oui DermaInspect, 
JenLab GmbH, 
Jena, Germany 

MCEV Un laser 
concentré par 
une lentille 
balaie la cible 
dans un plan 
focal conjugué 
au plan focal de 
l’objectif 
participant à la 
formation 
d’une image 

Intrinsèque 
pour la 
réflectance, 
extrinsèque 
pour la 
fluorescence 

Oui Oui VivaScope 
2500, Caliber 
Imaging and 
Diagnostics, 
Inc Rochester, 
New York; 
Histology 
Scanner, 
SamanTree 
Medical SA, 
Switzerland 

Tableau III Caractéristiques des différents dispositifs d’imagerie ex vivo dans le domaine de 

la dermatologie actuellement disponibles dans le commerce. 
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La MCEV travaille selon deux modes : réflectance et fluorescence. Une image numérique 

est formée via deux lasers qui émettent des rayons lumineux à deux longueurs d’onde différentes 

et pénètrent le tissu selon deux modes (réflectance et fluorescence simultanément). Le mode 

réflectance est obtenu via l’émission d’une longueur d’onde de 785 nm et met en évidence les 

différentes structures anatomiques d’un tissu donné grâce aux indices de réfraction naturels des 

unités sous-cellulaires. Les structures de la peau servent ainsi d’agents de contraste endogènes, 

en particulier la mélanine, les noyaux, le collagène et les fibres élastiques. Le contraste peut être 

acquis également avec des agents particuliers (acide acétique, chlorure d’aluminium, acide 

citrique). Le mode fluorescence est émis après stimulation par une longueur d’onde de 488 nm. 

Ce mode est basé sur l’utilisation de fluorochromes, agents de contraste exogènes tels que 

l’acridine orange, qui colorent les noyaux, et renforcent le contraste des kératinocytes, annexes, 

fibroblastes, cellules tumorales par rapport au tissu environnant (17). Ainsi, le mode combiné ou 

simultané (correspondant à l’association de ces deux modes) augmente l’observation de 

l’ensemble des détails nucléaires, cytoplasmiques et du stroma. Depuis ces dernières années, 

une nouvelle visualisation des images est également possible : il s’agit de la coloration digitale 

des images multimodales en pseudo-couleur mimant l’histopathologie classique avec 

hématoxyline et éosine (H&E) (18–22). Les couleurs violet et rose de ces deux colorations ont été 

adoptées pour optimiser la visualisation des structures cellulaires et non-cellulaires 

respectivement et ainsi refléter le mieux possible les images histologiques classiques. Le mode 

fluorescence peut être attribué à la couleur violet associée aux noyaux et aux tumeurs fortement 

nucléées alors que le mode réflectance peut correspondre à la couleur rose associée au 

cytoplasme et collagène dermique (23) (figure III).  
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Cette technologie a surtout été étudiée pour évaluer l’acuité diagnostique à détecter des 

CBC ou des CE sur des lésions opérées en CMM (22) ou pour contrôler les marges d’exérèse ce 

CBC opérés en CMM (21). Dans ce dernier article, les auteurs ont également évalué l’acuité 

diagnostique de la MCEV en mode fluorescence et coloration digitale pour détecter des CBC sur 

22 punchs biopsiques. Toutefois, à notre connaissance, la MCEV en mode combiné (fluorescence 

et réflectance) avec coloration digitale n’a jamais été testée en tant qu’outil diagnostique sur des 

lésions cliniquement suspectes de CBC.  

C’est pourquoi, nous voulions explorer davantage les capacités de la MCEV en coloration 

digitale et mode combiné pour diagnostiquer des CBC sur des biopsies de lésions cliniquement 

suspectes avant prise en charge chirurgicale. Ainsi, la MCEV pourrait être utilisée en temps réel 

lors de la consultation avec le patient pour lui rendre à ce moment-là un diagnostic 

anatomopathologique.  

L’objectif primaire de notre étude était d’évaluer l’acuité diagnostique de la MCEV pour 

détecter des foyers de CBC sur des biopsies de lésions suspectes cliniquement, grâce aux critères 

Figure III Schéma simplifié expliquant le mode de fonctionnement du 
microscope confocal ex vivo en mode combiné et coloration digitale. 
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élaborés par Bennàssar et al.(24), entre un interne de dermatologie, un dermato-pathologiste 

comparativement au gold standard (l’examen histologique au microscopique optique sur tissu 

fixé et coloré en H&E). Les objectifs secondaires étaient de déterminer le sous-type histologique 

comparé au gold standard, la profondeur tumorale selon les niveaux de Clark et le niveau de 

profondeur de la biopsie visualisé avec la MCEV comparé au gold standard.    
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MATERIELS ET METHODES 

1) Population étudiée   

Cette étude prospective descriptive monocentrique a inclus 66 patients avec 106 

prélèvements entre le 11 Juillet et le 12 Novembre 2019 dans le service de dermatologie du 

Centre Hospitalo-Universitaire (CHU) de Nîmes après accord et signature d’un consentement 

écrit (cf Annexe). Les lésions suspectes de CBC ont été biopsiées avant traitement chirurgical. 

La base de données CBC a été créée à partir d’un masque de saisie sur le logiciel Epidata 

®3.1, dans ce masque de saisie étaient renseignés les critères d’inclusion suivants : âge ≥ 18 ans, 

lésions cutanées avec signes cliniques évocateurs de CBC relevant d’un traitement chirurgical. 

Les patients étaient exclus s’ils refusaient de participer à l’étude.    

Les caractéristiques démographiques des patients (âge, sexe) ont été recueillies ainsi que 

les caractéristiques cliniques des lésions (localisation, statut primaire ou récidivant). 

Toutes les procédures conduites dans cette étude impliquant des patients ont été 

réalisées après avis favorable du comité local d’Interface Recherche Bioéthique (IRB).  

2) Préparation des échantillons 

Les tissus provenaient de biopsies cutanées réalisées au punch sur des lésions 

cliniquement suspectes de CBC. La taille des échantillons variait de 2 à 4 mm selon le diamètre 

du punch utilisé. Les prélèvements étaient initialement préparés pour l’acquisition des images 

au microscope confocal ex vivo et puis dans un deuxième temps pour l’analyse histopathologique 

standard. La préparation des tissus et acquisition des images via la microscopie confocale étaient 

réalisées au sein du service de dermatologie juste après la biopsie cutanée où les échantillons 

étaient directement incubés dans une solution saline isotonique jusqu’au moment de la 

préparation pour la microscopie confocale ex vivo : les prélèvements étaient immergés dans de 

l’acide acétique dilué à 50% pendant 10 à 20 secondes, puis rincés au sérum physiologique 

pendant 20 secondes puis immergés dans l’acridine orange à 1mmol/L pendant 10 à 20 secondes 

également, selon le protocole de Perez-Anker et al (25) (figure IV). Le temps d’immersion 

dépendait de la taille de l’échantillon.  

 

 



36 
 

Figure IV Protocole de préparation 

des échantillons pour la MCEV :  

 

A. Immersion dans de l’acide 
acétique dilué à 50% -> 10 à 20 sec  

B. Rinçage dans un sérum salé 
isotonique -> 20 sec  

C. Immersion dans le colorant 
fluorescent, l’acridine orange -> 10 
à 20 sec  
 

  

 

 

 

 

 

 

 

Ensuite, chaque prélèvement était disposé entre deux lames de façon bien étalée pour 

visualiser toute la hauteur de l’épiderme et du tissu sous-jacent. On pouvait s’aider d’une lame 

de bistouri pour faciliter l’étalement et de plaques de mousses plus ou moins épaisses pour aider 

à l’aplatissement homogène du prélèvement. On disposait par-dessus la mousse une seconde 

lame aimantée à la première renforçant l’aplatissement (figures V, VI et VII). Le principe était 

d’obtenir une surface en regard de la première lame (lame 1) la plus plane et homogène possible 

sans altérer la qualité du tissu. Pour les biopsies les plus volumineuses, on pouvait couper le 

prélèvement au centre de façon longitudinale afin d’obtenir deux échantillons à positionner sur 

les mêmes lames pour acquérir une meilleure visibilité de la partie interne de la biopsie cutanée. 

Les prélèvements étaient ensuite placés dans le microscope confocal pour être scannés.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

~40 sec-

1min 

A B C 
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Ex vivo confocal microscopy  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure V Panel des différentes 

épaisseurs et densité de mousse 

permettant d’aplatir le prélèvement sur 

la lame de verre. 

Figure VI Exemple de 2 paires de lames de 

verre aimantées. Les lames de gauche 

(lame 1) sont les lames sur lesquelles sont 

aplaties les échantillons, ensuite 

recouverts de plaques de mousse puis 

l’ensemble est fermé par les plus petites 

lames à droite (lame 2). La taille des 

aimants varie selon la taille et l’épaisseur 

de l’échantillon. 

Figure VII  Schéma simplifié montrant le montage des lames pour le positionnement du 

prélèvement dans le microscope confocal. 

Lame 1 Lame 2 

Lame 2 

Mousse 

Aimant 

Biopsie cutanée au punch 

Lame 1 
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3) Microscope Confocal Ex Vivo 

Les lames étaient placées dans le Vivascope 2500 4ème génération (MAVIG, GmbH, 

Munich) pour capturer des images de microscopie confocale selon les modes réflectance, 

fluorescence respectifs, combinés, et combinés avec coloration digitale (figure VIII).   

