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Résumé

L'examen parasitologique des selles est une analyse difficile, du fait de la diversité des parasites
a rechercher selon le contexte d'exposition et le terrain du patient, et leur recherche se fait
traditionnellement par différentes méthodes de concentration suivies d'une lecture microscopique
qui requiert une expertise. La cotation de cet examen da la nomenclature des actes de
biologie médicale est devenue obsoléte, du fait du développement des techniques de biologie
moléculaires et des modifications épidémiologiques constatées. Les techniques de détection des
acides nucléiques actuellement commercialisées, souvent en panel multiplex, ne devraient pas étre
utilisées sans une connaissance de leurs limites en termes de pertinence de panel de parasites
détectés et de performances techniques. Ces recommandations visent & guider biologistes et audi-
teurs du COFRAC dans le choix des techniques et la mise en ceuvre de I'examen parasitologique
des selles, pour un service médical rendu optimum.

Parasitological examination of stools:
french ANOFEL/LABAC recommendations

Abstract

Parasitological examination of stools is a challenging analysis due to the diversity of parasites to
be screened for, depending on the exposure context and patient background. Parasite detection
is traditionally performed using direct wet mount and various concentration methods followed by
microscopic reading, which requires expertise. The quotation of this analysis in the nomenclature
of medical biology procedures has become obsolete due to the development of molecular biology
techniques and epidemiological changes. Currently commercialized nucleic acid detection tech-
niques, often in multiplex panels, should not be used without an understanding of their limitations

Pour citer cet article : Iriart X, Poirier P, Costa D, Dalle F, Coron N, Argy N, Favennec L, Pernot-Marino E, Haim-Boukobza S, Giannoli J-M, Gabriel F,
Robert-Gangneux F. Examen parasitologique des selles : recommandations francaises ANOFEL/LABAC. Ann Biol Clin 2025 ; 83(4) : 1-21. doi : 10.1684/
abc.2025.1986
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in terms of the relevance of the panel of parasites detected and technical performance. These
recommendations aim to guide biologists and COFRAC auditors regarding the implementation of
parasitological examination of stools, the choice of techniques and their limitations, for optimal

medical care.

1. Introduction et objectifs

La recherche de parasites dans les selles est un
examen couramment effectué en laboratoire
de biologie médicale (LABM), qu'il soit privé ou
hospitalier, mais nécessite une expertise particu-
liere, du fait de la diversité des parasites poten-
tiellement retrouvés dans les selles, et de la
difficulté de leur identification par microscopie.
Actuellement, cet examen est guidé parla nomen-
clature des actes de biologie médicale (NABM),
qui n'est plus en adéquation avec les nouvelles
tendances épidémiologiques et les techniques
récentes de diagnostic moléculaire, commer-
cialisées ou « maison ». Les techniques d'ampli-
fication des acides nucléiques (TAAN) figurent
depuis plusieurs années au répertoire des actes
innovants hors nomenclature (RIHN), et leur util-
isation par les laboratoires est fréquente malgré
le manque de recommandations.

Dans ce contexte, le College des enseignants de
Parasitologie et Mycologie médicales (ANOFEL) a
été consulté par I'association LABAC (Association
des Laboratoires accrédités) pour émettre des
recommandations d'experts, en accord avec la
Société Francaise de Parasitologie, destinées
a guider I'audit des LABM par le COFRAC et a
améliorer les pratiques professionnelles.

Le but de ce travail a été de fixer un cadre pour
la réalisation de I'examen parasitologique des
selles (EPS), en intégrant les approches d'amplifi-
cation des acides nucléiques, et en tenant compte
de la situation épidémiologique frangaise en
2024 et du contexte de I'examen, pour un service
médical rendu optimal. Ces recommandations
ont été présentées lors d'une journée Conférence
ANOFEL-LABAC le 11 septembre 2024.
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La Haute Autorité de Santé (HAS), saisie pour
évaluer les actes RIHN pertinents en vue d'une
inscription a la NABM, a rendu un rapport sur
I'utilisation des TAAN dans la prise en charge des
infections gastro-intestinales le 14 septembre
2024 [1]. Cependant, la recommandation finale
n'a concerné que les panels TAAN pertinents
dans le cadre de syndromes diarrhéiques, et n'a
pas pris totalement en compte I'avis du Centre
National de Référence des Cryptosporidioses,
Microsporidies et autres protozooses digestives
(CNR CMAP), sollicité par la Société Francaise de
Parasitologie pour répondre a la HAS.

Les recommandations ANOFEL-LABAC ne sont
donc pas tout a fait superposables a celles figu-
rant dans le rapport de la HAS, et tiennent compte
de I'évolution épidémiologique constatée.

2. Méthodologie

— Constitution d'un groupe de travail compre-
nant des membres experts issus du CNR
CMAP, de parasitologues hospitalo-universi-
taires ayant une expertise dans le diagnostic
des parasitoses digestives et de biologistes
médicaux issus de LABM privés responsables
de l'activité de parasitologie.

— Consultation du CNR CMAP pour le recueil de
données épidémiologiques.

— Enquéte épidémiologique auprés de LABM
privés et services de Parasitologie des CHU
sur la prévalence de détection d’helminthes
sur 3 ans (2021-2023).

— Analyse bibliographique : recueil des données
de la littérature sur I'évaluation de TAAN
Versus microscopie.
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3. Définition des parasites
a rechercher en fonction
du contexte

3.1. Données épidémiologiques

Grace au recensement annuel des activités
d'examen parasitologique des selles proposé par
le CNR CMAP depuis plusieurs années, auquel
participent les LABM publics et de plus en plus de
LABM privés, des données épidémiologiques sur
la prévalence des protozooses intestinales sont
disponibles. Selon ces données déclarées (non
exhaustives), sur 225 000 selles analysées en 2023
(56 000 provenant de CHU et 169 000 de LABM),
Giardia intestinalis a été détecté dans 3 410 cas
(1,5 %), Cryptosporidium spp. a été détecté dans
3 297 cas pour 199 000 recherches spécifiques
réalisées (1,7 %), quant aux microsporidies, 485
cas ont été détectés pour 69 000 recherches
spécifiques (0,7 %). La détection de Cyclospora
spp. et Entamoeba histolytica était plus modeste.
Par ailleurs, la détection de Blastocystis spp. et
Dientamoeba fragilis était massive (23 % et 14 %,
respectivement), en lien avec l'utilisation accrue
de panels PCR multiplex.

D'autre part, une enquéte menée via les labo-
ratoires des CHU et du réseau des laboratoires
privés (Biogroup et Cerballiance) participant au
groupe de travail, a permis d'évaluer la préva-
lence des helminthoses sur la période 2021-2023,
dans le but de conforter/compléter les données
récemment publiées par Moniot et al. [2]. Cette
enquéte a montré qu'Enterobius vermicularis et
Taenia saginata étaient les helminthes le plus
souvent détectés en France métropolitaine, suivis
par Schistosoma spp. et Strongyloides stercoralis
(données en cours de publication).

3.2. Définition des parasites a rechercher
a I'EPS

Sur la base de ces données épidémiologiques et
de la gravité potentielle de certaines parasitoses,
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deux niveaux d'exigences en termes de panel
de détection de parasites ont été définis pour
I'EPS, selon le contexte clinique (tableau 1). Il est
donc impératif de recueillir des renseignements
cliniques concernant le patient et ses risques d'ex-
position, pour sélectionner le panel de détection
4 mettre en ceuvre. Les renseignements cliniques
A obtenir sont détaillés en §3.4.

Il est de la responsabilité du Laboratoire de choisir
les techniques adaptées pour atteindre I'objectif
visé, en termes de panel de parasites a détecter
et de performances de méthode.

3.2.1. Justification du panel minimal

Les données épidémiologiques frangaises du CNR
CMAP montrent que Cryptosporidium spp. est
maintenant le troisiéme protozoaire le plus préva-
lent en France, aprés Blastocystis spp. (18 %) et
D. fragilis (5 %), mais le premier pathogéne,
considérant la pathogénicité non prouvée de
Blastocystis spp. et D. fragilis. Les cas de crypto-
sporidiose touchent les patients immunodéprimés
et immunocompétents : en effet, 73 % des cas

Tableau 1. Définition des parasites a rechercher lors d'un
EPS selon la situation.

