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1. Contexte et rationnel d’actualisation

e La RT-PCR! est, en France comme a I'étranger, la technique de référence de détection du SARS-
CoV-2 (HAS, avis du 6 mars 2020 (1)). Cette technique peut étre mise en ceuvre a partir de préléve-
ments de nature variée, avec un large consensus pour considérer que I'écouvillonnage nasopharyngé
doit étre privilégié en 1°¢ intention : ce site est en effet celui qui est associé aux sensibilités les plus
élevées. Cet élément explique que les tests mis en ceuvre en France depuis mars 2020 pour détecter
le SARS-CoV-2 ont impliqué un test RT-PCR sur prélévement nasopharyngé dans plus de 85 % des
cas (2).

* Au-dela de ces atouts, les tests RT-PCR sur prélevement nasopharyngé pourraient présenter une
acceptabilité incompléte, tout particulierement lors de dépistage exigeant la répétition des préléve-
ments. L’'obtention des résultats de tests RT-PCR nécessitent en outre d’attendre le plus souvent
jusqu’a 24 heures? ce qui pourrait retarder I'application de mesures sanitaires.

* Tenant compte de ces limites, la HAS a validé plusieurs alternatives aux tests RT-PCR nasopha-
ryngés, tout particulierement lors d’écouvillonnage de ce type jugé « difficile voire impossible ». La
HAS a ainsi rendu un avis favorable a I'utilisation en 2"%¢ intention des tests suivants :

Diagnostic de la COVID-19 (sujets symptomatiques)
Prélevement salivaire : tests RT-PCR? (symptdmes < 7 jours), tests TMA* (symptdmes < 7 j) ou
tests RT-LAMP sur systeme EasyCOV® (sans limite de durée de symptémes) ;

Ou écouvillonnage nasopharyngé : tests antigéniques® (symptémes < 4 jours) ;
Ou écouvillonnage nasal : tests antigéniques’ (symptomes < 4 jours, sujets = 15 ans).

Dépistage ponctuel de I'infection par le SARS-CoV-2 de sujets contact isolés ou en clus-
ters (sujets asymptomatiques)

Prélévement salivaire : tests RT-PCR ou TMA?8 ;

Ou écouvillonnage oropharyngé : tests RT-PCR?® ;

Ou écouvillonnage nasopharyngé : tests antigéniques?® ;

Ou écouvillonnage nasal : tests antigéniques!! (sujets 2 15 ans).

Dépistage répété de I'infection par le SARS-CoV-2 aupres de populations ciblées?? (sujets
asymptomatiques)

Ecouvillonnage nasal : tests antigéniques®® (sujets = 15 ans) ;

! Technique de transcription inverse suivie d’'une amplification en chaine.

2 En mars 2021, le résultat de 91 % des tests RT-PCR nasopharyngés est rendu sous 24 heures (2).
3 Avis HAS du 18/09/2020 (3).

4 Technique isotherme d’amplification médiée par la transcription (TMA), avis du 11/03/2021 (4).

5 Avis HAS du 27/11/2020 (5, 6).

6 Avis HAS du 8/10/2020 (7) ; « La réalisation de ces tests antigéniques rapides présente I'avantage d’une obtention rapide des
résultats du test en moins de 30 minutes, induisant ainsi un meilleur accompagnement de la personne en cas de résultat positif. »
(avis du 15 mars 2021 (8)).

7 Avis HAS du 15/03/2021 (8).

8 Avis HAS du 10/02/2021 (9) et du 11/03/2021 (4).

9 Avis HAS du 24/09/2020 (10).

10 Avis HAS du 27/11/2020 (5).

11 Avis HAS du 15/03/2021 (8).

12 Ecoles, colléges, lycées, universités ou personnels d’établissement de santé ou d’Ehpad...

13 Avis HAS du 15/03/2021 (8) ; avis le plus récent en date de ce rapport recommandant I'utilisation des tests antigéniques sur
prélevement nasal « chez les personnes asymptomatiques de plus de 15 ans, en premiere intention dans le cadre d’un dépistage
itératif ciblé a large échelle ou en alternative aux tests antigéniques sur prélevement nasopharyngé lors de dépistage ciblé a large
échelle lorsque ce prélevement est difficile ou impossible ».
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Ou a défaut prélevement salivaire : tests RT-PCR ou TMA;
Ou a défaut écouvillonnage nasopharyngé : tests antigéniques?®.

* Dans cette diversité de modalités de détection proposées en 2"® intention et en date de ce rapport,
les tests RT-LAMP salivaires sur « systéeme intégré'® » constituent une alternative dont le périmétre
d'utilisation recommandé a été circonscrit au contexte de diagnostic de la COVID-19 auprés de sujets
symptomatiques, compte tenu des données limitées qui étaient disponibles en 2020.

* Depuis ce premier avis, de nouvelles données ont été transmises a la HAS. Demeure en outre la
nécessité d’identifier un couple de prélévement-test associé a des performances diagnostiques « suf-
fisantes », a une forte acceptabilité, a un rendu rapide de résultats et a un possible déploiement enca-
dré hors des laboratoires afin d’améliorer I'acceptabilité, la diffusion et la rapidité des pratiques de
dépistage, notamment pour ce qui concerne ceux répétés aupres de populations ciblées. Les tests
RT-LAMP salivaires sur systéme intégré constituent a cet effet 'une des alternatives technologiques
envisageables.

Considérant la disponibilité de nouvelles données et les enjeux associés au dépistage du SARS-
CoV-2, la HAS s’est autosaisie pour actualiser I'avis qu’elle a émis en novembre 2020 au sujet des
tests RT-LAMP sur systeme intégré appliqués sur prélevements salivaires.

1 Avis HAS du 10/02/2021 (9, 11) et du 11/03/2021 (4).
15 Avis HAS du 8/10/2020 (7).

16 Dans ce rapport, la HAS qualifie de « systéme intégré » les équipements dédiés autonomes de RT-LAMP brevetés et distribués
par un industriel.
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2. Méthode

2.1. Questionnement d’évaluation
Questionnement principal

Comment se comparent les sensibilités/spécificités de détection d’infection par le SARS-CoV-2 de
tests RT-LAMP réalisés sur systeme intégré'’ et prélevement salivaire par rapport a des tests RT-
PCR réalisés sur prélévements nasopharyngés et/ou salivaires ?

Questionnement secondaire

* Les sensibilités/spécificités des tests RT-LAMP réalisés sur systéme intégré varient-elles en fonction
du type de prélévement salivaire, de criteres techniques clés ou de caractéristiques de la population
testée ? (cf. p15).

2.2. Recherche et sélection bibliographique

Stratégie de recherche

* Les bases Medline, Embase, medRxiv, bioRxiv, Covid-19 Research et WHO Covid-19 database ont
été consultées afin d’y rechercher toute publication indexée au 12/04/2021 répondant aux critéres
d’inclusion définis ci-dessous (Annexe 1). Ces recherches ont été complétées en consultant les sites
EUnetHTA, COVID-19 diagnostics et Cochrane Library.

* Les publications référencées par les revues systématiques et méta-analyses ciblant la détection du
SARS-CoV-2 ont été également examinées afin d’y rechercher®® tout essai diagnostique répondant
aux critéres de sélection définis ci-dessous?®.

Criteres d’inclusion
» Ont été inclus dans ce rapport®les essais diagnostiques :

publiés in extenso dans un journal a comité de lecture ou sous forme de preprint ;
ayant inclus plus de 15 sujets ;

ayant estimé les sensibilités/spécificités?! de détection du SARS-CoV-2 de tests RT-LAMP a
partir de prélevements salivaires?? analysés sur « systeme intégré » sans extraction d’ARN en
se référant aux résultats de tests RT-PCR appliqués sur des prélévements obtenus au méme
moment chez chaque sujet.

* Les essais indépendants et non publiés adressés a la HAS ou identifiés par recherche libre et répon-
dant aux criteres d’inclusion présentés ci-dessus (a I'exception du critére de publication) ont été éga-
lement pris en compte. Cette complémentarité d’inclusion (umbrella review) a eu pour but d’accélérer
(urgence sanitaire) et d’optimiser la recherche bibliographique liée a cette actualisation.

17 Dans ce rapport et pour rappel, la HAS qualifie de « systéme intégré » les équipements dédiés autonomes de RT-LAMP brevetés
et distribués par un industriel.

18 En se référant pour ce faire aux descriptions réalisées par les auteurs des revues systématiques concernées.
19 Ces critéres ont été vérifiés a partir de la publication in extenso de I'essai diagnostique correspondant.

