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CRYPTO AG LATEX
LATEX-CRYPTOCOCCUS ANTIGEN DETECTION SYSTEM

Test au latex pour la mise en évidence des antigenes polysaccharidiques de Cryptococcus neoformans dans le sérum ou le L.C.R.

BUT DU TEST

CRYPTO AG LATEX est un test immunologique simple et rapide pour la détection qualitative ou semi-quantitative des antigénes
capsulaires polysaccharidiques de Cryptococcus neoformans dans le sérum ou le liquide céphalo-rachidien (LCR), pour aider au
diagnostic de Cryptococcose.

INTERET DU TEST

La cryptococcose est due a un champignon pathogene nommé Cryptococcus neoformans. Les individus immunodéprimés (SIDA
(39), désordres lymphoprolifératifs (38), thérapie stéroidienne (13), transplantation d’organe (12)) ont un risque augmenté de
cryptococcose.

80 a 90% des patients atteints de cryptococcose sont également atteints du SIDA (24) alors que 5 a 10 % des patients atteints de
SIDA développent une cryptococcose (24) aux Etats-Unis. L’incidence de la cryptococcose dans d’autres parties du monde, telle que
I'Afrique, est de 30% (8).

La cryptococcose est la quatrieme maladie opportuniste engageant le pronostic vital chez les sujets atteints du SIDA (23).
CRYPTO AG LATEX est un test simple et sensible pour la détection des antigénes polysacchariques de Cryptococcus
neoformans dans le sérum et le LCR (1).

Des études cliniques ont permis d’établir la valeur pronostique du test (9, 16, 21, 22) ; elles montrent que CRYPTO AG LATEX
aide au diagnostic lors de culture négative (14).

Les antigenes de C. neoformans étaient présents dans le sérum et le LCR de 86 % des 330 cas confirmés de méningites a
cryptocoques (22) ; ils ont été détectés dans 99% des échantillons de LCR et dans seulement 87% des échantillons de sérum
(22). Associer une recherche dans le sérum et le LCR permet une détection des antigénes dans quasiment tous les cas
confirmés.

PRINCIPE DU TEST

CRYPTO AG LATEX est basé sur I'agglutination de particules de latex sensibilisées par un anticorps anti-cryptocoque avec des
échantillons contenant des antigenes capsulaires polysaccharidiques de C. neoformans (4, 6).

Auparavant, la détection de ces antigénes dans le sérum était génée par la présence de Facteur Rhumatoide (3, 15). Le
prétraitement des échantillons de sérum par la pronase réduit les interférences non spécifiques dues au Facteur Rhumatoide (34)
et aux complexes immuns (33) et accroit la détection des antigénes capsulaires polysaccharidiques de C. neoformans (17).

COMPOSITION DU COFFRET

Diluant (10 mL) : tampon glycine salin (pH 8,6) concentré (10x), contient de I'albumine et un conservateur.

Réactif latex (1,5mL / 50 tests ou 3,5 mL / 120 tests) : particules de latex standardisées sensibilisées avec des globulines de
lapin anti-Cryptococcus, contient un conservateur. NE PAS CONGELER.

Contrdle positif (1 mL) : antigénes capsulaires polysaccharidiques purifiés, contient un conservateur.

Contrdle négatif (1 mL) : sérum normal de chévre, contient un conservateur.

Pronase (1,75 mL) : pronase lyophilisée, contient un conservateur.

Contr6le pronase (2 mL) : globuline de chévre anti-lapin, contient un conservateur.

Inhibiteur de pronase (6 mL) : contient un inhibiteur de la pronase.

Cartes-test.
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Eau distillée ou désionisée

Pipettes délivrant 1 mL

Tubes a hémolyse, 10 ou 12 x 75 mm, pour la diluer les échantillons et aliquoter la pronase
Portoir de tubes

Etuve (ou bain marie) a 56°C

Agitateurs (batonnets en bois)

Agitateur rotatif (100 tpm)

Chronométre

Micropipettes délivrant 25 pL et 100 L.

PRECAUTIONS D’UTILISATION

Pour usage in vitro et professionnel uniguement.

Une standardisation spécifique est nécessaire pour produire des réactifs et du matériel de haute qualité. IMMY ne
garantit pas la performance de ses produits s'ils sont utilisés avec du matériel acheté chez d’autres fournisseurs.

Ne pas utiliser de réactifs contenant des substances étrangéres, des agrégats ou des particules qui pourraient
indiquer une contamination ou une conservation et/ou manipulation incorrectes.

