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1. Domaine d’utilisation

Pour le diagnostic in vitro. Le RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi Test
est un test rapide immunochromatographique pour caractériser qualitativement le
Cryptosporidium parvum et / ou Giardia lamblia et / ou Entamoeba histolytica (sensu lato) dans
les échantillons de selles.

2. Résumé et explication du test

Giardia lamblia fait partie des flagellés intestinaux. Les trophozoites morphologiquement
caractéristiques ne survivent que trés brievement en dehors de l'organisme I'héte. La
transmission se fait par les kystes trés infectieux. En raison de sa propagation mondiale,
Giardia lamblia est une cause importante des diarrhées chroniques, en particulier pour les
probléemes de médecine des voyageurs. L’infection survient aprés I'absorption de kystes dans
des denrées alimentaires contaminées et de I'eau. Au sein de collectivités avec une hygiéne
déficiente, I'infection survient trés souvent par voie fécale de personne en personne. Cette voie
de transmission survient particulierement fréquemment dans les créches et jardins d’enfants,
ainsi que sur les hommes homosexuels et les indigénes. Les parents peuvent étre infectés par
leurs enfants. Contrairement aux jeunes enfants, des enfants plus agés infectés peuvent ne pas
avoir de symptdmes. Pourtant, ils éliminent des kystes et peuvent infecter d’autres personnes.
La giardiase (lambliase) survient comme diarrhée aigué ou chronique. La période d’incubation
est de 3 a 42 jours. La méthode la plus utilisée dans le passé pour diagnostiquer une giardiase
était la caractérisation microscopique des kystes dans les selles ; il était toutefois indispensable
d’avoir du personnel expérimenté. Les examens doivent en outre étre effectués sur une longue
période puisque I'élimination des kystes est soumise a de fortes variations.

Le Cryptosporidium parvum est un parasite qui est trés répandu chez les animaux et que I'on
peut trouver comme germe pathogene également chez les animaux domestiques, en particulier
les veaux. Toutefois, les infections de 'homme sont observées et sont plus fréquentes
gu’autrefois. Le parasite entraine souvent chez les enfants dans les pays tropicaux en voie de
développement des diarrhées endémiques et épidémiques. Sur les patients
immunocompétents, la maladie se manifeste comme gastro-entérite a auto-guérision. La
diarrhée dure entre 3 et 10 jours et peut étre accompagnée de fievre et de symptdbmes gastro-
intestinaux, comme les nausées et les douleurs, ressemblant a ceux de la giardiase (lambliase).
Les symptomes et les effets sont beaucoup plus sérieux sur les patients immunoincompétents
sur lesquels les diarrhées sont graves et persistent. La transmission de l'infection de I'animal a
’lhomme par I'eau contaminée peut également s’effectuer de ’homme a 'lhomme. Les membres
des collectivités, les enfants dans les jardins d’enfants et les groupes a risques des hommes
homosexuels et les personnes infectées par le HIV sont particulierement mis en danger. La
méthode utilisée la plus couramment dans le passé pour diagnostiquer le Cryptosporidiose était
la justification microscopique des oocystes dans les selles ou I'examen microscopique de
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prélevements de biopsie de lintestin gréle, ce qui entrainait la présence obligatoire d’un
personnel compétent.

Dans le monde entier, Entamoeba histolytica (sensu lato) infecte chaque année jusqu’a 500
millions de personnes. Des études de génétique moléculaire ont montré que les protozoaires —
portant la dénomination Entamoeba histolytica - identifiés avec les méthodes de diagnostic
traditionnelles se composent de deux espaces ne pouvant pas étre distingués au niveau
morphologique, l'espéce pathogene Entamoeba histolytica au sens strict et I'espéce
Entamoeba dispar non pathogéne selon les connaissances scientifiques actuelles. Environ 90
% des infections par Entamoeba sont causées par I'E. dispar. Les 40 — 50 millions de cas
annuels environ de colite amibienne ou d’abcés du foie avec 80 000 cas mortels sont causés
par I'E. histolytica.

Le cycle vital de 'Entamoeba est relativement simple. L’infection s’effectue par absorption orale
de kystes a quatre noyaux. Ceux-ci entrainent la formation dans lintestin gréle de la forme
végétative a un noyau du parasite, le trophozoite (forme minuta) qui se multiplie et différencie
principalement dans le cblon. Ces trophozoites s’enkystent vraisemblablement en raison du
milieu dans la zone inférieure du cblon. Les trophozoites ne seront trouvés dans les selles en
plus des kystes qu’en cas de passage accéléré de lintestin.