 

 

 

 

 

 

 

 

L’appareil utilise un laser émettant deux longueurs d’ondes différentes, 488 nm pour la 

fluorescence et 785 nm pour réflectance. La résolution d’image est de 1024x1024 pixels. Les 

images sont produites à une vitesse de 0.68 secondes/par image, ont une taille maximale de 550 

x 550 μm et une profondeur de 200 μm. Les images sont ensuite automatiquement assemblées 

sous forme de mosaïque avec une taille maximale de 25x25 mm (figure VI). Ainsi la caméra 

digitale du VivaScope 2500M-G4 fournit une image à fond clair et permet de naviguer sur des 

zones localisées des prélèvements. A l’instar de la microscopie optique, l’objectif peut zoomer 

sur les images numériques, on peut ainsi soit afficher le prélèvement en entier soit obtenir un 

grossissement jusqu’à 550 fois.  

 

 

 

 

 

Figure VIII Dispositif d’installation 

du Vivascope 2500 4ème 

génération avec le matériel pour la 

préparation des tissus. L’appareil 

est ouvert pour pouvoir déposer les 

lames avec l’échantillon. L’écran 

montre à droite l’image 

macroscopique du prélèvement, à 

gauche sur la partie noire, c’est 

l’image en microscopie confocale 

qui sera affichée. 

Figure IX Vivascope 2500 avec 

couvercle fermé pour permettre 

l’acquisition des images en 

microscope confocale comme 

montré sur l’écran à gauche. 
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Chaque prélèvement était ensuite récupéré et incubé dans du formol pour être acheminé 

au laboratoire d’anatomopathologie en vue des préparations et analyses histopathologiques 

standards conformément aux méthodes de préparation tissulaire et d’interprétation actuelles en 

vigueur. 

4) Manipulation et analyse des données  

Toutes les images acquises en MCEV ont été conservées sur un disque dur externe dédié. 

Les données épidémiologiques et cliniques des patients ont été recueillies sur un tableau Excel 

sous forme anonymisée. Les images de microscopie confocale ont été évaluées séparément par 

un interne en dermatologie et par un médecin anatomopathologiste spécialisé en dermatologie. 

L’interne en dermatologie a eu une journée de formation à la MCEV auprès du Dr Perez-Anker, 

experte internationale en microscopie confocale ex vivo en particulier pour les prélèvements de 

type CBC (25–27).  

La lecture et l’interprétation des images pour répondre aux objectifs primaire et 

secondaires étaient faites plusieurs semaines après la réalisation des biopsies cutanées et 

l’acquisition des images. Pour la détection des foyers tumoraux de CBC, et l’identification des 

sous-types anatomopathologiques en MCEV, nous nous sommes référés aux critères de 

classification définis par Bennàssar et al (24). En effet, les auteurs décrivent, évaluent et valident 

8 critères de microscopie confocale en mode fluorescence pour d’une part diagnostiquer des 

CBC et d’autre part caractériser les principaux sous-types histologiques (superficiel, nodulaire et 

infiltrant) (tableau IV) :  

1) Fluorescence : Lorsque des images blanches et brillantes sont observées sur l’écran, 

l’absence de fluorescence est vue comme un fond noir. Les cellules fluorescentes sont les 

cellules marquées par l’acridine orange (et donc sont blanches et brillantes). Il ‘agit des 

cellules fortement nucléées et notamment les cellules tumorales. 

2) Contour tumoral : Les formes des tumeurs sont divisées en deux catégories, mal 

délimitées lorsqu’ une ligne peut difficilement séparer la tumeur du tissu environnant et 

bien délimitées lorsque cela est possible.  

3) Surpopulation nucléaire : lorsque la densité nucléaire des cellules est plus élevée que 

celle du tissue épidermique environnant et des structures annexes.  

4) Agencement palissadique périphérique : renforcement de la fluorescence des cellules à 

la périphérie des foyers tumoraux disposées de manière ordonnée et alignée.  
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5) Fentes de rétraction : espaces en demi-lune à fond noir sans fluorescence attachés aux 

masses tumorales et les séparant du tissu environnant.  

6) Pléomorphisme nucléaire : déviation de la forme classique ronde ou ovalaire des noyaux 

des kératinocytes normaux.  

7) Augmentation du rapport nucléo-cytoplasmique (RNC) : en tant que cellules tumorales, 

les cellules des CBC sont supposées avoir une augmentation du RNC comparé à des 

kératinocytes normaux. Ainsi en microscopie confocale mode fluorescence, les nids de 

CBC sont vus comme des masses cellulaires denses avec des points allongés et 

hétérogènes fluorescents (correspondant aux noyaux proéminents) et un cytoplasme 

quasi-absent.  

8) Le stroma péri-tumoral : le derme autour des foyers de CBC se modifient. Le stroma est 

vu comme un tissu avec une densité nucléaire importante sous forme de points blancs 

fluorescents sur fond noir comme un « ciel étoilé » où les étoiles correspondent aux 

cellules inflammatoires et aux noyaux de fibroblastes activés.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Les dernières recommandations françaises pour la prise en charge diagnostique et 

thérapeutique des CBC s’accordent également pour considérer que ces sous-types histologiques 

sont les plus fréquents et les plus classiques (5).  

 CBC 
superficiel 

CBC 
nodulaire 

CBC 
infiltrant 

Fluorescence présente + + + 

Contours tumoraux bien 
délimités 

- + - 

Surpopulation nucléaire - + + 

Agencement palissadique 
péripphérique 

+ + + 

Fente de rétraction + + - 

Pléiomorphisme nucléaire + + + 

Augmentation du rapport 
nucléo-cytoplasmique 

+ + + 

Stroma inflammatoire :    

Absent - - - 

< 50% + + - 

> 50% - - + 

Tableau IV Les différences entre les sous-types de CBC selon les critères de 
la MC mode fluorescence. 
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Nous avons de plus cherché à identifier le sous-type sclérodermiforme également décrits 

dans les recommandations françaises car il s’agit d’un sous-type agressif et de mauvais pronostic. 

Le reconnaitre est par conséquent important pour adapter au mieux la prise en charge 

thérapeutique. Pour le caractériser, nous nous sommes référés à sa description 

histopathologique pure en l’adaptant à la MCEV en mode combiné et coloration digitale selon 

les critères de Bennàssar toujours (tableau V) :  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il est de plus à noter que les critères de Bennàssar et al ont été élaborés à partir d’un 

microscope confocal en mode fluorescence seul, que nous avons essayé d’adapter aux images 

acquises en MCEV mode combiné et coloration digitale. 

Concernant l’évaluation de la profondeur tumorale via l’analyse en MCEV et l’analyse 

anatomopathologique classique, nous nous sommes référés à la classification de Clark qui 

permet de localiser la cellule tumorale la plus profonde par couche cutanée :  

- Niveau I : les cellules tumorales sont confinées dans l’épiderme,  

- Niveau II : le derme papillaire est envahi,  

- Niveau III : la tumeur envahit toute la hauteur du derme papillaire sans atteindre le derme 

réticulaire,  

- Niveau IV : le derme réticulaire est envahi,  

- Niveau V : le tissu hypodermique sous-cutané est envahi.  

 CBC sclérodermiforme 

Fluorescence présente + 

Contours tumoraux bien 
délimités 

- 

Surpopulation nucléaire + 

Agencement palissadique 
péripphérique 

- 

Fente de rétraction - 

Pléiomorphisme nucléaire + 

Augmentation du rapport 
nucléo-cytoplasmique 

+ 

Stroma inflammatoire :  

Absent + 

< 50% - 

> 50% - 

Tableau V Adaptation des critères de Bennàssar pour identifier les CBC 

sclérodermiformes en MCEV mode combiné et coloration digitale. 
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Nous nous sommes également basés la classification de Clark légèrement modifiée pour 

identifier le niveau le plus profond des prélèvements en MCEV et en microscopie optique en 

décrivant la couche tissulaire visualisée à la partie inférieure du prélèvement : derme réticulaire, 

hypoderme, muscle, cartilage. 

5) Analyse statistique  

Le Logiciel SAS® Enterprise Guide V7.1 (SAS Institute, Cary, NC, USA) a été utilisé pour le 

nettoyage et l’analyse statistique des données de l’étude. Les résultats ont été présentés sous 

forme de moyennes ± écarts-types pour les variables quantitatives et pour les variables 

qualitatives, les effectifs et les pourcentages associés ont été présentés. Les statistiques 

descriptives incluant moyennes, écart-type, médiane, limites supérieure et inférieure et 

fréquence relative ont été utilisées pour caractériser la population étudiée et les lésions 

cliniquement. Pour répondre aux objectifs fixés,   nous avons comparé les diagnostics faits en 

MCEV de l’interne (observateur 1) et de l’anatomo-pathologiste (observateur 2) avec 

l’interprétation du gold standard (GS) pour tous les critères primaire (détection de CBC – 

présence ou absence) et secondaires  (identification des sous-types histologiques, caractérisation 

du niveau de profondeur tumorale et de la couche tissulaire la plus profonde visualisée sur les 

prélèvements) en calculant les paramètres de performance (sensibilité, spécificité, valeurs 

prédictives positive et négative).  Le coefficient de corrélation kappa de Cohen a également été 

calculé pour objectiver la concordance entre les deux observateurs (valeur entre 0 et 1 et degré 

respectif de concordance croissante de mauvaise à excellente). Le tableau VI donne un ordre 

d’idée généralement accepté de l’interprétation des valeurs de Kappa en fonction de l’intervalle 

dans lequel se situe la valeur calculée du coefficient (28). 