Les échantillons doivent étre exempts de contamination bactérienne, de lipides en exces et de tout autre signe de
contamination.

NE JAMAIS chauffer le Contréle pronase car il y a un risque de résultats aberrants.

Ne pas conserver les échantillons dans un congélateur a dégivrage automatique. Des cycles répétés de
congélation/décongélation peuvent affecter les résultats.

Ne pas conserver la pronase réhydratée dans un congélateur & dégivrage automatique.

Ne pas introduire de liquide de condensation (synérése), présent sur certains types de géloses, dans les échantillons
avant de les tester car il y a un risque de résultat incorrect.

Lors de la manipulation des échantillons de patients, des mesures adaptées doivent étre prises pour éviter toute
exposition a des agents biologiques potentiellement présents.

Tous les réactifs contiennent de I'azide de sodium [(0,095 % (w/w)], conservateur irritant pour la peau. Eviter le
contact de la peau avec les composants du kit. Ne pas mélanger les réactifs avec des acides car cela peut provoquer
la formation d’acide hydrazoique, gaz extrémement toxique. L’élimination des réactifs contenant de I'azide de sodium
dans les canalisations en plomb ou en cuivre peut provoquer la formation d’azides de métaux explosifs. |l est donc
recommandé d’éliminer 'excés de réactifs dans un container a déchets approprié.

STABILITE ET CONSERVATION

Tous les réactifs (exceptée la pronase qui doit étre congelée a -20°C ou plus aprés reconstitution) doivent étre conservés a
+2...+8°C. Eviter toutes périodes prolongées a température ambiante. Eviter la CONGELATION des suspensions de latex (risque
de granulations pouvant étre interprétées comme des réactions faussement positives). Les aliquots congelés de pronase peuvent
étre utilisés, jusqu’a leur date de péremption, tant qu'’ils continuent a inhiber I'activité du contrdle pronase lors de tests mensuels.

PREPARATION DES REACTIES

Reconstituer les réactifs avec le volume indiqué d’eau distillée ou d’eau désionisée.
A. Pronase : ajouter 1,75 mL. La pronase, ainsi reconstituée, doit étre aliquotée en volume de 50 puL en), sceller et congeler
immédiatement a -20°C ou plus. Ne pas utiliser de tubes en silicone.
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Diluant : diluer au 1/10éme

Les solutions de latex doivent étre homogénes.

Avant d'utiliser le contréle négatif pour la premiére fois, I'inactiver en le chauffant 8 56°C pendant 30 minutes.
Eliminer les cartes-test aprés chaque utilisation.

PREPARATION DES ECHANTILLONS

A. quwde céphalo-rachidien (LCR)

SN

Prélever aseptiquement I'échantillon selon les procédures adaptées.

Le centrifuger 15 minutes a 1000 g pour le clarifier.

Puis pipeter le LCR et le verser avec précaution dans un flacon stérile qui doit étre fermé hermétiquement.
L’échantillon peut étre traité immédiatement, réfrigéré, conservé par congélation a -20°C ou par ajout de thimérosal a

0,01%.

o0

B. Sérum

Incuber le LCR a 100°C pendant 5 minutes.
L’échantillon est prét a étre testé (voir MODE OPERATOIRE).
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Prélever aseptiquement le sang total selon les procédures adaptées. L'échantillon ne doit pas contenir d’anticoagulant
(tube sec).

Laisser coaguler le sang pendant 10 minutes ou plus a température ambiante dans un tube a essai.

Le centrifuger 15 minutes a 1000 g.

Puis pipeter le sérum et le verser avec précaution dans un flacon stérile qui doit étre fermé hermétiquement.
L’échantillon peut étre traité immédiatement, réfrigéré, conservé par congélation a -20°C ou par ajout de thimérosal a
0,01%.

Ajouter 300 pL de sérum a 50 pL d’aliquot de Pronase, boucher le tube avec du parafilm.

Incuber cette solution sérum/pronase a 56°C pendant 30 minutes.

Ajouter une goutte d’inhibiteur de pronase et mélanger pour mettre fin a la digestion enzymatique.

L’échantillon est prét a étre testé (voir MODE OPERATOIRE).

MODE OPERATOIRE

Mode opératoire qualitatif (dépistage)

1.