Panel élargi : voyage hors
Europe occidentale ou
immunodépression ou
polynucléaires éosinophiles
sanguins > 500/mm3 ou
signes cliniques persistants
ou risque identifié sur ques-
tionnaire*

Panel minimal : autoch-
tone ou voyage en
Europe occidentale

Panel minimal plus :
Cyclospora cayetanensis
Cystoisospora belli
Sarcocystis spp.
Schistosoma spp.

Trichuris trichiura

Necator et Ancylostoma spp.

Giardia intestinalis
Cryptosporidium spp.
Entamoeba histolytica

Enterocytozoon bieneusi
et Encephalitozoon spp.
Enterobius vermicularis

(oxyu.re) (ankylostomidés)
Taenia spp. .

. . Hymenolepis nana
Strongyloides stercoralis Dibothri hal
(anguillule) ibothriocephalus spp.

Douves

*Point d’appel lié au questionnaire §3.4.
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déclarés au CNR CMAP depuis 2017 concernent
des patients sans immunodépression connue, les
populations les plus touchées étant les jeunes
enfants (< 5 ans) et les jeunes adultes (20-34 ans)
[3, 4]. De plus, 79 % des cas de cryptosporidiose
ont été diagnostiqués chez des patients sans
notion de séjour récent hors de France hexago-
nale. Ainsi ces données justifient la recherche de
Cryptosporidium spp. dans un panel de premiére
intention en milieu communautaire chez des sujets
ayant des diarrhées. En outre, la généralisation
de la recherche des cas de cryptosporidiose
renforcera les connaissances épidémiologiques
associées a cette parasitose et facilitera la détec-
tion des épidémies. De méme, chez le sujet immu-
nodéprimé souffrant de diarrhée, la recherche
de Cryptosporidium spp. se justifie pleinement
compte tenu de sa prévalence mais aussi d'un
taux de létalité associé a la cryptosporidiose
atteignant 8 % chez ces patients [5].

Concernant la giardiose, sa prévalence est estimée
a 1,5 % d'aprés les données citées ci-dessus. Il
s'agit d'une parasitose ubiquitaire, pour laquelle
des formes chroniques et des cas de résistance
aux traitements antiparasitaires sont de plus
en plus souvent rapportés en France. Ainsi, la
recherche systématique de G. intestinalis en panel
de premiére intention se justifie et permettrait une
meilleure prise en charge des formes chroniques
et/ou résistantes aux traitements. Par ailleurs,
I'acquisition de connaissances épidémiologiques
sur les giardioses facilitera la détection des
épidémies en France.

La dysenterie amibienne a E. histolytica, a forte
prévalence en zone intertropicale, est une infec-
tion potentiellement mortelle. Ce parasite doit
donc étre recherché chez les personnels travaillant
dans la restauration et son portage asymptoma-
tique ne doit pas étre ignoré pour deux raisons :
il peut conduire ultérieurement a une amoebose
hépatique dont le pronostic est sévere, et il peut
étre a l'origine d'une transmission autochtone en
zone de plus faible endémicité.
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L'évolution des connaissances et des outils de
diagnostic nous aménent & positionner le diag-
nostic des microsporidioses intestinales en
recherche systématique lors de la réalisation d'un
EPS, malgré le classement par la HAS en recherche
de deuxieme intention (cf. §3.3.). En effet, les
données de surveillance issues du CNR CMAP
montrent que les microsporidioses sont égale-
ment des infections courantes du patientimmuno-
compétent [5]. Une enquéte flash réalisée auprés
de 9 LABM de ville entre le 01 juin 2024 et le 30
novembre 2024 permet de confirmer qu'il s'agit
de la troisieme étiologie de diarrhées causées
par un eucaryote pathogéene (avec une préva-
lence moyenne de 0,93 % dans une population
de 25 271 patients), aprés Cryptosporidium spp.
et G. intestinalis (respectivement 1,26 % sur 19 815
patients, et 1,20 % sur 11 418 patients) lors de la
méme enquéte. Les données du CNR CMAP sur 363
patients immunocompétents diagnostiqués avec
une microsporidiose entre 2018 et 2024 montrent
que 95,6 % d'entre eux étaient symptomatiques
au moment du diagnostic. Dans plus de 80 % des
cas, les patients n'avaient pas voyagé récem-
ment hors de France métropolitaine, confirmant
le caractére principalement autochtone de la
contamination. Une diarrhée était présente dans
92,7 % des cas. Au total, 3,90 % de ces patients ont
été hospitalisés pour la prise en charge symptom-
atique de l'infection (< 14 ans dans 50 % des cas).
Ces données sont cohérentes avec les tableaux
cliniques décrits lors des épidémies de Suéde [6]
et du Danemark [7], rapportant respectivement
la présence de diarrhées chez 82 % et 90 % des
sujets atteints, avec dans 50 % des cas une symp-
tomatologie durant plus d'une semaine, et dans
20 % des cas plus de deux semaines. Les données
du CNR CMAP montrent également que chez I'im-
munocompétent, les quantités de pathogénes
excrétés sont équivalentes a celles des patients
immunodéprimés.

La recherche d’E. vermicularis (oxyure) et Taenia
spp. de facon systématique se justifie par la
fréquence d'observation de ces parasitoses en
France [2].
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L'anguillulose, souvent asymptomatique ou de
symptomatologie aspécifique, est sous-diag-
nostiquée. La durée de vie du parasite est de
plusieurs dizaines d'années, avec un cycle d'au-
to-infestation possible, permettant a l'infec-
tion de perdurer de nombreuses années apres
I'’événement infectant. Les cas sont graves chez
I'immunodéprimé (attention notamment aux
immunodépressions chimio-induites) [8], ce qui
a conduit le Haut Conseil de la Santé Publique
(HCSP) & recommander en ao0t 2023 la réalisation
de la sérologie anguillulose chez les receveurs ou
donneurs d'organes. Le diagnostic d'anguillulose
nécessite des techniques biologiques spécifiques
(PCR ou techniques de concentration spécifiques).
Actuellement, ces techniques ne sont pas réal-
isées de fagon systématique en l'absence d'indi-
cation médicale sur la prescription.

L'anguillulose est en recrudescence en Europe en
raison de I'afflux de migrants et de I'augmentation
de la fréquence des voyages en zones d’endémie.
Rappelons qu'en Europe, elle est présente a nos
frontiéres (Espagne, Italie, Europe de I'Est) [9,
10]. De plus, I'anguillulose est présente en France
d'Outre-Mer (Martinique, Guadeloupe, Guyane,
Réunion) [11], et depuis quelques années, des
cas autochtones ont été publiés (autour d'anci-
ennes mines de charbon, en région Midi-Pyrénées,
autour du bassin d'Arcachon) [12, 13]. Tres réce-
mment, Develoux et al. [14] ont rapporté des cas
chez des hommes ayant des relations sexuelles
avec des hommes originaires de pays tropicaux.
Pour I'ensemble de ces raisons, nous préconisons
de rechercher S. stercoralis en panel de premiere
intention.

3.2.2. Justification du panel élargi

Le panel de seconde intention (tableau 1) complete
les recherches avec trois protozoaires respons-
ables de diarrhées et la plupart des helminthes
non détectés dans le panel de premiére inten-
tion. Ces parasites doivent étre recherchés en cas
de signes cliniques persistants et une recherche
initiale négative (y compris en bactériologie et
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virologie), ou en cas de voyage hors d'Europe occi-
dentale, de consommation d'aliments a risque, de
polynucléaires éosinophiles > 500/mm3 de sang
ou d'immunodépression. La réalisation du panel
élargi est guidée par le questionnaire d soumettre
au patient lors du recueil de I'échantillon de selles
(voir §3.4).

Bien que couramment décrite chez l'immuno-
déprimé, la cystoisosporose peut étre respons-
able de diarrhées chez I'immunocompétent [15].
En effet, 30 % des cas recensés par le CNR CMAP
entre 2023 et 2024 concernaient des patients
immunocompétents.

Des cas de diarrhées a Cyclospora cayetanensis
sont réguliérement décrits chez des voyageurs de
retour du Mexique, Indonésie ou Turquie. LECDC
a rapporté en 2017 une augmentation de I'inci-
dence des cas en provenance du Mexique, en
soulignant une probable sous-estimation en
France par défaut diagnostique, par rapport au
Royaume-Uni [16].

