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RESUME ¢ Le paludisme est une urgence parasitologique dont la prise en charge nécessite un diagnostic rapide, précis et siir
a fin de mettre en place un traitement adapté. De nombreux tests de diagnostic rapides sont maintenant commercialisés et font
appel a la détection de ’Ag HRP2, des enzymes LDH ou aldolase. L’utilisation de ces tests doit cependant étre réservée a des
situations particulieres et réalisée par du personnel formé et expérimenté. Nous présentons ici les différents tests commercia-
lisés, et nous avons voulu clarifier leurs limites d’utilisation.

MOTS-CLES ¢ Paludisme - Test de diagnostic rapide - Antigéne HRP2 - LDH.

RAPID IMMUNOCHROMATOGRAPHIC TESTS FOR DETECTION OF MALARIA: PRINCIPLES AND STRATEGIES
FOR USE

ABSTRACT  Malaria is a parasitologcal emerge n cyrequiring safe quick accurate diagnosis so that ap p ro priate therapy can
be implemented. A number of rapid diagnostic tests based on detection of HRP2 Ag, enzymes, LDH or aldolase are now avai-
lable. However the use of these tests is restricted to trained, experienced staff in special situations. The purpose of this report
is to describe the different tests on the market and clarify the limitations for their use.

KEY WORDS ¢ Malaria — Rapid diagnostic test - HRP2 Antigen - LDH.

Premiére endémie tropicale mondiale a I’origine de prés ~ quence des pauci-parasitismes compliquant I’examen chez
de 3 millions de déces annuel, le nombre de cas de palu- les sujets sous chimioprophylaxie mal prise ou non adaptée.
disme ne cesse d’augmenter. Cette augmentation concerne La nécessité et la difficulté d’un diagnostic rapide a
également la France métropolitaine o le nombre de cas esti- conduit de nombreux fabricants a 1’élaboration de tests uni-
més de paludisme importés a plus que doublé en 10 ans, a taires de dé.tection antigénique re.posant' sur l’immun?chro—
I’origine d’une vingtaine de déces. Cette fréquence accrue m at ographie sur l?andelette 7d0n't 11'conV1ent d.e.cor?naure les
associée & la sévérité des infections liées a Plasmodium fal - “PPOTtS €t 1es limites afin d’optimiser leur utilisation.

cipanm rend plus que jamais nécessaire le recours a un dia-

gnostique rapide et fiable. Depuis Laveran, le diagnostic bio- LES DIFFERENTS TESTS : PRINCIPE
logique de I’infection repose toujours sur I’utilisation des
moyens microscopiques de mise en évidence des parasites Plusieurs tests sont actuellement disponibles, et rep o-

a’examen direct que sont le frottis mince, et les techniques  sent sur un systéme de détection sembl able, comparable aux

de concentration comme la goutte €paisse ou le QBC  «savonnettes » utilisées pour les tests de détection rapide du

Malaria™ test disponible depuis 1989 mais dont la société ~ VIH ou pour les tests de grossesse.

Becton-Dickinson a arrété de fabriquer le mat ériel nécessaire Il s’agit de trousses de détection prétes a I’emploi qui

2 sa réalisation. permettent en quelques minutes et sans matériel particulier
Ces examens microscopiques requierent toutefois une de mettre en évidence la présence de Plasmodium.

expérience indispensable liée a leur réalisation : qualité des Les tests disponibles reposent sur diff é rents principes

frottis et de la coloration exposant au risque d’artéfacts, fré- (Tableau I) : . .
- les tests qui vont re ch e rcher la gly copraéine HRP2

(Histdin Rich Protein 2) spécifique de Plasmodium falcipa -
rum;

e Travail du Laboratoire de Biologie Clinique, Hopital d’Instruction des
Armées Laveran, Marseille.

