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1. Résumé du protocole

Evaluation multicentrique des TDR pour le diagnostic du paludisme d’importation

TDR palu AOR 06 066

Investigateur Coordonnateur Pr Sophie Matheron

Responsable scientifique Dr Sandrine Houzé

1. 1. Données de la littérature et prérequis scientifiques :

En France, le paludisme, est une maladie d’importation qui touche les voyageurs et les populations
émigrées retournant dans leur pays avec une contamination en Afrique sub-saharienne dans 95% des
cas. On estime que 5000 a 8000 cas de paludisme sont observés chaque année en France avec une
vingtaine de déces annuel. Plasmodium falciparum, agent en cause dans 85% des acces est
potentiellement 1étal. Les signes cliniques de 1’acces palustre ne sont pas spécifiques et le diagnostic
peut étre facilement erroné vers une virose saisonniere. Le diagnostic repose sur I’examen
microscopique d’un frottis sanguin et d’une goutte épaisse colorés lus par un microscopiste
expérimenté. Alors que cette maladie peut se déclarer a tout moment, 1’accés a un centre de diagnostic
compétent conditionne une prise en charge efficace. Les tests de diagnostic rapide (TDR) du
paludisme qui détectent des antigénes solubles palustres sont proposés pour le diagnostic du paludisme
dans des structures sans accés a I’examen microscopique. Cependant, les résultats des études
d’évaluation de la performance de ces tests sont contradictoires. Différents antigénes sont proposés
pour le diagnostic tels que I’HRP2, histidin rich protein 2 ou la P/LDH, Plasmodium falciparum
lactate déhydrogénase, spécifiques de Plasmodium falciparum, la pLDH, plasmodium lactate
déhydrogénase et I’aldolase, antigénes communs aux 4 espéces plasmodiales pathogénes pour

I’homme.

1.2 Méthodologie :

Il s’agit d’une étude d’évaluation des performances diagnostiques des TDR sur les prélévements des
patients de tous ages, de retour de zone d’endémie palustre et se présentant avec une suspicion d’acces
palustre aux services de consultations d’urgences hospitaliéres des sites participant a I’étude.

Cette ¢tude sera réalisée conformément aux critéres de qualité définis pour les études d’évolution
diagnostique dans le cadre de ’initiative STARD (Standard for Reporting of Diagnostic Accuracy) et
de ’outil QUADAS (Quality Assessment of Studies of Diagnostic Accuracy included in systematic
reviews) 2" *. L’ensemble des malades inclus bénéficiera des 2 types de tests : les tests de diagnostic

rapide pour le diagnostic du paludisme et I’examen de référence ou « gold standard », frottis et goutte
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épaisse examinés aux laboratoires par un personnel expérimenté. Ces tests seront évalués

indépendamment I’un de ’autre (en aveugle des résultats de I’autre test).

1. 3. Objectif':

L’objectif principal est la détermination de la sensibilité, de la spécificité, des valeurs prédictives
positives, des valeurs prédictives négatives et du rapport de vraisemblance de la détection de chaque

antigeéne.

1.4 . Matériel :

Quatre tests de diagnostic rapide détectant différents antigénes, Now® ICT Malaria (Inverness
Meédical), Palutop +4® (All Diag), Core Malaria Pan-Pv-Pf (Core Diagnostics), OptiMAL-IT
(Diamed) seront testés en double insu et en paralléle dans 6 laboratoires de biologie (Bichat-Claude
Bernard, Delafontaine, Institut Pasteur, Jean-Verdier, Robert-Ballanger, Robert-Debré) sur les
échantillons sanguins des patients suspects de paludisme par rapport au frottis et a la goutte épaisse

pris comme référence.

1. 5. Durée de la recherche et durée de participation du sujet :

L’étude sera réalisée dans 6 centres de la région parisienne, elle inclura 1225 patients environ pour
étudier 245 patients atteints de paludisme. Cette recherche commencera en janvier 2007 et devrait

durer 1 an. La participation de chaque sujet sera le temps de la consultation hospitalicre.

1.6. Critéres d’inclusion :

Les patients inclus seront les personnes consultant pour suspicion d’un accés palustre avec
prescription d’un prélévement pour effectuer un frottis et une goutte épaisse afin de diagnostiquer le
paludisme. Aucun prélévement supplémentaire ne sera effectué¢ pour 1’étude de ce protocole est donc

une recherche non interventionnelle. Le patient recevra une information écrite sur la recherche.

1.7 : Résultats attendus :

Les performances annoncées par les fabricants sont comprises entre 93.4% et 100% pour les
sensibilités et 96% a 100% pour les spécificités. Cependant, une étude préliminaire réalisée au
laboratoire de parasitologie du CHU Bichat, a montré des sensibilités comprises entre 67% et 90%
selon le test. Cette nouvelle étude multicentrique permettra d’établir les performances de ces tests dans
la population concernée et éventuellement de proposer une combinaison optimale des antigenes

détectés aux fabricants de dispositifs médicaux.
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1. Introduction, justification de I’étude, résultats attendus et perspectives :

Alors que dans le monde on compte 300 a 500 millions d’accés palustres par an (OMS)', en France, le
paludisme est une maladie d’importation que I’on estime a environ 5000 a 8000 cas annuels .

La symptomatologie clinique a type de syndrome grippal est peu spécifique et un diagnostic erroné
d’affection virale est assez souvent porté entrainant un retard a la prise en charge spécifique.
L’interrogatoire qui rapporte un séjour récent en zone d’endémie palustre est capital. Les acces
palustres diagnostiqués en France ont été contractés en Afrique sub-saharienne pour 95% d’entre-eux
et sont dus a Plasmodium falciparum dans 85% des cas avec un risque létal, les autres especes
(Plasmodium ovale, Plasmodium vivax et Plasmodium malariae) sont responsables des 15% restant,
seule ou en association avec Plasmodium falciparum™>. Le diagnostic d’accés palustre est porté par la
mise en évidence du parasite a partir d’un prélévement sanguin par observation microscopique d’un
frottis et/ou d’une goutte épaisse colorés. L’urgence vitale du diagnostic nécessite une mise a
disposition 24h/24h de compétence technique et biologique pour le diagnostic. Cet examen ne fait pas
partie des actes réservés, cependant le faible recrutement de certains centres ne permet pas aux
biologistes de conserver un niveau d’excellence microscopique. Le frottis est réalisé partout alors que
la goutte épaisse qui permet de détecter les faibles charges parasitaires n’est réalisée que dans certains
laboratoires®. De nouveaux outils diagnostiques permettant la mise en évidence d’antigénes
plasmodiaux par des tests immunochromatographiques sont apparus depuis 15 ans. Ces tests sont
proposés aux biologistes comme complément au diagnostic microscopique. Cependant, les tests
proposés sur le marché européen sont de qualités diverses en terme de sensibilité et de spécificité
malgré leur marquage CE. Les performances de ces tests ont été essentiellement étudiées dans des
zones d’endémie et n’ont pas été¢ évalués les uns par rapport aux autres. Par ailleurs, il existe des
discordances entre les résultats des différentes études publiées, financées en partie les industriels :
Marx et collaborateurs’ ont publi¢ une revue de la littérature de ces évaluations et recommandent en
conclusion de mener d’autres études controlées dans des centres non spécialisés. De plus, lors d’une
étude préliminaire réalisée au laboratoire de parasitologie de Bichat-C Bernard', nous avons observé
une sensibilité comprise entre 67% et 90% selon I’antigene détecté et le réactif utilisé, performances
médiocres par rapport a celles rapportées par les industriels (90% & 100%)®’. De plus, les composants
utilisés pour détecter les antigeénes lors de la fabrication des tests de diagnostic rapide (TDR) sont
fonction du fabricant et non connus et le choix du dispositif peut modifier les performances du test’.
Le choix d’un TDR est une question récurrente. Les réactifs actuellement sur le marché ne répondent
peut-étre pas a la problématique du paludisme d’importation en France en terme d’especes
responsables ou de charge parasitaire.

Par conséquent, nous proposons de réaliser une étude multicentrique visant a

' Houzé S., Martineau F., Hubert V., Houzé P., Le Bras J. Diagnostic du paludisme : le danger des tests de diagnostic rapide.
Société Frangaise de Parasitologie, Paris, 15-16/12/05.
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1) évaluer les performances de 4 tests diagnostics
2) évaluer les performances diagnostiques pour chaque antigéne détecté par ces tests afin de
déterminer quels seraient les réactifs permettant d’améliorer la performance de ces tests.
Les résultats de cette étude pourraient déboucher sur un partenariat industriel en vue de concevoir un

réactif adapté a la situation frangaise.

3. Données de la littérature et pré-requis

Un acces palustre se définit par I’association d’une fievre et de la présence de plasmodiums circulants
dans le sang du patient ®. Le diagnostic repose sur la mise en évidence par la lecture d’un frottis coloré
(ou d’une goutte épaisse) de formes asexuées de plasmodiums. Le seuil de détection de ces techniques
microscopiques est d’environ 10 parasites/ul de sang. Ces techniques permettent le diagnostic de
I’espece plasmodiale responsable de I’acceés qui conditionne la prise en charge thérapeutique mais elles
exigent des compétences microscopiques et une remise a niveau régulicre.

Différents antigénes solubles peuvent étre recherchés dans le sang capillaire ou veineux d’un patient
suspect de paludisme. Leur détection a été proposée depuis 15 ans comme aide au diagnostic
biologique. Le premier antigéne dont la détection a été développée est I’histidin rich protein 2 (HRP2),
protéine soluble spécifique de Plasmodium falciparum qui est présente au niveau membranaire et

9

cytoplasmique des globules rouges infectés ~. Les premiers tests développés sur le principe d’une

bandelette réactive (Parasight®, Becton Dickinson) présentaient des faux positifs, comme en présence

' 1Is ont été remplacés par des tests de deuxiéme génération tel que le

de facteur rhumatoide
Parachek® Pf présentés soit sous forme de bandelettes, soit sous forme de savonnettes ou cassettes de
manipulation plus aisée ''. Ces tests sont principalement destinés au diagnostic du paludisme en zone
d’endémie quand les structures sanitaires de base n’ont pas accés a I’examen microscopique . La
plasmodium lactate déhydrogénase (pLDH) est une enzyme présente chez tous les plasmodiums . Les
anticorps monoclonaux produits pour sa détection reconnaissent soit une isoforme commune aux
quatre especes (panlLDH), soit une isoforme spécifique d’une espéce (PvLDH pour le P. vivax par
exemple) '*. La pLDH est produite par les parasites viables, par conséquent sa recherche peut étre
utilisée pour suivre I’efficacité d’un traitement antimalarique "°. Un autre antigéne commun aux quatre
especes de plasmodiums, qui serait une aldolase, est également détecté par certains réactifs mais sa
réactivité serait en défaut avec Plasmodium ovale '°.