20 | es essais répondant a ces critéres ont été présélectionnés sur titre et résumé a partir de la recherche documentaire associée a
ce rapport ; leur inclusion a été décidée aprés examen de la publication in extenso (cf. Figure 1).

21 Effectifs de vrai/faux positifs/négatifs des tests RT-LAMP devant pouvoir étre reconstitués a partir des données publiées.
22 Non inclusion des essais ayant exclusivement recouru a des gargarismes ou lavages buccaux.
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2.3. Criteres a évaluer

* Les sensibilités et spécificités de détection du SARS-CoV-2 des tests RT-LAMP salivaires sur sys-
téme intégré ont été estimées en priorité en per patient et selon trois comparaisons potentielles, hié-
rarchisées comme suit.

Comparaison principale : RT-LAMP vs RT-PCR nasopharyngée et salivaire

* Dans ce 1° cas de figure, ciblé en priorité, les sensibilité (Sei) et spécificité (Spi) des tests RT-LAMP
salivaires sur systéme intégré ont été estimées comme suit, pour chaque *™ essai :

Tests RT-PCR Tests RT-PCR
nasopharyngé ou salivaire + | nasopharyngé et salivaire -
Test RT-LAMP salivaire + a; Ci
Test RT-LAMP salivaire - b; d;
a; d;
Se; = ——— Sp; = =t
"o(a+by) Pi (di +c)

L’utilisation d’une association de tests RT-PCR sur les compartiments nasopharyngés et salivaires
optimise la sensibilité de la référence biologique imparfaite utilisée comme comparateur pour esti-
mer les performances diagnostiques intrinseques des systemes RT-LAMP évalués sur salive ; ce
type de comparaison a par conséquent été recherché en 1% intention.

Comparaison de 2°™¢ intention : RT-LAMP vs RT-PCR nasopharyngée

« Dans ce 2°™ cas de figure, pris en compte a défaut de disponibilité de données suffisantes en com-
paraison principale?, les « sensibilité?* » (Sei) et « spécificité?® » (Spi) des tests RT-LAMP salivaires
sur systéme intégré ont été estimées comme suit, pour chaque ™ essai :

Tests RT-PCR Tests RT-PCR
nasopharyngé + nasopharyngé -
Test RT-LAMP salivaire + a; Ci
Test RT-LAMP salivaire - b; d;
a; d;
Se- = = L
" (ag+by) Spi (d; +¢;)

23 Soit < 3 essais disponibles en comparaison principale (RT-LAMP salivaire vs RT-PCR nasopharyngée et salivaire).

24 e terme « taux de concordance positive » devrait étre privilégié dans cette comparaison afin de souligner le caractére imparfait
du test RT-PCR nasopharyngé (sujet infecté non détecté par échec de prélévement ou en raison de I'absence du SARS-CoV-2 dans
le compartiment nasopharyngé).

25 De méme, le terme “taux de concordance négative » devrait étre privilégié dans cette comparaison.
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Comparaison de 3°™¢ intention : RT-LAMP vs RT-PCR salivaire

* Dans ce dernier cas de figure, pris en compte a défaut de disponibilité de données suffisantes?® pour
les comparaisons de 1° et 2™ intention (cf. supra), les « sensibilité » (Sei) et « spécificité » (Sp) des
tests RT-LAMP salivaires sur systéme intégré ont été estimées comme suit, pour chaque *™ essai :

Tests RT-PCR Tests RT-PCR
salivaire + salivaire -
Test RT-LAMP salivaire + a; o
Test RT-LAMP salivaire - b; d;
a; d.
S i = g = L
k (a; +b;) 5P (d; +c)

2.4. Validité des essais diagnostiques inclus

* Conformément aux recommandations internationales en vigueur (12, 13), la validité méthodolo-
gigue de chaque essai inclus a été analysée en fonction des critéres prévus par le QUADAS-22’
(Annexe 2) (14).

2.5. Méthodes statistiques

2.5.1. Analyse principale

* Dans ce rapport, les sensibilités/spécificités des tests RT-LAMP sur prélévement salivaire ont été
estimées en se comparant aux tests RT-PCR nasopharyngés et salivaires concomitants ou a défaut
aux seuls tests RT-PCR nasopharyngés et en dernier recours aux tests RT-PCR salivaires (cf. supra).

* La possibilité d’estimer ces sensibilités/spécificités par méta-analyse dépend de la disponibilité d’au
moins trois essais publiés par type de comparaison ; dans le cas contraire, seule une analyse descrip-
tive a été mise en ceuvre. En cas de méta-analyses réalisables, celles-ci s’appuient sur une méthode
bivariée impliquant un modele a effets aléatoires et sont complétées par une analyse d’hétérogénéité
conduite de fagon graphique et a l'aide de lindice d’inconsistance I? (hétérogénéité majeure si
12>75 % ; logiciel R, v 4.0.3 & package mada, v 0.5.10) (15, 16).

2.5.2. Analyses secondaires

* En cas d’essais en nombre suffisant?® pour conduire une méta-analyse, il a été prévu d’y associer les
guatre analyses en sous-groupe complémentaires suivantes afin de distinguer :

les prélévements de salive simple de ceux de salive enrichie d’expectoration (sous-groupe 1) ;
les prélevements de salive simple prétraitée de ceux non prétraités (sous-groupe 2) ;

les sujets symptomatiques et asymptomatiques (sous-groupe 3) ;

les tests RT-LAMP interprétés par automate ou par lecture visuelle (sous-groupe 4).

26 Soit < 3 essais disponibles en comparaison principale et de 28™ intention.
27T QUADAS: Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies.
28 Nécessité de disposer d’au moins 3 essais par sous-groupe considéré.

HAS « Evaluation de I'intérét diagnostique des tests RT-LAMP réalisés sur systéme intégré et prélévement salivaire pour détecter les su-
jets infectés par le SARS-CoV-2 - juillet 2021 8



3. Résultats

3.1. Sélection bibliographique

¢ La recherche bibliographique associée a ce rapport a permis d’inclure cinq essais ayant évalué
l'intérét diagnostique de tests RT-LAMP sur quatre systémes intégrés différents (

Figure 1) ; ces essais ont été publiés par Schneider et al. ?° (18), Sorelle et al. (19, 20), par Taki et al.
(21) et LeGoff et al. (146 ; préprint) ; le dernier essai, non publié, a été conduit par le National Health
Service au Royaume-Uni (NHS) (22).

RECHERCHES SUR BASES 11 méta-analyses
publQed 4 revues systématiques
Embase n= 593 eunethta
bl O n =508

Hors champ ..
Doublons ™"
n =487

PRE-SELECTION SUR TITRE ET RESUME
n=614

- Hors champ
*" Doublons
n=524

SELECTION SUR PUBLICATION IN EXTENSO
n=90

~ Motifs de non inclusion : n=87

* Prélévement non conforme™ . n = 36
» Test de détection virale non conforme™ : n=22
s Développement technique : n=14

Essais « Effectif <15 : n=8
non publies o Autre**:n=4
n=2 ¢ Doublons :n=2

e Hors champ : n=1

ESSAIS INCLUS

nh=5

Non conforme™ : démarche d’essai ne répondant pas aux critéres d’inclusion prédéfinis
Autre*™ : performances diagnostiques sur salive non estimées ou non reconstituables ; nature
de prélévement non précisée

Figure 1. Diagramme de sélection des essais inclus dans ce rapport d’actualisation.

29 Preprint actualisant la publication de L'Helgouach et al. analysée dans 'avis HAS précédent (17).
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3.2. Contexte epidémio-clinique des essais inclus

* Les cing essais identifiés ont réuni 9 631 résultats de tests RT-LAMP ; ces résultats ont tous été
comparés a ceux d'une technique RT-PCR concomitante sur prélévement nasopharyngé et/ou sali-
vaire apparié (Tableau 1).

* Les caractéres épidémio-cliniques des sujets associés a ces résultats n’ont été détaillés que par deux
des cing essais identifiés ; ces deux essais n'ont réuni que 20 % de I'ensemble des résultats colli-
gés (Schneider et al., LeGoff et al ; Tableau 1) ; Papplicabilité de ’ensemble des résultats identifiés
ne peut donc pas étre jugée ; il s’agit la d’'une contrainte et limite majeure d’évaluation.

* Sous cette réserve et pour la minorité de résultats caractérisés, les tests RT-LAMP ont été mis en
ceuvre, en premier lieu, auprés d’adultes d’'une trentaine d’année incluant une faible majorité de
femmes ; la part des sujets symptomatiques parmi eux varie de 40 & 100 % (Tableau 1).