Les symptdmes cliniques d’une amibiase sont déclenchés par l'invasion du parasite allant du
lumen dans la muqueuse du cblon. On trouve alors souvent des trophozoites avec des
érythrocytes phagocytés. Ces trophozoites sont désignés sous la forme magna en raison de
leur dimension. Les conséquences de l'invasion dans la muqueuse intestinale sont la diarrhée,
la dysenterie et méme les amoebomes. Aprés une diffusion disséminée, des abcés du foie, des
poumons ou dans certains cas trés rares des abcés du cerveau peuvent survenir comme
complication ; ces maladies devenant mortelles si elles ne sont pas traitées.

Les symptomes cliniques de la forme intestinale aigué de I'amibiase sont des douleurs
abdominales spasmodiques accompagnées de nausées et de fortes diarrhées avec des selles
contenant des glaires sanglantes. La phase aigué peut se transformer en une phase chronique
avec des diarrhées occasionnelles alternant avec de la constipation, des douleurs abdominales,
des nausées et des vomissements. On a également décrit des excréteurs de kystes
n’entrainant vraiment aucun symptome.

Dans env. 10 % des cas d’une dysenterie amibienne aigué, des complications extra-intestinales
surviennent, comme des abcés du foie ou I'affection d’autres organes. En cas d’amibiase extra-
intestinale, une caractérisation sérologique des anticorps est indiquée.

Le diagnostic de I'amibiase intestinale peut étre fourni au moyen de procédés microscopiques
colteux a travers la caractérisation des kystes et des trophozoites dans les selles. Puisque
I'épaisseur des parasites peut étre trés faible, on suppose que la sensitivité de cette méthode
n'est que de 75 % avec un examen unique des selles réalisé par des personnes
expérimentées. En outre, on risque de confondre I'Entamoeba avec les cellules d’'un
dermatophyte, avec des granulocytes, des macrophages et des champignons.
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Les procédés de test immunologiques sensitifs avec des anticorps spécifiques contre les
antigénes d’Entamoeba, sont nettement plus avantageux. En effet, le diagnostic est
indépendant d’'un jugement subjectif et est plus sensible en raison de la saisie des composants
ne pouvant plus étre identifiés sur le plan morphologique. Seule la forme invasive de
'Entamoeba provoque une formation d’anticorps. Puisque le titrage des anticorps peut étre
caractérisé la plupart du temps en méme temps que le début des symptdmes cliniques, il est
possible d’utiliser également pour identifier 'E. histolyca une caractérisation des anticorps
spécifiques. Celle-ci offre de plus la possibilité via le niveau du titrage d’effectuer une distinction
entre une amibiase intestinale et une amibiase extra-intestinale, ce qui est important pour le
choix de la thérapie.

Une autre méthode importante par rapport a la microscopie, pour caractériser 'Entamoeba
histolytica, le Giardia lamblia et le Cryptosporidium parvum, est le test rapide
immunochromatographique décrit ci-dessous, dont la sensitivité et la spécificité ont la méme
valeur que le procédé d’examen microscopique grace a l'utilisation d’anticorps monoclonaux. La
réalisation est simple et rapide et aucun personnel spécialement formé a la microbiologie n’est
requis.

3. Principe du test

Le présent test rapide est un test a débit latéral immunochromatographique a un niveau, dans
lequel les anticorps spécifiques dirigés contre les antigeénes des parasites sont couplés a des
particules de latex vertes (spécifiques a I'Entamoeba), rouges (spécifiques au Giardia) ou
bleues (spécifiques au Cryptosporidium ). D’autres anticorps spécifiques contre les trois agents
pathogénes sont liés de maniére fixe a la membrane. Dans un premier temps, I'échantillon de
selles est mis en suspension dans le tampon d’extraction puis est mis en sédimentation. Un
aliquote du liquide clair du dessus du prélevement est versé sur la zone de test, le prélévement
passant a travers la membrane avec les particules colorées de latex, sur lesquelles — dans un
cas positif - I'antigéne présent se lie, puis se liant aux bandes collectrices spécifiques. En
fonction de l'antigéne présent dans I'échantillon, une bande verte, et/ou rouge et/ou bleue est
visible.

4. Contenu de I’emballage

Les réactifs d’'un emballage suffisent a 20 déterminations.

20 déterm. 20 cassettes de test sous emballage individuel
Diluent 26 ml Tampon d’extraction, prét a I'empiloi :

contient 0,1 % d’azide de sodium
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25 pcs Sachet avec 25 pipettes a usage unique

5. Les réactifs et leur stockage

Le paquet peut étre entreposé a 2 — 30° C et peut étre utilisé jusqu’a la date de péremption
imprimée sur I'étiquette. Lorsque la date de péremption est atteinte, aucune garantie de qualité
ne peut plus étre acceptée. L'utilisation possible des cassettes ne peut plus non plus étre
garantie lorsque I'emballage individuel des cassettes est altéré.