De nombreux fabricants produisent des tests de diagnostic rapide (TDR) pour le paludisme : si les
anticorps monoclonaux ont une méme origine, en revanche la fabrication des tests (concentration,
conjugué, qualit¢ de la nitrocellulose) est propre a chacun. Sur le site de I’OMS
(www.wpro.who.int/rdt), un certain nombre de dispositifs sont répertoriés de production et de
composition diverses. Dans tous les cas, c’est le principe d’'une immunochromatographie qui est mis
en ceuvre avec des anticorps monoclonaux spécifiques de 1’antigéne détecté immobilisés sur la

bandelette. Un anticorps dirigé contre une protéine animale servira de témoin de réaction (schéma 1) .
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Sur une méme bandelette, on peut classiquement rechercher jusqu’a 3 antigénes différents. Le sang
total est lysé par addition d’un tampon de lyse. Au niveau de la fenétre réactionnelle, les anticorps
monoclonaux conjugués a 1’or colloidal vont former un complexe antigéne-anticorps avec les
antigénes si ils sont présents dans 1’échantillon testé. Les complexes migrent le long de la bandelette et
seront stoppés par ’anticorps immobilis€. Une bande colorée traduira la fixation du complexe

antigéne-anticorps (schéma 1).

COMPONENTS OF ANTIGEN DETECTION TEST BEFORE USE

Sample ongin Absorbent pad
Detection lines SCHEMATIC REPRESENTATION OF IMMUNOLOGIC REACTION
ONA POSITIVE STRIP (EXAMPLE P VIVAX INFECTION)
Gold-labelled
| | | | detection
antibody
F vivax
T 1 antigan / N
Anti-falciparum
antibody

Contral
antibody
Anti-malaria
antibody
{all species)

L1 |~ .
Capture antibody Capture antibody Control capture
specific for detecting all antibody specific
P falciparum malaria spaties for detection
antigens antibody

Schéma 1 : principe des tests de diagnostic rapide (www.who.int/rdt.)

La détection de ces antigenes a été étudiée dans le diagnostic du paludisme en zone d’endémie et les
performances publiées sont fonction du réactif testé, de 1’antigéne recherché et de la situation
épidémique locale. Des études réalisées en zone d’endémie palustre rapportent des sensibilités pour
’OptiMAL® (détection de la pLDH et de la P/LDH) (Diamed) dans le diagnostic de I’accés palustre a
Plasmodium falciparum entre 92% et 94.5% par rapport au frottis/goutte épaisse pris comme référence
1718 " Cependant, ces sensibilités sont fonction de la parasitémie et approchent des 20% en-dessous de
200 parasites/ul soit une parasitémie de 0.004% au frottis (environ la limite de détection d’un frottis
positif).

La sensibilité de la recherche de ’HRP2 est proche de 100% pour le diagnostic de 1’acces palustre a
Plasmodium falciparum mais sa spécificité est moindre, comprise entre 67% et 98% selon les études

19, 20

Les études réalisées dans pays hors zone d’endémie palustre, rapportent des sensibilités comprises
entre 96 et 100% pour I’HRP2 et de 84% pour 1’aldolase avec une spécificité de 99% environ * %,
L’utilisation de I’OptiMAL dans des situations similaires a montré des sensibilités comprises entre 79
et 98% pour des spécificités évaluées entre 98 et 100% . Ces études comparent un TDR par rapport a
I’examen microscopique ou la recherche d’ADN plasmodial par biologie moléculaire mais ne
comparent pas les tests entre-eux. De plus, les résultats des TDR sont considérés globalement positifs

ou négatifs mais les performances ne sont pas évaluées selon I’antigéne détecté. Enfin, tous les tests

disponibles sur le marché n’ont pas fait I’objet d’études publiées alors que certaines études étaient
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discutables sur le plan méthodologique et n’évaluaient pas la méme population °. L’intérét de la
détection d’un antigéne plutét qu’un autre n’a pas été évalué ni le réactif utilisé pour détecter ces
antigénes. La recherche simultanée de ’HRP2 et de la pLDH est préconisée par certains auteurs >,
L’adjonction de la détection de la P/LDH pourrait étre complémentaire et permettre le diagnostic de
souches non productrices d’HPR2 ou répondant partiellement avec les anticorps utilisés > .

Lors de notre étude réalisée dans le service, nous avons comparé 2 TDR recherchant pour I'un la
pLDH et la PALDH (OptiMAL-IT®, Diamed) et pour I’autre la pLDH et ’HRP2 (Palutop +4",
Alldiag). Selon le réactif, la sensibilité de la détection de la pLDH parmi les 99 échantillons positifs a
Plasmodium falciparum étaient de 71% avec le Palutop+4” et de 73% avec I’OptiMAL-IT®. La
détection d’HRP2 (Palutop +4") a montré une sensibilité de 90% (dont un vrai faux négatif avec un
isolat non sécréteur d’antigéne) et une spécificité de 96%. Nous n’avons pas pu évaluer d’autres tests
en paralléle. Si les faux-positifs sont souvent expliqués par des accés palustres décapités par une auto-
médication du patient, en revanche les faux négatifs peuvent avoir des conséquences dramatiques. Les
évaluations financées par les fabricants sur échantillons sélectionnés ne rendent pas toujours compte
des performances réelles des réactifs lors de leur utilisation de routine. Les industriels ne sont plus
demandeurs d’évaluations dans ces conditions, car leur produit ont le marquage « CE » qui autorise
leur mise sur le marché et des évaluations ont été produites pour ces dossiers de marquage. C’est
pourquoi, des évaluations complémentaires réalisées en situation réelle de diagnostic sont nécessaires
mais doivent étre financées indépendamment des industriels pour garantir une liberté de réalisation °.
En conclusion, la détection des antigénes plasmodiaux dans le diagnostic du paludisme a montré des
spécificités et des sensibilités variables selon les études : la méthode optimale et en particulier le choix
du réactif ne sont pas définis et nécessitent des études complémentaires réalisées sur la population

spécifique des voyageurs de retour de zone d’endémie.

Faisabilité de I’étude

Cette étude est réalisable dans le cadre de I’appel d’offre pour les raisons suivantes :

1) L’étude ne nécessite aucun prélévement autres que ceux réalisés systématiquement aux patients
suspects d’acces palustre

2) La collecte des données est simple car toutes les données sont disponibles et évaluées dans les
services de microbiologie et de parasitologie

3) Le nombre de patients requis est adapté aux capacités de recrutement de chacun des centres

4) Les équipes impliqués ont déja collaboré sur des projets de recherche, sont correspondants du

CNRP et sont complémentaires dans leur recrutement
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Adéquation a I’appel d’offres
Ce projet correspond parfaitement a I’intitulé de 1’appel d’offre : « Mise au point et évaluation d’un

test diagnostique »

4. Objectifs de la recherche

4.1. Hypotheéses testées

Les TDR ont des performances diagnostiques variables pour le diagnostic du paludisme d’importation
en France en fonction de I’antigéne recherché et de la population testée. Les performances comparée
de ces tests n’ont jamais été évalués selon une méthodologie adaptée sur les patients consultant en

urgence a qui sont destinés ces tests.

Notre hypothése de travail repose sur le fait que

1) 11 faut évaluer de maniére indépendante et selon une méthodologie adaptée la performance de ces
tests

2) En fonction des composants de ces tests, les performances diagnostiques pour chaque antigéne
détecté peuvent varier. Cette étude devrait permettre d’évaluer les performances diagnostiques de
chaque réactif pour chaque antigéne testé et ainsi de déterminer les réactifs a utiliser pour avoir une

performance optimale.

4.2. Objectif primaire

Evaluer les performances diagnostiques chez les patients consultants pour suspicion d’acces palustre

de 4 tests de détection rapide

- I'OptiMAL-IT produit par la société Diamed, détection de pLDH et P/LDH,

- le Now" ICT Malaria distribué par la société Inverness France, détection de I’HRP2 et de
I’aldolase,

- e Palutop+4® distribué par le société Alldiag, détection de la pLDH, de la PvLDH et de ’HRP2,

- le Core Malaria Pan-Pv-Pf distribué par la société Ivagen, détection de la pLDH, de la PvLDH et
de ’HRP2.

Ces tests détectent 4 antigénes plasmodiaux, I’HRP2, la P/LDH, la pLDH, et I’aldolase (et la PvLDH

pour 2 d’entre-eux) comme complément au diagnostic du paludisme chez des malades suspects

cliniquement de paludisme. Ils ont été sélectionnés car ils sont distribués en France, ont répondu a

I’appel d’offre des marchés de I’AP-HP et sont complémentaires.
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4.3. Objectifs secondaires

1. Déterminer les performances diagnostiques respectives des différents TDR inclus dans 1’étude

en fonction des antigénes détectés et selon I’espéce plasmodiale diagnostiquée :

o Les antigénes P/ HRP2 (Histidin Rich Protein 2) et P/LDH (Plasmodium falciparum

lactico déhydrogenase), protéines spécifiques de Plasmodium falciparum,

o L’antigéne pLDH (Plasmodium lactate déhydrogénase) et 1’aldolase, antigénes

plasmodiaux communs aux différentes espéces de plasmodiums
seront recherchés parallélement avec les TDR évalués sur tous les échantillons inclus.

2. Rechercher I’origine des faux-positifs et des faux-négatifs observés avec les TDR par des
examens complémentaires : sérologie palustre, techniques de biologie moléculaire (PCR

d’espece palustre), dosages d’antipaludiques.

5. Plan expérimental

5.1. Choix du plan expérimental et justification

11 s’agit d’une étude d’évaluation des performances diagnostiques des TDR sur les prélévements des
patients de tous ages, de retour de zone d’endémie palustre et se présentant avec une suspicion d’acces
palustre aux services de consultations d’urgences hospitaliéres des sites participant a I’étude.