* Dans ces cing essais, la prévalence de sujets ayant été jugés infectés a partir d’'un test RT-PCR
nasopharyngé et/ou salivaire concomitant varie largement de 2 a 55 % ; cette prévalence est « artifi-
ciellement » élevée et supérieure a celle observée en pratique dans les deux essais ayant inclus des
sujets de statut viral connu (Sorelle et al., Taki et al. ; Tableau 1) ; cette atypie non représentative est
une limite propre aux essais cas-témoins ; aucune valeur prédictive ne peut étre estimée a partir de
tels essais.

* L’essai LeGoff et al. est enfin le seul & avoir précisé le moment de recours au test RT-LAMP dans la
chronologie de détection du SARS-CoV-2 ; aucune observation sur ce point ne peut dés lors étre for-
malisée sur 'ensemble des cing essais identifiés.

Tableau 1. Principaux caractéres épidémio-cliniques des cing essais identifiés (nr : non renseigné).

OptiGene Schneider LeGoff SoRelle®° Taki
(NHS) et al. et al. et al. et al.
Effectif de résultats (n=) 7 356 443 1718 83 31
effectif de sujets correspondant (n=) nr 443 1718 nr nr
sujets symptomatiques, % nr 59 % 40 % 100 % nr
sujets asymptomatiques contact, % nr 41 % 32% 0% nr
sujets asymptomatiques non-contact, % nr 0% 28 % 0% nr
Caracteres épidémiologiques
age (moyen/médian, ans) nr/nr 32,2/nr nr/37 nr/nr nr/nr
adultes (%) nr 100 % 92 % nr nr
femmes (%) nr 59% 55 % nr nr

%0 |_a description faite par les auteurs ne permet pas d’établir avec exactitude le nombre de patients ayant fourni plus d’'un échantil-
lon salivaire. En effet, alors que ce sont au total 11 échantillons classés comme faux-négatifs par les auteurs, la relecture des dos-
siers médicaux n'implique que la recherche de la symptomatologie de 9 individus. « Chart review of all FN samples in this work
revealed a majority (n = 6/9) of patients were tested > 2 weeks after symptom onset. »
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OptiGene Schneider LeGoff SoRelles®! Taki

(NHS) et al. et al. et al. et al.
Prévalence SARS-CoV-2 estimée®?
population globale (%) 2,3 %% ? 16 %3 6,8 %°° - 55 % ?36
sujets symptomatiques (%) nr 21,3 % 11,3 % 47 % 237 nr
sujets asymptomatiques (%) nr - 3.8% - nr
sujets asymptomatiques contact (%) nr 8,3 % nr - nr
Délais médians (jours)
symptdme-préléevement nr nr 3 nr nr
contact-prélévement nr nr 6 nr nr

3.3. Contexte technique des essais

* Les cinqg essais disponibles ont évalué l'intérét diagnostique de tests RT-LAMP sur quatre systéemes
intégrés différents (Tableau 2) ; il s’agit des systémes :

EasyCOV® distribué par Skillcell (France) pour étre utilisé a partir de prélévements salivaires
sans extraction d’ARN (23-25) ;

Genelyzer FII® distribué par Canon Medical (Japon) mais qui n’est autorisé que dans le cadre
de la recherche, étant en outre le seul parmi ces systéemes a ne pas disposer du marquage
CE (26, 27) ;

ID NOW® distribué par Abbott Diagnostics (USA) pour étre utilisé sans extraction d’ARN a partir
de prélévements nasopharyngés, oropharyngés et nasaux obtenus par écouvillonnage mais
pas pour étre utilisé a partir de prélévements salivaires (28) ;

OptiGene® distribué par la société du méme nom (UK) pour étre utilisé a partir de prélévements
naso/oropharyngés avec ou sans extraction d’ARN ou pour étre utilisé a partir de prélévements
salivaires sans extraction d’ARN (29).

Deux des cing essais identifiés ont utilisé les systémes Genelyzer FII® (Taki® et al.) et ID
NOW® (Sorelle®* et al.) en dehors de leur cadre d’autorisation : leurs résultats ne sont par
conséquent pas applicables a la pratique.

31 | a description faite par les auteurs ne permet pas d’établir avec exactitude le nombre de patients ayant fourni plus d’un échantillon
salivaire. En effet, alors que ce sont au total 11 échantillons classés comme faux-négatifs par les auteurs, la relecture des dossiers
médicaux n’'implique que la recherche de la symptomatologie de 9 individus. « Chart review of all FN samples in this work revealed
a majority (n = 6/9) of patients were tested > 2 weeks after symptom onset. »

%2 La comparabilité entre essais des prévalences estimées est limitée du fait de leur utilisation de comparateurs variés.

33 prévalence estimée pour cet essai a partir des résultats de RT-PCR salivaires ; cet essai ne précise pas si chaque résultat est
issu d’un patient unique ; la prévalence estimée doit dés lors étre interprétée avec précaution.

34 Prévalences estimées pour cet essai a partir de I'effectif de 443 sujets ayant fait I'objet d’'une RT-PCR nasopharyngée ou salivaire.

35 Prévalences estimées pour cet essai a partir de I'effectif maximal inclus (n=1 718) ayant fait 'objet d’'une RT-PCR nasopharyngée
systématique (RT-PCR salivaire obtenue auprés d’un effectif moindre).

36 Cet essai ne précisant pas I'effectif de sujets impliqués par les résultats recensés, la prévalence estimée doit étre interprétée avec
précaution. Celle-ci a été estimée ici par comparaison a une RT-PCR salivaire.

37 Cet essai ne précisant pas I'effectif de sujets impliqués par les résultats recensés, la prévalence estimée doit étre interprétée avec
précaution. Celle-ci a été estimée ici par comparaison a une RT-PCR nasopharyngée.

38 Systéme intégré non autorisé en pratique clinique.
39 Systéme intégré non validé par le fabricant sur prélévement salivaire.
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* Ces systemes intégrés présentent plusieurs différences techniques principales :

le systéeme EasyCOV® cible ainsi les génes Orf3a et E du SARS-CoV-2 alors que les systémes
OptiGene® et ID NOW® ciblent respectivement les genes Orflab et RdRp ; cette donnée,
comme d’autres ci-dessous, n’a pas été identifiée pour le systéme Genelyzer FII® ;

le systeme ID NOW® est a priori le seul systeme a intégrer un contréle interne systématique ;

le systeme ID NOW® ne permet de traiter que des échantillons individuels par équipement alors
gue les systemes EasyCOV® et OptiGene® permettraient d’en traiter jusqu’a 24 a 96 ;

les prélévements salivaires font I'objet d’'un prétraitement a I'aide d’'une incubation a 98°C pen-
dant 2 minutes pour le systéeme OptiGene® contre 10 minutes a 80°C pour le systeme Easy-
COV® ou a 95°C pour le systeme Genelyzer FII® (nhon précisé pour ID NOW®) ;

le résultat d’analyse est obtenu en 13 minutes pour le systéeme ID NOW® contre 30 a 45 minutes
pour les systémes OptiGene® et EasyCOV® ;

l'interprétation est automatisée sur les systémes ID NOW® et OptiGene® alors qu’elle peut étre
visuelle ou réalisée a partir d’'une application mobile dédiée pour le systéme EasyCOV®.

* Les procédures techniques précisément appliquées pour les systemes OptiGene® et ID NOW® n’ont
pas été décrites dans les essais du NHS et de Sorelle et al. (Tableau 2) ; ce manque limite la portée
de I'analyse technique pouvant étre présentée dans ce rapport. Le systéme EasyCOV® est au-dela le
seul a avoir fait 'objet de deux essais (Schneider et al., LeGoff et al.) alors que les trois autres sys-
temes intégrés ont chacun été évalué par I'un des articles restants (Tableau 2).

* Bien que le recours a une extraction d’ARN soit en dehors du périmétre de ce rapport, il convient de
souligner que lorsque cette éventuelle extraction a été mise en ceuvre et décrite dans certains essais
identifiés, elle I'a été a partir d’un kit*® validé pour la recherche mais pas pour la pratique clinique.

Tableau 2. Caractéristiques techniques des tests RT-LAMP mis en ceuvre sur prélevement salivaire dans les essais
analysés dans ce rapport (nr : non renseigné).