 

 

 

 

 

 

 

Coefficient Kappa Estimation du degré de 

concordance 

0,8 à 1 Excellent 

0,6 à 0,8 Bon 

0,4 à 0,6 Moyen 

0,2 à 0,4 Faible 

0 à 0,2 Négligeable 

< 0 Mauvais 

Tableau VI Interprétation du coefficient de Kappa. 
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RESULTATS 

1) Caractéristiques démographiques et cliniques des patients et de leurs lésions 

106 lésions cutanées cliniquement suspectes de CBC provenant de 66 patients ont été 

étudiées. 47 Patients étaient des hommes (71%) et 19 des femmes (29%) avec une moyenne 

d’âge de 73 ans +/- 12 ans (40-93 ans). La plupart des lésions étaient localisées au niveau de la 

tête et du cou (n = 72 soit 68% des lésions) avec une prévalence plus importante pour le front 

(18 lésions – 17%), puis les oreilles (14 lésions – 13,2%) et les joues (13 lésions – 12,3%). 87% des 

lésions (n = 92) étaient des lésions primaires et les 13% restant (n=14) avaient reçu un traitement 

antérieur (tableau VII). 

 

2) Détection des foyers de carcinomes basocellulaires  

Performance diagnostique de l’observateur 1 (O1) par rapport au gold standard (GS)  

L’observateur 1 a diagnostiqué 83 lésions comme étant des CBC, et les 23 autres lésions 

comme n’étant pas des CBC alors qu’avec le gold standard, 73 lésions ont été identifiées CBC, et 

les 33 autres non CBC. Ainsi La sensibilité et la spécificité pour diagnostiquer des foyers tumoraux 

de CBC par l’O1 en MCEV étaient de 96% et 61% par rapport au GS avec des valeurs prédictives 

(VP) positives et négatives respectives de 84% et 87% (tableau VIII).  

Tableau VII : données démographiques des patients et caractéristiques cliniques des lésions 
suspectes n=106 

Age (années)  
Moyenne ± (Ecart-type) 
 

 
73±12 

 

Sexe, n (%)  

♂ 

♀ 

 
47 (71) 
19 (29) 

Localisation, n (%)  

Front 18 (17) 

Oreille 14 (13,2) 

Joue 13 (12,3) 

Nez 12 (11,3) 

Paupière  7 (6,6) 

Menton 2 (1,9) 

Cou 6 (5,7) 

Membre Supérieur 14 (13,2) 

Tronc  11 (10,4) 

Membre Inférieur 9 (8,5) 

Statut, n (%)  

Primaire   92 (87) 

Récidive 14 (13) 
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Performance diagnostique de l’observateur 2 (O2) par rapport au GS  

L’observateur 2 a diagnostiqué 72 lésions/106 comme étant des CBC et 34 lésions 

comme n’étant pas des CBC réalisant ainsi une sensibilité et une spécificité de 96% et 94% par 

rapport au GS avec des valeurs prédictives positives et négatives de 97% et 91% (tableau IX).  

Tableau IX : Comparaison des résultats entre l’observateur 2 avec la MCEV et le gold standard : 
sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance positif ou négatif. 

 Diagnostic selon le GS 

Diagnostic selon l’O2 
 

Présence de CBC (n) Absence de CBC (n)  

Présence de CBC (n) VP=70 FP=2 VPP=0.97 

Absence de CBC (n) FN=3 VN=31 VPN=0.91 

 Sensibilité=0.96 soit 
96% 

Spécificité=0.94 soit 
94% 

 

VP = vrais positifs, FP = faux positifs, FN = faux négatifs, VN = vrais négatifs, VPP = valeur 

prédictive positive, VPN = valeur prédictive négative. 

Concordance diagnostique entre observateur 1 et observateur 2  

La concordance entre l’O1 et l’O2 était considérée comme bonne pour diagnostiquer des 

foyers de CBC avec la MCEV, tout sous-type histologique confondu avec un coefficient de kappa 

de 0,64 [0,49-0,80] (tableau X). 

 

Tableau VIII : Comparaison des résultats entre l’observateur 1 avec la MCEV et le gold standard : 
sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance positif / négatif. 

 Diagnostic selon le GS 
 

Diagnostic selon l’O1 Présence de CBC (n) Absence de CBC (n)  

Présence de CBC (n) VP=70 FP=13 VPP=0.84 

Absence de CBC (n) FN=3 VN=20 VPN=0.87 

 Sensibilité=0.96 soit 
96% 

Spécificité=0.61 soit 61%  

Tableau X : comparaison des résultats entre l’observateur 1 et l’observateur 2 avec la MCEV : calcul 
de la valeur kappa et estimation du degré de concordance. 

 Lésions avec 
CBC selon O2 
(n) 

Lésions sans 
CBC selon O2 
(n) 

Valeur κ Degré de 
concordance 

Lésions avec CBC selon 
O1 (n) 

70 13 0,64 [0,49-0,80] Bonne 

Lésions sans CBC selon 
O1 (n) 

2 21 
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Résumé des résultats de l’objectif principal  

 

 

 

 

3) Identification des sous-types histologiques  

Le sous-type nodulaire était le plus fréquemment décrit (41,5% chez l’O1, 31,1% chez l’O2 

et 34,9% par le GS), le sous-type infiltrant a été rapporté dans 18% des cas avec l’O1, 20% des cas 

avec l’O2 et le GS, le sous-type superficiel était décrit dans 17%, 16% et 12,3% des lésions 

respectivement avec les O1,2 et le GS et le sous-type sclérodermiforme a été identifié dans 2 cas 

avec l’O1 et le gold standard et 1 fois par l’O2 (tableau XII).  

Tableau XII : répartition des lésions selon les sous-types histologiques identifiés 
par les observateurs 1 et 2 en MCEV et le gold standard, n (%). 

 Observateur 
1 

Observateur 2 Gold 
standard 

Superficiel 18 (17) 17 (16) 13 (12,3) 

Nodulaire 44 (41,5) 33 (31,1) 37 (34,9) 

Infiltrant 19 (17,9) 21 (19,8) 21 (19,8) 

Sclérodermiforme 2 (1,9) 1 (0,9) 2 (1,9) 

Non concerné 23 (21,7) 34 (32,1) 33 (31,1) 

Total 106 (100) 106 (100) 106 (100) 

 

Performance diagnostique de l’observateur 1 par rapport au gold standard  

L’O1 a diagnostiqué correctement les sous-types histologiques de 52 lésions par rapport 

au gold standard de même qu’il a classé correctement 20 lésions non concernées par 

l’identification du sous-type histologique car n’étant pas des carcinomes basocellulaires, 

réalisant une sensibilité de 79%, une spécificité de 50%, des VP positives et négatives de 72% et 

59% pour caractériser correctement les sous-types histologiques des 106 lésions comparé au 

gold standard (tableau XIII). 

 

Détection des 
foyers de CBC 

VP 
(n) 

FP 
(n) 

FN 
(n) 

VN 
(n) 

Se 
(%) 

Sp 
(%) 

VPP 
(%) 

VPN 
(%) 

Test 
de 
Kappa 

Degré de 
concordance 

O1/O2 70 13 2 21 97 62 84 91 0,64 Bon 

O1/GS 70 13 3 20 96 61 84 87 0,61 Bon 

O2/GS 70 2 3 31 96 94 97 91 0,89 Excellent 

Tableau XI Tableau récapitulatif des résultats du critère primaire entre l’O1 et l’O2, l’O1 et le GS, l’O2 

et le GS. VP = vrais positifs, FP = faux positifs, FN = faux négatifs, VN = vrais négatifs, Se = sensibilité, 

Sp = spécificité. 
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Tableau XIII : Comparaison des accords des sous types histologiques entre l’observateur 1 et Le 
gold standard : sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance positif/ négatif. 

 Diagnostic sous type histologique selon Gold standard 

Diagnostic sous-type 
histologique selon 
observateur 1 

Lésions avec sous- types 
histologiques identiques 
(n) 

Lésions avec sous- 
types histologiques 
différents et non 
concernées (sans CBC) 
(n) 

 

Lésions avec sous- types 
histologiques identiques (n) 

52 20 VPP=0.72 

Lésions avec sous- types 
histologiques différents et 
non concernées (sans CBC) 
(n) 

14 20 VPN=0.59 

 Sensibilité=0.79 soit 79% Spécificité=0.5 soit 50%  

 

Performance diagnostique de l’observateur 2 par rapport au gold standard  

L’O2 a diagnostiqué correctement les sous-types histologiques de 52 lésions par rapport 

au gold standard de même qu’il a classé correctement 31 lésions non concernées par 

l’identification du sous-type histologique car n’étant pas des carcinomes basocellulaires, 

réalisant une sensibilité et une spécificité de 82%, et des VP positives et négatives de 89% et 72% 

pour caractériser correctement les sous-types histologiques des 106 lésions comparé au gold 

standard (tableau XIV). 

