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1-BUT

ELLH.A Echinococcus permet la détermination semi-quantitative des anticorps sériques dirigés contre Echinococcus granulosus par hémagglutination indirecte
La population ciblée englobe toute personne suspectée d’hydatidose. Le coffret permet de réaliser 102 tests ou 17 réactions de 6 dilutions.

2 - INTRODUCTION

L'hydatidose ou échinococcose kystique est une affection parasitaire qui correspond au développement chez 'héte intermédiaire, dont 'homme, de la larve (hydatide)
d'un cestode du genre Echinococcus. Le cycle d'Echinococcus granulosus fait intervenir le chien comme héte définitif et le mouton ou, plus rarement 'homme,
comme héte intermédiaire.

La localisation de I'hydatide au niveau hépatique est la plus fréquente (50 & 70%), suivie de la localisation pulmonaire (25 a 40%).

L'hydatidose & Echinococcus granulosus est caractérisée par la lenteur de son évolution et par son allure insidieuse. Elle reste peu symptomatique et le diagnostic
biologique est essentiellement immunologique par recherche d'anticorps.

3 - PRINCIPE

ELLH.A Echinococcus est basé sur le principe de 'hémagglutination indirecte.

Les hématies sensibilisées sont constituées d’hématies de mouton recouvertes par un antigene Echinococcus granulosus.

La présence d’anticorps anti-Echinococcus granulosus sériques entraine une agglutination des hématies sensibilisées qui se traduit par un voile rouge /
marron tapissant la cupule. En 'absence d’anticorps spécifiques, ces hématies sédimentent au fond de la cupule sous la forme d’un anneau.

Les hématies non sensibilisées assurent la spécificité de la réaction et permettent d’éliminer les interférences dues aux agglutinines naturelles anti-mouton
(hétéroanticorps de Forssman, anticorps de la mononucléose infectieuse...).

La réaction s’effectue en microplaque a fond en U.

La manipulation est simple et rapide. Les résultats sont obtenus en 2 heures.

4 - REACTIFS ET MATERIEL

Description Quantité
R1 : flacon de 2,2 mL d’hématies sensibilisées 1

R2 : flacon de 1 mL d’hématies non sensibilisées

BUF : flacon de 55 mL de tampon phosphate pH 7,2
R3 : flacon de 2 mL d’adsorbant

CONTROL + : flacon de 0,2 mL de contrdle positif titré
CONTROL - : flacon de 0,2 mL de contrdle négatif
MICROPLATE : microplaque a fond en U

DROPPER : compte-gouttes spécial
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5 - PRECAUTIONS D’EMPLOI

- Les réactifs sont destinés uniquement a un diagnostic in vitro et doivent étre manipulés par des personnes habilitées.

- Les réactifs et la microplaque sont utilisables jusqu’au nombre de tests indiqués sur le coffret. Chaque cupule de la microplaque est a usage unique.

- Tous les réactifs, sauf le réactif BUF, contiennent des substances d’origine animale et doivent étre manipulés avec les précautions d’'usage.

- Les prélévements sont potentiellement infectieux. lls doivent étre manipulés avec les précautions d’'usage en respectant les regles d’hygiéne et la
réglementation en vigueur dans le pays d’utilisation.

- Les réactifs contiennent de I'azide de sodium (concentration < 0,1%). L'azide de sodium contenu dans les réactifs peut réagir avec les métaux lourds des
canalisations pour former des composés explosifs. Il est donc recommandé de ne pas jeter les réactifs a I'évier et de suivre les recommandations et
réglementations d'élimination des déchets en vigueur.

- Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de péremption.

- Ne pas utiliser de réactifs provenant de lots différents.

- Ne pas utiliser les réactifs endommagés ou mal conservés avant utilisation.

- Bien attendre que le sérum et les réactifs s’équilibrent & température ambiante avant emploi.

- Agiter soigneusement les réactifs R1 et R2 avant utilisation : une agitation manuelle vigoureuse ou au vortex est obligatoire pour lhomogénéisation des
hématies. Il convient de s’assurer qu'’il ne reste aucun dépét d’hématies dans le fond du flacon.

- Lors de la distribution des réactifs R1 et R2, veiller a ce que le compte-gouttes soit parfaitement vertical. Vérifier 'absence de bulles d’air dans les gouttes,
afin que les volumes délivrés soient constants.

6 — RECUEIL ET TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

Utiliser des sérums frais obtenus aprées un prélévement sanguin sur tube sec (jusqu'a 7 jours de conservation a 2-8°C ou a -20°C pour une conservation
supérieure a 7 jours), et ne présentant ni hémolyse, ni trouble, ni ictére, ni contamination. Il est recommandé a chaque laboratoire de vérifier la compatibilité
des tubes de prélévements utilisés.