Cette étude sera réalisée conformément aux critéres de qualité définis pour les études d’évolution
diagnostique dans le cadre de I’initiative STARD (Standard for Reporting of Diagnostic Accuracy) et
de I’outil QUADAS (Quality Assessment of Studies of Diagnostic Accuracy included in systematic
reviews) 2" **. L’ensemble des malades inclus bénéficiera des 2 types de tests : les tests de diagnostic
rapide pour le diagnostic du paludisme et I’examen de référence ou « gold standard », frottis et goutte
épaisse examinés aux laboratoires par un personnel expérimenté. Ces tests seront évalués
indépendamment I’un de I’autre (en aveugle des résultats de 1’autre test).

Pour obtenir une évaluation aveugle des 2 tests :

1) Les frottis seront réalisés dans le centre ou consulte le patient, et les gouttes épaisses seront toute
relues dans le service de parasitologie, CNRP de 1’hopital Bichat quelque soit le centre investigateur

afin de standardiser les résultats.

2) L’évaluation des tests a I’étude sera réalisée dans les laboratoires des centres investigateurs. Les
tests a 1’étude seront interprétés par des biologistes en insu des résultats du frottis et de la goutte
épaisse. Les frottis et les gouttes épaisses seront observés par des microbiologistes n’ayant pas

connaissance des résultats des tests a 1’étude.
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5.2. Critéres de sélection des personnes
5.2.1. Critéres d’inclusion

Tous les patients se présentant dans les centres investigateurs :

- Pour un prélevement pour réalisation d’un frottis goutte épaisse avec une suspicion clinique
d’acces palustre

- Non opposition du patient aprés information

Ces critéres d’éligibilités ainsi que le choix des centres recruteurs permettront d’étudier les

performances de ces tests sur une population proche de celle qui devrait en bénéficier en pratique

courante.

5.2.2. Critéres d’exclusion
Il n’y a aucun critere d’exclusion
5.3. Calcul du nombre de sujets nécessaire

L’essai est construit afin de déterminer une estimation de la sensibilité des tests a 1’étude avec une
précision de 0.03 (demi-largeur de I’intervalle de confiance). La sensibilité attendue, au vu des
résultats de laboratoire, est de 95%. Pour obtenir un intervalle de confiance a 95% avec une précision
de 0.03, il faut inclure 245 patients positifs a Plasmodium species. Le standard sera la goutte épaisse

effectuée par le laboratoire référent du CNRP.

Les prévalences des diagnostics positifs de paludisme parmi 1’ensemble des demandes est d’environ
20% pour I’ensemble des centres participants a 1’étude. L’inclusion de 245 patients adultes positifs a
Plasmodium sp. nécessite d’inclure environ 1225 patients sur 1’ensemble des sites participant a

I”¢étude.

5.4. Mode de recrutement

Le nombre de patients nécessaires a 1’étude devrait étre atteint par les recrutements des 6 services
associés : Bichat-Claude Bernard, Delafontaine, Institut Pasteur, Jean-Verdier, Robert-Ballanger,
Robert-Debré. A I’hopital Bichat-C Bernard, 197 diagnostics ont été posés en 2005, 88 a I’hopital
Delafontaine, 40 a I’Institut Pasteur, 50 a I’hopital Jean-Verdier, 66 a [’hopital Robert-Ballanger, 55 a
I’hopital Robert-Debré.
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Les demandes restent globalement stables d’une année sur ’autre avec des pics saisonniers entre
juillet et septembre correspondant aux retours des vacances d’été. Le protocole pourra étre réalisé en

une année.

5.5. Durée de participation de chaque personne ayant accepté de participer a la recherche

La durée de participation d’un patient a la recherche TDR Palu est le temps que dure la prise de sang.

6. Schéma et conduite de la recherche.

6.1. Suivi des patients

Les patients suspects d’accés palustres seront interrogés. Un recueil des renseignements
épidémiologiques sera effectué : lieu de résidence, séjour en zone d’endémie (pays, durée, date de
retour), prise d’une prophylaxie anti-palustre et observance, antécédent de thérapeutique anti-palustre.
Ces renseignements sont collectés en pratique clinique courante par le clinicien et communiqués au
biologiste responsable du frottis et de la goutte épaisse, ainsi qu’au biologiste responsable de la lecture
des tests rapides. Les malades auront un prélévement veineux au pli du coude pour frottis et goutte
épaisse dans le cadre de leur prise en charge médicale.

Les tests de diagnostic rapide seront réalisés a partir du prélévement veineux recu dans les laboratoires
pour le frottis et la goutte épaisse. L’étude ne nécessite donc pas de prélévement supplémentaire par
rapport a ceux nécessaires dans le cadre des soins. Il n’y a donc aucune modification dans la prise en

charge des patients.

6.2.  Réalisation et interprétation des tests a I’étude

6.2.1 Mode de réalisation et conditions opératoires

Les tests évalués dans cette étude ont été retenus parmi I’ensemble des réactifs disponibles sur le

marché, par le marquage CE, la distribution en France et la nature des antigénes détectés. Au vu des

informations actuelles, les tests retenus dans ce protocole seront :

- POptiMAL-IT distribué par la société Diamed France, détection de pLDH et P/LDH,

- le Now" ICT Malaria distribué par la société Inverness France, détection de I’HRP2 et de
I’aldolase,

- le Palutop™® distribué par le société Alldiag, détection de la pLDH, de la PvLDH et de ’'HRP2,

- le Core Malaria Pan-Pv-Pf distribué par le société Ivagen, détection de la pLDH, de la PvLDH et
de ’HRP2.

Pour la réalisation des tests de diagnostic rapide, une fraction de sang total sera aliquotée a partir du

tube de préléevement veineux prélevé pour le frottis/goutte épaisse.
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Les procédures des fabricants seront respectées. Les TDR seront réalisés par les différents sites
participant a I’étude dans le laboratoire ayant recu 1’échantillon par un personnel qualifié différent de
celui ayant fait le diagnostic d’acces palustre pour assurer 1’évaluation en insu de ces tests. Les TDR
peuvent étre réalisés a distance du frottis/goutte épaisse (conservation 24 a 72h des échantillons a

+4°C).

6.2.2. Précautions d’emploi
- Les composants de la trousse doivent étre a température ambiante.
- Les TDR se présentent sous la forme d’un dispositif en emballage unitaire avec un dessicant.
Le dessicant doit étre conforme aux recommandations du fabricant a 1’ouverture du sachet,
sinon un autre dispositif doit étre utilisé. Une fois le sachet ouvert, le test doit étre utilisé
immédiatement.
- Le sang ne doit pas avoir coagulé avant d’étre transféré dans le test.

- Le résultat doit étre lu dans les conditions recommandées par le fabricant.

6.2.3. Interprétation

Pour chaque bande potentielle, le résultat sera interprété en positif, négatif ou douteux et le TDR sera
interprété selon les recommandations des fabricants par les investigateurs. Un résultat douteux sera
considéré comme positif dans I’analyse statistique. Les TDR seront réalis€s et interprétés en aveugle
du résultat du frottis et de la goutte épaisse. Lorsqu’ils seront réalisés dans le cadre de ce protocole,
leur résultat n’interviendra pas dans la prise en charge du patient.

Un cahier de recueil des données sera conservé dans les laboratoires sur lequel le numéro
d’enregistrement de 1’échantillon au laboratoire, I’identité du patient, la date de réalisation du test, la
présence ou I’absence de chaque bande, le résultat interprété de chaque TDR et un commentaire sur les
éventuelles difficultés de réalisation ou de lecture seront consignés.

Les résultats des TDR seront notés sur le test et dans le cahier d’observation. Pour les contrdles de
qualité dans le cadre du monitoring, les TDR seront conservés toute la durée de 1’é¢tude pour

vérification éventuelle de I’identité et de la saisie des résultats.

6.3. Réalisation et interprétation du frottis et de la goutte épaisse

Le test de référence sera le frottis associé a la goutte épaisse lue au CNRP réalisée sur les échantillons
sanguins transmis par les centres investigateurs.

Les frottis seront réalisés selon les procédures en usage dans les laboratoires.

Les frottis sanguins des patients prélevés dans les hopitaux de Bichat, Delafontaine, Jean-Verdier,
Robert-Ballanger, Robert-Debré et au centre médical de I’Institut Pasteur seront techniqués et lus au
laboratoire de biologie, de microbiologie, a 1’unit¢ de parasitologie, au laboratoire d’hématologie

biologique ou au laboratoire de parasitologie de chaque centre.
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Les échantillons prélevés et recus pendant I’activité de garde seront techniqués par les équipes de
garde selon les dispositions en vigueur dans chaque site et transmis aux laboratoires de jour. Pour tous,
les lames faites en garde seront relues par les biologistes de jour. Les TDR seront réalisés sur les
¢échantillons conservés a +4°C.

Il n’y aura pas de différence dans le traitement de 1’échantillon, ni dans I’efficacité du diagnostic
quelque soit I’heure ou le site d’analyse des prélévements inclus.

A réception des échantillons, a partir de dix microlitres de sang total, il sera étalé un frottis mince de
type hématologique et une goutte épaisse de lcm de diamétre. Apres séchage et fixation, le frottis sera
coloré. Aprés séchage, la goutte épaisse sera déshémoglobinisée et colorée par le colorant de Giemsa a
7% en eau neutre. Les résultats des frottis seront rendus au clinicien par le biologiste apres lecture de
40000 hématies et les gouttes épaisses apres observation de 1000 globules blancs. Le seuil de
détection du frottis est de 100 parasites/ul de sang et celui de la goutte épaisse de 10 parasites/ul de
sang total dans ces conditions de lecture. L observation de formes parasitaires asexuées constitue un
résultat positif qui sera rendu en parasitémie (pourcentage de globules rouges parasités pour le frottis
ou en nombre de parasites observés pour 1000 globules blancs sur la goutte épaisse) accompagnée du
diagnostic d’espece. La présence de gamétocytes de Plasmodium falciparum est notifiée mais ne
constitue pas un résultat positif si ils ne sont pas associés a des formes asexuées.