Bien que méconnue, la sarcocystose intestinale
est une parasitose relativement fréquente. En
I'absence de panel PCR commercial incluant cette
cible, le diagnostic repose sur la microscopie ou
des PCR « maison ». Ainsi, cette parasitose reste
sous-diagnostiquée puisque le CNR CMAP n'a pu
recenser que 18 cas entre 2023 et 2024, dont 16
étaient symptomatiques (diarrhées et douleurs
abdominales). Néanmoins, une étude en cours
de publication réalisée chez 945 patients montre
un taux de positivité de 4 % (38 patients diag-
nostiqués par PCR et dont un seul était positif en
microscopie) chez des patients ayant bénéficié
d'un EPS.

Le panel élargi doit également permettre de
rechercher les helminthes non détectables dans
le panel de premiere intention, mais qui peuvent
étre a l'origine de signes cliniques digestifs.
Parmi ces helminthes, on retrouve notamment les
schistosomes qui touchent, selon I'OMS, plus de
250 millions de personnes dans le monde dont 90 %
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vivent en Afrique’. Du fait de 'arrivée de migrants
en Europe, notamment africains, la détection
des agents de schistosomoses intestinales (dont
Schistosoma mansoni) est relativement fréquente
en France hexagonale. Les infections & S. mansoni
constituent ainsi la troisieme helminthose, aprés
les téniasis et les oxyuroses (enquéte nationale
helminthoses 2021-2023, données en cours de
publication). Cependant, il n'existe pas de risque
de contamination autochtone avec les espéces de
schistosomes & l'origine des formes intestinales.
De ce fait, la notion de « voyage hors d’Europe
occidentale » permettra d'orienter vers le panel
élargi comprenant « Schistosoma spp. », justi-
fiant de ne pas mettre cette cible dans le panel
minimal.

Selon I'enquéte nationale helminthoses menée
sur la période 2021-2023, les autres helminthes
digestifs sont plus rares en France hexagonale,
retrouvés avec des fréquences de détection
inférieures A 0,02 % (Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, ankylostomidés, Hymenolepis spp.,
Dibothriocephalus spp. ou les douves digestives
[Fasciola spp., Fasciolopsis buski, Dicrocoelium
dendriticum, Clonorchis sinensis, Metagonimus
yokogawai, Opistorchis spp., Heterophyes spp.,
Metorchis spp., Echinostoma spp....]), justifiant
leur placement dans le panel élargi.

3.3. Approche syndromique de la diarrhée
aigué communavutaire

Ces recommandations font écho au rapport de la
HAS, publiées en novembre 2024, concernant I'in-
térét des TAAN dans la prise en charge médicale
des infections gastro-intestinales [1]. Ce rapport
propose in fine un algorithme décisionnel de prise
en charge par TAAN multiplex en cas de suspi-
cion de diarrhée infectieuse et décline la compo-
sition de deux panels parasitaires (un panel de
premiére intention et un panel de deuxieme inten-
tion). Contrairement a I'avis donné par le CNR

"https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/
schistosomiasis
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CMAP d'intégrer systématiquement en panel de
premiére intention la recherche de microsporidies,
cette derniere n'est recommandée par la HAS en
premiere intention que chez les immunodéprimés,
ce qui n'est plus en accord avec |'épidémiologie
actuelle [5].

En se focalisant uniquement sur la symptom-
atologie diarrhéique, telle que définie par I'HAS
(3 selles liquides/j ou plus fréquentes qu'habi-
tuellement, évoluant depuis moins de 14 jours),
quel que soit le statut immunitaire du patient, les
recommandations communes du groupe LABAC/
ANOFEL-CNR CMAP peuvent se réduire aux cibles
décrites dans le tableau 2.

Le panel diagnostique des diarrhées communau-
taires ne comprend donc que des protozoaires et
les microsporidies. Les justifications sont décrites
plus haut (§3.2).

Cependant, en cas de diarrhées prolongées avec
un panel de premiére intention négatif (ainsi que
les panels bactériologique et virologique) ou de
retour de voyage hors Europe occidentale depuis
moins de 15 jours, le laboratoire doit aussi mettre
en place le panel de deuxiéme intention ciblant
d'autres parasites responsables de diarrhées
aigués.

Attention : Ces panels « diarrhées aigués » ne
doivent pas se substituer a I'examen parasi-
tologique des selles décrit dans les paragraphes
précédents. L'EPS permet en effet de détecter
I'ensemble des parasites digestifs a I'origine d'in-

Tableau 2. Définition des panels diagnostiques
des diarrhées aigués.

Panel de premiére inten- Panel de deuxiéme inten-
tion : autochtone ou tion : voyage hors Europe
voyage en Europe occidentale ou immunodé-
occidentale pression

Giardia intestinalis Panel de premiére intention
Cryptosporidium spp. plus :

Entamoeba histolytica Cyclospora cayetanensis
Enterocytozoon bieneusi  Cystoisospora belli

et Encephalitozoon spp.  Sarcocystis spp.
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fections intestinales, notamment les helminthes,
pouvant entrainer des diarrhées plus ou moins
prolongées et intermittentes et des symptdémes
cliniques beaucoup plus variés que la simple
« diarrhée aigué ». Ainsi, ces panels ciblés « diar-
rhées aigués » n'ont d'intérét que dans le cadre
d'une recherche syndromique infectieuse asso-
ciant un diagnostic bactériologique et virologique.
D'autre part, cette « Approche syndromique de la
diarrhée aigué » n'a pour l'instant, pas été inscrite
a la NABM.

3.4. Renseignements cliniques

Les renseignements cliniques que le LABM doit
recueillir activement sont :

— Consommations d'aliments & risque : viande
crue/insuffisamment cuite, poisson cru,
plantes « aquatiques » en salade (cresson,
pissenlit, roquette), eau du robinet/de puits,
crudités non lavées?.

— Signes cliniques : type (diarrhée, douleurs
abdominales ou épigastriques, fievre,
cutanés, autres), date de début, durée, pério-
dicité, traitement modifiant le transit.

— Symptdémes similaires dans I'entourage
(signes digestifs).

— Voyage hors d'Europe occidentale’ (France,
Royaume-Uni, Europe du nord, Suisse, Italie,
Espagne, Portugal, Allemagne, Autriche) :
pays ou zone continentale, dates approxi-
matives, type de séjour (au moins sur les cing
derniéres années).

— Si migrant’ : pays d'origine et pays/zones
géographiques traversé(e)s.

— Immunodépression’ : traitement immunosup-
presseur, transplantation d'organes solides,
greffe de moelle osseuse, VIH, ID congénitale,
autre cause.

— Polynucléaires éosinophiles’ > 500/mm3 de
sang (si possible).

2Renseignements permettant de justifier la mise en ceuvre
du panel élargi.
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— Traitement antiparasitaire récent : date de fin
de traitement et molécule utilisée.

— Profession (plombier, égoutier, mineur, contact
avec les jeunes enfants).

— Loisirs (baignades en eau douce, piscine).

3.5. Mise en ceuvre des panels au laboratoire

Les recommandations du groupe de travail sont
les suivantes et graduées dans le tableau 3 :

— Le laboratoire doit mettre en ceuvre une
procédure permettant de recueillir les rensei-
gnements cliniques nécessaires a l'exécution
de I'EPS selon le panel recommandé.

— Enl'absence de renseignements cliniques (cas
qui doit rester marginal), la mise en ceuvre du
panel large (association des deux panels) est
recommandée

— Devant un résultat d'EPS négatif sur 3 selles
et recherches négatives également en bacté-
riologie/virologie, avec persistance des symp-
tOmes et renseignements cliniques pertinents
en faveur d'une origine parasitaire, le préle-
vement doit étre transmis & un laboratoire
expert (CHU).

Tableau 3. Gradation des recommandations de choix des
panels de détection.

- Recueil systématique des renseigne-
ments cliniques et sélection pertinente
des parasites d rechercher grdce au
panel le mieux adapté

- Sélection des méthodes pertinentes a
mettre en ceuvre

Recommandé

En absence de renseignements
cliniques, mise en ceuvre des 2 panels

- En absence de renseignements
cliniques, mise en ceuvre du panel
minimal uniqguement
- Non-transmission & un laboratoire
expert dans les situations suivantes :
* Prescription explicite ou rensei-
gnements cliniques indiquant une
recherche non réalisable au labo-
ratoire (ex : schistosomose)
* Dans un contexte de symptémes
persistants et recherches négatives

Acceptable

Non
acceptable
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4. Recommandations pré-ana-
lytiques

4.1. Nombre de prélévements

La ponte des ceufs d’helminthes n'est pas quoti-
dienne, et il est nécessaire d'espacer les préléve-
ments de quelques jours (3 selles sur 7 a 10 jours).
Par ailleurs, les délais de ponte ne sont pas les
mémes pour tous les helminthes (tableau 4).
Plusieurs études ont montré que la sensibilité
de détection des helminthes augmente avec le
nombre d'échantillons analysés [17, 18].