Ne pas effectuer de recongélation de I'échantillon.

Ne pas décomplémenter le sérum.

7 — CONSERVATION ET PREPARATION DES REACTIFS

Les réactifs sont préts a I'emploi.

Les réactifs conservés a 2-8°C dans leur état d’origine et aprés ouverture sont stables jusqu’a la date de péremption indiquée sur le coffret. Ils ne doivent
pas étre congelés.

8 — MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

- Pipette(s) automatique(s) au volume de pipetage adapté a la quantité @ mesurer ;
- Récipients pour déchets contaminés ;

- Centrifugeuse ;

- Tubes a hémolyse.

9 — MODE OPERATOIRE
Equilibrer les réactifs a température ambiante avant emploi.

9.1 — Préparation de I’échantillon
Diluer le sérum a tester au 1/40 :

* 50 pL de sérum;
+ 1,95 mL de réactif BUF.

9.2 — Réalisation du test sur micoplaque

- A l'aide d’'une micropipette multicanaux, distribuer 50 pL de réactif BUF dans 8 cupules de la microplaque.

- A l'aide d’une micropipette, distribuer 50 pL du sérum dilué dans la 1% cupule.

Mélanger avec le réactif BUF et reporter, de préférence a I'aide d’un micro-diluteur (“tulipe”), 50 L de la 1% cupule dans la 2°™, de la 2°™ dans la 3°™,
et ainsi de suite jusqu’a la 6°™ cupule, en rejetant 50 uL de la 6°™ cupule.

On obtient ainsi les dilutions 1/80 jusqu’au 1/2560.

- Distribuer 50 pL du sérum dilué dans la 7¢™ cupule.
Mélanger avec le réactif BUF et rejeter 50 pL.
Cette dilution (1/80) constitue le témoin sérum, dont le role est de détecter les agglutinines naturelles anti-mouton que peuvent contenir certains sérums.

- Agiter soigneusement les réactifs R1 et R2.
« Déposer 1 goutte de réactif R1 dans les 6 premieres cupules.
- Déposer 1 goutte de réactif R2 dans la 7°™ cupule (témoin sérum).
- Déposer 1 goutte de réactif R1 dans la 8™ cupule (témoin réactif) dont le rdle est de contrdler la validité du réactif BUF et du réactif R1.

Remarque : Ne réaliser qu’un seul témoin réactif par série de tests.

- Homogénéiser tres soigneusement le contenu des cupules :

« soit manuellement, par tapotements latéraux sur les cétés de la microplaque, posée a plat ;

« soit a 'aide d’un agitateur vibreur pour plaques & microtitration (par ex 1300 tours / minute pendant 10 secondes). Ne pas utiliser d’agitateur orbital.
- Laisser ensuite la plaque immobile, a I'abri de toute vibration, a température ambiante comprise entre 15 et 30°C.
- Lire la réaction 2 heures plus tard. Les résultats sont interprétables dés 1h30 de réaction minimum et jusqu'a 24h maximum.

9.3 — Adsorption des agglutinines naturelles anti-mouton en cas d’agglutination du témoin sérum
- Agiter soigneusement le réactif R3.
- Distribuer dans un tube et mélanger :
*0,1 mL de sérum;
* 0,3 mL de réactif R3.
- Laisser incuber 60 min a température ambiante.
- Centrifuger a 2000 trs/min pendant 15 min.
- Recueillir le surnageant ; le sérum est alors dilué au 1/4.
- Diluer le surnageant au 1/10 dans du réactif BUF pour obtenir une dilution mére (1/40) adsorbée.
- Reprendre le protocole de "Réalisation du test sur microplaque" en remplagant la dilution mere par la dilution mére adsorbée.

10 - LECTURE
Réaction négative : Absence d’hémagglutination.

Présence d’'un anneau plus ou moins large au fond de la cupule.
Réaction positive : Présence d’hémagglutination.

Présence d'un voile rouge/marron tapissant la cupule ; parfois, présence d'un fin liseré périphérique.

Exemple : Sérum positif au 1/1280
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1/80 1/160 1/320 1/640 1/1280 1/2560 Témoin Témoin
sérum réactif

11 - INTERPRETATION DES RESULTATS
Titre <1/160 : Réaction non significative.
Absence probable d’hydatidose.
Renouveler le test 2 a 3 semaines plus tard et associer une immunoempreinte.

Titre =1/160 : Réaction douteuse.
Renouveler le test 2 a 3 semaines plus tard et associer une immunoempreinte.
Titre 21/320 : Réaction significative en faveur d’une hydatidose évolutive.