Les résultats de la recherche de plasmodiums seront rendus dans les meilleurs délais aux cliniciens
pour prise en charge du patient, par le laboratoire de parasitologie ou par le laboratoire
multidisciplinaire de garde pour les patients de 1’hopital Bichat Cl Bernard et par les laboratoires
respectifs pour les patients des autres hopitaux. Les résultats des TDR réalisés dans le cadre de ce
protocole ne seront pas considérés pour la décision diagnostique et ne seront pas transmis aux

cliniciens.

6.4. Transport des échantillons

Le tube EDTA prélevé lors de I’inclusion du patient accompagné du CRF d’inclusion sera
transporté au CNRP de Bichat pour réalisation du test de référence (frottis et goutte épaisse) et
éventuellement de 1’étude ancillaire. Ce transport aura lieu a +4°C dans les 24 a 48 h apres le
prélévement. Pour les centres AP-HP, (Jean verdier, Robert Debré), il sera pris en charge par
les coursiers AP-HP, pour les autres, par un transporteur spécialisé. Le déclenchement du
transport se fera par le laboratoire de biologie du centre investigateur. Le CNRP de Bichat ne
peut recevoir les prélévements que les jours ouvrables (du lundi au vendredi et le samedi

matin).

6.5. Etude de la reproductibilité
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Afin d’évaluer la reproductibilité des différents tests :
- le test de référence : frottis, goutte épaisse
- lestestal’étude : I’OptiMAL-IT, le Now® ICT Malaria, le Palut0p+4®, le Core Malaria
Pan-Pv-Pf
30 prélevements seront évalués de manicre indépendante et en aveugle des résultats des autres

tests par un biologiste non impliqué dans les autres phases de I’étude.

6.6. Etude ancillaire

En cas de discordances entre les TDR et le frottis et/ou la goutte épaisse, des examens
complémentaires en vue de les expliquer seront réalisés au laboratoire de parasitologie de I’hopital
Bichat-C.Bernard : dosages d’antipaludiques (accés palustre décapité), sérologies palustres (diagnostic
rétrospectif), PCR d’espéce (pour confirmation de 1’espéce plasmodiale en cause), facteur rhumatoide,
HAMA (Human Anti Mouse Antibodies) sur les échantillons du laboratoire ou transmis par coursier

par les différents centres investigateurs.

6.7. Durée totale de I’étude

Entre janvier 2007 et décembre 2007, soit 12 mois, pour I’inclusion des patients et la réalisation des

TDR, I’analyse des données et la réalisation des tests complémentaires nécessaires.

6.8. Régles d’arrét a remplir

Un recrutement insuffisant pourra motiver 1’arrét de I’étude : si @ 50% de la durée prévisionnelle des
inclusions malgré 1’aide de I’'URC auprés des investigateurs et les actions entreprises pour remédier a
I’échec des inclusions, moins de 30% des patients ont été inclus, la DRCD est susceptible de décider

de I’arrét des inclusions, voire selon le contexte de I’arrét prématuré de la recherche.

7. Matériel évalué

Quatre TDR seront évalués conjointement :
- I'OptiMAL-IT
- 1le NOW" ICT Malaria
- le Palutop +4”
- le Core Malaria Pan-Pv-Pf
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7-1 Le NOW" ICT Malaria
NOW?®™ ICT Malaria est un test rapide de détection des quatre espéces de Plasmodium (P. falciparum,

P. vivax, P. malariae, P. ovale) dans le sang (cf notice descriptive en annexe 1). C’est un test
réalisable sur sang total pour la détection qualitative de 1’antigéne Pf HRP-2 (histidin rich protein-2)
spécifique de P. falciparum et d’un antigéne commun aux 4 espéces de Plasmodiums (aldolase). Ce
test ne nécessite aucune instrumentation et se présente sous la forme d’une carte-test.

NOW" ICT Malaria utilise le principe de 1’immunochromatographie. Aprés dépot du sang total et
addition du tampon, I’échantillon migre le long de la membrane et les particules d’or colloidal
conjuguées avec les anticorps dirigés contre les antigénes plasmodiaux recherchés, vont se complexer
avec l’antigene correspondant provenant de [’échantillon lysé. Le complexe migre le long de la
membrane ou il va étre capturé par les anticorps monoclonaux spécifiques d’un antigéne coatés sur la
membrane sur 2 bandes distinctes conduisant ainsi a la formation d’une ou plusieurs bandes colorées.
La fermeture de la carte permet au tampon déposé sur le revers d’imbiber la bande de nitrocellulose
pour révéler la réaction colorée. L’absence de bande colorée au niveau d’un antigéne indique un
résultat négatif pour la recherche de celui-ci. Une bande contrdle qui doit étre présente a I’issue du test

permet de valider le résultat de celui-ci.

7.2 POptiMAL-IT®

L’OptiMAL-IT® est un test rapide de détection des quatre espéces de Plasmodium (P. falciparum, P.
vivax, P. malariae, P. ovale) dans le sang (cf notice descriptive en annexe 2). C’est un test réalisable
sur sang total pour la détection qualitative des antigénes PfLDH spécifique de P. falciparum et pLDH
commun aux 4 especes de Plasmodiums (pan LDH). Ce test ne nécessite aucune instrumentation et se
présente sous forme d’un dispositif avec bandelette et puits réactionnels.

L’OptiMAL-IT® utilise le principe de I’immunochromatographie. Aprés dépot du sang total et
addition d’une goutte de tampon dans un puit, 1’échantillon migre le long de bandelette déposée dans
le puit et les particules d’or colloidal conjuguées avec les anticorps dirigés contre les antigénes
plasmodiaux recherchés, vont se complexer avec I’antigéne correspondant provenant de 1’échantillon
lysé. Le complexe migre le long de la membrane ou il va étre capturé par les anticorps monoclonaux
spécifiques d’un antigéne coatés sur la membrane sur 2 bandes distinctes conduisant ainsi a la
formation d’une ou plusieurs bandes colorées. Aprés migration, la bandelette est transférée dans un
2°™ puits contenant 4 gouttes de tampon. Aprés 10 minutes de lavage, la réaction peut étre lue.
L’absence de bande colorée au niveau d’un antigéne indique un résultat négatif pour la recherche de
celui-ci. Une bande contréle qui doit étre présente a 1’issue du test permet de valider le résultat de

celui-ci.

7-3 Palutop +4°
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Palutop 4+ est un test rapide de détection des quatre espéces de Plasmodium (P. falciparum, P. vivax,
P. malariae, P. ovale) dans le sang (cf notice descriptive en annexe 3). C’est un test réalisable sur sang
total pour la détection qualitative des antigénes Pf HRP-2 (histidin rich protein-2) spécifique de P.
falciparum, PvLDH spécifique de P. vivax et pLDH commun aux 4 espéces de Plasmodiums (pan
LDH). Ce test ne nécessite aucune instrumentation et se présente sous forme de cassette.

Palutop 4+" utilise le principe de I’immunochromatographie. Aprés dépot du sang total et addition du
tampon, I’échantillon migre le long de la membrane et les particules d’or colloidal conjuguées avec les
anticorps dirigés contre les antigenes plasmodiaux recherchés, vont se complexer avec 1’antigéne
correspondant provenant de 1’échantillon lysé. Le complexe migre le long de la membrane ou il va étre
capturé par les anticorps monoclonaux spécifiques d’un antigéne coatés sur la membrane sur 3 bandes
distinctes conduisant ainsi a la formation d’une ou plusieurs bandes colorées. L’absence de bande
colorée au niveau d’un antigéne indique un résultat négatif pour la recherche de celui-ci. Une bande

controle qui doit étre présente a 1’issue du test permet de valider le résultat de celui-ci.

7-4 Core Malaria Pan/Pv/Pf

Core Malaria Pan/Pv/Pf est un test rapide de détection des quatre especes de Plasmodium (P.
falciparum, P. vivax, P .malariae, P. ovale) dans le sang (cf notice descriptive en annexe 4). C’est un
test réalisable sur sang total pour la détection qualitative des antigénes P HRP-2 (histidin rich protein-
2) spécifique de P. falciparum, PvLDH spécifique de P. vivax et pLDH commun aux 4 especes de
Plasmodiums (pan LDH). Ce test ne nécessite aucune instrumentation et se présente sous forme de
cassette.

Le test utilise le principe de I’immunochromatographie. Aprés dépdt du sang total et addition du
tampon, 1’échantillon migre le long de la membrane et les particules d’or colloidal conjuguées avec les
anticorps dirigés contre les antigénes plasmodiaux recherchés, vont se complexer avec I’antigéne
correspondant provenant de 1I’échantillon lysé. Le complexe migre le long de la membrane ou il va étre
capturé par les anticorps monoclonaux spécifiques d’un antigéne coatés sur la membrane sur 3 bandes
distinctes conduisant ainsi a la formation d’une ou plusieurs bandes colorées. L’absence de bande
colorée au niveau d’un antigene indique un résultat négatif pour la recherche de celui-ci. Une bande

contrdle qui doit étre présente a 1’issue du test permet de valider le résultat de celui-ci.
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7-5 Résumé des tests de diagnostic évalués

Antigenes Tests de diagnostic rapide
Espece recherchés OptiMAL-IT | Now® ICT Malaria | Palutop 4+* | Core Malaria Pan/Pv/Pf
P. falciparum P/HRE2 ’ ’ ’

PALDH n
4 espéces de pLDH + + +
Plasmodium Aldolase +
P. vivax PvLDH + +

7-6 Interprétation du résultat

Un résultat ne sera attribué¢ au test de diagnostic rapide que si la bande C ( contrdle) est apparente a

I’issue du test. Un test de diagnostic rapide sera considéré comme positif si au moins une bande

réactionnelle est présente (selon les recommandations du fabricant ci dessous). Un test de diagnostic

rapide est considéré comme in interprétable si une bande réactionnelle au moins est présente mais la

bande contrdle C est absente. Ces tests seront a refaire. En cas de persistance du résultat in

interprétable, le résultat du test sera considéré comme manquant dans [’analyse.

Interprétation :

NEGATIF : seule la bande contrdle du test apparait : bande C pour tous les tests

POSITIF pour Plasmodium falciparum ou en faveur d’une infection mixte Plasmodium
falciparum et une autre espéce au moins de Plasmodium : les 2 bandes réactionnelles
correspondant a la recherche de I’antigéne de Plasmodium falciparum et a 1’antigéne commun
aux 4 espeéces sont présentes.