2.
3.
4

Ajouter 25 pL de contrble positif, de contrble négatif et de chaque échantillon prétraité de LCR ou de sérum (voir
PREPARATION DES ECHANTILLONS) dans des cercles séparés de la carte-test. Utiliser un embout de pipette différent
pour chaque réactif et échantillon.

Ajouter 25 pL de Réactif latex dans chaque cercle.

Utiliser un agitateur différent pour mélanger le contenu de chaque cercle.

Effectuer un mouvement de rotation manuellement ou placer la carte-test sur un agitateur rotatif a 100 tpm (+/- 25) pendant
5 minutes a température ambiante.

Lire les réactions immédiatement (Voir Interprétation du test).

Mode opératoire semi-quantitatif (titrage)

Titrer tous les échantillons montrant une agglutination 1+ ou supérieure.

1.
2.
3.
4

5.
6.
7

Ajouter 100 pL de diluant dans chacun des 10 tubes a hémolyse numérotés de 1 a 10 et placés sur un portoir (pour des
dilutions de 1/2 & 1/1024). Des dilutions supplémentaires peuvent étre nécessaires si I'échantillon est positif a 1/1024.
Ajouter 100 pL d’échantillon dans le tube 1 et bien mélanger

Transférer 100 uL du tube 1 au tube 2 et bien mélanger. Continuer cette procédure de dilution jusqu’au tube 10.

Ajouter 25 pL de contrdle positif, de contréle négatif et de chaque dilution de I'échantillon dans des cercles différents de la
carte-test.

Ajouter 25 pL de Réactif latex dans chaque cercle.

Utiliser un agitateur différent pour mélanger le contenu de chaque cercle.

Effectuer un mouvement de rotation manuellement ou placer la carte-test sur un agitateur rotatif a 100 tpm (+/- 25) pendant
5 minutes a température ambiante.

Lire les réactions immédiatement (Voir Interprétation du test).

Interprétation du test :

Lire les réactions immédiatement sur fond foncé et comparer les agglutinations sur une échelle allant de Négatif a 4+. Ne pas
grossir I'image. Pour référence, le contrble positif doit donner une agglutination 2+ ou supérieure et le contrdle négatif doit étre
inférieur & 1+ (voir les images de référence ci-dessous)

NEGATIF

Les niveaux d’intensité de réaction sont les suivants :
Négatif : suspension homogéne de particules sans aucune agglutination visible

1+

3+
4+

: fine granulation sur fond blanc laiteux
2+

agglutinats fins bien définis sur fond Iégérement trouble

: agglutinats gros et fins sur fond clair
: gros agglutinats sur fond tres clair.

CONTROLE QUALITE

Contréle du Réactif latex

Périodiquement, la sensibilité du Réactif latex doit étre testée par le titrage du contrdle positif. Ce contréle positif doit avoir un titre
au 1/4 (z 1 dilution) si la sensibilité du Réactif latex est satisfaisante.

Contréle de la pronase

Au moins une fois par mois, l'activité protéolytique d’'un aliquot congelé de pronase doit étre testée ; pour cela, remplacer
'échantillon de sérum par 300 yL de Contrble pronase dans les étapes 6 a 9 du protocole de préparation des échantillons de
sérum.



Tester en paralléle un échantillon traité de Contréle pronase et un échantillon non traité de Contr6le pronase selon le mode
opératoire qualitatif. Le Contréle pronase non traité doit donner une agglutination 2+ ou supérieure et le Contréle pronase traité
doit donner une agglutination inférieure a 1+ (NB : la réaction du Contrble pronase traité peut étre légerement granuleuse mais
doit présenter une agglutination inférieure a 1+).

Si I'agglutination du Contréle pronase traité est supérieure a 1+, l'activité protéolytique de la pronase est altérée ; elle ne doit
plus étre utilisée. Un nouveau flacon de pronase doit étre reconstitué, aliquoté, congelé et testé.

INTERPRETATION DES RESULTATS

Contrbles

Le contrble positif doit donner une agglutination 2+ ou supérieure et le contrdle négatif doit étre inférieur a 1+ avec le Réactif
latex.

Si 'un de ces contréles donne une réaction incorrecte, un ou plusieurs réactifs sont défectueux OU le protocole d’exécution du
test n’a pas été correctement respecté. Aucun résultat patient ne peut étre validé dans ces conditions.

Une réaction positive avec le contrble négatif peut indiquer une éventuelle contamination ou la congélation du Réactif latex ce qui
peut provoquer des réactions faussement positives avec les échantillons de patients.