Pour I'’émission des protozoaires, cette recom-
mandation est moins nette. Cependant, un EPS
est réalisé pour rechercher d la fois protozoaires
et helminthes, et donc le nombre et la fréquence
des prélévements s'appliquent. Une étude récente
a cependant montré que le diagnostic moléculaire
est généralement capable de détecter un proto-
zoaire des la premiere selle [19].

Globalement, les recommandations sont de réal-
iser un EPS sur trois prélevements espacés de
quelques jours (tableau 5).

Tableau 4. Délais d’émission des ceufs d’helminthes
apreés infestation (d'apres [20]).

Délai d’émission des

Parasite ceufs d’helminthes
aprés infestation

Oxyure 3 semaines

Ascaris 2 mois

Trichocéphale 1 mois

Taenia spp. 3 mois

Anguillule 3 a4 semaines

Ankylostomidés 5 a 6 semaines
Schistosomes intestinaux 2 mois
Bothriocéphale 3 a 6 semaines
Grande douve et petite douve 2 & 3 mois

Autres douves 4 semaines
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Tableau 5. Gradation des recommandations sur le
nombre d'échantillons & analyser.

Réalisation de I'examen sur 3 selles sur
7 a 10 jours, idéalement espacées d'au

Recommandé . . . . o,
moins 2 jours, méme si positivité du
premier et/ou deuxiéme échantillon(s)
Réalisation de I'examen sur moins de
3 selles avec rédaction d'un commen-

Acceptable

taire sur le compte-rendu indiquant les
limitations au prescripteur

- Plusieurs selles réalisées le méme
jour

- Réalisation de I'examen sur moins
de 3 selles sans commentaire sur le
compte-rendu indiquant les limita-
tions au prescripteur

Non acceptable

4.2. Acheminement et conservation
des selles

4.2.1. En cas d’analyse par microscopie

La fixation des selles permet la préservation
des formes les plus labiles (formes végéta-
tives de Giardia intestinalis, Entamoeba histo-
lytica, Dientamoeba fragilis...) pour I'examen
microscopique (tableau 6).

Les techniques de fixation peuvent étre : merthio-
late-iode-formol (MIF), acide acétique-acétate de
sodium-formol (SAF), formol 10 %, bichromate de
potassium 2,545 % [20].

Cependant, les colorations spécifiques néces-
saires a la recherche des coccidies par micros-
copie ne peuvent pas étre réalisées sur selles
déja fixées avec certains solvants (MIF, éosine...).
Seul le SAF et le bichromate de potassium sont
compatibles avec d'autres colorations [21]. De
plus, 'utilisation de la PCR est trés souvent incom-
patible avec les milieux de fixation ou de préser-
vation usuels [22-24]. Il est donc recommandé
de ne pas fixer l'intégralité des selles lorsqu’une
recherche de coccidies est réalisée en microscopie
ou si le laboratoire utilise une stratégie de diag-
nostic mixte (PCR/Microscopie). A minima, il sera
nécessaire de vérifier les compatibilités entre le
fixateur utilisé et la technique de coloration/PCR
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Tableau 6. Gradation des recommandations de conser-
vation des selles destinées a I'examen microscopique.

- Pour I'examen microscopique des
formes végétatives : fixation aprés
émission

- Pour la recherche de larves d'anguil-
lules, conserver les selles jusqu'a 48
heures a TA

- Ne pas fixer l'intégralité des selles si
recherche de coccidies/microsporidies
en microscopie ou utilisation d'une
stratégie de diagnostic incluant de la
PCR

- Pas de fixation et conservation a

température ambiante si examen

direct réalisé dans les 12 heures, avec

mention de la limitation sur le compte-
Acceptable rendu

- Pas de fixation si détection des

protozoaires par PCR

- Conservation a +4°C si la recherche

d'anguillules est réalisée par PCR

Recommandé

- Pas de fixation et recherche de
protozoaires par microscopie seule,
sans mention de la limitation de
I'examen dans le compte-rendu
- Fixation de I'ensemble du préléve-
ment avec un solvant inadapté a la
Non acceptable recherche microscopique des coccidies
(en cas de recherche microscopique
seule des coccidies) ou a la réalisation
de PCR
- Conservation a +4 °C si la recherche
d'anguillules est réalisée par tech-
nique de Baermann ou coproculture

envisagée. Ce commentaire vaut également pour
la recherche des microsporidies par microscopie.

Les larves rhabditoides et strongyloides d'anguil-
lules peuvent survivre d température ambiante
(TA) plusieurs jours et ne nécessitent pas de fixa-
tion [25, 26].

4.2.2. En cas d'analyse par PCR

Lorsque I'examen parasitologique des selles est
réalisé (au moins partiellement) a l'aide de tech-
niques moléculaires (PCR), les recommandations
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concernant la conservation des selles avant
examen, peuvent différer par rapport a celles
existantes pour les méthodes microscopiques.

En effet, certains milieux de fixation ou de
préservation ne doivent pas étre utilisés car ils
entraineraient une diminution notable des perfor-
mances des PCR, voire une absence de détection.
C'est notamment le cas du formol ou de ses dérivés
[22-24, 27], du SAF, de l'alcool polyvinylique de
faible viscosité ou de certains fixateurs préts a
I'emploi [27].

Al'inverse, plusieurs publications montrent qu'une
conservation a +4 °C des échantillons de selles
permet d'éviter toute altération de I'ADN parasi-
taire cible, jusqu’d une semaine apres le début du
stockage [22, 23, 28, 29]. En plus d'une conserva-
tion a +4 °C, l'utilisation de milieu de préservation
compatible avec les PCR est possible, comme le
milieu Cary-Blair [30], le bichromate de potassium
(2,5 a 5 %) ou I'éthanol absolu, mais ne semble
avoir que peu d'influence sur la conservation a 7
jours par rapport a 'effet de la température elle-
méme [23, 28]. De plus, l'utilisation de ces milieux
entraine une dilution de I'échantillon de selles, ce
qui pourrait potentiellement altérer la détection
moléculaire chez des patients faiblement para-
sités. La congélation des échantillons de selles
est une alternative, n'entrainant pas de perte de
sensibilité de détection par PCR [22, 28, 29].

D'autre part, il est considéré acceptable de
conserver I'échantillon de selles 24 heures a
température ambiante, avant passage a +4 °C. Ce
délai permet notamment, lorsque cela est néces-
saire, de réaliser des techniques microscopiques
complémentaires aux PCR, sans que I'échantillon
ne subisse de dégradations liées au placement a
+4 °C (lyse des formes végétatives de protozoaires
et des larves d'anguillules) [20]. Durant ce délai,
la dégradation de I'ADN contenu dans les ceufs
et les kystes est probablement proche de zéro
et I'on peut considérer que, méme si les formes
végétatives étaient lysées, I'essentiel de 'ADN de
ces stades resterait présent dans I'échantillon et
pourrait ensuite étre détecté par PCR.
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Au-dela d'une semaine, les échantillons de selles
toujours maintenus a +4 °C ne semblent subir
que peu d'altération de I'ADN, et ce jusqu'da un
mois [22, 23, 28]. Passé ce délai, certains auteurs
préconisent plutot un stockage dans de |'éth-
anol ou du bichromate de potassium a +4 °C, ce
qui donnerait de meilleurs résultats, notamment
pour les kystes de G. intestinalis [23]. Cependant,
cette situation ne concerne normalement pas les
laboratoires de biologie médicale dont les délais
de rendu des résultats n'exceédent généralement
pas une semaine. Il est aussi possible de congeler
I'’échantillon pour des envois groupés au CNR
CMAP.

Il est enfin a noter que ces recommandations
francaises (tableau 7) sont en accord avec celles
émises par le CDC concernant le diagnostic
moléculaire sur échantillon de selles [27].

4.2.3. Limites

Etant donné le volume restreint d'études publiées
sur le sujet, ces données ne concernent a I'heure
actuelle qu'un nombre relativement limité d'es-
péces parasitaires (G. intestinalis, ankyslos-
tomes, microsporidies, D. fragilis, Blastocystis
spp.). Cependant, nous avons étendu les recom-

Tableau 7. Gradation des recommandations de conser-
vation spécifiques a la PCR.