- bande T1 (antigéne HRP2) et T2 (aldolase) pour le Now”™ ICT Malaria

- bande P (pLDH) et bande Pf (PfLDH) pour I’OptiMAL-IT

- bande P (pLDH) et bande Pf (HRP2) pour le Palutop+4® et le Core Malaria Pan/Pv/Pf

POSITIF a P. falciparum : présence de la bande réactionnelle pour I’antigéne de Plasmodium
falciparum mais absence de la bande commune aux 4 espéces. Cette situation peut étre
observée notamment sous traitement car les différents antigenes recherchés n’ont pas la méme
cinétique d’apparition ou de disparition, ou en présence d’un isolat dont les antigénes
synthétisés ne sont pas reconnus par les TDR évalués.

- bande TI (antigéne HRP2) pour le Now" ICT Malaria

- bande Pf (PfLDH) pour ’OptiMAL-IT
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- bande Pf (HRP2) pour le Palutop+4” et le Core Malaria Pan/Pv/Pf

POSITIF pour une autre espéce que Plasmodium falciparum : les bandes réactionnelles
correspondant a la recherche de I’antigéne commun aux 4 espéces sont présentes :

- bande T2 (aldolase) pour le Now" ICT Malaria

- bande P (pLDH) pour I’OptiMAL-IT

- bande P (pLDH) pour le Palutop+4™ et le Core Malaria Pan/Pv/Pf. Pour ces 2 tests, en

absence de la bande Pv, on peut exclure Plasmodium vivax.

Pour les tests Palutop+4® et Core Malaria Pan/Pv/Pf :

- POSITIF pour Plasmodium vivax seul ou associé a une autre espéce (P. ovale, P.
malariae) : les bandes réactionnelles correspondant a la recherche de 1’antigéne spécifique
a Plasmodium vivax et a I’antigéne commun aux 4 espeéces sont présentes : bande P

(pLDH) et bande Pv (PvLDH)

- POSITIF pour Plasmodium vivax associé a Plasmodium falciparum : les 3 bandes
réactionnelles correspondant a la recherche de 1’antigéne spécifique a Plasmodium vivax, a
I’antigéne de Plasmodium falciparum et a 1’antigéne commun aux 4 especes sont

présentes : bande P (pLDH) et bande Pv (PvLDH), bande Pf (HRP2).

8. Test de référence

Les test de référence est le résultat du frottis et de la goutte épaisse. Un cas de paludisme est défini
par la présence sur le frottis et sur la goutte épaisse de stades asexués de Plasmodium. Le résultat
doit préciser 1’espéce(s) et la parasitémie. Les porteurs isolés de gamétocytes de Plasmodium

falciparum ne sont pas considérés comme étant en accés palustre.

Le test de référence sera considéré comme positif'si :

- le frottis et la goutte épaisse sont positifs (présence de formes asexuées de Plasmodium)

- le frottis est négatif et la goutte épaisse est positive (présence de formes asexuées de
Plasmodium)
Le frottis ne peut pas €tre positif et la goutte épaisse négative. La présence de gamétocytes
isolés de Plasmodium falciparum n’est pas considérée comme un résultat positif.

Le test de référence sera considéré comme négatif si :

- le frottis et la goutte épaisse sont négatifs (absence de formes asexuées de Plasmodium)
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9. Formation:

Les biologistes et les techniciens des centres investigateurs seront formés a la réalisation et a

la lecture des tests de diagnostic rapide par Sandrine Houzé.

10 . Gestion des données et analyse statistique
10.1 Comité de pilotage

Un comité de pilotage sera constitu¢ avec un représentant de chaque centre, des méthodologistes en
charge du projet et des membres de la Délégation a la Recherche Clinique nommés pour cet essai. Ce
comité est a I'origine du projet et réalisera I’écriture et la validation des cahiers d’observation. Il
déterminera initialement la méthodologie et décidera en cours de recherche des conduites a tenir en cas
d’imprévus, surveillera le déroulement de la recherche. Deux réunions par an seront prévues. Ces
réunions permettront de vérifier la régularité des inclusions et le bon déroulement de I’é¢tude. Ce

comité sera également responsable de 1’écriture des articles auxquels 1’étude donnera lieu.

10.2 Description des méthodes statistiques incluant la planification d’éventuelles analyses
intermédiaires

L’analyse principale évaluera la performance diagnostique des tests a I’étude pour le diagnostic des
acces palustres en France. Seront donc estimés les sensibilités, spécificités, valeurs prédictives
positives et valeurs prédictives négatives pour chaque antigene détecté et pour chaque réactif évalué.
Les intervalles a 95% des estimations seront fournis.

En outre, ’'usage qui en est fait lors du rendu du résultat aux cliniciens correspondra a du rule out,
c'est-a-dire a rejeter rapidement un diagnostic d’accés palustre a Plasmodium species. Dans cette
optique, le rapport de vraisemblance négatif sera calculé. Celui-ci permet d’évaluer la probabilité que

le test soit d’avantage négatif chez un individu non malade que chez un individu malade.

10.3 Etude de la reproductibilité :
La reproductibilité des tests a 1’étude et du test de référence sera évaluée par le calcul du pourcentage
de concordance assorti de son intervalle de confiance a 95% entre les 2 évaluateurs et du coefficient

kappa.

10.4 Responsable de I’analyse des données et logiciels de travail

Toutes les analyses seront effectuées au sein du département d’Epidémiologie, Biostatistique,
Recherche clinique (Pr P. Ravaud) de I’hépital Bichat Cl Bernard sous la responsabilité de Isabelle

Boutron. Le logiciel utilisé sera SAS version 9.1.
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Une déclaration de 1’étude sera faite aupres de la Commission Informatique et Libertés (CNIL).

10.5 Gestion des effets indésirables graves et monitorage des effets secondaires

Cette ¢tude ne modifie en rien la prise en charge des patients dans les services d’urgences participants.

A priori, il n’y aura pas d’événement indésirable a déclarer.

11. Aspects légaux et éthiques

Notice d’information au patient et consentement

Cette étude n’entre pas dans le champs d’application de la Loi Huriet du 20/12/88 et ne suit pas les
dispositions de la loi de Santé Publique du 9/08/2004 en application du 2°™ alinéa de I’article L1121.
En effet :

- I’étude ne modifie pas les conditions de prise en charge habituelle des patients.

- I’étude ne présente pas de risque supplémentaire par rapport aux conditions de soins et de

suivis habituels des patients.

Afin de respecter la réglementation en vigueur et selon la loi du 06 AoiGt 2004 du code de la santé
publique, les sujets ne pourront participer a cette étude que s’ils ont recu une information de la part de
I’un des investigateurs sur :
- le but de cette étude,
- la durée de leur participation a cette étude,
- les procédures qui seront suivies,
- la confidentialité des données,

- le caractere volontaire de leur participation.

L’ensemble de ces informations est résumé sur une notice d’information remise a chaque
patient et dont une copie est jointe en annexe 5.
L’étude sera soumis a un CPP pour accord sur la classification en recherche non interventionnelle.

L’étude sera enregistrée sur le site clinical trials.

Déclaration CNIL

La loi prévoit que la déclaration doit avoir été faite avant le début effectif de la recherche.
L’Unité de Recherche Clinique Paris Nord, responsable du fichier, assure la déclaration unitaire de la
recherche auprés du Comité consultatif sur le traitement de I’information en matiére de recherche dans

le domaine de la santé puis de la CNIL.
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Transcription des données dans le cahier d’observation

Toutes les informations requises par le protocole doivent étre fournies dans le cahier d’observation et
une explication donnée par 1’investigateur pour chaque donnée manquante.

Les données devront étre transférées dans les cahiers d'observation au fur et a mesure qu'elles sont
obtenues qu'il s'agisse de données cliniques ou para-cliniques. Les données devront étre copiées de
facon nette et lisible a I'encre noire dans ces cahiers (ceci afin de faciliter la duplication et la saisie
informatique). Les données erronées dépistées sur les cahiers d'observation seront clairement barrées
et les nouvelles données seront copiées sur le cahier avec les initiales et la date par le membre de
I'équipe de l'investigateur qui aura fait la correction. L'anonymat des sujets sera assuré par la mention
au maximum des initiales du sujet sur tous les documents nécessaires a la recherche, ou par effacement
par les moyens appropriés (blanc correcteur...) des données nominatives sur les copies des documents
source, destinés a la documentation de la recherche.

Les données informatisées sur un fichier seront déclarées a la CNIL selon la procédure adaptée au cas.

Assurance qualité-controle de qualité

Aucun monitoring sur site ne sera effectué pour cette recherche

Déclaration des événements indésirables graves aux Autorités de Santé

Toutes les suspicions d’effet indésirable grave inattendu seront déclarées a 1’autorité compétente dans
les délais 1égaux.

Extension de la recherche

Toute extension de la recherche (modification profonde du schéma thérapeutique ou des populations
incluses, prolongation des traitements et ou des actes thérapeutiques non prévus initialement dans le

protocole) devra étre considérée comme une nouvelle recherche.

Publications et propriétés des données

Seront premiers signataires des publications, les personnes ayant réellement participé a 1’¢laboration
du protocole et son déroulement ainsi qu’a la rédaction des résultats.

L’AP-HP doit étre mentionné comme soutient financier de cette étude sur la publication. La notion
AP-HP doit étre mentionnée dans 1’adresse des auteurs.
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ANNEXE 1 : fiche technique du test de diagnostic rapide Now® Malaria
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Francais

Ohavieq———  —

OptiVIAL Rapid Malaria Test

DiaMed OptiMAL Rapid Malaria Test se préte a la détection d’une infection par Plasmodium species (Mala-
ria ou Paludisme), indiquant:

1) La présence ou I'absence de Plasmodium sp.

2) Le diagnostic différentiel de Plasmodium sp.:
- P. falciparum (agent responsable des cas mortels de Malaria)
» Pvivax, P. malariae ou P. ovale

Chaque année, le nombre de cas de Malaria observés dans le monde est estimé a prés de 500 millions,
dont prés de 3 millions ont une issue fatale, en particulier chez 'enfant et la femme enceinte.

Caractéristiques bio-médicales de DiaMed OptiMAL:

le test détecte la présence de lactate déhydrogé de Pl di (pLDH), une
enzyme produite par les formes sexuées et asexuées du parasite.