Le contréle pronase détecte la présence de globulines de lapin sur les particules de latex. L’absence de réaction positive avec le
contrdle pronase indique que I'un des réactifs est défectueux.

Echantillons de patient

A. Neégatif : Si le test qualitatif sur échantillon pur est négatif ou donne une agglutination 1+, le test peut étre considéré comme
négatif.

Cependant des agglutinations de type 1+ peuvent étre évocatrices de cryptococcose (22). Si les symptdmes cliniques sont
évocateurs d’une cryptococcose, il est recommandé de tester d’autres échantillons et de mettre en culture.

Des échantillons faiblement réactifs (1+) peuvent étre vérifiés quand un éventuel effet de prozone.

Pour éliminer un effet prozone di a des taux élevés (29, 32), répéter le test en diluant I'échantillon au 1/10éme et au 1/100%me,

B. Positif : Si le test présente une agglutination 2+ ou supérieure en qualitatif, il est nécessaire de titrer I'échantillon en semi-
quantitatif. Le titre de I'’échantillon correspond a la derniére dilution présentant une agglutination 2+ ou supérieure.

LIMITES D’UTILISATION

Un test négatif n’exclut pas la possibilité d’'une infection cryptococcale, notamment si un seul échantillon de patient a été testé et
si le patient présente des symptdomes de cryptococcose (1). Des réactions faussement négatives peuvent étre causées par des
titres trés bas, des infections débutantes, la présence de complexes immuns (30), un effet prozone di a des titres élevés (32) ou
des souches faiblement encapsulées ayant une faible production de polysaccharides (28).

Des réactions faussement positives peuvent étre causées par la présence de Facteur Rhumatoide (3, 19), de condensation
(synérese) sur les géloses agar (7, 11, 20), de Capnocytophaga animorsus (36), de Trichosporon beigelii (25), d’hydroxyéthyl
amidon (26), de sérums avec des taux >200 mg Fe®*/ dL (10), de contamination des cartes-test (5) et de réactivité non spécifique
chez les patients infectés par le VIH (37). Le traitement par la pronase permet de réduire le nhombre de faux positifs (17),
d’augmenter les titres (17, 18) et d’augmenter la sensibilité (35) du test avec les échantillons de sérum.

VALEURS ATTENDUES ET PERFORMANCES DU TEST

Le test d’agglutination latex pour les antigenes de C. neoformans a a la fois une valeur pronostique et une valeur diagnostique
(29). Une réaction positive dans le sérum ou le LCR chez un patient non traité avec un titre au 1/4 ou inférieur est fortement
évocatrice d'une infection cryptococcale (29). Des titres au 1/8¢™¢ ou supérieurs indiquent habituellement une cryptococcose
active (29). Le titre obtenu est habituellement proportionnel a I'évolution de linfection : une élévation du titre reflete une
progression de l'infection et un pronostic vital faible (29). Un titre décroissant indique une réponse positive a la thérapie chez un
patient traité (1, 29). L’absence de décroissance du titre indique que la thérapie est inadéquate (29). Occasionnellement, des
titres bas peuvent persister durant une période indéfinie en présence de champignons non viables et malgré une amélioration
clinique (1, 29).

Le suivi semi-quantitatif de la thérapie doit étre effectué avec un kit du méme fabricant. Il est également de bonne pratique de
titrer simultanément des séries d’échantillons afin de minimiser les éventuelles variations du laboratoire.

Les patients atteints de cryptococcoses extra méningées présentent une réaction positive avec le CRYPTO AG LA dans 97% des
cas (22). Cependant, I'utilisation concomitante de tests de détection d’antigene et d’anticorps est recommandée (22). Les tests
anticorps sont positifs dans les premiers stades de la cryptococcose, lors de Iésions localisées et/ ou si la thérapie a été
efficacement administrée (22).

La sensibilité et la spécificité de CRYPTO AG LA ont été estimées respectivement & 93-100% et 93-100% (31, 35). Les limites de
détection des antigenes polysaccharidiques de différents sérotypes de C. neoformans ont été déterminées a l'aide de sérums de
référence de concentrations connues d’antigénes purifiés (27). L’antigéne de sérotype A a été détecté a partir d’'un taux de
0,5 ng/mL ; 'antigéne de sérotype B a été détecté a partir d’'un taux de 0,5 ng/mL ; 'antigéne de sérotype C a été détecté a partir
d’un taux de 25 ng/mL et I'antigéne de sérotype D a été détecté a partir d’un taux de 0,5 ng/mL (2).
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