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Pour diagnostic in vitro uniquement, pour usage professionnel seulement

1-BUT c €

ELIstain Para-Color est un réactif permettant la coloration des éléments
parasitaires dans les selles lors :

- d'un examen direct ;

- d’'un examen du culot obtenu aprés concentration des éléments parasitaires
par une méthode diphasique, a I'exception de celles utilisant déja un colorant.
Le coffret permet de réaliser 100 tests.

2 - INTRODUCTION

De nombreux parasites (protozoaire - helminthes) peuvent étre a l'origine des
manifestations intestinales ou hépatiques. La présence de ces parasites dans
l'intestin ou dans les canaux biliaires est confirmée par un examen macroscopique
et un examen microscopique des selles. Les manifestations cliniques,
l'interrogatoire du patient avec notamment la notion de séjour en zone d’endémie,
les résultats des examens biologiques tels que I'hyperéosinophilie sanguine
orientent le diagnostic parasitologique et les techniques a mettre en ceuvre (1,2).

3 - PRINCIPE

ELlIstain Para-Color est un procédé de coloration différentielle des éléments
parasitaires utilisant un mélange d'agents colorants dont le Lugol.

Son utilisation facilite la détection des éléments parasitaires qui apparaissent
colorés en jaune, jaune-orange ou jaune-brun sur fond bleu plus ou moins foncé
1,3).

4- REACTIF
Description Quantité
R1 : flacon de 1 mL de solution Para-Color. 1

5- PRECAUTIONS D’EMPLOI

- Le réactif est destiné uniquement a un diagnostic in vitro et doit étre manipulé par
des personnes habilitées et formées.

- Les tests sont a usage unique.

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

- Ne pas utiliser le réactif au-dela de la date de péremption.

PARA- COLOR GHS02 — GHS08 — GHS07

H225 : Liquide et vapeurs tres inflammables.

H315 : Provoque une irritation cutanée.
H319 : Provoque une grave irritation oculaire.

H373 : Risque présumé d'effets graves pour les organes a la suite
d'expositions répétées ou d'une exposition prolongée.

P210 : Tenir a I'écart de la chaleur, des surfaces chaudes, des étincelles, des
flammes nues et de toute autre source d’inflammation. Ne pas fumer.

P235 : Tenir au frais.
P260 : Ne pas respirer les vapeurs.
P403 : Stocker dans un endroit bien ventilé.

6 - RECUEIL ET TRAITEMENT DES ECHANTILLONS

La totalité de la selle doit étre recueillie sans urines (celles-ci tuent les protozoaires)
et dans un récipient propre sec et transparent mais pas nécessairement stérile.

Compte tenu de la fragilité de certains stades parasitaires, tels que les formes
végétatives de protozoaire, il est recommandé de traiter les selles le plus rapidement
possible aprés leur recueil, soit dans les 6h si I'échantillon est conservé a
température ambiante ou dans les 2-3 jours s'il est conservé a 2-8°C.

7 -CONSERVATION ET PREPARATION DU REACTIF

Le réactif est prét a 'emploi.

Le réactif conservé a 18-25°C, a I’abri de la lumiére, est stable jusqu’a la date de
péremption indiquée sur le coffret.

IIne doit pas étre congelé.

8 - MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

- Pipette(s) automatique(s) au volume de pipetage adapté a la quantité a
mesurer ;

- Tubes a hémolyse ;

- Eau physiologique

- Batonnets de prélévement ;

- Vortex;

- Pipettes Pasteur ;

- Lames + lamelles pour microscopie ;

- Microscope ;

- Récipients pour déchets contaminés.

9 -MODE OPERATOIRE
Examen direct aprés coloration par le réactif R1 (solution Para-Color)

a. Homogénéiser les selles.

b. Prélever un volume de selles équivalent a un petit pois (300 mg +/- 50 mg quelle
que soit la consistance) et le déposer dans un tube a hémolyse contenant 1 mL
de diluant (eau physiologique, eau distillée ou tampon acéto-acétique pH5).

C. Triturer et agiter pour obtenir une suspension homogéne (agitateur de type
Vortex).

d. Araide d'une micropipette, déposer sur une lame 10 uL de réactif R1.

€. Alaide d'une pipette Pasteur, ajouter 1 goutte (ou 25 pL avec une micropipette)
de la suspension de selles a examiner.

f.  Bien mélanger.

g. Recouvrir d'une lamelle et observer au microscope avec une lumiere blanche
(filtrebleu).

Remarque: La préparation doit étre lue extemporanément pour éviter la lyse de
certains éléments parasitaires fragiles.

Examen du culot obtenu aprés concentration des éléments parasitaires par
une méthode diphasique

a. Remettre en suspension le culot obtenu par une méthode deconcentration
diphasique (ex : Méthode de Bailenger) avec 1 ou 2 gouttes d'eau
physiologique (ne pas laisser dessécher le culot).

b. Alaide d'une micropipette, déposer sur une lame 10 pL de réactif R1.

C. Alaide d'une pipette Pasteur, ajouter 1 goutte (ou 25 pL avec une micropipette)
de la suspension a examiner.

d. Bien mélanger.

€. Recouvrir d'une lamelle et observer au microscope avec une lumiére blanche
(filtre bleu).

10 - INTERPRETATION DES RESULTATS

Les éléments parasitaires apparaissent colorés en jaune, jaune-orange ou jaune-
brun surfond bleu plus ou moins foncé.