 

Tableau XIV : Comparaison des accords des sous types histologiques entre l’observateur 2 et le 
gold standard : sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance positif/ négatif. 

 Diagnostic sous type histologique selon Gold standard 

Diagnostic sous-type 
histologique selon 
observateur 2 

Lésions avec sous- types 
histologiques identiques 
(n) 

Lésions avec sous- 
types histologiques 
différents et non 
concernées (sans CBC) 
(n) 

 

Lésions avec sous- types 
histologiques identiques (n) 

56 7 VPP=0.89 

Lésions avec sous- types 
histologiques différents et 
non concernées (sans CBC) 
(n) 

12 31 VPN=0.72 

 Sensibilité= 0.82 soit 82 % Spécificité=0. 82 Soit 
82% 
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Concordance diagnostique entre observateur 1 et observateur 2  

La concordance entre l’O1 et l’O2 était considérée comme bonne pour identifier les sous-

types histologiques des 106 lésions en MCEV, avec un coefficient de kappa à 0,74 [0,64-0,84]. Le 

sous-type infiltrant était celui pour lequel la concordance était la plus élevée car 18 lésions sur 

19 (pour l’O1) et sur 21 (pour l’O2) ont été identifiées comme telles par les 2 observateurs, alors 

que pour le sous-type superficiel, les observateurs 1 et 2 se sont accordés sur 11 lésions sur 18 

(pour l’O1) sur 17 (pour l’O2) pour les diagnostiquer en tant que CBC superficiel. Pour le sous-

type nodulaire, les concordances diagnostiques semblaient correctes car 31 lésions ont été 

identifiés comme telles sur 44 pour l’O1 et sur 33 pour l’O2. L’observateur 2 a diagnostiqué une 

lésion comme étant un CBC sclérodermiforme alors que l’O1 en a identifié 2 (tableau XV). 

 

 

4) Identification du niveau de profondeur tumorale selon la classification de Clark 

Le niveau de profondeur le plus fréquemment retrouvé pour l’ensemble des lésions était 

le niveau IV (envahissement du derme réticulaire) parmi les deux observateurs et le gold standard 

(44 lésions pour l’O1, 40 pour l’O2 et 43 pour le GS) puis le niveau II correspondant à 

l’envahissement du derme papillaire avec des valeurs respectives de 19,8%, 17% et 14,2% entre 

O1, O2 et GS (tableau XVI).  

 

 

Tableau XV : Comparaison des différents résultats des sous types histologiques de l’observateur 1 avec 
l’observateur 2. 

 Sous type histologique observateur 2 

Sous type histologique 
observateur 1 

Infiltra
nt  
 

Nodulair
e  

Sclérodermifo
rme 

Superfici
el  

Non 
concerné 

Tota
l 

Infiltrant  18 0 0 1 0 19 

Nodulaire  3 31 0 4 6 44 

Sclérodermiforme 0 0 1 0 1 2 

Superficiel 0 1 0 11 6 18 

Non concerné 0 1 0 1 21 23 

Total 21 33 1 17 34 106 

-Coefficient de Kappa pondéré avec IC95=0.74[0.64-0.84] 
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Tableau XVI : Répartition des lésions selon le niveau de profondeur tumorale identifié 
par les observateurs 1 et 2 en MCEV et par le gold standard, n (%). 

 Observateur 1 Observateur 2 Gold standard 

Niveau II 21 (19,8) 18 (17) 15 (14,2) 

Niveau III 15 (14,2) 12 (11,3) 11 (10,4) 

Niveau IV 44 (41,5) 40 (37,7) 43 (40,6) 

Niveau V 3 (2,8) 2 (1,9) 4 (3,8) 

Non concerné 23 (21,7) 34 (32,1) 33 (31,1) 

Total 106 (100) 106 (100) 106 (100) 

 

Performance diagnostique de l’observateur 1 par rapport au gold standard  

L’observateur 1 a identifié correctement les niveaux de profondeurs tumorales de 54 

lésions/106 et écarté correctement 20 lésions, non concernées par ce critère car n’étant pas des 

CBC.   Les valeurs intrinsèques et extrinsèques de l’observateur 1 pour identifier correctement le 

niveau de profondeur de chaque lésion par rapport au gold standard étaient de 89% et 44% pour 

la sensibilité et la spécificité et de 68% et 74% pour la VPP et la VPN (tableau XVII). 

Tableau XVII : Comparaison des accords sur les niveaux de profondeur tumorale entre 

l’observateur 1 et le gold standard : sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance 

positif/ négatif. 

 Diagnostic niveau de profondeur tumorale selon Gold 

standard 

Diagnostic niveau de 

profondeur tumorale selon 

observateur 1 

Lésions avec niveau 

tumoral identique 

(n) 

Lésions avec niveau 

tumoral différent et non 

concernées (sans CBC) 

(n) 

 

Lésions avec niveau tumoral 

identique (n) 

54 25 VPP=0.68 

Lésions avec niveau tumoral 

différent et non concernées 

(sans CBC) (n) 

7 20 VPN=0.74 

 Sensibilité= 0. 89 

Soit 89% 

Spécificité=0.44 Soit 44%   

 

Performance diagnostique de l’observateur 2 par rapport au gold standard  

L’observateur 2 a identifié correctement les niveaux de profondeurs tumorales de 55 

lésions/106 et écarté correctement 31 lésions, non concernées par ce critère car n’étant pas des 

CBC.   Les valeurs intrinsèques et extrinsèques de l’observateur 2 pour identifier correctement le 
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niveau de profondeur de chaque lésion par rapport au gold standard étaient de 90% et 69% pour 

la sensibilité et la spécificité et de 80% et 84% pour la VPP et la VPN (tableau XVIII).  

Tableau XVIII : Comparaison des accords sur les niveaux de profondeur tumorale entre 
l’observateur 2 et le gold standard : sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance 
positif/ négatif. 

 Diagnostic niveau de profondeur tumorale selon Gold 
standard 

Diagnostic niveau de profondeur 
tumorale selon observateur 2 

Lésions avec 
niveau tumoral 
identique (n) 

Lésions avec niveau 
tumoral différent et non 
concernées (sans CBC) 
(n) 

 

Lésions avec niveau tumoral 
identique (n) 

55 14 VPP=0.8
0 

Lésions avec niveau tumoral 
différent et non concernées 
(sans CBC) (n) 

6 31 VPN=0.8
4 

 Sensibilité= 0.90 
soit 90% 

Spécificité=0.69 Soit 69%   

 

Concordance diagnostique entre l’observateur 1 et l’observateur 2  

La concordance entre l’O1 et l’O2 était considérée comme bonne pour caractériser les 

niveaux de profondeur tumorale des 106 lésions avec la MCEV, avec un coefficient de kappa à 

0,70 [0,56-0,83] tout niveau de Clark confondu (tableau XIX).  

Tableau XIX : Comparaison des différents résultats des niveaux de profondeur 
tumorale de l’observateur 1 avec l’observateur 2. 

 Stade histologique observateur 2 

Stade histologique 
observateur 1 

StadeII 
 

StadeIII 
 

StadeIV StadeV Non 
concer
né 

Total 

Niveau II 15 0 0 0 6 21 

Niveau III 1 12 0 0 2 15 

Niveau IV 1 0 38 0 5 44 

Niveau V 0 0 1 2 0 3 

Non concerné 1 0 1 0 21 23 

Total 18 12 40 2 34 106 

-Coefficient de Kappa pondéré avec IC95=0.70[0.56-0.83] 

 

5) Identification de la couche tissulaire la plus profonde 

Sur tous les prélèvements analysés, la couche tissulaire la plus profonde la plus 

fréquemment observée était l’hypoderme à des taux respectifs de 52%, 53% et 51% parmi l’O1, 
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l’O2 en MCEV et le GS puis on retrouvait du derme réticulaire en dernière couche dans 41% des 

lésions restantes par les deux observateurs et le gold standard. Enfin, on rapportait dans les 

derniers pourcentages du tissu musculaire et cartilagineux (tableau XX). 

Tableau XX : Répartition des prélèvements selon la couche tissulaire la plus profonde 
identifiée par les observateurs 1 et 2 en MCEV et le gold standard n, (%). 

 Observateur 1 Observateur 2 Gold standard 

Derme réticulaire 44 (41,5) 43 (40,6) 43 (40,6) 

Hypoderme 55 (51,9) 56 (52,8) 56 (52,8) 

Muscle 6 (5,7) 6 (5,7) 6 (5,7) 

Cartilage 1 (0,9) 1 (0,9) 1 (0,9) 

Total 106 (100) 106 (100) 106 (100) 

 

Performance diagnostique de l’observateur 1 par rapport au gold standard  

L’observateur 1 a identifié correctement la couche tissulaire la plus profonde de 103 

lésions/106 par rapport au gold standard avec une sensibilité de 98% et une VPP de 98% (tableau 

XXI). 

Tableau XXI : Comparaison des accords sur les profondeurs de biopsies entre l’observateur 
1 et le gold standard : sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance positif/ négatif. 