OptiGene® LeGoff Schneider Sorelle Taki
(NHS) et al. et al. et al. et al.
Systeme RT-LAMP OptiGene® EasyCOV® EasyCOV® ID NOW® Genelyzer FII®
Méthode de préle- nr auto-préléve- par personnel nr nr
vement ment soignant
Conservation des nr échantillons tes- | échantillons con- nr échantillons con-
échantillons sali- tés dans les servés a +4°C et gelés puis ré-
vaires 5 min ou conser- | testés sous 24 h chauffés
vés a +4°C pour
étre testés sous
90 min
Volume de salive nr 200pL 200pL 200uL nr
recueillie
Prétraitement NR 200 L de salive | 200 pL de salive nr incubation pen-

(donnée fabri-
cant : incubation
a +98°C pendant

2 minutes)

40 « QlAamp Viral RNA Mini Kit », Taki et al.

incubée pendant
10 min a +80°C
puis repos 1 mi-
nute a tempéra-
ture ambiante

incubée pendant
10 min a +80°C

dant 10 min a
95°C
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Extraction ARN

Amplification

Etape de lecture

Contrbles asso-
ciés

Rendu des résul-
tats

OptiGene®
(NHS)

avec et sans ex-
traction

incubation pen-
dant 20 & 30 min
a 65°C.

Lecture
automatisée

nr

30 min

LeGoff
et al.

sans extraction

3 pL transférés
dans un mélange
réactionnel puis
incubés pendant
30 min a + 65°C
suivi d’'un repos
de 1 min a tem-
pérature am-
biante

Lecture
visuelle

Aucune procé-
dure mise en
ceuvre conformé-
ment aux recom-
mandations du
fabricant

30 a 45 min

Schneider
et al.

sans extraction

3 yL transférés
dans un mélange
réactionnel puis
incubés pendant
30 min a + 65°C

Lecture par ap-
plication sur mo-
bile (EasyCOV®
Reader (VOGO))

Contrdles positifs
et négatifs en uti-
lisant un ARN
purifié SARS-
CoV-2 (CODEX
DNA, SC2-
RNACO0500), des
échantillons de
salive positifs et
négatifs bien ca-
ractérisés

30 a 45 min

Sorelle
et al.

sans extraction

nr

Lecture
automatisée

Nr
(donnée fabri-
cant : controle in-
tégre)

<13 min

Taki
et al.

avec et sans ex-
traction

5 yL transférés
dans un mélange
réactionnel puis
incubés pendant
20 min a + 68°C

nr

nr

nr

3.4. Validité méthodologique des essais

* Les cing essais identifiés se présentent sous diverses formes : les essais de Schneider et al. et de
LeGoff et al. ont ainsi été publiés sous forme de preprint alors que ceux de Sorelle et al. ou de Taki et
al. 'ont été sous forme de note et de lettre dans un journal a comité de lecture ; le dernier essai,
conduits par le NHS (OptiGene®) a été décrit sous forme de synthése non publiée*'. Le caractére
majoritairement parcellaire de ces formes de publication limite 'analyse méthodologique qui peut en
étre faite.

* Sous ces réserves, une majorité de ces essais partagent les principales limites suivantes :

une majorité d’entre eux est monocentrique*? (3/5 essais), ne fait pas référence a un protocole
préétabli*® (3/5 essais) et ne se définit pas explicitement comme prospectif** (3/5 essais) ;

41 Résumé transmis a la HAS (AP-HP) ou accessible sur un site gouvernemental anglais (NHS).

42 Schneider et al. ; Sorelle et al. ; Taki et al.

43 Schneider et al. ont quant a eux appliqué un protocole qui a fait I'objet de nombreuses modifications durant la conduite d’essai,
certaines de ces modifications concernant les modalités de comparaison mises en ceuvre ; I'étude Salicov (LeGoff et al.) a également
fait 'objet d’'un protocole directement transmis par 'AP-HP a la HAS.

44 Sorelle et al. ; Taki et al. ; essai OptiGene conduit par le NHS.
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le flux de sélection de patients n’a par ailleurs été décrit que par les essais de LeGoff et al. et
de Schneider et al. ;

deux essais* ont en outre explicitement inclus des sujets dont le statut viral était connu avant
réalisation des tests RT-LAMP, s’éloignant ainsi du contexte clinique d’utilisation attendue et
donc du contexte requis d’estimation des performances diagnostiques des tests RT-LAMP (30).

* Pour formaliser ces observations, le niveau de risque de biais de chacun de ces essais a été évalué
en appliquant les criteres prévus par le QUADAS-24 (Annexe 2) (14). Cette analyse a conduit & asso-
cier quatre essais a un risque élevé de biais*’ et a associer le cinquieme et dernier essai a un risque
faible de biais*® (essai LeGoff et al. ; cf. Tableau 3 et Annexe 2).

Tableau 3. Niveau de risque de biais exprimé par essai (QUADAS-2, cf. analyse détaillée en Annexe 2).

RISQUE GLOBAL DE BIAIS

4 2 -~

risque faible risque incertain risque élevé
Essai OptiGene (NHS)
Essai de Schneider et al. b
Essai de LeGoff et al. v
Essai de Sorelle et al. b
Essai de Taki et al. b

3.5. Estimations diagnostiques

* Les cing essais identifiés ont évalué I'intérét diagnostique de tests RT-LAMP sur systeme intégré et
prélévement salivaire en différenciant trois comparateurs (RT-PCR sur prélevements nasopharyngés,
salivaires ou tous deux associés) et trois populations (population globale, sujets symptomatiques, su-
jets asymptomatiques). Ces cing essais ont ainsi généré neuf comparaisons diagnostiques répon-
dant chacune a des questionnements de pratique différents*® (Figure 3 a Figure 5). Parmi ces
comparaisons, celle principale au test RT-PCR composite nasopharyngé et salivaire® a impliqué un
nombre insuffisant d’essais (n=2) pour autoriser la mise en ceuvre d’'une méta-analyse diagnostique
(Figure 3 a Figure 5) ; aucune des analyses en sous-groupe prévues au protocole de ce rapport ne
peut dés lors étre également menée ; cette évaluation s’appuie par conséquent sur une analyse glo-
bale et descriptive.

45 Taki et al., essai OptiGene conduit par le NHS.

46 Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies (QUADAS).

47 Schneider et al., Sorelle et al., Taki et al., essai OptiGene conduit par le NHS.

48 Essai LeGoff et al.

49i) La comparaison a un test RT-PCR composite sur prélévement nasopharyngé et salivaire constitue un comparateur plus perfor-
mant qu’un test RT-PCR appliqué sur un seul compartiment biologique (30) ; la comparaison a un test RT-PCR composite est par
conséquent celle qui permet d’estimer au plus pres les performances diagnostiques intrinseques du test RT-LAMP sur salive. ii) Les
comparaisons réalisées a un test RT-PCR « uniquement » nasopharyngé ou salivaire estiment quant a elles avec davantage « d’'im-
perfections » les performances diagnostiques intrinseques du test RT-LAMP ; elles précisent davantage les modifications de clas-
sement « infecté/non infecté » qu’il conviendrait d’attendre si ce test RT-LAMP venait a remplacer respectivement un test RT-PCR
nasopharyngé ou salivaire isolé. Ces diverses comparaisons répondent ainsi a des questions de pratique non pleinement superpo-
sables.

50 Ce comparateur RT-PCR composite (nasopharyngé + salivaire) est celui qui présente les performances diagnostiques les plus
élevées pour juger du caractere infecté ou non d’un patient par le SARS-CoV-2 (cf. supra) (30).
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* Sous ces réserves, les cing essais identifiés ont réuni 411 diagnostics d’infection par SARS-
CoV-2 confirmés par RT-PCR et 9 220 résultats I’excluant. Quelle que soit la comparaison prise en
compte, il apparait que :

un test RT-LAMP sur systeme intégré et salive pourrait conduire a ne pas juger « infectés » par
le SARS-CoV-2, 10 a 70 % des « sujets® » qui 'auraient été par une technique RT-PCR®? ap-
pliquée sur un prélévement nasopharyngé et/ou salivaire concomitant (faux-négatifs de RT-
LAMP ?) ; ce taux d’omission potentielle fait 'objet d’'une hétérogénéité inter-essais majeure,
toujours supérieure a 50 % (Figure 3 a Figure 5) ;

un test RT-LAMP sur salive pourrait a I'inverse ne conduire que trés minoritairement a suspecter
une infection par le SARS-CoV-2 qui ne l'aurait pas été par un test RT-PCR sur prélevement
nasopharyngé et/ou salivaire concomitant (faux-positifs de RT-LAMP ?) ; de telles discordances
pourraient ne se produire que pour moins de 1 a 3 % des tests RT-PCR négatifs appariés®
(Figure 3a Figure 5).