. o ) ) - les tests qui détectent une enzyme isomere de la lac-
* Comrespondance : Laboratoire de Biologie Clinique, Hopital d’Instruction deshvd . LDH . ! N
des Armées Laveran, BP 50, 13998 Marseille Armées * Fax : 04 91 61 71 tate deshydrogénase ( ) commune a toutes les especes

12+ plasmodiales;;
* Courriel : biologie.alaveran@mageos.com - les tests qui détectent une enzyme isomere de la lac-
* Article sollicité. tate deshy drogénase (LDH) spécifique de Plasmodium vivax;
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Tableau I - Tests disponibles reposant sur différents principes.

P. Hance et Collaborateurs

Test Palutop Kat-Quick Now Malaria Optimal-It Palutop+4 Core Malaria
Malaria
Distributeur All Diag AES Fumouze Diamed All Diag Core diagnostics
Nombre 1 1 2 2 3 3
d’antigénes
détectés
Antigene (s) HRP2 HRP2 HRP2 LDH spécifique ~ HRP2 HRP2
détecté (s) Ag commun de P. falciparum LDH LDH spécifique
aux 4 especes LDH commune  spécifique de P. vivax
plasmodiales aux 4 especes de P. vivax LDH commune
plasmodiales LDH commune aux 4 especes
aux 4 especes plasmodiales
plasmodiales
Espece (s)
détectée (s) P. falciparum P. falciparum P. falciparum P, falciparum P. falciparum P. falciparum
+ autres + autres + autres + autres

especes (1)

especes (1) especes (2) especes (2)

(1) le test ne différencie pas les especes P. vivax, P. malariae et P. ovale entre elles

(2) le test différencie P. vivax

- les tests qui détectent une enzyme isomere de la lac-
tate deshydrogénase (LDH) spécifique de Plasmodium fal -
ciparum.

Deux tests détectent uniquement I’antigene HRP2 :
PALUTOP® (All Diag - Fance), KAT-QUICK MALARIA®
(AES Laboratoire - France).

Un test détecte 1’antigene HRP?2 et une aldolase com-
mune aux 4 especes plasmodiales (P. falcipamum, P. vivax, P.
ovale, P. malariae) : NOW® Malaria (Fumouze - France).

Un test détecte une enzyme isomere de la lactate
deshydrogénase (LDH) commune a toutes les especes plas-
modiales et enzyme isomere de la lactate deshydrogénase
(LDH) spécifique de Plasmodium falciparum : OPTIMAL
- IT® (Diamed - Suisse).

Deux tests détectent I’antigene HRP2, une enzyme
isomere de la lactate deshydrogénase (LDH) spécifique de
Plasmodium vivax et une enzyme isomere de la lactate deshy-
drogénase (LDH) commune a toutes les especes plasmo-
diales : PALUTOP+4° (All Diag - France), CORE MALA-
RIA © (Core diagnostics- UK).

Le principe des diff € rants tests est globalement super-
posable et repose sur I’immunochromatographie : 1’échan-
tillon a tester (quelques microlitres de sang total obtenu a par-
tir de sang capillaire ou de sang veineux) est déposé a I’une
des extrémités d’une membrane de nitrocellulose fixée sur
un support plastique ou carton. Si I’antigéne recherché est
présent (HRP2, LDH), il va se lier avec un anticorps marqué
le plus souvent a I’or colloidal. Afin de faciliter la lyse des
globules ro u ges ainsi que la migration de I’échantillon sur la
bandelette, quelques gouttes de solution tampon/lyse sont
déposées.

Les complexes antigenes - anticorps vont alors migrer
par chro m at ographie et I’antigene sera capturé en sandwich
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par un anticorps de cap turefixé sur la membrane. Cette cap-
ture va alors se traduire par 1’apparition d’une ligne mauve.

L’exces de conjugué va continuer a migrer et va étre
immobilisé par un anticorps qui peut étre anti-lapin ou anti-
souris, I’accumulation de complexes colorés va la aussi
entraner ’apparition d’un ligne mauve : cette seconde ligne
ou ligne controle valide le bon fonctionnement de la réaction.