12 - CONTROLE QUALITE INTERNE

Les réactifs CONTROL+ et CONTROL- doivent étre traités comme les sérums & analyser. Le titre du réactif CONTROL+ doit étre égal au titre annoncé
sur I'étiquette du flacon a + une dilution. Le réactif CONTROL- doit présenter une absence d’hémagglutination. Si tel n’est pas le cas, le test n’est pas
valide.



13 - CAUSES D’ERREURS ET LIMITES DU TEST

- Mauvaise conservation du sérum.

- Mauvaise conservation des réactifs aprés ouverture.

- Utiliser exclusivement les compte-gouttes fournis dans le coffret.

- Utiliser exclusivement les plaques fournies dans le coffret possédant des puits avec un fond en U.

- Ne pas interchanger les compte-gouttes entre les réactifs R1 et R2.

- En cas de réaction positive dans les 6 premiéres cupules, poursuivre les dilutions pour rechercher le titre d’hémagglutination limite.

- Le témoin sérum doit donner une réaction négative (anneau). En cas d’hémagglutination de ce témoin, il est nécessaire de renouveler le test aprés avoir
éliminé les agglutinines naturelles anti-mouton du sérum par adsorption.

- Le témoin réactif doit donner une réaction négative (anneau). En cas d’hémagglutination de ce témoin, le kit ELI.H.A Echinococcus n’est pas utilisable.
- Certains sérums, dont la concentration en anticorps est trés élevée, peuvent donner lieu a un phénomene de zone (avec rétraction du voile) dans les
premiéres dilutions, qui disparait dans les dilutions suivantes.

- La qualité des réactifs permet d’exécuter la réaction le soir et d’effectuer la lecture le lendemain matin, a condition que la microplaque ne subisse aucun
déplacement et soit a I'abri des vibrations.

- Ne pas réutiliser un puits ayant déja servi a la réalisation d'un test.

- La nomenclature frangaise des actes de biologie médicale précise, pour le dépistage sérologique des échinococcoses, que la recherche d’anticorps anti-
Echinoccocus doit étre réalisée par 2 techniques de principes différents. Ainsi d’éventuels interférents non connus a ce jour pourraient étre éliminés.
L'interprétation globale de cette sérologie devra donc étre faite en fonction des résultats des différentes techniques utilisées. Dans tous les cas, il est
nécessaire d'intégrer I'ensemble des données cliniques, épidémiologiques et biologiques avant d'établir le diagnostic final.

- Sans déplacement ni vibration de la microplaque, le test peut étre réalisé le soir et lu le lendemain matin (soit apres 24h de réaction maximum).

14 - PERFORMANCES

14.1 - PERFORMANCES ANALYTIQUES

14.1.1 — Répétabilité

Sur des sérums positifs, le dispositif a une répétabilité de 100 % avec une tolérance acceptable d’une cupule d’écart.
Sur des sérums négatifs, le dispositif a une répétabilité de 100 % sans tolérance de positivité dans le résultat.

Les cupules témoins sérum et témoin réactif ont une répétabilité de 100%.

14.1.2—- Reproductibilité

Sur des sérums positifs, le dispositif a une reproductibilité de 100 % avec une tolérance acceptable d’une cupule d’écart.
Sur des sérums négatifs, le dispositif a une reproductibilité de 100 % sans tolérance de positivité dans le résultat.

Les cupules témoins sérum et témoin réactif ont une reproductibilité de 100%.

14.1.3 — Interférences

En raison d’'une forte homologie génétique entre les deux espéces d’Echinococcus : E. multilocularis et E. granulosus, des tests secondaires sont
nécessaires pour exclure une réactivité croisée (9).

Des réactions croisées ont été observées avec des échantillons positifs en anticorps anti-Fasciola ou en anticorps anti-S. mansoni (2).

Des réactions croisées ont été observées avec des échantillons provenant de patients atteints de toxoplasmose, HIV, EBV, aspergillose, filariose et
de clonorchiase (1,3).

Les interférences potentielles avec I'hémoglobine, les lipides et la bilirubine ont été étudiées selon les recommandations du CLSI EP07 (4,5,6,7,8).
Aucune interférence significative n’a été détectée jusqu’aux concentrations maximales suivantes :

Substance testée Concentrations maximall
Bilirubine 800 mg/L
Lipides 159g/L
Hémoglobine 10 g/L

Une analyse bibliographique approfondie a permis d’exclure de potentielles interférences médicamenteuses, tout en réduisant, dans la mesure du
possible, le risque lié a d’éventuels interférents non encore identifiés.