 Gold standard 

Observateur 1 Profondeurs 
biopsies identiques 
(n) 

Profondeurs biopsies 
différentes (n) 

 

Profondeurs biopsies 
identiques (n) 

103 1 VPP=0.98 

Profondeurs biopsies 
différentes (n) 

2 0 VPN=/ 

 Sensibilité= 0.98 soit 
98% 

Spécificité= /   

 

Performance diagnostique de l’observateur 2 par rapport au gold standard  

L’observateur 2 a identifié correctement la couche tissulaire la plus profonde de 104 

lésions/106 par rapport au gold standard avec une sensibilité de 99% et une VPP de 99% (tableau 

XXII). 
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Tableau XXII : Comparaison des accords sur les profondeurs de biopsies de l’observateur 
2 et du gold standard : sensibilité, spécificité, et rapports de vraisemblance positif/ 
négatif. 

 Gold standard  

Observateur 2 Profondeurs biopsies 
identiques (n) 

Profondeurs 
biopsies différentes 
(n) 

 

Profondeurs biopsies 
identiques (n) 

104 1 VPP=0.99 

Profondeurs biopsies 
différentes (n) 

1 0 VPN=/ 

 Sensibilité=0.99 Soit 
99 %  

Spécificité=/   

 

Concordance diagnostique entre l’observateur 1 et l’observateur 2  

La concordance entre l’O1 et l’O2 était considérée comme excellente pour reconnaitre de 

façon identique la couche tissulaire la plus profonde sur les 106 prélèvements en MCEV, avec un 

kappa à 0,98 [0,94-1], tout type de couche tissulaire confondu (tableau XXIII).  

Tableau XXIII : Comparaison des différents résultats des profondeurs de 
biopsie de l’observateur 1 avec l’observateur 2. 

 Profondeur biopsie observateur 2 

Profondeur biopsie 
observateur 1 

Cartilag
e 

Hypoderm
e 

Muscle  Réticulai
re  

Total 

Cartilage 1 0 0 0 1 

Hypoderme 0 55 0 0 55 

Muscle 0 0 6 0 6 

Réticulaire 0 1 0 43 54 

Total 1 56 6 43 106 

-Coefficient de Kappa pondéré avec IC95=0.98 [0.94-1] 

 

 

 

 

 

 



52 
 

Les figures X à XV montrent des exemples d’images numériques de MCEV comparées à 

l’histopathologie conventionnelle en H&E en reprenant les critères de l’étude. La légende 

suivante est commune à toutes les figures :  

Epiderme :      

Derme papillaire :  

Derme réticulaire :      

Hypoderme :           

Foyers tumoraux de CBC : 

Infiltrat inflammatoire :       

Annexes :  

MCEV : image numérique de microscopie confocale ex vivo en mode combiné et coloration 

digitale 

H&E : lame d’histopathologie conventionnelle en coloration hématoxyline et éosine 
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Figure X : Biopsie cutanée d’un CBC superficiel avec infiltrat inflammatoire important. 

Foyers tumoraux appendus à l’épiderme. Niveau de Clark II. Profondeur tissulaire : 

hypoderme. Les annexes ici sont des glandes sudoripares. 
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Figure XI : Biopsie cutanée d’un CBC 

superficiel coupée en deux en son 

milieu, avec présence d’un infiltrat 

inflammatoire. Foyers tumoraux 

appendus à l’épiderme. Niveau de Clark 

II. Profondeur tissulaire : derme 

réticulaire. Les annexes ici sont des 

glandes sudoripares. 
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Figure XII : Biopsie cutanée 

d’un CBC nodulaire coupée 

en deux en son milieu. 

Foyers tumoraux non 

appendus à l’épiderme. 

Niveau de Clark III. 

Profondeur tissulaire : 

derme réticulaire. Les 

annexes ici sont des glandes 

sudoripares, follicules pilo-

sébacés. 
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Figure XIII : Biopsie cutanée d’un CBC nodulaire. Niveau de Clark IV. Profondeur tissulaire : 

hypoderme.  

Figure XIV : Biopsie cutanée d’un CBC infiltrant trabéculaire. Niveau de Clark IV. Profondeur 

tissulaire : hypoderme.  
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Figure XV : Biopsie cutanée d’un CBC infiltrant trabéculaire. Niveau de Clark IV. Profondeur 

tissulaire : derme réticulaire.  
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DISCUSSION 

Cette étude prospective démontre la performance de la MCEV en mode combiné et 

coloration digitale pour diagnostiquer des CBC sur des punch-biopsies cutanées (de 3 à 4 mm) de 

lésions cliniquement suspectes. A notre connaissance une telle étude n’a jamais été menée 

jusqu’à présent. L’étude de Peters et al. qui évalue le processus d’acquisition et d’analyse des 

images de MCEV en mode fluorescence seul et coloration digitale ainsi que l’acuité diagnostique 

de détection des CBC analyse 22 prélèvements issus de biopsies cutanées sur 525 au total 

provenant pour le reste de chirurgie de Mohs. Dans ces conditions, la sensibilité et la spécificité 

pour les biopsies cutanées au punch était de 100% (29). Dans notre étude, sur 66 prélèvements 

analysés, la sensibilité et la spécificité de l’observateur 1 (interne en dermatologie ayant reçu une 

journée de formation à la MCEV) et de l’observateur 2 (dermatopathologiste non formé à la 

MCEV) étaient respectivement de 96% et 61% (pour l’O1) et 97% et 94% (pour l’O2) reflétant des 

concordances diagnostiques bonne et excellente par rapport au gold standard (l’analyse 

histopathologique conventionnelle en coloration H&E). L’observateur 1 a caractérisé les sous-

types histologiques avec une sensibilité de 79% et une spécificité de 50%, alors que l’observateur 

2 a identifié les sous-types avec une sensibilité et une spécificité de 82% par rapport au gold 

standard, montrant une bonne concordance diagnostique entre les deux observateurs. Les 

valeurs intrinsèques de l’O1 et l’O2 pour reconnaitre le niveau de profondeur tumorale selon la 

classification de Clark étaient respectivement de 89 et 90% pour la sensibilité et 44 et 69% pour 

la spécificité réalisant une bonne concordance diagnostique. Enfin, on observait une 

concordance diagnostique excellente entre les observateurs pour définir la couche tissulaire la 

plus profonde sur les prélèvements par rapport à l’histopathologie. 

Préparation technique des prélèvements et appréhension du microscope confocal 

L’appareil Vivascope 2500M-4G était simple d’utilisation pour un novice dénué 

d’expérience en microscopie confocale ex vivo tant pour préparer les tissus que pour manipuler 

le microscope en lui-même et le logiciel d’acquisition des images. L’étape la plus délicate dans la 

préparation des prélèvements consistait en l’étalement homogène du tissu sur la lame de verre 

en regard de l’objectif. Il s’agissait effectivement de la partie la plus chronophage et celle qui 

nécessitait le plus de dextérité, c’est d’ailleurs ce qui est décrit dans d’autres études traitant de 

la MCEV avec cet appareil (25) où l’aplatissement complet du tissu comptait parmi les principaux 

facteurs interférant dans l’acquisition d’une image parfaite. Cet article présente les premières 

images de CBC avec ce microscope confocal ex vivo, dont l’objectif était de définir le protocole 
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de coloration le plus adapté pour l’acquisition d’images en mode combiné fluorescence et 

réflectance, à savoir la double coloration par acridine orange et acide acétique : immersion 

pendant 20 secondes avec de l’acridine orange à 1mmol/L puis rinçage dans une solution salée 

pendant 20 secondes et enfin immersion dans de l’acide acétique à 50% pendant 20 secondes. 

C’est, en effet, le protocole sur lequel nous nous sommes basés pour préparer les prélèvements. 

Le temps d’immersion dans les colorants variait entre 10 et 20 secondes selon la taille de la 

biopsie cutanée. L’article de Peters et al. qui évalue les performances diagnostiques de la MCEV 

comparé à l’histopathologie conventionnelle sur des CBC opérés en chirurgie de Mohs et issus 

de biopsies cutanées en utilisant un autre microscope (Histolog Scanner v1) évoque également 

la difficulté de l’étalement et du positionnement du tissu sur la lame de verre (29). La revue de 

la littérature de Jain et al. retraçant les avancées de la MCEV du stade d’essai au laboratoire à 

l’utilisation au bloc opératoire en vie réelle considère effectivement qu’il s’agit là d’une des 

limitations techniques à l’origine de diagnostics manqués de CBC (30). C’est pourquoi, des 

techniques ont été élaborées et testées pour palier à cette limite, telles que « la presse à tissue » 

développée par Cinotti et al. qui permet de corriger localement la distension tissulaire avant 

et/ou pendant l’examen au microscope (31) ou le dispositif de Pérez-Anker et al. utilisant un 

système d’aimants et de mousses de différentes tailles pour s’adapter au mieux à la dimension 

de l’échantillon (27) (dispositif que nous avons également repris pour lutter contre cette limite). 

Les auteurs expliquent également que l’on peut s’aider d’un scalpel pour séparer l’épiderme et 

le derme de la graisse et permettre le déroulement complet de l’épiderme sans retournement.  

Voici quelques exemples d’images de MCEV où l’étalement du prélèvement n’est pas 

optimal lié à une visualisation incomplète de l’épiderme ou à la présence de bulles (figures XVI 

et XVII) :  
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Figure XVI Biopsie cutanée d’une 

lésion de la cuisse droite 

diagnostiquée CBC superficiel 

antérieurement traitée par 

IMIQUIMOD. L’épiderme est donc 

indispensable à observer pour 

rechercher une récidive de CBC 

superficiel. A : épiderme retourné 

sur son versant externe. B : 

épiderme retourné sur son versant 

interne.     Présence d’une bulle. 