* Cette hétérogénéité majeure de « sensibilité » du test RT-LAMP sur systeme intégré et préle-
vement salivaire ne trouve aucune explication évidente :

cette hétérogénéité est en effet observée tant en population globale qu’aupres de sujets exclu-
sivement symptomatiques ou asymptomatiques (Figure 3 a Figure 5) ;

cette hétérogénéité pourrait ne pas dépendre du systeme intégré RT-LAMP pris en compte ;
les valeurs extrémes évoquées ci-dessus concernent en effet un méme systéme, le systéme
EasyCOV® (Schneider et al., LeGoff et al. ; cf. analyse spécifique p20-22) ; cette hétérogénéité
est tout autant retrouvée pour le systeme intégré OptiGene® sous forme de variabilité inter-
centre majeure dans I'essai conduit par le NHS (Figure 2).

Les essais disponibles en date de ce rapport pour évaluer I'intérét de tests RT-LAMP sali-
vaires sur systéme intégré dans le cadre du diagnostic et dépistage d’infection par SARS-
CoV-2:

sont peu nombreux (cing essais) et ont regroupé un faible nombre de cas d’infection (n=411) ;
sont en majorité de validité incertaine (i.e., risque élevé de biais, cf. p14) ;
ont dilué leurs résultats au travers de comparaisons multiples (n=9) ;

font état d’'une hétérogénéité majeure et inexpliquée pour ce qui concerne la sensibilité esti-
mée des tests RT-LAMP ;

font a l'inverse état d’estimations précises, homogénes de spécificités potentiellement quasi-
parfaites associées a ces tests.

Ces estimations diagnostiques sont ainsi associées a un faible niveau d’évidence : de nou-
veaux essais pourraient venir modifier le sens et 'amplitude des résultats préliminaires réu-
nis dans ce rapport d’actualisation.

Sous toutes ces réserves, les tests RT-LAMP sur systéme intégré et prélevement salivaire
pourraient étre associés a une sensibilité de 30 & 90 % et a une spécificité le plus souvent
d’au moins 97 a 99 % pour détecter I'infection d’un sujet par le SARS-CoV-2.

5! e terme « sujets » est ici soumis a réserve : une majorité d’essais n'a en effet pas précisé si les résultats qu’ils ont colligés sont
exprimés en « per patient » ou « per prélevement » (Tableau 1).

52 | es estimations les moins favorables sont issues du seul essai jugé a risque faible de biais, I'essai LeGoff et al. (Annexe 2).

53 A 'exception de la comparaison impliquant le test RT-PCR nasopharyngé mis en ceuvre dans I'essai de Schneider et al. et ce en
raison d’un « dysfonctionnement » potentiellement associé a la trousse utilisée dans cet essai (cf. p20).
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VP FP FN VN Sensibilitéc 9% Spécificité [iC 95%]

Sensibilité [ic 95%]

Spécificité [1c 95%]

Centre 1 (NHS) 66 0 10 5861 0.87[0.77, 0.94] 1.00 [1.00, 1.00] —& L]
Centre 2 (NHS) 16 0 3 501 0.84 [0.60, 0.97] 1.00[0.99, 1.00] —— m
Centre 3 (NHS) 6 0 0 52 1.00 [0.79, 1.00] 1.00 [0.93, 1.00] —=a -
Centre 4 (NHS) 22 0 19 26 0.54 [0.37, 0.69] 1.00 [0.87, 1.00] —a— —a
Centre 5 (NHS) 7 0 8 749 0.47 [0.21, 0.73] 1.00 [1.00, 1.00] —— =

Résultats essai 127 0 40 7189 0.76 [0.69, 0.82] 1.00[1.00,1.00 \ 4 , , ® . | L

0 02 04 0608 1 0 02 0.4 06 0.8 1

Figure 2. Forest plot des sensibilités/spécificités du systéme RT-LAMP OptiGene® estimées dans les cing centres
réunis dans I’essai conduit par le NHS et par comparaison a un test RT-PCR sur salive (logiciel Revman, v5.4.1,
Cochrane ; VP/FP, vrais/faux positifs ; VN/FN, vrais/faux négatifs ; dans ces centres, le test RT-PCR était déclaré
« positif » pour un Ct < 45) (22).
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Comparateur
RT-PCR

NP

-—_.__.__:,+

Q S

Risque
de biais

Faible
Elevé

Systéme
RT-LAMP

EasyCov®
EasyCov®

VP FP FN VN

Salicov (AP-HP) 48 39 121 1440
Schneider et al. 61 2 10 370

e i i i . i
R g Sujets symptomatiques et asymptomatiques amalgames dans chaque essai (ou critére non renseigné)

Sensibilité [IC 95%]

0.28 [0.22, 0.36]
0.86 [0.76, 0.93]

NP

Faible
Elevé

EasyCov®
EasyCov®

VP FP FN VN

Salicov (AP-HP) 40 48 77 1553
Schneider et al. 27 35 4 375

Sensibilité [1C 95%]

0.34 [0.26, 0.44]
0.87 [0.70, 0.96]

e

NP : écouvillon nasopharyngé
S : préléevement salivaire

Figure 3. Estimation des performances diagnostiques des tests RT-LAMP sur systeme intégré et prélevement salivaire en population globale.
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Faible
Eleve
Eleve
Eleveé

EasyCov®

Genelyzer FII®
OptiGene®
EasyCov®

VP FP FN VN
Salicov (AP-HP) 46 39 107 1448

Taki et al. 8 0 9 14
OptiGene (NHS) 127 0 40 7189
Schneider et al. 61 2 6 374

Sensibilité [IC 95%)]

0.30 [0.23, 0.38]
0.47[0.23,0.72]
0.76 [0.69, 0.82]
0.91[0.82, 0.97]

VP : vrais positifs | FP : faux positifs | FN

Spécificité [IC 95%]
0.97 [0.96, 0.98]

0.99[0.98,1.00, _, , . &,
0 020406081 00.

Spécificité [IC 95%]

0.97 [0.96, 0.98]
0.91[0.88, 0.94], 3
0 0.2 0.4 06 0.

] L 1 1 1
8100204060

Spécificité [IC 95%]
0.97 [0.96, 0.98]
1.00[0.77, 1.00]
1.00 [1.00, 1.00]
099[0.98,1.00]  _, , |

0 0.2 04 0.

002040608

: faux négatifs [ VN : vrais négatifs



{;g Sujets symptomatiques

Comparateur Risque Systéme
RT-PCR de biais RT-LAMP
NP VP FP FN VN Sensibilité [IC 95%] Spécificité [IC 95%)] Sensibilité Spécificité
—_—t Faible EasyCov® Salicov (AP-HP) 28 19 75 545 0.27 [0.19, 0.37] 0.97 [0.95, 0.98] = u
U S Elevé EasyCov® Schneider et al. 47 2 9 205 0.84[0.72, 0.92] 0.99 [0.97, 1.00] —— +|
0 020406081 0020406081
VP FP FN VN Sensibilité [IC 95%] Spécificité [IC 95%] Sensibilité Spécificité
- NP Faible EasyCov® Salicov (AP-HP) 25 22 53 591 0.32[0.22, 0.44] 0.96 [0.95, 0.98] —— u
Elevé ID Now® Sorelle et al. 32 0 7 44 0.82 [0.66, 0.92] 1.00 [0.92, 1.00] — —a
Eleve EasyCov® Schneider et al. 22 27 4 210 0.85 [0.65, 0.96] 0.89 [0.84, 0.92]= l } E_%._l t } } : {‘. |
0 020406081 0020406081
VP FP FN VN Sensibilité [IC 95%] Spécificité [IC 95%] Sensibilité Spécificité
Faible EasyCov® Salicov (AP-HP) 26 19 67 550 0.2810.19, 0.38] 0.97[0.95,0.98] & u
U 5 Elevé EasyCov® Schneideretal. 47 2 5 209 0.90[0.79, 0.97] 099[0.97,100 _ , , ;= . . . . W
0 020406081 0020406081
NP : écouvillon nasopharyngé VP : vrais positifs | FP : faux positifs | FN : faux négatifs / VN : vrais négatifs

S : prélevement salivaire

Figure 4. Estimation des performances diagnostiques des tests RT-LAMP sur systeme intégré et prélevement salivaire en population symptomatique.
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{;g Sujets asymptomatiques