En cas de réaction négative seule la ligne contrdle doit
étre positive.

En regle générale en cas de positivité des tests, 1’ap-
parition des bandes est rapide : de ’ordre de 1 a 2 minutes.
Pour la plupart des tests, la réaction doit étre lue dans les 15
minutes. Les tests dont la bande réactive s’est positivée plu-
sieursheures apres la réaction sont a considérer comme néga-
tifss.

Détection de la glycoprotéine HRP2

Cette protéine soluble a été la pemiere a étre utilisée
pour I'utilisation des tests de diagnostic rapide. Il s’agit de
I’Histidin Rich Protein 2, glycoprotéine spécifique de
Plasmodium falciparum exposée a la surface du globule
rou geparasité et en méme temps activement secrétée par les
fo rmes asexuées et les jeunes gamétocytes au cours du cycle
érythrocytaire avec un pic au moment de la rupture des schi-
zontes (1).

Il existe une circulation prolongée d’HRP2 détectabl e
une quinzaine de jours apres la disparition des parasites du
sang circulant. Cette clairance plus longue de I’'HRP2 per-
met un diagnostic rétrospectif de la présence de P. falcipa -
rum mais ne permettra pas de juger de I’efficacité d’un trai-
tement antipaludique.
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Figure I - Principe d’un test de détection antigénique.

Détection de I’enzyme LDH

On distingue plusieurs isomeres des LDH selon I’es-
pece plasmodiale considérée. Les LDH sont des enzymes qui
sont impliquées dans le cycle du glucose, elles sont produites
par tous les stades érythrocytaires des parasites, asexués et
sexués (2), elles ne persistent pas dans le sang apres la dis-
parition des parasites contrairement a I’HRP2.

Principe d’un test de détection antigénique (Fig. 1)
détection d’une aldolase

La fiuctose-1,6-diphosphate aldolase est produite en
grande quantité chez Plasmodium sp. On la met en évidence
dans la membrane parasitaire et dans le cytoplasme du glo-
bule rouge hote (3).

De nombreuses études ont évalué les performances
des tests de diagnostic rapide pour la détection de
Plasmodium falciparum ( 4,5). Sans rentrer dans 1’étude des
performances des différents tests, il ressort clairament des dif-
fé rentes évaluations que la détection des especes autres que
P. falciparum est globalement moins performante, phéno-
mene plus marqué encore pour P. ovale.

En fonction du contexte épidémiologique, de la popu-
lation étudiée la pertinence d’utilisation de tels tests « mul-
tiparamétriques » doit encore étre discutée.

LIMITES DES TESTS

Nous n’entrerons pas dans cet article dans une éva-
luation des perfo rmances des diff é rents tests. En revancheil
est important de connaitre leurs limites en fonction de leur
condition d’utilisation que ce soit en pathologie d’importa-
tion, en zone d’endémicité comme test de diagnostic rapide
pour un médecin isolé en dehors de ressource microscopique,
en utilisation par le voyageur ou encore en zone d’endémie
chez le sujet immun.

Le probleme des faux négatifs

Le diagnostic de paludisme a Plasmodium falcipamm
est une urgence parasitologique. Le risque étant de mécon-
naitre une possible infection pouvant a plus ou moins breve
échéance évoluer vers un acces grave.

La sensibilité des diff € rents tests de diagnostic rapide
est pour la détection de Plasmodium falciparum sensiblement
identique et de I’ordre de 100 parasites par ul (environ
0,002% de globules rouges infectés). Cette sensibilité dia-
gnostique est légerement supérieure a celle obtenue par le
frottis sanguin (encore faut il que la lecture du frottis soit réa-
lisée par un microscopiste confi rmé et avec une lecture d’au
minimum 20 minutes). Or il est fréquent en pathologie d’im-
portation ou chez le voyageur non immun en zone d’endé-
mie sous chimioprophylaxie non ou mal adaptée de mettre
en évidence des parasitémies tres faibles. Dans notre expé-
rience une parasitémie inféri e urea 100 parasites par pl n’est
pas rare. Le diagnostic formel reposeraalors le plus souvent
sur I’utilisation de technique de concentration (QBC, goutte
épaisse), le diagnostic d’espece peut alors étre posé par 1’uti-
lisation d’une technique de biologie moléculaire.