Figure XVII Biopsie 

cutanée d’une lésion de la 

jambe gauche. A : 

épiderme retourné sur 

son versant externe. B : 

prélèvement mieux 

positionné sur la lame à 

l’aide d’un scalpel qui a 

coupé l’épiderme sans 

perdre de tissu.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il est cependant à noter qu’en anatomopathologie classique, le positionnement sur lame 

des coupes de tissus fixés est parfois imparfait et les échantillons peuvent être totalement repliés 

sur eux-mêmes rendant très difficile la lecture convenable de la lame. Ce point est néanmoins à 

nuancer par le fait qu’une lame d’histopathologie conventionnelle contient systématiquement 

plusieurs coupes du même prélèvement (environ 8 pour une biopsie cutanée de 3 à 4mm), ainsi 

A B 

A B 
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en cas de coupe mal positionnée, on peut s’aider des autres sections de la lame pour avoir une 

vue du prélèvement.  La figure XVIII montre des images d’histopathologie conventionnelle, où 

les coupes de biopsies cutanées se sont retournées lors du positionnement sur la lame de verre 

ne permettant pas de visualiser les sections en entier : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Par ailleurs, il est à noter que le conditionnement des prélèvements et le temps 

d’acquisition des images sont nettement plus courts rapportés à l’histopathologie 

conventionnelle. Bien que ce critère n’ait pas été étudié dans notre étude, nous avons en effet 

pu constater la rapidité d’obtention d’une image en MCEV. C’est ce qui est souligné dans 

certaines études notamment celle de Peters et al. où le temps pour générer et évaluer une image 

de MCEV était de 2,05 minutes (min) minimum avec un temps médian de 5,17 min (29). Il est 

cependant précisé que plus le prélèvement est grand, plus le temps d’acquisition d’images est 

long car plusieurs images peuvent être nécessaires pour visualiser le prélèvement en entier, 

pouvant aller jusqu’à 20,17 min. Ce dernier point concerne les pièces opératoires entières non 

pas les biopsies à visée diagnostique notamment aux punchs dont les diamètres les plus 

fréquents varient de 2 à 4 mm. Dans l’étude de Bennàssar et al. qui a cherché à évaluer la 

sensibilité et la spécificité de la MCEV en mode fluorescence pour détecter des foyers résiduels 

de CBC sur pièces opératoires et calculer la temps diagnostic en MCEV et en extemporané 

classique sur tissus congelés, a montré un temps de 10,1 min +/- 1,22 min (par rapport à l’analyse 

extemporanée de 28,2 min +/- 2,2 min) (32). Dans l’article de Ziefle et al. comparant la MCEV à 

l’acquisition d’images histologiques en 3D pour diagnostiquer des résidus de CBC sur pièces 

Figure XVIII 2 exemples de 

biopsies cutanées de lésions 

suspectes de CBC où les 

coupes se sont retournées 

lors du positionnement sur 

la lame. 
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opératoires a calculé un temps de préparation et de génération d’images de 7,5 minutes (33). 

Ainsi, la MCEV a le grand avantage de produire des images de tissus frais sans altérer l’examen 

histopathologique standard en coloration H&E ou pour tout autre processus 

d’immunohistochimie (IHC). La revue de la littérature de Malvehy et al. compare d’ailleurs les 

étapes techniques de la MCEV par rapport à l’histopathologie conventionnelle sur tissus congelés 

et fixés dans du formol (tableau XXIV) soulignant la supériorité de la MCEV dans cet aspect-là 

(16) :  

 

 MCEV (tissus frais) Histologie (tissus 
congelés) 

Histologie (tissus 
fixés dans du 
formol) 

Personne 1 >2 (préparation du 
prélèvement et 
analyse) 

>2 (préparation du 
prélèvement et 
analyse) 

Matériel Scalpel pour couper, 
étaler le 
prélèvement, 
liquides et récipients 
pour la coloration 

Cryostat, 
microscope, 
colorants 

Microtome, plaque 
de réfrigération, 
table d’allongement, 
bain d’eau, 
incubateur, 
microscope, 
colorant 

Espace Minimal (1,5m²) 5 à 10m² 5 à 15m² 

Méthode de 
coloration 

Manuelle Manuelle ou 
automatique 

Manuelle ou 
automatique 

Temps requis pour 
préparer le tissu 

1 min pour le mode 
réflectance seul 
3 à 7 min pour la 
fluorescence 
2h pour l’IHC 

45 min pour l’H&E 
manuelle 
52 min pour l’H&E 
automatisée 
1h45 pour l’IHC 
manuelle 
2h30 pour l’IHC 
automatisée 

17h38 pour l’H&E 
manuelle 
17h45 pour l’H&E 
automatisée 
18h55 pour l’IHC 
manuelle 
19h45 pour l’IHC 
automatisée 

Epaisseur de la lame Le prélèvement en 
entier 

8 à 10 µm 3 à 5 µm 

Nouvelle 
préparation du 
prélèvement pour 
coloration 
supplémentaire 

Oui Non Non 

Documentation Obtention directe 
d’images 
numérisées des 
prélèvements 
(télémédecine 

Caméra ou 
microscope 
numérique 
supplémentaire 
nécessaire. 

Caméra ou 
microscope 
numérique 
supplémentaire 
nécessaire. 
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Tableau XXIV Comparaison technique de la microscopie confocale ex vivo et de 

l’histopathologie conventionnelle. 

immédiate ou 
lecture d’images en 
différents endroits 
de l’hôpital)   

La télémédecine 
n'est pas possible 
d’emblée 

La télémédecine 
n'est pas possible 
d’emblée 

 
 
 

 
Lecture et interprétation des images 
 

Les performances diagnostiques du dermato-pathologiste étaient globalement meilleures 

que celles de l’interne pour détecter la présence de CBC, identifier les sous-types histologiques 

ainsi que le niveau de profondeur tumorale par rapport au gold standard. En effet, bien que 

dénué d’expérience en MCEV, le pathologiste a pu plus facilement interpréter les images de 

MCEV en se basant notamment sur ses connaissances d’histopathologie conventionnelle. La 

lecture et l’analyse des images se faisaient en coloration digitale (violette pour le mode 

fluorescence et rose pour le mode réflectance) dont l’objectif était de mimer la coloration H&E 

classique, colorants classiques en dermatopathologie (hématoxyline de couleur violette ou bleue 

et éosine de couleur rose). Cet aspect est également évoqué dans l’étude de Peters et al. où les 

images générées en mode fluorescence haute résolution apparaissent dans une couleur violette 

avec la coloration numérique ressemblant aux lames H&E et pouvant ainsi faciliter l'analyse par 

un pathologiste, familier des images roses et bleues de la coloration H&E (29). Néanmoins et bien 

que ce critère n’ait pas été testé dans notre étude, on peut observer une courbe d’apprentissage 

positive pour interpréter les images de MCEV par des personnes non expérimentées initialement. 

Des études ont en effet évalué la courbe d’apprentissage pour manipuler et interpréter des 

images pathologiques de MCEV dans le domaine de la cancérologie cutanée ou autre (22,34,35). 

L’étude rétrospective de Mu et al. a évalué l’acuité et la précision diagnostique de 3 médecins 

avant et après entrainement pour l’évaluation des marges chirurgicales par la MCEV en 

coloration digitale dans le traitement des CBC et carcinomes épidermoïdes en chirurgie 

micrographique de Mohs (64 lésions au total). Les moyennes respectives de sensibilité et 

spécificité pour détecter ces cancers étaient de 90% et 79% avant entrainement et 99% et 93% 

après entrainement. La session d’entrainement impliquait de revoir 6 exemples de lames en 5 

minutes (22). L’étude de Talreja et al. a évalué la capacité diagnostique de sténoses biliaires via 

l’endomicroscopie confocale avant et après entrainement, révélant une acuité diagnostique 

avant entrainement de 72% et après entrainement de 89% (34). L’article de Bertoni et al. a évalué 

la courbe d’apprentissage pour interpréter des images saines et cancéreuses de tissus 
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prostatiques et périprostatiques en MCEV par deux anatomopathologistes différents : l’acuité 

diagnostique était de 86% et 92% pour le premier et le deuxième médecins à la première lecture 

pour atteindre une acuité diagnostique de 95% pour les deux médecins à la deuxième lecture 

(35). Par ailleurs, la revue de la littérature de Jain et al. évoque le fait que quelques cliniciens 

maitrisent à l’heure actuelle la lecture de la MCEV mais que si l’on souhaite étendre la 

manipulation de cette technologie, il faudrait augmenter le nombre d’interprètes. Des congrès 

portés sur ce thème ont déjà eu lieu, mais l’on pourrait envisager des cours et formations 

adressés aux internes de dermatologie, d’anatomopathologie et aux chirurgiens de Mohs 

facilitant l’accès et l’utilisation de la MCEV dans la pratique quotidienne (30) d’autant plus qu’une 

marge de progression significative semble assez rapide à acquérir. 