La présence de pLDH est révélée par I'utilisation d"anticorps monoclonaux dirigés contre
les isoformes de I'enzyme. Il n"y a pas de réaction croisée avec la LDH humaine.

Spec

Sensibilité: le test permet de détecter une parasitémie de 100-200 parasites par uL de sang (résultat
correspondant @ une parasitémie de 0.002% & 0.004%). La sensibilité du DiaMed OptiMAL
Rapid Malaria Test peut 8tre comparée & une observation microscopigue d'au moins
30 minutes d’un frottis sanguin mince avec un objectif x 100 & immersion.

Simple: ce test nécessite une seule goutte de sang (10 pL) capillaire prélevé directement au bout
du doigt, ou de sang total anticoagulé.

Rapide: la réponse est obtenue en 20 minutes.
Contréle du traitement d'un accés palustre:

le test n'est positif que lorsque les parasites sont présents dans le sang circulant. Il se
négative habituellement dans les 4-5 jours suivant un traitement efficace.

Par conséquent, ce test peut étre employé pour mettre en évidence des souches de
Plasmodium sp. résistantes a certains traitements et peut étre utilisé dans le cadre d’un
suivi post-thérapeutique.

Il est souhaitable d’effectuer ce controle toutes les 48 heures: le signal positif avant le trai-
tement diminuera lors du 28me contréle, puis sera négatif lors du 3¢Me contrdle en cas de
succes thérapeutique.

Réactifs

OptiVIAL Rapid Malaria Test ........ .. .Coffret dle 48 tests, contenant: . . . .Coffret de 24 tests, contenant:

DiaMed OptilviAL Bandelettes .
DiaMed OptiVIAL Puits-conjugué
DiaMed OptilvIAL Puits-lavage .
DialVled OptilvIAL Support pour puits
DiaMed OptilvIAL Tampon .
DiaMed OptilvIAL Pipettes .
Lancettes stériles
Tampons désinfectants

. A8 pigces ..

30°C
2o /H/ Stabilité: voir date de peremption sur les étiquettes.

Important: la présence d’humidité peut diminuer la stabilité des réactifs. Il est donc trés important de pren-
dre le nombre de Bandelettes et Puits-conjugué nécessaires pour le test et de refermer ensuite immédiate-
ment les emballages.

Attention: Iorsque les réactifs DiaMed OptiMAL sont utilisés comme indiqué, ils ne présentent aucun ris-
que pour Iutilisateur. Eviter tout contact avec la peau, les yeux et les muqueuses, font partie des procédures
de bonne pratique des analyses de laboratoire. Ne pas pipeter a la bouche un réactif ou du sang a tester.

Contrdle po:
(disponible séparément)

DialMed OptilVIAL Positive control, correspondant # un signal obtenu avec un échantillon sanguin
ayant une parasitémie faible (P-falciparum) inférieure a 1.0%.

Il est recommandé d'utiliser le controle posmf a chaque nouveau coffret et aprés ouverture des emballages,
si les Bandelettes et les Puits-conjugué n‘ont pas été utilisés pendant plus d’'une semaine.

Le contréle s'utilise exactement comme un échantillon de sang de patient.

Echantillons + Du sang capillaire prélevé au bout du doigt, voir Procédure ci-dessous.
- Du sang total prélevé selon les méthodes habituelles de prise de sang veineux, utiliser des tubes
contenant un anticoagulant (EDTA, héparine).
Méthode Si conservés § 2-8 °C, ramener les composants a

Toujours fermer les emballages aprés avoir pris le nombre necessa:re de Bandelerres et de Puits avec
conjugué.

. Sortir une Bandelette du récipient, écrire I'identification du patient sur I'étiquette (NB: toujours

tenir la Bandelette par I'étiquetie, ne pas toucher la zone de réaction).

Placer 1 Puits-conjugué et 1 Puits-lavage dans le Support.

Distribuer 1 goutte (environ 20 pL) de Tampon au Puits-conjugué et 4 gouttes (environ 80 pL} au

Puits-lavage. Attendre 1 minute.

. Nettoyer la surface de la peau du doigt avec le Tampon désinfectant, laisser sécher puis piquer la partie
latérale du doigt avec la Lancette stérile {jeter le Tampon désinfectant et la Lancette dans une poubelle

)
-

w

~

appropriée).

Prendre une Pipette, presser doucement le tube et immerger I'extrémité ouverte dans la goutte de sang.

Ensuite relacher doucement la pression pour aspirer la goutte de sang dans la Pipette. Lors de prise de

sang veineuse, préveler le sang avec la Pipette & partir du tube de prélévement.

Ajouter 1 goutte {environ 10 pL) de sang au Puits-conjugué. Mélanger doucement avec I'extrémité

fermée de la méme Pipette. Attendre 1 minute (jeter la Pipette dans une Poubelle appropriée).

. Placer la Bandelette verticalement dans le Puits-conjugué et la laisser dans le puits pendant 10 minutes
(le sang montera vers le filtre et la ligne de contrdle apparaitra progressivement).

. Transférer |la Bandelette du Puits-conjugué au Puits-lavage et la laisser jusqu’a ce que le sang ne soit
plus présent sur la zone de réaction et la ligne de contrdle soit clairement visible (durée: 5 a 10 minutes).

9. Sortir la Bandelette du Puits-lavage et lire les réactions (voir “Interprétation du test”).

10.Conserver la Bandelette testée comme référence ultérieure et pour le contrdle d’un suivi thérapeutique.

@

o

\,

@
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Interprétation
des résults

A) Principe

Le Puits-conjugué DiaMed OptiMAL contient un indicateur li¢ & un anticorps monoclonal (hybridome de
souris) contre pLDH, séché & la surface. Cet anticorps monoclonal réagit avec toutes les iso-enzymes LDH
du genre Plasmodium.

Il y a 3 anticorps séchés sur la Bandelette DiaMed OptiMAL,
dans I'ordre suivant:

Pat:

= anti-souris (de ché&vre) comme controle de la procédure technique [ —

+ anti-pLDH (monoclonal) spécifique aux 4 espéces de Plasmodium sp. -
(falciparum, vivax, malariae, ovale)

= anti-pLDH (monoclonal) spécifique a Plasmodium fafciparum e —

BJ Validation du test

Le test peut étre considéré comme valable quand le sang n'est plus présent sur la zone de réaction de la
Bandelette et que la bande de contréle est clairement visible, présentant une ligne dense. Dans ce cas, le
résultat peut étre interprété.

Le test est non valable dans 2 circonstances:

1) Lorsque la bande de contréle n'apparait pas.

2) Lorsque la Bandelette est insuffisamment lavée (la zone de réaction reste rouge); il se peut que le volu-
me de tampon était insuffisant ou le temps de lavage trop court.
Dans les deux cas, ne pas interpréter les résultats. Répéter le test, en suivant exactement la méthode
décrite.

C) Interprétation des résultats

Réaction positive: la pLDH présente dans I'échantillon réagit avec I"anti-pLDH conjugué et migre
sur la Bandelette ol elle sera capturée par I'un ou les deux anticorps spécifiques contre pLDH, provo-
quant l'apparition d’une bande colorée.

Réaction négative: la pLDH n'est pas détectée dans I'échantillon. Aucune réaction n'a eu lieu avec les
anticorps contre pLDH et seule la bande de contréle sera visible.

D) Modéle des réactions

Pat

Pat:
Pat:
Pat:
Pat:

S| s |

- -

L L L L (=]

Positif pour Positif pour Négatif Test Test

P. falciparum P. vivax/P. malariae non valable non valable
P. ovale

C) Suivi post-thérapeutique

Répéter le test aprés 2 jours de traitement (48 heures)* puis a nouveau 2-3 jours plus tard* et comparer les
réactions obtenues a celles du test avant le traitement:

= peu ou pas de différence des réactions: > indigue un traitement inefficace

+ diminution de la réaction positive aprés 2 jours
et résultat négatif au 4-58Me jour: - indique un traitement efficace

* Remarque: cette durée peut étre plus longue selon le traitement utilisé. Dans ce cas, répéter le
contrdle 7 et 10 jours aprés le début du traitement. Si la réaction reste positive avec la
méme intensité du 52Me au 108Me jour, la possibilité d'une souche de Plasmodium sp. rési-
stante au traitement doit étre évoquée.

Limites

+ Toutes modifications des procédures décrites ci-dessus ou I'utilisation d'autres réactifs peuvent influencer les résultats
et rendre le test non valable.

+ Ne pas mélanger et utiliser des réactifs, Bandelettes et Puitsconjugués de différents lots.

+ Ne pas oublier gue le résultat du test DiaMed-OptiMAL doit &tre interprété en tenant compte du contexte
épidémiologique, clinique et thérapeutique. Quand cela semble étre indiqué, le recours aux techniques parasitologi-
ques de référence (examen au microscope d’une goutte épaisse et d'un frottis sanguin mince) devrait étre consideré.
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Produits

OptiMAL Rapid Malaria Test Coffretde 48 tests ............... n®. cat. 710000
OptiMAL Rapid Malaria Test Coffretde 24 tests ............... n®. cat. 710001
OptiMAL Contréle positif 1x8puits ....oonnan.. . n®. cat. 710011

Mandataire CE: DiaMed France S.A., 9 rue Frangaise, F-75002 Paris

d DiaMed SA, 1785 Cressier s/Morat, Suisse c €
sous licence de FLOW Inc., Portland, OR 97201, USA.
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ANNEXE 3 : fiche technique du test de diagnostic rapide PALUTOP+4®

Test rapide de détection des quatre espéces de Plasmodium
(P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale) dans le sang

Réf. N° : 5481
Pour usage in vitro uniquement

OBJECTIF

PALUTOP+4 est un test rapide réalisable sur sang total pour la détection qualitative des antigénes Pf
HRP-2 (histidine rich protein-2) spécifique de P.falciparum, pLDH spécifique de P.vivax et pLDH
commun a toutes les especes de Plasmodium (pan espéces). Le test peut étre utilisé pour la détection
spécifique de P falciparum et P.vivax, ou pour le diagnostic différentiel des autres espéces

(P.malariae, P ovale) et pour le suivi des traitements antimalariques. Le test PALUTOP+4 est destiné
a une utilisation sur sang total et ne nécessite aucune instrumentation

RESUME

Quatre especes de Plasmodium sont responsables d’infections chez I’homme: P falciparum, P.vivax,
P.ovale et P.malariae. Parmi ces quatre especes P. falciparum et P.vivax ont la plus forte prévalence.
Un dépistage précoce et un diagnostic différentiel d’espéce sont essentiels car I’espéce falciparum est
responsable des formes cérébrales et est fréquemment résistante aux antimalariques. Le traitement
étant dépendant de I’espéce, un diagnostic différentiel entre P. falciparum et P.vivax est primordial
pour une meilleure prise en charge et une guérison rapide.