Compte tenu de la possibilité pour les différents tests
présentés de rendre un résultat faussement négatif, la plus
grande prudence va s’imposer lors de I’ utilisation de ces tests
en premiere ligne diagnostique.

Concernant les especes autres que Plasmodium fal -
ciparum la sensibilité de détection semble moins performante
sur les différentes évaluations réalisées.

Le probleme des faux positifs

Il faut d’emblée classer a part le «faux positif» 1ié a
la persistance de la circulation d’HRP2 apres disparition des
parasites du sang circulant. Cette circulation prolongée a été
trouvée jusqu’a 15 jours apres négativité des tests micro-
scopiques. Il ne s’agit donc pas réellement d’une fausse posi-
tivité mais ceci implique que 1’on ne pourra pas utiliser ce
moyen pour juger de I’efficacité thérapeutique a la différence
de la LDH, enzyme liée a la parasitémie dont la présence est
liée a la persistance de parasites circulants.
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La présence de facteur rhumatoide a entrainé de rares
réactions faussement positives. Celles-ci semblent liées a la
nature IgG de I’anticorps présent (6).

STRATEGIE D’UTILISATION
DES TESTS DE DIAGNOSTIC RAPIDE

Utilisation des tests de diagnostic rapide au retour
d’une zone d’endémie

En métropole, le diagnostic du paludisme d’impor-
tation doit étre microscopique. Lui seul permet a la fois de
répondre aux 3 questions fondamentales a se poser dans un
contexte de fievre au retour :

- Présence ou non de Plasmodium ?

- S’agit-il de P. falciparum ?

- S’il ’agit de P, falciparum, quelle est la densité para-
sitaire ?

Bien évidemment il n’est pas toujours facile de
répondrg d’autant plus qu’en pathologie d’importation chez
un sujet sous chimioprophylaxie la parasitémie est le plus
souvent tres faible a la limite de la détection au frottis mince,
ou encore les parasites peuvent étre altérés compliquant leur
identification.

Une technique de concentration est alors nécessaire
mais n’est pas toujours disponible (QBC) ou maitrisée (goutte
épaisse). De plus ces techniques ne permettent pas toujours
de répondre sur le diagnostic d’espece.

Il faut également soulever le pro bleme du diagnostic
du paludisme par du personnel de garde pas ou insuffisam-
ment formé a la reconnaissance des formes parasitaires. Dans
ces conditions, I’utilisation d’un test de diagnostic rapide pour
identification ou ex clusion de I’espece peut étre d’un appoit
certain en complément du diagnostic microscopique.

Utilisation des tests de diagnostic rapide chez le
voyageur

Plusieurs études ont évalué I’utilisation des tests de
diagnostic rapide comme moyen d’autodiagnostic par le
voyageur (7). Dans tous les cas les difficultés ont été nom-
breuses, liées a une incompréhension de la notice du fabri-
cant, & un défaut de recueil de sang pour le prélevement, soit
a une mauvaise interprétation du test.

Signalons que certains tests commercialisés fournis-
sent un capillaire de verre exposant alors a son bris et au
risque d’exposition au sang lorsque la manipulation est
confiée a un tiers.

Pour ces diff é rentes raisons, 1’ utilisation de tels tests
mis a disposition du voyageur ne parait pas actuellement 1égi-
time.