Comparateur Risque Systéme
RT-PCR de biais RT-LAMP
NP VP FP FN VN Sensibilité [IC 95%] Spécificité [IC 95%)] Sensibilité Spécificité
== Faible EasyCov® Salicov (AP-HP) 20 20 46 895 0.30 [0.20, 0.43] 0.98 [0.97, 0.99] — u
Q S Elevé EasyCov® Schneider et al. 14 0 1 185 0.93 [0.68, 1.00] 1.00 [0.98, 1.00], | )=
0 02040608 10020406081
VP FP FN VN Sensibilité [IC 95%] Spécificité [IC 95%] Sensibilité Spécificité
NP Faible FasyCov® Salicov (AP-HP) 15 26 24 962 0.38 [0.23, 0.55] 0.97 [0.96, 0.98] —— =
Eleve EasyCov® Schneider et al. 5 8 0 165 1.00 [0.48, 1.00] 0.95[0.91, D.QS]I : } ﬁ: } } P '!I
0 020406081 0020406081
VP FP FN VN Sensibilité [IC 95%] Spécificité [IC 95%] Sensibilité Spécificité
Faible EasyCov® Salicov (AP-HP) 20 20 40 898 0.33[0.22, 0.47] 0.98 [0.97, 0.99] —— u
U S Elevé EasyCov® Schneideretal. 14 0 1 165 0.93 [0.68, 1.00] 100[098,100  , @, k6 . . L L W
0 020406081 0020406081
NP : écouvillon nasopharyngé VP : vrais positifs | FP : faux positifs | FN : faux négatifs / VN : vrais négatifs

S : prélevement salivaire

Figure 5. Estimation des performances diagnostiques des tests RT-LAMP sur systeme intégré et prélevement salivaire en population asymptomatique.
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Analyse spécifique du systeme EasyCOV®

* Le systéme intégré EasyCOV® est le seul a avoir fait 'objet de deux essais publiés (essai LeGoff et
al. (146) et Schneider et al. (18)).

* Dans ces deux essais, les performances du systeme RT-LAMP EasyCOV® sur salive ont fait I'objet
de multiples estimations® par comparaison a des tests RT-PCR appliqués sur prélévements nasopha-
ryngés et/ou salivaires et en distinguant plusieurs populations et criteres de positivité ; selon la com-
paraison ainsi prise en compte, le taux de sujets jugés « infectés » variait de 3 & 21 % dans I'essai de
Schneider et al. contre 3,5 a 15,4 % dans I'essai LeGoff et al. (Tableau 4 et Tableau 5).

e Comme cela a été souligné dans la partie précédente, ces comparaisons conduisent a des estima-
tions divergentes de sensibilité/spécificité du test RT-LAMP salivaire EasyCOV® : toutes les estima-
tions de sensibilité sont en effet inférieures a 40 % dans I'essai LeGoff et al. alors qu’elles excédent
systématiquement 84 % dans I'essai de Schneider et al. ; a 'inverse, toutes les estimations de spéci-
ficité sont supérieures ou égales a 97 % dans I'essai LeGoff et al. alors qu’elles varient plus largement
de 88,6 a 100 % dans I'essai de Schneider et al. (Tableau 4 et Tableau 5).

* Quatre différences principales de conduite d’essai pourraient avoir contribué a ces divergences de
sensibilité : i) Schneider et al. ont ainsi utilisé un seuil de RT-PCR plus bas pour juger les sujets testés
comme étant infectés® ; ii) ils ont au-dela tenu compte de trois tests RT-LAMP EasyCOV® par sujet>®
contre un seul dans I'essai LeGoff et al. ; iii) ils ont en outre eu recours a un comparateur RT-PCR
nasopharyngé possiblement sous-optimal®’ ; iv) ils ont en revanche interprété les tests RT-LAMP de
facon automatisée®®, a la différence de la lecture colorimétrique visuelle mise en ceuvre dans 'essai
LeGoff et al.. Aucun de ces éléments ne semble permettre d’expliquer avec certitude, en totalité et a
lui seul les divergences en particulier de sensibilités objectivées entre ces essais. La publication défi-
nitive a venir de I'essai LeGoff et al. pourra potentiellement contribuer a compléter et préciser cette
analyse.

e Dans leur publication en preprint, Schneider et al. ont par ailleurs souligné que d’autres essais de
plus grands effectifs devaient étre obtenus avant de pouvoir juger de la possibilité d’extrapoler leurs
résultats en populations asymptomatiques®.

54 18 estimations associées a I'essai Salicov, 9 associées a I'essai de Schneider et al. (cf. Tableau 4 et Tableau 5).

55 Contrairement a I'essai Salicov (Ct < 40), Schneider et al. ont privilégié un seuil de Ct a 35 pour distinguer les « patients avec
infection active » (Ct<35, tests « positifs ») de ceux qualifiés de « convalescents » (Ct : 35-40) ou de « négatifs » (Ct > 40) ; ce critere
de Ct ne semble toutefois pas suffire a expliquer a lui seul les différences de sensibilité observées ; 'essai Salicov a en effet appliqué
de fagon exploratoire un seuil de Ct < 32 ce qui a augmenté ses estimations de sensibilité d’au plus 10 %, soit & un niveau restant
encore tres inférieur a celui rapporté dans I'essai de Schneider et al.

% Dans I'essai de Schneider et al., un sujet a été déclaré infecté a partir du test EasyCOV® si au moins 2 tests sur 3 de ce type
étaient positifs (cf. note d’analyse finale « RECHMPL20_0170 » du 13/11/2020, p 5 et 6/38) ; selon les investigateurs de cet essai,
5,5 % des sujets ont été associés a des résultats inconstants de test RT-LAMP sur le triplicata réalisé (« A titre d’information, 366
sujets (82,6 %) avaient trois résultats négatifs, 14 (3,2 %) avaient un résultat positif sur 3, 10 (2,2 %) en avaient deux sur trois et 53
sujets (12,0 %) avaient trois résultats positifs », note d’analyse finale, p 17/38). De fagon exploratoire et dans I'hypothése du pire,
c’est-a-dire en ne tenant compte que des tests triplement positifs, la sensibilité du test RT-LAMP sur test unique pourrait étre proche
de 70 % (et non de 86 %) ce qui reste trés supérieur aux valeurs observées dans I'essai Salicov.

57 ’essai de LeGoff et al. a procédé a des prélevements nasopharyngés et salivaires concomitants chez chaque sujet puis a appliqué
une trousse RT-PCR ciblant 3 genes viraux du SARS-CoV-2. Dans I'essai de Schneider et al., les tests RT-PCR nasopharyngés ont
ciblé en majorité un seul géne viral, avec une trousse ayant été remplacée en cours d’essai en raison d’'un dysfonctionnement
suspecté (261/441 sujets concernés, cf. note d’analyse finale du 13/11/2020, p 19-20/38) ; certains prélévements nasopharyngés et
salivaires d'un méme sujet pourraient en outre avoir été espacés de 72 heures, n’étant toutefois pas certain que ce délai concerne
les sujets non hospitalisés (cf. note d’analyse finale, p 7/38) ; ces éléments pourraient in fine avoir contribué a omettre certains sujets
infectés et a avoir surestimé pour partie la sensibilité du test RT-LAMP, dans une amplitude qu’il n’est toutefois pas possible de
préciser.

%8 |nterprétation de photographies a I'aide de I'application EasyCOV Reader®.

59 “First, our screening focused only on individuals with mild symptoms or history of COVID-19 cas contact. Likewise, our cohort is
relatively small and further studies on larger number of individuals are needed to extrapolate our results on asymptomatic groups”.
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Tableau 4. Sensibilités/spécificités du test RT-LAMP salivaire EasyCOV® estimées dans I'essai de LeGoff et al.

Sensibilité RT-LAMP  Spécificité RT-LAMP

Comparateur RT-PCR et critéres de positivité pris en compte Profil des sujets analysés . .
P P P P J y salivaire EasyCOV®  salivaire EasyCOV®
age R : . Effectifs "Malades"
Type de prélévement Genes viraux Ct Statut clinique = % % IC 95 % % IC 95 %
Effectif global 1718 6,8 34 26-44 97 96-98
> 1 cible positive sur 3 <40 Sujets symptomatiques 691 11,3 32 22-44 96 95-98
Sujets asymptomatiques 1027 3,8 38 23-55 97 96-98
Effectif global 1718 6,3 35 26-45 97 96-98
E ill h 8 . .
couvt on(r':lis)op arynge = 2 cibles positives sur 3 <40 Sujets symptomatiques 691 10,6 34 24-46 96 95-98
Sujets asymptomatiques 1027 3,5 36 21-54 97 96-98
Effectif global 1718 5,7 37 27-47 97 96-98
= 1 cible positive sur 3 <32 Sujets symptomatiques 691 9,3 36 24-49 96 94-98
Sujets asymptomatiques 1027 3,3 38 22-56 97 96-98
Effectif global 1640 9,3 30 23-38 97 96-98
> 1 cible positive sur 3 <40 Sujets symptomatiques 662 14 28 19-38 97 95-98
Sujets asymptomatiques 978 6,1 33 22-47 98 97-99
Salive (S)
Effectif global 1648 10,3 28 22-36 97 96-98
> 1 cible positive sur 3 <40 Sujets symptomatiques 667 15,4 27 19-37 97 95-98
Sujets asymptomatiques 981 6,7 30 20-43 98 97-99
Effectif global 1646 8,5 34 26-42 97 96-98
NP et/ou S > 1 cible positive sur 3 <32 Sujets symptomatiques 666 13,8 30 21-41 97 95-98
Sujets asymptomatiques 980 49 40 26-55 98 97-99

nr: non renseigné / IC 95 % : intervalle de confiance a 95 % (estimé par méthode binomiale exacte si non précisé par les investigateurs).
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Tableau 5. Sensibilités/spécificités du test RT-LAMP salivaire EasyCOV® estimées dans I’essai de Schneider et al. (18).