Conservation a +4 °C sans conserva-

Recommandé . s .
teur jusqu'a 1 semaine

- Congélation a -20 °C

- Utilisation de milieux de conser-
vation sans impact sur les PCR :
Bichromate de potassium a +4 °C,
Ethanol absolu a +4 °C, Milieu Cary-
Blair (Fecal swab) a +4 °C

- Conservation a température
ambiante pendant 24 heures avant
stockage a +4 °C

Acceptable

- Conservation dans des milieux fixa-
teurs incompatibles avec la biologie
moléculaire (ex : Formol)

- Conservation a température
ambiante > 24 heures

Non acceptable
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mandations a I'ensemble des parasites digestifs,
considérant que ces parasites représentaient
la diversité des infections parasitaires a proto-
zoaires, microsporidies, helminthes. Le mode
optimal de conservation pourrait aussi dépendre
du stade parasitaire : les formes végétatives de
G. intestinalis semblent ainsi mieux se conserver
dans le bichromate de potassium que dans
I'alcool 70 % ou le formol 10 %, alors que les
trois fixateurs conviennent pour les kystes [22].
L'ensemble de ces recommandations seront donc
a réévaluer quand plus de données concernant
le diagnostic moléculaire des parasites digestifs
seront disponibles dans la littérature.

5. Recommandations
analytiques

5.1. Examen macroscopique

Il est essentiel de faire un examen macroscopique,
quelle que soit la consistance de la selle.

Il consiste en une évaluation de I'aspect de la
selle (glairo-sanglante, liquide, pdteuse, moulée,
dure...) et une recherche d'éléments parasitaires
(adultes, proglottis).

5.2. Quantité de selles et modalités
d'échantillonnage pour analyse

Comme évoqué précédemment, il existe au cours
du temps une irrégularité d'excrétion des éléments
parasitaires dans les selles, notamment des ceufs
d’helminthes, entrainant une variabilité diagnos-
tique inter-échantillons [31-33].

Cependant, il peut aussi exister d'importants
facteurs de variabilité intra-échantillon. C'est
notamment le cas pour la répartition des ceufs
d’'helminthes dans les feces [32]. Pour certaines
espéces (schistosomes, oxyures), les concentra-
tions d'ceufs sont plus importantes en surface
de la selle qu'a l'intérieur de celle-ci [34, 35].
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Ainsi, dans le cas d'une recherche ciblée sur les
oxyures dans une selle moulée, un lavage de la
selle avec de I'eau physiologique, suivi du recueil
et de la centrifugation du liquide, permet aisé-
ment la visualisation des ceufs dans le culot. Pour
d'autres especes (ankylostomes, trichocéphales,
Ascaris, S. japonicum), il existe des différences
notables dans les concentrations d'ceufs le
long de l'axe longitudinal de la selle [34-37]. Les
concentrations d'ceufs d'ankylostomidés ou de S.
japonicum sont par exemple plus élevées dans la
partie antérieure des échantillons de selles que
dans la partie postérieure, alors que c’est l'op-
posé pour l'espece Trichuris trichiura [35, 36]. Pour
les protozoaires, les données concernant la vari-
abilité intra-échantillon sont rares, mais le diag-
nostic par PCR étant plus performant que pour les
helminthes, on peut supposer que la répartition
de ces parasites dans la selle pourrait étre plus
homogeéne.

Ainsi, pour les helminthes, du fait d'une impor-
tante inégalité dans la répartition des ceufs (et
probablement des larves) dans les feces, pouvant
interférer sur les performances de détection
des PCR, nous recommandons d’homogénéiser
I'échantillon et de prélever a différents endroits
de la selle, de maniére & augmenter la probabilité
d'inclure des éléments parasitaires dans la prise
d'essai recommandée de 200 mg (tableau 8).

Les pratiques permettant la détection des
pathogénes digestifs bactériens et viraux par
PCR ont largement évolué ces dernieres années,
avec une utilisation plus fréquente des écouvil-
lons avec milieux de transport (fecal swab). La
méthode « fecal swab » employée en pratique
courante par les laboratoires consiste a tremper
un écouvillon dans les féces puis le replacer dans
le milieu de transport avant analyse. Selon une
étude récente sur plus de 3 500 selles analysées
en routine par PCR multiplex et microscopie, le
« fecal swab » associé d la détection des proto-
zoaires par PCR multiplex, permettait d'obtenir
une sensibilité équivalente voire meilleure a la
microscopie, méme si l'objet de ce travail n'était
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Tableau 8. Gradation des recommandations de prise
d’essai pour analyse.

- Utiliser des selles « en vrac » et
homogénéiser I'échantillon (homogé-
néisation manuelle, vortex, + lavage
si selle moulée) pour la recherche
d’helminthes et de protozoaires

- Prélever une noix de selles pour
chaque technique de concentration
(sauf Kato)

- Prélever = 200 mg pour une
recherche d’helminthes par PCR

- Prélever = 200 pL si selle liquide pour
une recherche par PCR

- Utiliser une spatule en lieu et place
du fecal swab, en cas de selles dures

Recommandé

- Récolter au fecal swab au moins
200 mg/200 uL*, en prélevant
la selle en 3 endroits minimum
(intérieur et extérieur, sur la longueur
de la selle) pour la recherche de
protozoaires et d’helminthes

Acceptable

Toute autre pratique que celles citées

ci-dessus :

- Non-homogénéisation de I'échan-
tillon avant la prise d'essai sur
selles « en vrac » (helminthes et
protozoaires)

- Absence d'échantillonnage multiple
en fecal swab

- Fecal swab peu chargé pour la
recherche d’helminthes ou pour
I'échantillonnage de selles dures

Non acceptable

*A charge du laboratoire de valider la calibration de la prise d’essai (adapter
par pesée avant/aprés charge de I’écouvillon ou autre méthode).

pas d'évaluer spécifiquement les performances
associées a l'utilisation du « fecal swab » [19]. Des
études permettant d'évaluer les performances du
« fecal swab » pour la recherche d'helminthes
par PCR sont en revanche nécessaires, car une
étude rennaise a montré une sensibilité impar-
faite sur la détection d'helminthes en utilisant ce
type d'échantillonnage, méme si d’autres explica-
tions peuvent étre évoquées [38]. En particulier,
la pratique consistant a utiliser un « fecal swab
chargé », en prélevant la selle en de multiples
endroits, doit étre évaluée pour connaitre son
niveau de performance. En attendant d'avoir des
informations suffisantes d ce sujet, il a été décidé
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de mettre cette pratique en « recommandation
acceptable » (tableau 8).

A noter que des études évaluant le « rectal swab »
(écouvillonnage rectal avant placement dans le
milieu de transport) en comparaison avec une
selle « en vrac », ont été réalisées pour le diag-
nostic de protozooses (giardiose et cryptosporid-
iose) [39, 40]. Ces études montrent une diminution
de la sensibilité de détection par l'utilisation du
« rectal swab », avec une augmentation impor-
tante de Ct, par rapport au Ct obtenu sur selles
« en vrac ». La sensibilité de cette technique est
beaucoup moins bonne pour la recherche para-
sitaire (57 %) que pour la recherche bactérienne
(87 %) ou virale (66 %) [39]. De plus, il est prob-
able que la sensibilité serait encore moins élevée
pour la recherche d'helminthes (hors oxyure),
étant donné les problémes de répartition d’ceufs
évoqués précédemment.

Examen parasitologique des selles : recommandations frangaises ANOFEL/LABAC

5.3. Recherche de parasites par microscopie

5.3.1. Techniques a utiliser

Toutes les techniques ne sont pas équivalentes
pour détecter les formes parasitaires (formes
trophiques, kystes, ceufs, larves). Il est donc
préférable de choisir des techniques complémen-
taires permettant de détecter un spectre large
de parasites (ou complémentaires des PCR util-
isées, le cas échéant) (tableau 9). L'association
d'une technique de flottation et d'une technique
diphasique ou de deux techniques de flottation
de densités différentes est optimale. Une tech-
nique de flottation en sulfate de zinc de densité
1,15 & 1,18 est adaptée pour les kystes de proto-
zodires et les coccidies qui ont tous une densité
<112, tandis que la plupart des helminthes sont
aisément concentrés avec une densité > 1,18 [41].
Cependant, la densité de recueil des parasites
peut varier selon que la selle est utilisée fraiche ou
fixée dans le MIF. Ainsi, la densité optimale pour
les ceufs d'ankylostomidés et larves d'anguillules

Tableau 9. Techniques de concentrations pertinentes ou non selon les parasites recherchés.