Les résultats entre l’observateur 2 et le gold standard ne sont cependant pas parfaitement 

concordants puisqu’on obtient un test de kappa à 0.89 non pas à 1 pour la détection des foyers 

de CBC de même pour l’identification des sous-types histologiques et la caractérisation du niveau 

de profondeur tumorale où les performances diagnostiques ne sont pas de 100%. Ce constat 

peut s’expliquer entre autres par la superposition des images en MCEV qui n’est jamais 

exactement identique aux lames d’histopathologie conventionnelle y compris pour les premières 

coupes. Par définition, pour produire des coupes de tissus congelés ou inclus dans de la paraffine, 

il y a toujours un morceau du bloc tissulaire préalablement sectionné et qui n’est pas représenté 

sur les lames, alors que sur pièce fraiche, aucune zone n’est jetée. Dans ces conditions, il peut y 

avoir des faux négatifs lorsque les premiers foyers tumoraux ne sont pas visibles en MCEV et 

apparaissent en histopathologie lorsqu’une section tissulaire sans tumeur est réalisée ou alors 

des faux positifs lorsque des foyers sont visibles en MCEV et absents en histopathologie car 

coupés ou interrompus (29). L’étude de Bennàssar et al. observe également ce problème 

technique : en extemporané, à la différence de la MCEV, une fois que l’échantillon est congelé, 

le technicien de Mohs peut couper une certaine quantité de tissu avant d’obtenir une section 

optimale où la masse tumorale est bien visible et atteinte. Alors qu’avec la microscopie confocale, 

aucun tissu n’est coupé ni consommé, l’échantillon est directement appliqué sur la lame et 

scanné, et l’image obtenue est ainsi l’homologue réel du prélèvement initial (32).  

Les figures XIX et XX montrent des images de MCEV et d’histopathologie où les premières 

lames H&E ne sont pas strictement superposables aux images digitales de MCEV. 
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Figure XIX CBC étiqueté superficiel par les deux observateurs en MCEV du fait de la présence d’amas tumoral appendu 
à l’épiderme            mais diagnostiqué nodulaire en histopathologie (H&E) car l’on observe dès la première coupe des 
foyers nodulaires bien délimités et séparés de l’épiderme        . 
 

MCEV H&E 

Figure XX CBC étiqueté superficiel 
par les deux observateurs en 
MCEV du fait de la présence 
d’amas tumoral appendu à 
l’épiderme        mais diagnostiqué 
nodulaire en histopathologie 
(H&E) car l’on observe dès la 
première coupe des foyers 
nodulaires bien délimités et 
séparés de l’épiderme          
Présence d’une annexe : follicule 
pilo-sébacé         . 
 

MCEV H&E 
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En regardant les critères secondaires et notamment la caractérisation des sous-types 

histologiques, nous avons constaté qu’il y avait des différences de performance diagnostique 

entre les observateurs en fonction des sous-types. En effet, le sous-type superficiel était celui 

pour lequel les concordances diagnostiques semblaient les moins bonnes entre l’O1 et l’O2 (cf 

tableau VIII partie résultats). Le sous-type sclérodermiforme était, d’une part, sous-représenté 

(2 biopsies au total diagnostiquées CBC sclérodermiforme en H&E) et d’autre part sans 

concordance diagnostique entre les observateurs et le gold standard. L’étude préclinique de 

Gareau et al. qui a cherché à valider la précision diagnostique de la microscopie confocale en 

mode fluorescence par rapport à l’histopathologie classique de prélèvements congelés opérés 

en chirurgie de Mohs a observé que l’interprétation des images était facile pour les CBC 

nodulaires et micronodulaires, mais relativement plus compliquée pour les CBC superficiels et 

infiltrants. Les difficultés étaient notamment dues à une visualisation incomplète des marges 

épidermiques (pour les CBC superficiels), et la présence d'infiltrats inflammatoires denses qui 

peuvent obscurcir les foyers tumoraux (en particulier pour les CBC infiltrants) (15). De plus, les 

différences de diagnostics pouvaient parfois être liées à la difficulté de distinction des structures 

annexes (follicules pileux, glandes sébacées, sudoripares) avec les foyers tumoraux. Ce point a 

d’ailleurs fait l’objet d’une étude dont l’objectif était de fournir une terminologie diagnostique 

de la MCEV mode fluorescence pour caractériser la peau normale, les annexes et les CBC : 64 

lésions de CBC ont été analysées, avec une sensibilité et une spécificité diagnostique de 94,9% et 

96,8% en comparant les images de MCEV aux lames incluses en paraffine et colorées en H&E où 

dans 6 cas, la présence de glandes sébacées et d’un infiltrat inflammatoire intense pouvaient 

porter à confusion (14). Dans notre étude, bien que l’interprétation des images ait été réalisée a 

posteriori, en cas de doute diagnostique notamment entre une annexe et un foyer tumoral, nous 

avions la possibilité dans un premier temps de zoomer précisément sur cette zone (figure XXI) et 

dans un dans un second temps d’acquérir des images dynamiques en temps réel en allant 

profondément dans le prélèvement jusqu’à 50-100 μm correspondant à 10 à 20 sections 

d’histopathologie classique. Cette acquisition d’image dynamique peut effectivement être 

réalisable avec le vivascope 2500 4ème génération grâce au mode « stack » qui permet dans un 

champ précis d’aller jusqu’à une profondeur de 200μm. 
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En cas de doute diagnostique, l’anatomopathologiste peut, d’une part, couper le bloc 

tissulaire en entier si nécessaire pour répondre à la question posée, confirmer ou infirmer un 

diagnostic, ce qui n’est pas possible avec l’utilisation de la MCEV en temps réel où l’on peut tout 

au plus couper le prélèvement en deux et générer des images recto verso des prélèvements 

(augmentant par contre le temps d’acquisition des images). Il peut, d’autre part, réaliser 

facilement une coloration supplémentaire en IHC avec notamment le BerEp4 qui est toujours 

positif dans le CBC (36). L’équipe de Hartmann et al. a montré que l’IHC était également réalisable 

avec la MCEV en testant les anticorps PS100B, Melan-A et BerEp4 dont les positivités respectives 

étaient de 55,6, 66,7 et 85,7 % pouvant ainsi améliorer le diagnostic des tumeurs cutanées via la 

MCEV (37).  

L’étude de Kadouch et al. qui a évalué l’efficacité diagnostique de la microscopie 

confocale in vivo mode fluorescence pour diagnostiquer des lésions suspectes de CBC par rapport 

à la biopsie cutanée standard a également constaté que la concordance d’identification des sous-

types histologiques variait d’un expert à un autre par rapport à la biopsie cutanée : la 

concordance variait en effet de 50% pour les experts avec moins d’ 1 an d’expérience en MCIV à 

85% pour les experts ayant plus de 10 ans d’expérience en MCIV. Les auteurs soulignent là aussi 

la nécessité de formations supplémentaires, recommandations et protocoles pour diagnostiquer 

et définir les sous-types histologiques correctement avec la microscopie confocale (38). La revue 

Figure XXI Image en MCEV d’une biopsie cutanée d’une lésion suspecte de CBC où l’on observe au milieu 

une zone suspecte (A) qui en zoomant semble être une glande sébacée         engainée par des cellules 

tumorales (B), visibles avec une forte densité cellulaire et un agencement palissadique        . 

MCEV 

A 

B 
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Tableau XXV Limites et raisons pour le manque de corrélation avec l’histopathologie 

conventionnelle. 

de la littérature de Malvehy et al. résume dans le tableau XXV les limites et les causes expliquant 

le manque de corrélation, parfois inhérent à la MCEV, avec l’histopathologie conventionnelle 

(16) : 

Faux positifs en MCEV Faux négatifs en MCEV 

➢ Les follicules pileux, les glandes 
eccrines, les glandes sébacées 
peuvent parfois être confondues 
avec des foyers tumoraux de CBC 

➢ Résolution limite des microscopes de 
première génération pour distinguer 
des travées tumorales d’un stroma 
inflammatoire 

➢ Artéfact de mauvais étalement du 
prélèvement sur la lame de verre 

➢ Visualisation en MCEV directe du 
prélèvement frais tel quel non 
sectionné à la différence de la 
préparation en histopathologie 
classique 

 

 

Concernant la comparaison des niveaux de profondeur tumorale, bien qu’il ne soit pas 

spécifiquement précisé dans les comptes-rendus anatomopathologiques standards des CBC, 

nous avons estimé que ce critère pouvait être pertinent pour montrer que les images de biopsies 

de CBC acquises en MCEV mode combiné et coloration digitale reflétaient au mieux une lame 

d’anatomopathologie en coloration H&E. Dans notre étude, nous observons une bonne 

concordance diagnostique entre l’observateur 1 et l’observateur 2 pour caractériser les niveaux 

de profondeur tumorale de chaque lésion avec des performances diagnostiques respectives de 

89% et 44% et 90% et 69% pour la sensibilité et la spécificité par rapport au gold standard. Ce 

critère n’a jamais été évalué dans ce contexte, la corrélation topographique en profondeur a déjà 

été étudiée selon l’indice de Breslow (non pas la classification de Clark) pour des tumeurs 

mélanomateuses (non pas des CBC) dans l’étude pilote de Hartmann et al. par rapport à l’analyse 

histopathologique standard. Sur 10 lésions étudiées, le coefficient de corrélation entre 

l’épaisseur tumorale histopathologique et l’épaisseur tumorale confocale était de 1 (39). En 

revanche, l’OCT, autre technologie d’imagerie en dermatologie (cf tableau III partie introduction) 

considérée comme plus précise pour mesurer la profondeur des prélèvements (visualisation 

jursqu’à 2mm avec une résolution de 7µm) a fait l’objet étude combiné à la MCEV pour évaluer 

les marges d’exérèse latérale et profonde de CBC nodulaires et superficiels sur pièces 

opératoires. Sur 20 spécimens, la marge d’erreur de l’OCT était de 50µm pour les CBC nodulaires 

et 20µm pour les CBC superficiels par rapport à la profondeur tumorale définie en histologie (40). 