Sensibilité RT-LAMP

Comparateur RT-PCR et critéres de positivité pris en compte Profil des sujets analysés
P P P P J y salivaire EasyCOV®
. "Infectés
P R . . Effectifs .
Type de prélévement Genes viraux Ct Statut clinique = actifs" % IC 95 %
%
Effectif global 441 7 87,1 75-99
Ecouvillon nasopharyngé | = 1 cible positive sur 1, 2 ) .
L <3 Sujet t t 263 9,9 84,6 71-98
(NP) ol 3 ciblées 5 ujets symptomatiques
Sujets asymptomatiques 178 2,8 100 47,8-100*
Effectif global 443 15,1 91 84-98
Salive (S) = 1 cible positive sur 2 <35 Sujets symptomatiques 263 19,8 90,4 82-98
Sujets asymptomatiques 180 8,3 93,3 81-100
> 1 cible positive sur 1, 2 Effectif global 443 16 85,9 78-94
ou ) .
NP et/ou S 3 ciblées (NP) <35 Sujets symptomatiques 263 213 84 74-94
et/ou = 1 cible positive ) ]
sur 2 (S) Sujets asymptomatiques 180 8,3 93,3 81-100

nr: non renseigné / IC 95 % : intervalle de confiance a 95 % / * : intervalles estimées par méthode binomiale exacte.
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Spécificité RT-LAMP
salivaire EasyCOV®

%

91,5
88,6

95,4

99,5
99

100

99,5

99

100

IC 95 %

89-94
85-93

92-98

98,7-100
97,7-100

97,8-100*

98,7-100

97,7-100

97,8-100*
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3.6. Position de ’'European Centre for disease prevention and
control (ECDC)

* Dans sa recommandation du 3 mai 2021 portant I'utilisation de la matrice salivaire pour les tests
COVID-19%, 'ECDC a souligné que I'avantage attendu de la RT-LAMP est sa réalisation rapide entre
30 a 60 minutes (il s’agit donc bien ici de l'utilisation de systéme sans extraction). Pour autant, 'TECDC
a considéré que « des études additionnelles sont requises pour valider les tests RT-LAMP dis-
ponibles lorsqu’ils sont utilisés avec d’autres prélévements respiratoires ou la salive ».

3.7. Position du groupe d’experts

* Le groupe d’experts pluridisciplinaire (virologues, biologiste et médecin généraliste) a été réuni le
13 juillet 2021.

* A titre liminaire, le groupe d’experts a rappelé la pertinence dans la stratégie de prise en charge de
l'infection par le SARS-CoV-2 de la RT-LAMP sur prélevement nasopharyngé ainsi que de la RT-PCR
sur prélevement salivaire.

* Le groupe d’expert a également rappelé que I'avantage revendiqué de la RT-LAMP en matiére de
rapidité de réalisation (30 a 45 minutes selon les tests), est principalement associé a I'absence de
I'étape d’amplification des acides nucléiques. En effet, le recours a une RT-LAMP intégrant cette étape
d’amplification sera susceptible de gagner en efficacité mais perdra en rapidité de réalisation.

* Dans le cadre de la présente analyse portant sur les systemes intégrés de RT-LAMP (sans amplifi-
cation) sur prélevement salivaire, le groupe d’experts a souligné la grande hétérogénéité des résultats
des études portant sur ces technologies de santé.

 Si aucune explication robuste n’a pu étre apportée a ce stade pour cette hétérogénéité de résultats
notamment entre sites de réalisation, le groupe d’experts a considéré que les systémes intégrés de
RT-LAMP sur prélévement salivaire présentent vraisemblablement des difficultés d’ordre technique
non-encore résolues susceptible d’altérer la reproductibilité des performances en conditions réelles
d’utilisation. La question de I'impact de la matrice salivaire sur la multiplicité des amorces requises par
la technique RT-LAMP a d’ailleurs été évoquée par le groupe d’experts.

* Par ailleurs, au-dela des aspects techniques, la question de I'utilité clinique des systémes intégrés
de RT-LAMP sur prélévement salivaire a été posée par le groupe d’experts. En effet, depuis le précé-
dent avis rendu en novembre 2020, la stratégie de prise en charge s’est considérablement étoffée
grace a l'arrivée et a la validation de nouveaux tests (RT-PCR et TMA sur prélevement salivaires, tests
antigéniques rapides sur prélevement nasal, tests antigéniques automatisés sur prélévement naso-
pharyngés, autotests antigéniques rapides, tests sérologiques en contexte pré-vaccinal). Que ce soit
en diagnostic, en contact-tracing, en dépistage ciblé a large échelle, ou pour des indications pré-vac-
cinales ou sociétales, les besoins sont aujourd’hui largement couverts par les tests aujourd’hui dispo-
nibles et parfaitement validés, méme lorsque la RT-PCR sur prélevement nasopharyngé est impossible
ou difficilement réalisable.

* Compte tenu de ces éléments, le groupe d’experts a considéré qu’il n’y avait pas actuellement de
pertinence a recourir & des tests RT-LAMP intégrés sur prélévement salivaire, dans le cadre de l'in-
fection a SARS-CoV-2.

60 https://www.ecdc.europa.eu/sites/default/files/documents/covid-19-use-saliva-sample-material-testing.pdf
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* Le groupe d’experts a également souligné que cette position ne remettait pas en cause I'intérét et la
place dans la stratégie de prise en charge des autres tests moléculaires (RT-PCR et TMA) sur préle-
vement salivaire ou de la RT-LAMP sur prélevement nhasopharyngé.
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Annexe 1. Recherche et sélection bibliographique

Equations de recherche utilisées pour consulter la base Medline
* Recherche ciblant les techniques RT-LAMP de détection du SARS-CoV-2 (anglais, francais) :

(COVID-19 OR coronavirus disease 2019 OR COVID-19 testing OR COVID-19 nucleic acid test-
ing)/de OR (2019-nCoV OR COVID-19 OR SARS-CoV-2 OR COVID19)/ti

AND (reverse transcription loop mediated isothermal amplification OR lamp assay)/de OR (LAMP)/ti
OR (RT-LAMP OR reverse PRE transcription PRE loop-mediated PRE isothermal PRE amplification
OR reverse PRE transcription PRE LAMP)/ti,ab

* Recherche ciblant les tests salivaires de détection du SARS-CoV-2 (anglais, francais) :

("2019-nCoV"[Title/Abstract] OR "COVID-19"[Title/Abstract] OR "SARS-CoV-2"[Title/Abstract] OR
"COVID19"[Title/Abstract])

AND ("saliva"[Text Word] OR "saliva"[MeSH Terms])

AND ("Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction"[MeSH Terms] OR ("reverse transcription
polymerase chain reaction"[Text Word] OR "Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction"[Text
Word] OR "RT-PCR"[Text Word]))

Revues systématiques et méta-analyses identifiées et analysées

e La recherche documentaire associée a ce rapport a identifié 30 revues systématiques et méta-
analyses qui ont toutes été examinées in extenso.

* Les quinze publications suivantes ont fait état d’au moins un essai ayant impliqué des tests
RT-LAMP sur prélevement « salivaire® » (Tableau 6a-c) : Bastos et al., 2020 (31) ; Butler et al.,
2021 (32) ; Chaouch et al., 2020 (33) ; EUnetHTA, 2020 (34) ; HAS, 2020 (5) ; Hellou et al., 2020 (35)
; Kivela et al., 2020 (36) ; Lee et al., 2021 (37) ; Medeiros et al., 2020 (38) ; Moreira et al., 2021 (39) ;
O’Leary et al., 2021 (40) ; Ricco et al. 2020 (41) ; Sagredo et al., 2021 (42) ; Subsoontorn et al., 2020
(43) ; Yang et al., 2020 (44).