Technique(s) non adaptée(s) | Technique(s) adaptée(s)

Rhizo-flagellés

Coccidies

CEufs d’'oxyures

CEufs d'ankylostomidés

Larves d'anguillules

Autres helminthes

- Technique de flottation Willis

- Techniques diphasiques
(trophozoites)

- Technique de Kato

- Techniques diphasiques (kystes) : Bailenger, Ritchie
- Technique de flottation a densité ¢ 1,18
- Examen direct apres fixation (trophozoites)

- Colorations spécifiques : Auramine, Ziehl modifié
(Henricksen...)

- Contraste de phase (Heine), glycérine

- Microscopie UV en confirmation de I'ED pour Cyclospora
spp. et Sarcocystis spp.

- Test de Graham (scotch-test)

- Technique de flottation a densité ¢ 1,18

- Lavage de la selle moulée ou compacte et centrifugation
du liquide de lavage

Toute autre technique que les
techniques adaptées

Techniques diphasiques

Technique de Kato avec lecture - Techniques diphasiques
réalisée au-dela de 30 minutes - Technique de flottation & densité ¢ 1,18
- Technique de Baermann

Technique de Kato ,
- Coproculture sur lame ou gélose

- Techniques diphasiques (Bailenger, MIF, Ritchie)
- Techniques de flottation de densité > 1,18
- Technique de Kato

Techniques par flottation de
densité <118
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non fixés est de 1,06, mais peut aller jusqu'a 1,25,
si les selles ont été fixées dans le MIF.

5.3.2. Habilitations

Un des risques les plus importants a maitriser
est I'habilitation des lecteurs dans le cas de la
recherche par microscopie. Le laboratoire devra
s'assurer que chaque opérateur est capable de
distinguer un élément parasitaire d'un élément
non parasitaire et en référer & un opérateur
expert, a défaut de pouvoir l'identifier précisé-
ment (hature parasitaire ou non, identification du
parasite et de ses stades éventuels) (tableau 10).

L'habilitation pourra utiliser des banques de para-
sites et/ou des images des différents parasites
les plus fréquemment rencontrés [42]. Le niveau

Tableau 10. Recommandations sur I'habilitation des
personnels.

Chaque opérateur :

- Est habilité a reconnaitre tous
les parasites recherchés dans les
panels

- Sait détecter la présence d'éléments
parasitaires macroscopiques

- Sait reconnaitre les éléments non
parasitaires classiques d'une selle
(hématies, leucocytes, les cristaux
de Charcot-Leyden, etc.)

- Répond au moins une fois/semestre
& un EEQ ou un CQl

L'opérateur sait différencier un
élément parasitaire macroscopique
ou microscopique, d'un élément non
parasitaire, et en référer a un opéra-
teur expert a défaut de I'identifier
précisément, et reconnaitre des cris-
taux de Charcot-Leyden

- Lopérateur ne sait pas détecter un
élément parasitaire macroscopique

- Lopérateur ne sait pas différencier
un élément parasitaire d'un élément
non parasitaire

- Pas de participation individuelle a
un programme d'EEQ ou CQl pour la
lecture microscopique

Recommandé

Acceptable

Non acceptable

Ann Biol Clin 2025; 83(4): 13-21

autonome pourra consister d identifier les para-
sites du panel minimal, et & reconnaitre les para-
sites du panel étendu sans forcément les identifier
précisément (examen microscopique et éléments
macroscopiques). Le niveau confirmé comprendra
I'identification des parasites des deux panels. Il
est proposé que I'habilitation repose sur des
reconnaissances d'images et des recherches
microscopiques utilisant des selles positives et
des selles négatives (au moins dix).

D'autre part, il existe des programmes de forma-
tion continue en ligne permettant le maintien des
compétences en parasitologie (ex : e-PARASITI-
mage).

5.3.3. Contréles de qualité

Des contrbles internes doivent étre utilisés pour
s'assurer de la qualité et de la conservation des
réactifs utilisés pour les techniques de prépara-
tion de I'’échantillon avant examen microscopique
(coloration, concentration). Pour les colorations,
il est nécessaire d'inclure une lame de contréle
positif dans chaque série de lames colorées (ex :
Ziehl-Neelsen). La qualité des réactifs de concen-
tration doit étre vérifiée da l'aide de suspensions

Tableau 11. Recommandations sur les modalités de
contréle des techniques de concentration.

- Inclusion d'une lame de contrdle
positive dans chaque série de lames
colorées

- Réalisation d'un contréle de I'étape
de concentration sur chaque selle
(technique diphasique)

* billes commercialisées
* levures colorées ou selle positive

Recommandé

Réalisation d'un controle des disposi-
tifs de concentration et de coloration a
chaque changement de lot/réception
de commande argumenté dans une
analyse de risque

Acceptable

Absence de contrdle des dispositifs de

Non acceptable concentration et de coloration
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Tableau 12. Recommandations de pré-traitement.

Recommandé Réalisation d'un broyage par billes
Absence de broyage pour les
Acceptable protozoaires non-coccidies et micros-

poridies*
Absence de broyage pour les ceufs

Non acceptable d’helminthes et coccidies

*Si le laboratoire a fait la preuve de l'inutilité du broyage sur un nombre
significatif d’échantillons dont des faibles charges parasitaires.

« maison » ou de préparations commercialisées
(billes) ou encore de selles positives (tableau 11).

5.4. Diagnostic moléculaire

5.4.1. Pré-traitement de I'échantillon

Le broyage mécanique de I'échantillon est recom-
mandé (tableau 12), caril permet une homogénéi-
sation des structures parasitaires contenues dans
la selle, mais surtout de rompre la paroi des ceufs
d’'helminthes et kystes ou oocystes de proto-
zoaires.

Il a été montré que le broyage mécanique permet-
tait d’améliorer le Ct de détection de certains
protozoaires, notamment Cryptosporidium spp.,
et des microsporidies [43-45]. Cependant le type
de billes utilisées et le kit d'extraction d’ADN influ-
encent également le niveau de détection [44].
Cette variabilité nécessite donc une évaluation
sur site et justifie le rendu d'un résultat qualitatif
uniquement.

La réalisation d'une PCR helminthes sans appli-
quer un prétraitement par broyage avec billes
entraine également une perte de sensibilité [46].
Autier et al. [38] ont montré une nette améliora-
tion des performances obtenues avec le kit AllPlex
Gl helminthes, lorsqu’un broyage mécanique était
effectué avant extraction. Le broyage permet
d'améliorer la sensibilité sur certaines cibles de
facon importante (T. trichiura, E. vermicularis, A.
lumbricoides), aussi bien en termes de nombre
d'échantillons détectés, qu’en gain de Ct (chute
de 10 Ct).
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5.4.2. Technique d'amplification

Le choix de la méthode utilisée, commerciale ou
maison, simplex ou multiplex, est de la respons-
abilité du laboratoire, qui doit s'assurer des perfor-
mances de la technique, en faisant une évaluation
sur site et une recherche bibliographique. En
particulier, I'efficience de la combinaison méthode
de broyage/méthode d'extraction /méthode
d'amplification doit étre vérifiée.

Pour les microsporidioses de I'immunocompétent,
le traitement reposant sur une prise en charge
symptomatique et non sur une thérapeutique
ciblée contre le pathogene, une méthode permet-
tant de détecter de maniére globale (sans distinc-
tion d'espeéce) E. bieneusi et Encephalitozoon spp.
peut convenir dés lors que I'échantillon est ensuite
envoyé au CNR MAP pour identification précise.

5.4.3. Contréles de qualité

La détection de parasites dans les selles est
doublement compliquée, du fait de la paroi
épaisse de la plupart des parasites et de la
matrice biologique qui présente de nombreux
inhibiteurs de PCR. Parmi ces inhibiteurs, on
retrouve fréquemment dans les selles, des dérivés
de I'héme, de la bilirubine, des sels biliaires et des
hydrates de carbone complexes, qui peuvent étre
extraits en méme temps que I'ADN du pathogéne
[47]. Ces écueils peuvent entrainer une diminution
des performances des techniques moléculaires.
Comme évoqué précédemment, le pré-broyage
permet une meilleure libération de I'ADN para-
sitaire, mais la qualité de I'extraction est ensuite
déterminante pour éliminer les inhibiteurs. Il est
donc important de disposer d'indicateurs permet-
tant de valider cette étape (tableau 13).