6. Réactifs supplémentaires nécessaires — Accessoires requis

- Tubes a essai pour suspension de selles

- Mélangeur Vortex (en option)

- Micropipette (200 ul — 1000 pl)

- Poubelle avec une solution d’hypochlorite au sodium a 0,5 %

7. Mesures de précaution
Uniquement pour le diagnostic in vitro.

Ce test ne doit étre effectué que par un personnel de laboratoire formé. Les directives
concernant le travail dans des laboratoires médicaux doivent étre respectées. La notice
d’utilisation de réalisation du test doit étre respectée rigoureusement.

Le tampon d’extraction contient de I'azide de sodium comme agent conservateur. Tout contact
avec la peau ou les muqueuses doit étre évité.

Ne pas pipeter les échantillons ou les réactifs avec la bouche, éviter tout contact sur des lésions
de la peau ou sur des muqueuses. Au cours du maniement avec les échantillons, porter des
gants a usage unique et a l'issue du test, se laver les mains. Ne pas fumer, manger ou boire
dans les locaux dans lesquels les échantillons sont manipulés.

Tous les réactifs et les matériaux, pouvant entrer en contact avec des échantillons
potentiellement infectieux, doivent étre traités comme ces derniers avant leur élimination avec
des désinfectants adéquats (par ex. hypochlorite de sodium) ou étre passés a l'autoclave au
minimum pendant une heure a 121° C.

8. Accumulation et stockage des échantillons

Les échantillons de selles doivent étre collectés dans des récipients propres sans un
quelconque additif et doivent étre stockés a 2 — 8° C avant le début du test. En cas de stockage
de plus de 3 jours, I'échantillon doit étre surgelé a —20° C. Dans ce cas, I'échantillon est
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entierement décongelé avant le début du test et est amené a température ambiante. Il faut
éviter de congeler et de décongeler plusieurs fois I'échantillon.

Lorsqu’il est nécessaire d’utiliser des frottis rectaux, il faut veiller a disposer d’'une quantité
nécessaire de selles pour effectuer le test (env. 50 mg).

9. Réalisation du test
9.1. Généralités

Avant d’utiliser le test, les échantillons, le tampon d’extraction et les cassettes de test doivent
étre amenés a température ambiante (20 - 25° C). Les cassettes de test doivent étre retirées
juste avant étre d’utilisée de leur emballage en déchirant ce dernier. Les cassettes utilisées ne
doivent pas étre réutilisées. Tout rayonnement direct du soleil au cours de la réalisation du test
doit étre évité.

Le réactif excédentaire ne doit pas étre reversé dans le récipient puisque cela pourrait entrainer
une contamination.

9.2. Préparation des échantillons

On verse dans un tube & essai marqué 1 ml de tampon d’extraction Diluent. Dans le cas d’un
échantillon de selles liquides, 100 pl sont mis en suspension avec la pipette a usage unique
dans le tampon préparé (s’arréter juste au-dessus du deuxieme gonflement). En cas
d’échantillons de selles solides, 50 mg sont mis en suspension dans le tampon. L’échantillon
doit ensuite étre bien homogénéisé. Il est nécessaire pour ce faire d’aspirer plusieurs fois et
d’expulser la suspension avec la pipette a usage unique ou de la mélanger avec un
mélangeur Vortex. La suspension homogene doit ensuite étre mise en sédimentation pendant 3
minutes au minimum jusqu’a ce qu’un liquide clair se forme au-dessus.

9.3. Test du prélévement

La cassette de test retirée de 'emballage Cassette est posée sur une surface plane. 200 ul du
liquide clair du dessus de la suspension de selles sont ensuite pipetés au moyen de la
micropipette ou 4 gouttes sont pipetées avec la pipette a usage unique Pipet dans I'ouverture
ronde de la cassette de test. Le liquide doit s’écouler dans probléme a travers la membrane.
Les particules éventuellement pipetées simultanément et pouvant entraver ce passage doivent
étre retirées au préalable. Au bout de 10 minutes, le résultat du test peut étre lu.

10. Contrdle de qualité — Signes d’une dénaturation du réactif

Ce test ne peut étre exploité que lorsque la cassette de test est intacte avant d’étre pipetée
dans la suspension réalisée du prélévement et lorsqu’elle ne présente aucune altération de
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couleur ou aucune bande de couleur sur la membrane. De plus, a I'issue de l'incubation test, la
bande de contrdle rouge pourpre doit étre au minimum visible. Si celle-ci n’apparait pas, il
convient de controler les éléments suivants avant de renouveler le test:

- Conservation des cassettes de test et du tampon d’extraction utilisé
- Reéalisation correcte du test
- Contamination du tampon d’extraction

Lors du renouvellement du test avec une nouvelle cassette de test, si la bande de contrble n’est
toujours pas visible, il faut vous adresser au fabricant ou a votre distributeur local R-Biopharm.