11 -CAUSES D’ERREURS ET LIMITES DU TEST

Certains éléments peuvent entrainer des confusions dans le diagnostic
coprologique parasitaire. Ces aspects trompeurs peuvent étre a I'origine d’examens
faussement positifs. La reconnaissance de nombreux résidus de la digestion est
fondamentale afin de ne pas les confondre avec des éléments parasitaires (par ex:
grain de pollen, spores de champignon, poils de certains fruits, parasites en transit
suite a l'ingestion de foie d'animal contaminé....) (4)

Certains traitements non résorbables peuvent interférer avec la récupération et la
collecte des parasites (huile de ricin, huile minérale, bismuth, antibiotiques,
antipaludéens...).

Un seul examen des éléments parasitaires de selle négatif n'a pas de valeur. Il faut
renouveler I'examen en tenant compte de I'existence de période de mutité dans
I'expression de certains parasites. En cas de selle négative, il est nécessaire de
réaliser 2 prélévements supplémentaires a 4-5 jours d'intervalles entre chaque
recueil.

La recherche des parasites doit étre réalisée par du personnel formé et habilité a la
coprologie parasitaire.

Dans tous les cas et avant I'établissement du diagnostic final, I'interprétation du test
doit étre réalisée en intégrant 'ensemble des données cliniques, épidémiologiques
et biologiques et des résultats des autres tests.

12 - CONTROLE QUALITE

Le contréle qualité peut étre réalisé a partir des controles vendus par les sociétés
KaliDiv et Eurobio SCIENTIFIC :

-Suspensions de selles avec des kystes de Giardia duodenalis (réf CQl KD-
Col/PM/Susp-G.dK chez KaliDiv) : Subsphérique (7-10 ym x 8-12 pm), contient
deux ou quatre noyaux selon son stade de maturité et des résidus de flagelles et
de corps médians. Coloration jaune a jaune orangé sur fond bleu

-Suspension de selles avec des formes végétatives d’Entamoeba histolytica (réf
CQIl KD/Col/PM/Susp-E.h Fv de chez KaliDiv) : Taille de 15 a 40 ym avec un
ectoplasme peu coloré et un endoplasme granuleux. Le noyau est gros, 6 a 8 ypm.
Il présente un chromatine périphérique fine réguliere et "perlée" avec un petit
caryosome central ou subcentral. Coloration jaune a jaune orangé sur fond bleu

-Suspension de selles avec des ceufs de Trichuris trichiura (réf 1809-CQl de chez
Eurobio SCIENTIFIC) : CEufs en forme de citron avec un opercule clair aux 2
extrémités. Coloration jaune a jaune orangé sur fond bleu.

13 - PERFORMANCES

Une premiére étude comparative réalisée entre I'ELIstain Para-Color et I'examen
sans coloration (direct ou aprés concentration) a montré que I'ELIstain Para-Color
permettait la coloration et la mise en évidence des oeufs d'helminthes, des formes
végétatives et des kystes de protozoaires.

La différence de coloration qui existe entre les éléments parasitaires (coloration
jaune ou jaune orangé) et le fond (bleu) a permis une détection microscopique
rapide de ces éléments et a facilité leur identification.

Dans une seconde étude, I'évaluation des performances de la méthode ELlIstain
Para-Color a été réalisée par rapport aux méthodes microscopiques
conventionnelles (état frais sur lame et coloration au lugol) (5).

L’étude a porté sur 'analyse des échantillons de selles collectées auprés de 117
patients.

Les performances dans la détection des maladies parasitaires intestinales, la
sensibilité, la spécificité, les valeurs prédictives positives et négatives de chaque
méthode ont été calculées et exprimées en pourcentages avec des intervalles de
confiance a 95 %.

A noter: En l'absence d’'une méthode de référence normalisée, les résultats
obtenus aprés la combinaison de plusieurs techniques tant sur 'examen direct que
sur 'examen aprés concentration ont été considérés comme une référence.



Les performances obtenues lors de 'examen directe par la méthode ELIstain Para-

Color sont décrites ci-dessous :

1C 495 %[69,5- 100%]

1Ca95 %[100-100%]

Especes Sensbite Spéciicte VPP VPN
i o 8B3% %2% %5% 09%
IC&95%[844-100%] | 1C295%[86.1-100%) | ICA95%[90.1-988%] | 1C295%[83-95,4%
92,9% 100% 100% 75%
Giardla intestinal
arcla iniestinals IC295%(85.1-100%] | ICa95%[100-100%] | IC&95%[100-100%] | IC495%[505—-995%]
st homins 86.7% 100% 100% 9U7%

1C&95%[100- 100%]

1Ca95%(87,7-97.9%]

| Ascaris lumbricoides

100%
ICa95%[100-100%]

50%
IC295%[0-100%]

98 %
1Ca95%[94,1-100%]

100 %
1Ca95 %[100-100%]

Trichuris trichiura

100%
ICa95%[100-100%]

100 %
1Ca95 %[100-100%]

100%
1Ca95%[100- 100%]

100 %
1Ca95 %[100-100%]

VPP : Valeur prédictive positive
VPN : Valeur prédictive négative

13.1 — Répétabilité

Sur des Controles de Qualité Interne d’oeufs de Trichuris trichiura, de forme
végétative d'Entamoeba histolytica et kystes de Giardia duodenalis, le dispositif
ELlstain Para-Color a une répétabilité de 100 % en terme de détection du parasite
sur 10 tests de coloration réalisés.

13.2 — Reproductibilité

Sur des Contréles de Qualité Interne d'oeufs de Trichuris trichiura, de forme
végétative d'Entamoeba histolytica et kystes de Giardia duodenalis, le dispositif
ELlstain Para-Color a une reproductibilité de 100 % en terme de détection du parasite

sur 10 tests de coloration réalisés.

14 - ELIMINATION DES DECHETS

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

En cas de versement accidentel de réactif, nettoyer le plan de travail a I'aide de
papier absorbant et rincer avec de I'eau. En cas de versement d’échantillon,
nettoyer a I'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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