Il est ainsi recommandé de disposer d'un témoin
interne permettant de vérifier I'absence d'inhibi-
teurs. Ce témoin est présent dans la trés grande
majorité des kits commerciaux, qu'il soit incorporé
directement dans le mix de PCR ou & introduire
avant l'extraction de I'échantillon (il peut alors
servir également de témoin d'extraction). Pour les
techniques de PCR « maison », il sera nécessaire
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Tableau 13. Recommandations sur l'usage et I'interpré-
tation des contréles de qualité pour le diagnostic molé-
culaire.

- Validation des analyses en fonction :
* des témoins négatifs et positifs
(CQl) de la série
* des témoins d'extraction pour
chaque échantillon
* des témoins de détection des
inhibiteurs pour chaque échan-
Recommandé tillon
- Réanalyse de la série si le résultat
de CQl est > 2Ct par rapport d la
valeur cible
- Suivi des statistiques de Ct de CQl
sur un logiciel adapté
- Visualisation de I'aspect des
courbes d'amplification

Inclusion d'un contréle d'extraction

par série ou a une fréquence définie

par une analyse de risque argumentée

- Absence de témoin négatif

- Absence de témoin positif

- Absence de témoin validant
I'absence d'inhibiteur

- Absence de témoin validant la
qualité de I'extraction

- Absence de témoin validant la
qualité de I'extraction pour chaque
échantillon en cas d'extraction
manuelle

Acceptable

Non acceptable

d'intégrer ce témoin « d'absence d'inhibiteurs » au
systeme de PCR permettant la détection parasi-
taire (tableau 13). Des systémes comprenant des
fragments d’ADN exogéne associés au systéme de
PCR (sonde/amorces) permettant leurs détections,
existent sur le marché [48].

D'autre part, il est essentiel de prévoir une
stratégie de vérification de la qualité de l'ex-
traction d’ADN, permettant a minima de contréler
les réactifs et/ou le bon fonctionnement de I'auto-
mate d'extraction. Dans la plupart des situations,
le contréle d'absence d'inhibiteurs peut aussi
jouer ce role s'il a été intégré dans I'échantillons
avant l'extraction. Il faut donc préférentiellement
opter pour cette stratégie lorsque I'on développe
une PCR « maison ». Beaucoup de kits commer-
ciaux utilisent aussi cette stratégie d'introduction
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du témoin avant extraction de I'échantillon, mais
certains font exception d cet usage en incorporant
directement le témoin d'absence d'inhibiteur dans
le mix de PCR. Ce témoin ne pourra donc pas étre
utilisé en tant que « témoin de bonne extraction ».
Dans ce cas, on peut avoir recours d un systéeme de
rajout d’ADN exogéne dans chaque échantillon,
avant extraction. A défaut, pour les extractions
automatisées, il est possible de prévoir, a minima,
une stratégie de vérification de la qualité de I'ex-
traction par l'introduction d'un échantillon positif
connu, idéalement par série d'extraction ou bien a
une fréquence a définir par le laboratoire par une
analyse de risque argumentée.

5.4.4. Vérification/Validation de méthode
Comme pour toute vérification/validation de
méthode, celle-ci doit étre adaptée a I'épidémiol-
ogie du laboratoire et aux ressources biologiques
disponibles.

Il est recommandé, si possible, de passer 8 échantil-
lons par cible PCR pour le panel minimal (parasites
les plus fréquents). La méthode PCR (pré-traite-
ment + extraction d’ADN + amplification) doit étre
comparée a des méthodes microscopiques util-
isant une technique adaptée (tableau 9) ou a une
technique moléculaire de référence.

Pour les parasites du panel élargi, le nombre
d'échantillons positifs devrait étre au minimum
de 4, sauf pour les parasites rares pour lesquels
un échantillon peut s'avérer suffisant, faute de
matériel disponible. Il est important de vérifier la
spécificité sur au moins 10 échantillons négatifs.

5.5. Recommandations spécifiques pour la
recherche de Strongyloides stercoralis

Comme pour beaucoup de parasites digestifs,
I'excrétion larvaire de S. stercoralis dans les selles
estirréguliére et souvent faible dans les infections
chroniques non compliquées [49]. Des travaux de
Nielsen et al. [50], ont montré que I'examen para-
sitologique d'un seul prélévement de selles ne
permettait de diagnostiquer que 53 % des infec-
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tions a S. stercoralis (par technique dérivée du
Baermann et culture). La sensibilité montait a 74 %
pour 3 selles et atteignait 100 % aprés analyse
de 7 prélévements [50]. Une méta-analyse de la
littérature concernant les méthodes de diagnostic
des anguilluloses (rassemblant 11 études et plus
de 9 000 patients) a rapporté une sensibilité de
I'examen direct des selles d’environ 21 %, alors que
la sensibilité de la technique de Baermann et de
la coproculture atteignaient 72 % et 89 %, respec-
tivement [51]. L'examen microscopique standard
doit donc nécessairement étre complété par des
techniques plus sensibles, telles que la méthode
de Baermann ou la coproculture.

Les techniques de PCR, plus récentes, présentent
aussi des sensibilités élevées permettant de les
recommander en premiére intention. L'avantage
de la PCR, par rapport d la méthode de Baermann
et a la coproculture, est de s'affranchir de la
viabilité du parasite, permettant la détection
d'’ADN provenant de larves mortes. Une méta-
analyse de Buonfrate et al., rapporte une sensi-
bilité globale des « PCR Strongyloides » d'environ
72 % sur 14 études datant d'avant 2016 [52].
Cependant, les sensibilités rapportées dans cette
méta-analyse étaient extrémement hétérogenes
variant de 16 a 100 %, s'expliquant par le manque
de standardisation, en termes d'extraction d’ADN
(pré-traitement, quantité analysée, technique
d'extraction) et d’amplification (cible, type de
PCR). D'autre part, les PCR Strongyloides les plus
récentes, notamment commerciales, semblent
présenter des performances supérieures a celles
décrites dans cette méta-analyse, variant de 86 %
@100 % [2, 38, 53]. Méme si 'augmentation de la
sensibilité reste plus modeste que pour certains
autres helminthes, le broyage par billes préalable
a l'extraction permet d'augmenter les perfor-
mances de détection d'environ 6 % 10 % [38, 54].
Ce broyage est donc préconisé pour la recherche
d'anguillule par PCR (tableau 14).

Si un laboratoire opte pour la mise en place
d’'une méthode moléculaire pour la détection des
anguillules, il sera nécessaire de bien évaluer,

16 Annales de Biologie Clinique

Examen parasitologique des selles : recommandations frangaises ANOFEL/LABAC

Tableau 14. Recommandations spécifiques concernant la
recherche de S. stercoralis.

Utiliser une technique adéquate
reconnue : Baermann, coproculture
ou PCR avec pré-broyage mécanique
(billes)

Chez le patient n'ayant pas voyagé

et sans contexte clinique évocateur ni
demande explicite de recherche d'une
anguillulose : mise en place d'une
technique de concentration chargée
en selle de type diphasique (ex :
Bailenger, Ritchie) et préciser la possi-
bilité de faux négatifs

- Recherche de Strongyloides ster-
coralis par PCR sans pré-broyage
mécanique (billes)

- Ne pas réaliser une technique spéci-
fiqgue recommandée :

» chez un patient ayant voyagé ou
avec un contexte clinique évoca-
teur

 devant une recherche d'anguil-
lules motivée (sur prescription
ou d'aprés le questionnaire de
renseignements)

Recommandé

Acceptable

Non acceptable

choisir, mais parfois aussi d'optimiser la méthode
pour obtenir des performances comparables ou
supérieures a celles des techniques convention-
nelles (Baermann ou coproculture). Dés lors que
les bonnes pratiques de PCR ont été appliquées,
que les témoins de validation sont conformes et
que la validation de méthode est satisfaisante, il
n'apparait pas nécessaire de confirmer une PCR
positive par quelque autre technique que ce soit.

Il est enfin rappelé que le diagnostic par biol-
ogie moléculaire de la strongyloidose, au méme
titre que pour les techniques parasitologiques
basées sur la microscopie, nécessitent idéale-
ment I'analyse d'au moins 3 échantillons espacés
de quelques jours pour améliorer la sensibilité
globale de détection [55]. Dans certaines situa-
tions, compte tenu de la reproduction du para-
site (cycle d'auto-infestation) ou de la latence
possible de l'infection, il peut étre pertinent de
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combiner plusieurs techniques en cas de forte
suspicion clinique.