11. Analyse et interprétation

Au maximum quatre bandes peuvent apparaitre, en étant apercues de I'endroit de prélévement
de l'échantillon et dans l'ordre suivant: une bande bleue (« 1 » = bande test 1), une rouge
(« 2 » = bande test 2), une verte (« 3 » = bande test 3) et une bande rouge pourpre (C = bande
de contréle). Si la bande de contrble rouge pourpre manque, le test ne peut pas étre
analyseé et n’est plus valable !

Les interprétations suivantes sont possibles :

- Cryptosporidien positif : les bandes bleu et rouge pourpre sont visibles.

- Giardia positif : les bandes rouge et rouge pourpre sont visibles.

- Entamoeba positif : les bandes verte et rouge pourpre sont visibles.

- De plus, toutes les combinaisons des trois bandes de test spécifiques peuvent survenir
avec la bande de contrble rouge pourpre, en fonction de la présence des trois agents
pathogénes dans I'échantillon.

- Neégatif : Seule la bande de contrble rouge pourpre est visible.

- Non valable : aucune bande n’est visible ou une autre constellation que celle décrite ci-
dessus et d’autres altérations de couleurs des bandes sont présentes. De plus, les
colorations des bandes, survenant au bout de 10 minutes ou ultérieurement, n’influent
pas sur le diagnostic et ne doivent pas étre analysées.

12. Limites de la méthode

Le RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi caractérise I'antigéne du
Cryptosporidium parvum et/ou Giardia lamblia et/ou Entamoeba histolytica (sensu lato) dans les
échantillons de selle. Il n’est pas possible d’en déduire un rapport entre l'intensité des bandes
spécifiques visibles et l'apparition ou la gravité des symptdbmes cliniques. Les résultats
obtenus doivent toujours étre interprétés en liaison avec le tableau clinique.

Un résultat positif n’exclut pas la présence d’autres agents pathogenes infectieux.
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Un résultat négatif n’exclut pas une éventuelle infection due a un Cryptosporidium ou un
Lamblia ou un Entamoebia. Il peut étre causé par I'élimination intermittente de I'agent
pathogéne ou par une quantité trop faible d’antigéne dans I'échantillon. Si, sur le plan de
'anamnése, une infection avec I'agent pathogéne recherché est soupgonnée avec raison, un
autre prélevement de selles du patient doit étre examiné.

Un excédent de prélévement de selles peut entrainer des bandes de couleur marron a la place
des bandes colorées spécifiquement. Ces bandes marrons n’influent pas sur le diagnostic.
Dans de tels cas, un autre test est nécessaire en utilisant une quantité de selles plus faible ou
une nouvelle dilution de la suspension déja réalisée (liquide clair au-dessus aprés la
sédimentation) afin de déterminer si les agents pathogénes recherchés se trouvent vraiment
dans le prélevement et ont été recouverts par une quantité trop élevée de matrice utilisée de
selles.

13. Caractéristiques
13.1. Etudes comparatives cliniques

Dans une étude de plusieurs centres avec 5 institutions différentes, 252 échantillons de selles
au total, ayant été prédéfinis avec différentes méthodes et conservés en étant congelés, ont été
étudiés apres décongélation dans le test rapide Combi RIDA®QUICK
Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi. Les différents résultats sont réunis dans le tableau
1 et la sensibilité comme la spécificité moyenne des différents résultats des 5 instituts de
validation ont été calculées.

Tab.1 Regroupement des résultats d’'une étude de plusieurs centres avec le test rapide
Combi RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/Entamoeba Combi

Echantillon Bande test spécifiqgue pour parasites

total | pos. négatif Cryptosporidium Giardia Entamoeba
Méthode de aucun | autres
référence parasites Sens. | Spéc. | Sens. | Spéc. | Sens. | Spéc.
Microscopie 28 28 0 0 87,5 - 80 - 60 -
Microscopie 63 32 20 11 100 100 100 100 - 100
Microscopie 32 12 15 5 - - 88,9 100 100 80
Microscopie/ PCR [ 49 35 5 9 66,7 79,9 94,4 100 79,2 76
Elisa 80 63 17 0 77,8 100 96,3 98,1 100 93,6
Somme 252 | 170 57 25 83,0% | 93,3% | 91,9% | 99,5% |84,8% | 87,4%
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13.2. Réactivité croisée

Aucun des parasites intestinaux énumérés ci-aprés n’entraine de réaction croisée dans le
RIDA®QUICK Cryptosporidium/Giardia/ Entamoeba Combi:

Entamoeba coli
Blastocystis hominis
Chilomastix mesnili
Endolimax nana
Entamoeba nana
Entamoeba hartmannii
Hymenolepsis nana
Isospora belli

Isospora felis
Jodamoeba butschlii
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