Le systéme de détection de PALUTOP+4 pour P. falciparum repose sur la détection de 1’antigéne Pf
HRP-2 (histidine rich protein —2) qui est une protéine soluble dans 1’eau qui est larguée par les
hématies parasites de sujets infectés. Le systeme de détection de P.vivax repose sur la mise en
évidence d’une pLDH spécifique de P.vivax. La détection des autres especes (P.ovale et P.malariae)
repose sur la détection d’une pan pLDH.

La pLDH est produite par les parasites viables; par conséquent, la bande pan pLDH peut aussi étre
utilisée pour suivre 1’efficacité d’un traitement antimalarique.

PALUTOP+4 détecte la présence de la PELHRP-2 de P. falciparum, de la pLDH spécifique de P.vivax
et de la pan pLDH commune aux quatre especes sur sang total. PALUTOP+4 est un test spécifique et
sensible de détection des 4 especes de Plasmodium, de diagnostic différentiel de P. falciparum et
P.vivax et de suivi du traitement antimalarique.

PRINCIPE

PALUTOP+4 utilise le principe de I’immunchromatographie. Aprés addition du tampon, 1’échantillon
migre le long de la membrane et les particules d’or colloidal conjuguées avec les anticorps anti HRP-2
, anti pLDH spécifique de P. vivax et anti pan pLDH commun aux quatre espéces vont se complexer
avec I’antigeéne correspondant provenant de 1’échantillon lysé. Le complexe migre le long de la
membrane ou il va étre capturé au niveau des bandes correspondantes ou sont coatés les anticorps
monoclonaux anti Pf. HRP-2, anti pLDH spécifique de P. vivax et anti pan pLDH conduisant ainsi a
la formation d’une ou plusieurs bandes colorées mauves. L’absence de bande colorée au niveau d’une
région test indique un résultat négatif pour I’antigéne correspondant. Les particules d’or colloidal non
complexées et I’anti sérum de lapin marqué a I’or colloidal vont migrer le long de la membrane
jusqu’au niveau de la bande contrdle ou est immobilisé un anticorps anti lapin entralnant ainsi
I’apparition d’une coloration mauve. Cette bande contréle permet de valider le bon fonctionnement du
test.

LIMITES DU TEST
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Le diagnostic clinique définitif ne peut étre porté par le praticien que sur la base des autres données
cliniques et biologiques. PALUTOP+4 ne peut se substituer a I’examen microscopique et ne doit étre
utilisé qu’en complément.

En cas d’infection a P.vivax ou P.falciparum, ou d’infection mixte a P.vivax et P.falciparum la bande
pan est également positive empéchant ainsi la différenciation avec P.ovale ou P.malariae.

En cas de suivi de traitement et si la réactivité du test reste identique 5 a 10 jours apres le traitement, il
faut envisager la présence de souches résistantes au traitement.

Habituellement, les bandes Pv et pan se négativent aprés un traitement antimalarique approprié.
Néanmoins, la nature et la durée du traitement agissent au niveau de 1’élimination du parasite, le test
doit étre répété 5 a 10 jours apres le début du traitement.

Chez P falciparum, I’antigéne HRP-2 n’est pas sécrété au stade gamétogonie. Par conséquent, la
bande HRP-2 peut étre absente chez les porteurs.

Le taux de HRP-2 persiste jusqu’a 15 jours apres le traitement. La bande pan peut étre utilisée pour
vérifier I’efficacité du traitement en cas d’infection a P falciparum.

Dans certains cas, la présence de la bande HRP-2 et I’absence de la bande pan peuvent indiquer une
phase post traitement. Néanmoins, un tel profil peut aussi étre rencontré dans de rares cas de
paludisme non traité. Face a un tel profil, il est conseillé de retester 2 jours plus tard.

Des absences de bandes Pan ont été notées dans certaines infections a Plasmodium ovale.

MATERIEL FOURNI

10 sachets aluminium contenant :

Une Savonnette : Membrane contenant des anticorps monoclonaux anti-HRP-2 conjugués a I’or
colloidal, des anticorps monoclonaux anti pLDH spécifique de P.vivax conjugués a 1’or colloidal et
des anticorps monoclonaux anti pan pLDH conjugués a I’or colloidal, des globulines de lapin
conjuguées a I’or colloidal ainsi que des monoclonaux anti Pf. HRP-2, anti pLDH spécifique de
P.vivax, anti pan pLDH commun aux quatre espéces et un anticorps anti lapin fixés au niveau des
différentes bandes tests et controles.

Une pipette capillaire

Un sachet déssicant

Un flacon contenant le tampon de lyse

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI
Chronometre avec alarme

Pipette de laboratoire (optionnel)

Lancettes stériles (optionnel)

RECUEIL ET CONSERVATION DE L’ECHANTILLON

Le sang capillaire ou veineux peut étre utilisé. Nettoyer la peau avec une solution antiseptique et
attendre que la zone séche avant de prélever. Dans le cas de recueil de sang veineux, un tube hépariné,
oxalaté ou a EDTA peut étre utilisé car aucun de ces anticoagulants n’interagit avec le test. En cas
d’impossibilité de réaliser le test immédiatement, le sang total peut étre conservé au maximum 72
heures a 2-8°C.

PRECAUTIONS

Pour diagnostic in vitro uniquement. Ne pas utiliser apres la date de péremption.

Ne pas manger, boire ou fumer lors de la manipulation des échantillons et du test.

Ne pas pipeter a la bouche.

Les échantillons de sang doivent étre considérés comme potentiellement infectieux. Lors de la
réalisation du test, prendre les précautions nécessaires a la manipulation de produits infectieux. Traiter
ensuite les différents éléments du test et les échantillons selon la procédure réservée aux déchets
potentiellement infectieux.

Se munir d’une blouse, de gants et de protection oculaire lors de la réalisation du test.

33/39



Versionn®5  09/02/2007 PHRC Régional 2006 — TDR Palu

Se nettoyer les mains efficacement apres réalisation du test.
Ne pas interchanger les réactifs de différents lots.

PROCEDURE COMPLEMENTAIRE DE CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire préconisent 1’utilisation de controles positifs et négatifs pour
vérifier le bon fonctionnement du test. Ceux-ci sont disponibles séparément.

CONSERVATION ET STABILITE
La trousse peut étre conservée a température ambiante ou réfrigérée (4-30°C). La savonnette est
stable jusqu’a la date de péremption indiquée sur le sachet. Elle doit étre conservée dans son sachet

jusqu’a utilisation. NE PAS CONGELER. Ne pas utiliser au-dela de la date de péremption.

PERFORMANCES

Une étude réalisée sur un panel de 251 échantillons confirmés au préalable par un examen
microscopique a donné les résultats suivants :

Nombre PALUTOP+4 Sensibilité | Spécificité
Echantillon d’échantillons

testés

Positif | Négatif
P. falciparum 16 16 0 100% -
P. vivax 25 25 0 100% -
Négatif 210 0 210 - 100%
PROCEDURE

Laisser revenir les composants de la trousse a température ambiante. En cas de conservation a 2-8°C,
attendre 30 minutes pour retour a température ambiante. Vérifier la couleur du déssicant. Celui-ci doit
étre bleu. Si celui-ci est incolore ou bleu pale, utiliser une autre savonnette.

Une fois le sachet aluminium ouvert, le test doit étre réalisé immédiatement.

Prélévement et recueil de I’échantillon :

a) Protocole sur sang capillaire

Sélectionner la zone de ponction (habituellement le c6té du 3°™ ou du 4°™ doigt). Nettoyer la zone
avec une solution antiseptique et attendre qu’elle séche. Inciser le doigt avec une lancette stérile.
Attendre la formation d’une goutte de sang. Poser la pipette capillaire sur la goutte de sang. Transférer
le sang dans le puits échantillon A par contact de la pipette capillaire. Vérifier que le sang n’a pas
coagulé avant transfert. Vérifier que la totalité du sang contenu dans la pipette capillaire a été¢ déposé
au niveau du puits A.

b) Protocole sur sang veineux

En cas d’utilisation de sang veineux, agiter le tube avant de prélever la prise d’essais. 5 a 10 pl de sang
doit étre déposé dans le puits échantillon A, soit avec une pipette de laboratoire, soit avec la pipette
capillaire fournie (vérifier que la totalité du sang contenu dans la pipette capillaire a été déposé au
niveau du puits A).

Déposer 6 gouttes (300 ul) de tampon de lyse dans le puits B en tenant le flacon verticalement.

Lire le résultat a 15 minutes. Ne pas interpréter le résultat au dela de 15 minutes.

INTEPRETATION DU RESULTAT

NEGATIF pour les quatre espéces :
Une seule bande mauve apparait au niveau de la région ‘C’.
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Pan Pv pf
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POSITIF pour au moins une des quatre especes :

P. falciparum : En plus de la bande controéle, une bande mauve apparait au niveau des régions
‘P> et ‘Pan’ respectivement. Dans certains cas d’infection a P. falciparum, (phase post
traitement notamment), la bande Pan peut étre absente.

31 in s AR EIOF

P.vivax : En plus de la bande contréle, une bande mauve apparait au niveau des régions ‘Pv’ et
Pan

‘Pan’ respectivement.
Pv
J1 Il I RO

Autres especes: En plus de la bande contréle, une bande mauve apparait au niveau de la région
‘Pan’

Pf

Pan Pv Pf
[T 1 | A[1(0)s

Infections mixtes : En plus de la bande contréle, une bande mauve apparait au niveau des régions
‘P, ‘Pv’ et ‘Pan’ respectivement.