6. Recommandations post-ana-
lytiques (tableau 15)

6.1. Interprétation d'un examen négatif

Certains résultats doivent étre accompagnés d’'un
commentaire, notamment si :

— Existence reconnue d'un probléme pré-ana-
lytique (inhibiteur de PCR par exemple) et
impossibilité de répéter I'analyse.

— Recherche trop précoce par rapport d la date
supposée de contamination en cas de voyage
récent (délai d'émission des ceufs pour les
helminthes).

Tableau 15. Recommandations post-analytiques en cas
de signes cliniques persistants (tous désordres digestifs)
et résultat négatif.

- Prendre en compte les résultats de
bactériologie et virologie et adapter
les commentaires :

* En fonction de la méthode utilisée
et des renseignements cliniques
« En fonction des parasites
suspectés (délai d'émission des
Recommandé ceufs)

- Demander un préléevement de
contrdle en cas d'observation de
cristaux de Charcot-Leyden ou si< 3
préléevements analysés

- Faire un examen microscopique large
ou transmettre a un laboratoire
expert

Acceptable NA

- Absence de commentaires adaptés

- Absence d'examen microscopique ou
de transmission en seconde intention
A un laboratoire expert en cas de
persistance de signes cliniques (tous
désordres digestifs)

Non acceptable
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— Incapacité de la PCR utilisée a détecter les
espeéces de Cryptosporidium autres que
C. hominis et C. parvum (représentant 5 a
10 % des cas de cryptosporidioses, selon les
données du CNR CMAP).
— Méthode utilisée non optimale au regard des
recommandations de cet article.
Il est également souhaitable de rappeler I'im-
portance de répéter la recherche sur plusieurs
échantillons de selles prélevés a plusieurs jours
d'intervalle pour la recherche d’helminthes (3 en
7 a 10 jours).

6.2. Interprétation d'un résultat positif

Les discordances « microscopie (+)/PCR (-) »
doivent faire évoquer un probleme analytique et
doivent étre contrélées. En cas de confirmation de
cette discordance, il est conseillé d’envoyer la selle
a un laboratoire expert. En revanche, une fois la
validation de la méthode PCR correctement effec-
tuée, il est inutile de confirmer des discordances
« microscopie (-)/PCR (+) ».

6.2.1. Résultat positif pour Blastocystis spp. ou
Dientamoeba fragilis

La pathogénicité de ces deux parasites est
controversée. Le role de Blastocystis spp. dans les
manifestations cliniques, notamment le syndrome
de l'intestin irritable, est débattu, et la signifi-
cation de sa présence associée a une dysbiose
(cause ou conséquence ?) n'est pas claire [56]. Des
études ont montré une corrélation positive entre
la présence de Blastocystis spp. et la diversité
microbienne [57, 58]. De plus, Terveer et al. ont
rapporté que chez 31 patients receveurs de trans-
plantation fécale provenant de donneurs posi-
tifs pour Blastocystis spp., le suivi clinique était
similaire a des receveurs d'échantillons néga-
tifs, suggérant I'absence de pathogénicité [59].
Cependant ces études sont la plupart du temps
incomplétes car ne prennent pas en compte les
génotypes de Blastocystis spp., dont la grande
diversité génétique pourrait étre corrélée a une
variabilité dans l'impact sur le microbiote ou les
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signes cliniques [60]. En ce qui concerne D. fragilis,
un flagellé intestinal fréquemment retrouvé chez
des sujets asymptomatiques [61], sa pathogénicité
n'a pu davantage étre démontrée, ni son influence
sur le microbiote [62, 63]. Il est en revanche établi
qu'il est fréquemment associé aux oxyures, et en
cas de détection chez I'enfant, il pourrait étre
pertinent de proposer un scotch-test.

Au total, il est nécessaire d'informer le prescrip-
teur de l'absence de recommandations de traite-
ment, en cas de détection de I'un ou l'autre de ces
parasites (tableau 16). En cas de troubles digestifs
persistants associés & une présence répétée de
Blastocystis spp. ou D. fragilis, il peut étre utile de
discuter du dossier en réunion pluridisciplinaire,
voire d'adresser le patient pour un avis spécialisé.

6.2.2. Distinction d'Entamoeba histolytica et

E. dispar

Plusieurs amibes du complexe Entamoeba peuvent
étre présentes dans les selles, dont la plupart sont
non pathogénes. En particulier Entamoeba dispar
est fréquemment retrouvée dans les selles en
France et est considérée comme non pathogeéne.
Pour cette raison, il est indispensable de disposer
d'outils permettant la distinction entre E. dispar
et E. histolytica, cette derniére étant pathogéne
et potentiellement grave, et pouvant conduire
ultérieurement a une amoebose hépatique
(tableau 17).

Tableau 16. Recommandations sur l'interprétation de la
présence de Blastocystis spp. et D. fragilis.

Commentaire biologique indiquant le
réle pathogene controversé et n'in-

Recommandé - . -\
citant pas au traitement en premiere
intention
Ne pas rendre de résultat pour

Acceptable Blastocystis spp. et D. fragilis en le

spécifiant et I'argumentant

Absence d'interprétation biologique
Non acceptable spécifique sur un résultat positif pour

Blastocystis et D. fragilis
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Tableau 17. Recommandations sur le diagnostic précis
d’E. histolytica en cas de microscopie positive sans
formes hématophages.

Faire une confirmation d'espéce d’'En-
tamoeba histolytica par PCR lorsque
des kystes ou formes végétatives d'E.
histolytica/dispar sont retrouvés en
microscopie, afin d'orienter le traite-
ment

Recommandé

Rendre E. histolytica/dispar sous
réserve que l'identification d'espece
soit sous-traitée a un laboratoire
réalisant I'identification de I'espéce E.
histolytica

Acceptable

Absence de diagnostic moléculaire

permettant la distinction entre E.
Non acceptable histolytica et E. dispar

Utilisation d'un test antigénique pour

le diagnostic d'espece

La microscopie ne permet pas classiquement de
faire la distinction entre ces deux espéces (seule
I'observation en microscopie de formes végéta-
tives hématophages est pathognomonique d’E.
histolytica, mais celles-ci sont trés rarement
observées). Les tests antigéniques disponibles
en France ont des sensibilités et spécificités vari-
ables et ne permettent pas toujours la distinction
entre E. histolytica et E. dispar [64]. Les tests PCR
détectant le complexe Entamoeba sp. ne permet-
tent pas de faire la distinction entre E. dispar et
E. histolytica. Il est donc nécessaire d'utiliser des
tests PCR ou panels permettant l'identification
spécifique d'E. histolytica [65].

6.3. Lien avec le CNR CMAP

Il est recommandé de participer au réseau du CNR
CMAP afin de faire évoluer les connaissances sur
les parasitoses concernées (tableau 18). A cette
fin, il est proposé d’envoyer les échantillons aux
différents centres d'expertise et de déclarer les
cas en ligne3. Une participation réguliére a la

3https://cnreryptosporidioses.chu-rouen.fr/
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Tableau 18. Recommandations de surveillance épidémio-
logique.

- Envoi au CNR CMAP des selles posi-
tives a :
*Cryptosporidies
* Microsporidies
* G. intestinalis (suspicion de résis-
tance ou d'épidémie)
- Déclaration exhaustive des cas sur
le site du CNR

- Envoi des échantillons sans données
épidémio-cliniques complétes sur
la plateforme du CNR (uniquement
N° dossier, nom/prénom, dge, sexe,
date de prélevement et code postal)
- Envois groupés (sauf augmentation
d'incidence constatée)

Non acceptable Absence d’envoi au CNR CMAP

Recommandé

Acceptable

surveillance épidémiologique est importante car
elle permet de repérer un risque épidémique.

En cas de doute sur la positivité d'un échan-
tillon, le CNR CMAP peut également apporter
une aide diagnostique au titre de sa mission
d'expertise.

6.4. Conduite a tenir en post-thérapeutique

Il est recommandé de contrbler la négativation
des selles apres traitement, afin d'identifier les
éventuels échecs thérapeutiques. Cependant, des
données complémentaires sont nécessaires pour
préciser le délai de négativation d'une PCR aprés
un traitement bien conduit et/ou une résolution
des signes cliniques. Méme si la négativation
d'une PCR G. intestinalis a été estimé comme étant
rapide (1 semaine) dans une étude [66], il n'en est
pas de méme pour une PCR Cryptosporidium,
qui peut rester positive 4 semaines ou plus. Pour
objectiver un éventuel échec thérapeutique, il
faut donc effectuer un contréle tardif ou utiliser
la microscopie. m
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