La formation d’un «référent» au sein d’un groupe de
voyageurs pourrait éventuellement étre une solution a ces dif-
ficultés mais la mise en place est compliquée. On pourrait
envis ager par exemple ce type d’alternative pour les sportifs
participant a des «raids aventures » en zone d’endémie.

Ces tests sont déja utilisés par les médecins militaires
en situation d’isolement mais ces derniers ont recu une for-
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mation préalable sur les limites et les perfo rmances des tests,
et leur utilisation est réservée en zone d’endémie palustre aux
sujets non immuns.

Utilisation des tests de diagnostic rapide en zone
d’endémie

L’évaluation des tests de diagnostic rapide du palu-
disme en zone d’endémie a fait I’objet de multiples publi-
cations (8-10).

L’insuffisance de structuresmédicalisées associée au
manque de microscopistes confirmés a probablement favo-
risé I’ utilisation systématique d’un traitement présomptif anti-
paludéen devant tout syndrome fébrile. Ce traitement pré-
somptif souvent coliteux a contribué inévitablement a la
sélection de souches de P. falciparum résistantes. Pour ces
différentes raisons I’OMS (11) tend a promouvoir I’ utilisa-
tion de tests de diagnostic rapide, peu chers et simples a
mettre en ceuvre. Leur sensibilité, certes critiquable, est le
plus souvent au moins aussi bonne qu’un examen parasito-
logique réalisé a la périphérie du systeme de santé avec du
matériel pas toujours adapté, des réactifs parfois périmés et
un microscopiste insuffisamment formé. Bien évidemment
si les structures locales disposent de matériel et de réactifs
utilisés régulicrement par du personnel entrainé le diagnos-
tic microscopique reste et doit rester le « gold standard ».

Le raisonnement qui s’applique a I’interprétation du
résultat des tests de diagnostic rapide n’est pas stéréotypé.
En effet il faut en zone d’endémie distinguer les zones de
transmission permanente ou 1’on s’attend a avoir une circu-
lation réguliere et homogene de P. falciparum avec une popu-
lation le plus souvent immune et présence de porteurs asymp-
tomatiques, des zones de transmission saisonniere ou
I’immunité est plus faiblement entretenue. Si dans ce cas la
positivité d’un test de diagnostic rapide réalisé dans de bonnes
conditions par du personnel formé chez un patient sympto-
matique permet d’affirmer le diagnostic, la positivité d’un test
en zone de transmission permanente ne permettra pas de s’af-
franchir d’un examen microscopique pour affirmer le dia-
gnostic.

L autre difficulté liée a 1’utilisation de ces tests en
zone d’endémie est la circulation prolongée d’antigene HRP2
méme apres un traitement efficace et qui ne doit pas faireévo-
quer a tort un échec thérapeutique, ou méme une résistance
au traitement.

Enfin, la détection de la circulation d’antigene HRP2
en I’absence de formes parasitaires microscopiquement
visibles a été considéré comme un atout par certains auteurs
permettant ainsi d’accroitre la sensibilité de la recherche de
I’infection a P. falciparum au cours de la grossesse (12).

De nombreux tests de diagnostic rapide du paludisme
sont maintenant disponibles. Ces tests faciles a mettre en
ceuvre ne devraient toutefois pas €tre utilisés de manicre
indisciminée Leur utilisation doit s’inscri re dans des condi-
tions bien définies et ces tests doivent étre réalisés par du per-
sonnel formé et expérimenté. Si en France métropolitaine
dans le cadre du diagnostic du paludisme d’importation on
ne congoit son utilisation qu’en complément du diagnostic
microscopique, il peut paraitre concevable d’avoir recoursa
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de tels tests en premiere ligne en zone d’endémie a condi-
tion toutefois qu’ils soient réalisés par du personnel formé
connaissant les limites de leur utilisation. Bien évidemment
le recours a de tels tests doit étre réservé 1a ou le diagnostic
microscopique est hors de portée ce qui nous permet de rap-
peler que dans tous les cas la formation du personnel reste
et doit rester une priorité.
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