Les auteurs envisagent d’ailleurs de tester cette combinaison technologique pour guider les choix 

thérapeutiques chirurgical et non chirurgical. 
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Pour finir, nous avons cherché à caractériser la couche tissulaire la plus profonde 

observée sur chaque prélèvement entre MCEV et histopathologie. Nous avons observé une 

concordance excellente entre les observateurs 1, 2 et le gold standard confirmant ainsi qu’une 

biopsie cutanée correctement étalée sur la lame de verre en regard de l’objectif du microscope 

confocal est aussi informative que la lame d’histopathologie standard sous le microscope optique 

pour visualiser un prélèvement sur toute sa hauteur. Ainsi, en cas d’identification du sous-type 

histologique sur la biopsie cutanée observée sur toute sa hauteur, nous pouvons envisager que 

la MCEV pourrait guider plus rapidement le choix du traitement le plus adapté (traitement local, 

exérèse chirurgicale avec des marges définies, chirurgie micrographique,…). Cette hypothèse 

nécessite d’être explorée par une étude de plus grande ampleur avec un nombre d’échantillons 

tissulaires plus importants et une meilleure représentativité de chaque sous-type histologique. 
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CONCLUSION  

Notre étude montre que la MCEV en mode combiné (fluorescence, réflectance) et 

coloration digitale peut être prometteuse pour caractériser les CBC sur biopsies cutanées en 

préopératoire, du sous-type histologique au niveau de profondeur tumorale, en s’assurant de 

visualiser le prélèvement sur toute sa hauteur.  

Cependant, avant de pouvoir affirmer que la MCEV peut remplacer l’histopathologie 

conventionnelle, certains paramètres doivent être améliorés tels que l’étalement homogène des 

prélèvements sur la lame de verre ou le développement de formations et de méthodes 

d’apprentissage à la lecture des images de MCEV par les cliniciens. Une des observations 

majeures de notre étude est effectivement la supériorité diagnostique de l’anatomopathologiste, 

même sans expérience en microscopie confocale, par rapport au clinicien, pour détecter les 

foyers de CBC, caractériser les sous-types histologiques, et les niveaux de profondeur tumorale. 

De plus, notre étude manque de puissance du fait d’un nombre faible d’échantillons et d’une 

insuffisance de CBC sclérodermiformes (2/106 prélèvements) avec une concordance 

diagnostique nulle entre les observateurs et le gold standard. Or, ce sous-type aurait été 

pertinent à étudier, car agressif et de mauvais pronostic, il compte parmi les CBC nécessitant un 

diagnostic histologique préalable à toute décision thérapeutique. Par ailleurs, l’interprétation des 

images de MCEV s’est réalisée, dans notre étude, a posteriori non pas en extemporané au 

moment de la génération des images, ne nous permettant pas d’évaluer le critère temps de 

préparation, acquisition, interprétation des images qui semble être un des points forts de la 

MCEV mis en avant dans de nombreuses études. C’est pourquoi, avant de pouvoir considérer la 

MCEV comme un outil d’imagerie alternatif à l’histologie pour une prise en charge diagnostique 

et thérapeutique accélérée des CBC, une étude de plus grande ampleur (augmentation du 

nombre d’échantillons avec meilleure représentativité de tous les sous-types histologiques) doit 

être menée avec une amélioration des points techniques et une interprétation en temps réel des 

images. Du fait de l’augmentation croissante des patients atteints de CBC, il est effectivement 

convenable d’envisager d’autres stratégies de prises en charge diagnostique en étudiant d’autres 

critères pertinents en vie réelle tels que le temps écoulé entre le diagnostic et le traitement, les 

effets directs des outils diagnostiques sur la santé, ou encore le coût de ces tests. 

En attendant, cette technologie nous parait plus abordable pour les 

anatomopathologistes concernant l’interprétation et la lecture fine des images par rapport aux 

cliniciens via par exemple un accès à distance dans le cadre de la télémédecine.  
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ANNEXE  

 

 

 

Formulaire de consentement écrit signé par chaque patient souhaitant participer à l’étude, au 

moment de l’inclusion. 
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SERMENT 
 

 

 

 

 

➢ En présence des Maîtres de cette école, de mes chers condisciples et 
devant l’effigie d’Hippocrate, je promets et je jure, au nom de l’Etre 
suprême, d’être fidèle aux lois de l’honneur et de la probité dans l’exercice 
de la médecine. 

 

 

➢ Je donnerai mes soins gratuits à l’indigent et n’exigerai jamais un salaire 
au-dessus de mon travail. 

 

 

➢ Admis (e) dans l’intérieur des maisons, mes yeux ne verront pas ce qui s’y 
passe, ma langue taira les secrets qui me seront confiés, et mon état ne 
servira pas à corrompre les mœurs, ni à favoriser le crime. 

 

 

➢ Respectueux (se) et reconnaissant (e) envers mes Maîtres, je rendrai à 
leurs enfants l’instruction que j’ai reçue de leurs pères. 

 

 

➢ Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidèle à mes promesses. 
Que je sois couvert (e) d’opprobre et méprisé (e) de mes confrères si j’y 
manque. 
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Intérêt de la microscopie confocale ex vivo en mode combiné et coloration digitale dans la 

caractérisation préopératoire des CBC 

Introduction : Il est recommandé en France de faire une biopsie avant d’opérer un carcinome basocellulaire 

(CBC) sauf si ce dernier est de diagnostic très probable, de bon pronostic, et lorsque le geste chirurgical ne 

nécessite pas de reconstruction complexe. La microscopie confocale ex vivo en mode combiné (réflectance et 

fluorescence) et coloration digitale (MCEVd) permet aujourd’hui une analyse histologique immédiate de 

biopsies sans fixation ni coupe. Nous avons évalué l’efficacité de la MCEVd à diagnostiquer, classer 

histologiquement les CBC, déterminer leur niveau d’invasion ainsi que la couche tissulaire la plus profonde 

visualisée sur chaque prélèvement. 

Matériels et Méthodes : Des punch-biopsies (3 mm) préopératoires de lésions suspectes de CBC ont été 

prospectivement analysés de juillet à novembre 2019 en MCEVd (Vivascope 2500 4ème génération, Mavig, 

Allemagne) par un interne de dermatologie formé à cette technique (O1) et par un dermato-pathologiste (O2). 

L’examen de référence anatomo-pathologique traditionnel (gold standard -GS-) était fait en aveugle de ces 

analyses. Le critère de jugement principal était la confirmation du diagnostic de CBC. Les critères de jugement 

secondaires étaient la classification en sous-types histologiques, le niveau d’invasion tumorale et le niveau de 

profondeur de la biopsie. La sensibilité (Se), la spécificité (Sp) et les valeurs prédictives positives (VPP) ou 

négatives (VPN) de la MCEVd ont été déterminées par rapport au GS. La concordance des diagnostics était 

évaluée avec le coefficient Kappa de Cohen. 

Résultats : 106 punch-biopsies étaient réalisés chez 66 patients dont 73 correspondaient à des CBC avec le GS 

(13 superficiels, 37 nodulaires, 21 infiltrants et 2 sclérodermiformes). La MCEVd permettait une analyse en 

profondeur, par les deux observateurs, similaire au GS. Sur l’ensemble de ces prélèvements, les Se et Sp de la 

MCEVd pour le diagnostic de CBC étaient respectivement pour l’O1 de 96% et 61% et pour l’O2 de 96% et 94% 

avec une VPP et VPN respectives de 84% et 87% pour l’O1 et 97% et 91% pour l’O2. La concordance 

d’identification du sous-type histologique était bonne entre l’O1 et l’O2 (coefficient de kappa pondéré avec 

IC95 = 0,74 [0,64-0,84]) avec une Se et Sp respectives de 79% et 50% pour l’O1 et 82% et 82% pour l’O2 par 

rapport au GS. La concordance d’évaluation de l’invasion tumorale était bonne entre l’O1 et l’O2 (coefficient 

de kappa pondéré avec IC95 = 0,70 [0,56-0,83]) avec une Se et Sp respectives de 89% et 44% pour l’O1 et 90 

et 69% pour l’O2 par rapport au GS.  

Discussion : Les performances diagnostiques de la MCEVd pour confirmer la présence de foyers tumoraux de 

CBC sont élevées. Son acquisition par l’anatomopathologiste est facilitée par la coloration digitale mimant la 

coloration H&E. La MCEVd permet d’analyser les punch-biopsies sur toute leur hauteur comme le GS et de bien 

apprécier le niveau d’invasion tumorale et le sous-type histologique. 

Conclusion : Notre étude montre que la MCEVd permet une caractérisation extemporanée préopératoire 

complète des CBC ouvrant la voie à une prise en charge diagnostique et thérapeutique accélérée de ces 

tumeurs. 

Mots-clefs : carcinome basocellulaire, diagnostic, microscopie confocale ex vivo 