14.2 - PERFORMANCES CLINIQUES

ELI.H.A Echinococcus est constitué d’hématies sensibilisées par un antigéne Echinococcus granulosus. |l assure la sensibilité et spécificité a la réaction.
Une étude portant sur 221 sérums humains a démontré une sensibilité de 93,0 % (quelle que soit la localisation des kystes) et une spécificité de 94,9 %.
Les comparaisons avec I'lF| et le test ELISA ont montré une remarquable complémentarité de ces différentes réactions (1).

Les performances cliniques du kit ELI.H.A Echinococcus ont été évaluées a l'aide d’une revue de la littérature scientifique a partir de 5 publications parues
entre 2009 et 2023 (2,10,11,12,13).
Les résultats suivants ont été obtenus

Tableau 1 : Performances cliniques pour un seuil de 1/160

Etude Etude n°4 [12]
Année de publication 2023
23 sérums de patients avec suspicion
d'échinococcose kystique

Population

Méthode comparative

(standard de référence) Examen histopathologique

Sensibilité 1/160 94%*°

Spécificité 1/160 100%°
VPP* 1/160 100%°
VPN* 1/160 85,7%°

Tableaux 2 et 3 : Performances cliniques pour un seuil de 1/320

Etude Etude n°1[10] Etude n°2 [11] Etude n°3 [2]
Année de icati 2009 2024 2010
. . . " 30 sérums de patients
i 40 sérums de 74 sérums de_ patlent 30 sérums de' patients atteints d'autre
19 sérums de - . avec suspicion atteints d'une " . . "
" patient présentant . e P parasitose, S. mansoni| 10 sérums de patients
N patients avec kyste . 20 sérums de d'échinococcose échinococcose _ 5 _
Population I N des parasitoses et N - " 3 (n=6), Fasciola (n=6), exempts de toute
ydatique ladi sujets sains kystique (51 femmes et kystique sans autre H =6). E. it
ulmonaire autres maladies 23 hommes agés de 3 a infection 1. nana (n=6), E. parasitoses
P pulmonaires 86 ans) arasitologique histolytica (n=6) et
P 9 Giardia lamblia (n=6).
Méthode comparative Résultats NA NA Reésultats des rapports Analyse clinique et NA NA
(standard de référence) opératoires cliniques et radiologiques chirurgie
Sensibilité 1/320 73,6% 70,8% 86,7%
Spécificité 1/320 98,3% 96,2% 95%
VPP* 1/320 93,3% 97,1% 92,9%
VPN* 1/320 92,1% 64,1% 90,5%
Etude Etude n°4[12] Etude n°5 [13]
Année de publication 2023 2016
23 sérums de patients avec | 18 Sérums d'enfants 27 Sérums d'adultes . .
. L o . e o . x 20 sérums de sujets
Population suspicion d'échinococcose | atteints d’échinococcose | atteints d'échinococcose sains
kystique kystique kystique
Méthode comparative . . - . L
standard de référence) Examen histopathologique Examen clinique et imagerie médicale
Sen é 1/320 82,4%° 88,9%2
Spécificité 1/320 100% 100%2
VPP* 1/320 100% 100%2
VPN* 1/320 66,7%° 80%*

*: VPP : Valeur Prédictive Positive
*: VPN : Valeur Prédictive Négative
2: Valeur calculée par ELITech Microbio

Dans la littérature scientifique, la sensibilité et la spécificité clinique pour un seuil de significativité 1/160 est respectivement de 94% et 100%.
Pour un seuil de significativité 1/320,la sensibilité et la spécificité clinique s’étendent respectivement de de 73,6% a 88,9% et de 95% a 100%.
Pour un seuil de significativité 1/160, la VPP est de 100% et la VPN est de 85,7%.

Pour un seuil de significativité 1/320, la VPP varie de 92,86% a 100% et la VPN varie de 66,67% a 92,1%.

15 — ELIMINATION DES DECHETS

Les déchets doivent étre éliminés en respectant les regles d’hygiene et la réglementation en vigueur pour ce type de produit dans le pays d'utilisation.

En cas de versement accidentel de réactif BUF, nettoyer le plan de travail a 'aide de papier absorbant et rincer avec de I'eau. En cas de versement de
sérum ou d’'un autre réactif, nettoyer a 'aide d’eau de Javel et de papier absorbant.
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Tout incident grave en lien avec le dispositif fait I'objet d’'une notification au fabricant et a I'Autorité Compétente de I'Etat Membre dans lequel I'utilisateur
est établi.

Les modifications par rapport a la version précédente sont surlignées en gris.
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