Pan Pv Pf

31 10 = = aEsOF
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ANNEXE 4 : fiche technique du test de diagnostic rapide Core Malaria Pan/Pv/Pf

37/39



Version n° 5

09/02/2007

PHRC Régional 2006 — TDR Palu

Core Malaria Pan/Pv/Pf
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Deétection rapide et qualitative des Plasmodium

1. INTRODUCTION

Core Malaria Pan/Pv/Pf est un test de diagnostic rapide i vitro pour
la détection de Pfakcpamm, Pwivar et aufres espéces de
plasmodium (Pan) dans le sang. Ce test détecte la protéine HRP-2
spécifique de P falciparin, pLDH spécifique da Pvivax et Pan
pPLOH spécifique des autres espéces de plasmodium. Il est utilisa
pour la détection at la différenciation entre les différents parasites
ainsi que pour le suivi thérapeutique.

2 RESUME

Cuatre espéces de Plasmodium sont responsables de linfection du
paludisme chez T'homme: Pfacipaum, Poivax, Fovale et
Fmalariae. Parmi ces quatra, F.faiciparim et P.vivay sont les plus
répandues. Une détection et identification précoce du parasite est
exirémament importanta i cause des incidences cérébrales, de la
résistance aux antipaludéens et de la mortalitsd. La différenciation
enfre P fakciparum et Pwivax est frés importante pour adapter la
meillaure thérapie possible.

3. PEINCIPE

Le test Core Malara Pan/PwWPf est un  test immuno-
chromatographique basé sur le principe du sandwich. |l contient les
réactifs immund ogiques déshydratés suivants : conjugué anti-HRP-
27 or collofdal, conjugué anti-P.vivax-pLOH { or colloidal, conjugué
anti-Pan-pLDH / or collordal, anticorps anti-HRP-2 immaobiliss,
anticomps anti-P.wivax-pLOH spécifique immobilisé, anticorps anti-
Pan immaobilisé, anticorps anti-lapin immobilisé.

La test débute par le dépét d'une goutte de sang  dans le puits
marqué (A) (léchantillon est prélevé a laide d'une anse calibréa
fournie). Afin de faciliter 1a lyse des globules rouges (hémalyse)
ainsi que la migration du sang a travers la membrane, 4 gouttes da
solution tampon sont déposées dans le puits marqué (B
L'échantillon migre alors par chromatographie et entraine las
Conjugués.

En cas d'échantillon positif, 'HREP-2 ou pLOH est immobilisé en
sandwich entre le conjugué et I"anticorps spécifique sur laligne tost
(zone T) correspondante. Les excés de conjugué continuent de
migrar et sont immobilisés tardivernent par I'anticorps anti-lapin sur
la ligne de contrdle (C). Laccumulation de complexes colorés
entraine le développament des lignes paralléles coloréss en rosa.
La ligne Contrbla () valide le bon fonctionnement du test ainsi
qu'une manipulation correcte.

Les lignes Pan, Pv, Pfindiquant les résultats positifs.

En cas de résultat négatif, aucune ligne test ne sefomme et seulela
ligne Contréle (C) est visibla,

4. COMPOSITION

Un coffrat Core Malaria Pan'Pw/Pf contiant :

# 25 tests emballés individuellement (avec sachet déshydratant).
1 ansa calibréa fournie & l'intérieur de chaque test.

1 flacon compte-gouttes da tampon

Une notice d'utilisation.

Mota : Une micropipette distibuart 5 pl peut &tre utilisée a la
place de l'anse calibrée.

5 CONSERVATION

« Conservé dans son emballage dorigine a +4°C [ +20°C, le test
Core Malara PanPwPf est stable jusgu'a la date de
péremption indiquée sur chaque sacheat aluminium ou sur la
boite.

« Mepascongeler.

« Sorfir le test du sachet uniqguement avant son ufilisation
immédiate.

6. PRECAUTIONS D'EMPLOI

» Lire attentivement les instnuctions avant de pratiquer le test.
*  Pour diagnostic in vifro uniquam ent.
* Mepas uliliser aprés la date de péremption.

-
-
-
-
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+ MNepas mélanger les composants issus de différents lots.

«  Manipuler les échantilons comme potantiellem ent infectiousx

» Respecter les régles de sécurté inhérentes & la manipulation
de matérid et produits potenfiellement infactiaux.

« L& sang total prélevé dans un tube additionng danti-coagulant
devra étra utilisé comme un échantillon test et les ani-
coagulants suivants : EDTA ou Héparine ou encore Oxalate
peuvent &tre utilisés.

« Si Léchantllon collectd nest pas immédiaternent utilisé, il
devra étre consenvé entre +2°C 1 + B*C jusqu’a 72 heuras.

#  Les échantillons coagulés ou suspectés d'avoir élé contaminés
ne devront pas étre ulilisés.

« Lo sang frais obtenu en piquant lextrémité du doigt peut &tre
utilisé et prélevéd & l'aide da 'anse calibrée foumia.

8. MATERIEL REQUIS NON FOLURNI

+  Chronométre ;

«  Récipient pour déchets bidlogiques.

9. MODE OPERATOIRE ET INTERPRETATION DES
RESLULTATS

Plusieurs tests peuvent éfre effectués an méme temps. Il est

recommandé d'utiliser les tests dés leur ouverture. Aprés awoir

ramené les é&chantillons et les tests & température ambianta
procéder comme suit

1. Identifier 'échantillon & tester et noter la date du test.

2. Alaide de I'anse calibrée foumie, prélever 'échantillon de sang
et déposer le dans le puits marqué (4. Une micropipatte
calibrée & Spl peut étre ulilisée.

Précautions :

— Les prélévements de sang sur anti-coagulant sont mélangés par
agitation douce, avant ulilisation.

— Mvant de transférer une goutte de sang sur I'adsorbant de la
faréire (&), s'assurer quela boucle de I'anse calibréa est pleine
de sang (prélévement sur anti-coagulant, ou aprés piqlre au
doigt).

— Le transfart du sang doit étre effectué immeadiatemeant aprés
recusil de la goutte.

— Verfier que la goutte de sang déposae est complétement
récupérée par l'adsorbant (4).

3. Déposer ensuite 4 gouttes de solution tampon dans le puits
marqué (B).

4, Ayterme de 15 migutes. interpréter les résultats comme suit ©

Résultat négatif :

Une szule ligne colorés apparait dans la région (C) correspondant

au contréle du test.
Ff
+O0{):

Pan
*[L]
Reésultats positifs :
P.falciparum : En plus de la ligne de contréle (C) apparait une
ligne paralléle au niveau de la région “PF &t “Pan” correspondant
au résultat du test.

1 1IN I Bp=1OF

Py
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Fovivax : En plus de la ligne de contréle (C) apparait une ligne
paralléle au niveau de la région “Pyv” et “Pan” comespondant au
rasultat du tast.

Pan v

i 1l m mmpslOL

Autres espéces : En plus de la ligne de contrdle (C) apparait une 3.

sg:ﬂnclgligng paralléle au niveau dela région “Pan’.

Pan Pu

‘o 1'0®:

Infection mixte : En plus de la Ilgna de contréle (C) apparaissent
das lignes paralléles au niveau des régions “Pan”, “Py” ot *PF

Pan  Pv

Ji i 0 mRsJOL

Le test doit étre considéré comme invalide si aucune ligne
n'apparait. Refaire le test avec une autre cassette.

10. LIMITES DU TEST

«  Comme pour tous les tests diagnostiques, les résultats doivent
toujours étre comélés avec les signes cliniques.

* Les résultats du test doivent &tre interprétés dans le contexts
épidémiclogique, dinique, et thérapautique. Quand cala semble
indiqué, les techniques parasitdogiques de référence doivent
&tre considérdes (examen microscopique de la goutte épaisss
et frottis sanguins).

« Toute modification du mode opératoire ci-dessus etiou
l'utilisation d'autres réactifs invalident la procédura du tast.

» Les cassaettes et tampons de différents lots ne peuvent pas &ire
melangés.

« Dans le cas dinfection par P. wivax ou P fakiparum ou
dinfection mixte par ces espéces, la bande “Fan” sera aussi
positive. La diférenciation d'une infection causée par P. ovale
ou P. malariae ne peut &lre faita.

« Lors d'un fraiternent si le résultat du test reste positif avec la
méme intensité aprés 5 & 10 jours de traitement, la possibilité
d'une souche résistante de malaria doit &ire considérée.

«  Généralement les bandes "Pyv" et “Pan” deviennent négatives
aprés un ftraitement anti- paludéen réussi. La duree du
fraiternent et le médicament utilisd affectent 'élimination des
parasites ; e test doit &tre répété 5 & 10 jours aprés le début du
fraiternent.

«  Dans linfection par P. falciparum, la protéineg HREP-2 n'est pas
sacrétéa au stade de gamétogonie. Done chez les « portaurs =,
la bande HRP-2 peut élre absenta.

« [Dans le cas de malaria a3 P. falciparm, les taux de HRP-2
peuvent persister jusqu'a 15 jours aprés le fraitement ; dans ca
cas la disparition de la bande “Pan” qui peut &tre présants
avant traitement disparaitra, témoin de [lefficacité
thérapautiqua.

+ Dans quelques cas, la bande HRP-2 ast positive et la bande
“Pan” malaria négative. Cela peut fraduire une infection post
thérapautiqua ; une telle configuration peut aussi &tre obtenue
dans quelques cas de paludisma non traité. Dans ces cas 13, il
est consaillé de refaire un test 2 jours aprés.

11. CARACTERISTIQUES DU TEST

Dans une é&de interne, un panel de 251 échantillons dont las
résultats ont &t& confirmés par microscopie a ét& étudié avec le test
Core Malaria. Les résultats obtenus ont été |es suivants :

Echantilians Core ‘Iﬂulunu
Echantilans lestds Sensibilite | Spaciicié
P [aCipaTiam +va 16 100
P liax +VE 25 100 -
Idalaria -via 210 - 1005

2. Rock EP. el al

4. RodriguwesDel Valle, M.,

5. Makler, M. T.,

G, Piper,

7. Srimivasan, 5., et al. 2000, Comparison of blood

2. Huante-Cooke, A.. el. al.
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13 SYMBOLES UTILISES

In Vitro diagnostic Muméro de lot
Référenca, catalogua E Date de péremption

u Fabriqué par w Date da fabrication
@ Nombre de tasts (25) i’ we

CIi]

Systéme de prélévement (dans le sachet)
Cassatte (dans le sachat)
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