* A l'inverse, les quinze publications suivantes n’ont pas fait état d’essai original impliquant des
tests RT-LAMP sur prélévement salivaire : Axell-House et al., 2020 (45) ; Boger et al., 2021 (46) ;
Comber et al., 2020 (47) ; Czumbel et al., 2020 (48) ; Dinnes et al., 2021 (49) ; Fakheran et al.,
2020 (50) ; HIQA®2, 2020 (51) ; HTW®2, 2020 (52) ; Jarrom et al., 2020 (53) ; Khurshid et al., 2020 (54) ;
Meng et al., 2020 (55) ; Nasiri et al., 2021 (56) ; Peeters et al., 2020 (57) ; Viswanathan et al., 2020
(58) ; Yoon et al., 2021 (59).

* Références des essais ayant appliqué un test RT-LAMP sur prélevement salivaire et ayant été
mentionnées par les méta-analyses et revues systématiques publiées en date de cette évalua-
tion (Tableau 7a-b) : Asprino et al., 2020 (60) ; Ben-Assa et al., 2020 (61) ; Bramley et al., 2020 (62) ;
Brandsma et al., 2021 (63) ; Dudley et al., 2020 (64) ; Flynn et al., 2020 (65) ; Fowler VL et al., 2020
(66) ; Ganguli et al., 2020 (67) ; Jiang et al., 2020 (68) ; Kellner et al., 2020 (69) ; Kim et al., 2020 (70) ;
Lalli etal., 2020 (71) ; L’'Helgouach et al., 2020 (72) ; Lu et al., 2020 (73) ; Matsumura et al., 2020 (74) ;

61 Termes mentionnés : « saliva », « sputum ».

62 | 'agence irlandaise HIQA (Health Information and Quality Authority) a résumé des méta-analyses et revues systématiques pu-
bliées ; ces publications de synthese ont été examinées individuellement lors de ce processus de sélection.

63 Health Technology Wales (HTW).
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Nagura-lkeda et al., 2020 (75) ; SoRelle et al., 2020 (20) ; Taki et al., 2020 (21) ; Yamazaki et al., 2021
(76) ; Yokota et al., 2020 (77, 78) ; Wei et al., 2020 (79).

Motifs de non-inclusion des essais ayant été examinés sur publication in extenso

* Le Tableau 8 détaille le motif principal de non-inclusion des essais identifiés par la recherche biblio-
graphique de ce rapport et ayant été examinés sur publication in extenso.
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Tableau 6a. Caractéristiques principales des revues systématiques et méta-analyses ayant fait état d’au moins un essai impliquant un test RT-LAMP sur prélevement salivaire.

Bases bibliographiques consultées

Période de recherche

Essais diagnostiques
ciblant le SARS-CoV-2 (n=)

dont essais impliquant une technique RT-
LAMP sur prélévement salivaire (n=)

Méta-analyse associée

HAS

Medline, Embase

medRxiv, bioRxiv

Jusqu'au 23/11/2020

13

13

Non

EUnetHTA
Medline, Embase
Central, WHO
preprint website

Jusqu'au 31/07/2020

103

Oui

Subsoontorn et al.

Medline

medRxiv, bioRxiv

Jusqu'au 28/09/2020

65

Oui

Butler et al.

Medline

medRxiv

Jusqu'au 29/08/2020

16

Oui

Hellou et al.
Medline, Embase
Cochrane Library

medRxiv

Jusqu'au 31/08/2020

51

Oui

Tableau 6b. Caractéristiques principales des revues systématiques et méta-analyses ayant fait état d’au moins un essai impliquant un test RT-LAMP sur prélévement salivaire.

Bases bibliographiques consultées

Période de recherche

Essais diagnostiques
ciblant le SARS-CoV-2 (n=)

dont essais impliquant une technique RT-
LAMP sur prélévement salivaire (n=)

Méta-analyse associée

Bastos et al.

Medline, Embase

medRxiv, bioRxiv

Jusqu'au 01/11/2020

37

Oui

Kivela et al.

Medline

medRxiv, bioRxiv

Jusqu'au 15/09/2020

14

Oui

Lee et al.

Medline

medRxiv, bioRxiv

Jusqu'au 01/10/2020

25

Oui

Medeiros et al.
Medline, Embase

Cochrane, Scopus

Jusqu'au 01/10/2020

39

Non

Moreira et al.
Medline
Scopus

ClinicalTrial.gov

Jusqu'au 30/12/2020

33

Oui
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Tableau 6¢. Caractéristiques principales des revues systématiques et méta-analyses ayant fait état d’au moins un essai impliquant un test RT-LAMP sur prélévement salivaire.

Bases bibliographiques consultées

Période de recherche

Essais diagnostiques
ciblant le SARS-CoV-2 (n=)

dont essais impliquant une technique RT-
LAMP sur prélévement salivaire (n=)

Méta-analyse associée

O'Leary et al.

Medline

medRXxiv, bioRxiv

Jusqu'au 17/08/2020

19

Oui

Ricco et al.

Medline, Embase

medRxiv

Jusqu'au 01/06/2020

14

Oui

Sagredo et al.
Medline

Cochrane, Scielo

Jusqu'au 01/07/2020

20

Non

Chaouch et al.
Medline, Embase
Scopus
medRxiv, bioRxiv
Non renseigné mais

antérieur a 10/2020

41

Non

Yang et al.
Medline, Embase

Web of Science

Jusqu'au 25/03/2020

18

Oui
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Tableau 7a. Liste des essais ayant appliqué un test RT-LAMP sur prélevement salivaire et ayant été pris en compte par les méta-analyses et revues systématiques publiées

en date de cette évaluation (« 1 » : essai inclus).

Asprino et al. 1
Ben-Assa et al. 1
Bramley et al. 1
Brandsma et al.

Dudley et al. 1
Flynn et al. 1
Fowler et al. 1
Ganguli et al. 1
Jiang et al.

Kellner et al.

Kim et al.

L’Helgouach et al. 1
Lalli et al. 1
Lu et al.

Matsumura et al.

Nagura-lkeda et al. 1
Sorelle et al.

Taki et al. 1
Wei et al. 1
Yamazaki et al. 1

Yokota et al.
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Tableau 7b. Liste des essais ayant appliqué un test RT-LAMP sur prélevement salivaire et ayant été pris en compte par les méta-analyses et revues systématiques publiées

en date de cette évaluation (« 1 » : essai inclus).

Asprino et al.

Ben-Assa et al.

Bramley et al.

Brandsma et al.

Dudley et al.

Flynn et al.

Fowler et al.

Ganguli et al.

Jiang et al.

Kellner et al.

Kim et al.

L’Helgouach et al.

Lalli et al.

Lu et al.

Matsumura et al.

Nagura-lkeda et al.

Sorelle et al.

Taki et al.

Wei et al.

Yamazaki et al.

Yokota et al.
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Tableau 8. Motifs de non-inclusion des essais examinés sur publication in extenso.

Auteurs

Ali et al. (80)
Asprino et al. (60)
Baek et al. (81)
Bektas et al. (82)
Ben Assa et al. (61)
Bikos et al. (83)
Bokelmann et al. (84)
Bramley et al. (62)
Brandsma et al. (63)
Chow et al. (85)
Crone et al. (86)
Deckert et al. (87)
Diaz et al. (88)

Ding et al. (89)

Ding et al. (90)

Dong et al. (91)
Dudley et al. (64)

Eckel et al. (92)
Flynn et al. (65)

Fowler et al. (66)

Freire-Paspuel et al. (93)

Ganguli et al. (67)
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Motif principal d'exclusion
Absence de prélevement salivaire.
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Absence de préléevement salivaire.
Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).
Effectif insuffisant (n<15).
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Absence de prélévement salivaire.
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Absence de performances diagnostiques exprimées a partir de prélevements salivaires.
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Absence de prélévement salivaire.
Protocole d’essai.
Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).
Effectif insuffisant (n<15).
Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).

Absence de préléevement salivaire.

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré" ; essai de développement technique n'exprimant pas de performances diagnos-

tiques sur salive.

Absence de prélevement salivaire.

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Effectif insuffisant (n<15).

Absence de prélevement salivaire.

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".



Auteurs
Garcia-Bernalt et al. (94)
Garcia-Venzor et al. (95)
Gonzalez et al. (96)
Gonzalez et al. (97)
Haqg et al. 2020 (98)
Hagq et al. 2021 (99)
Hou et al. (100)
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Motif principal d'exclusion

Absence de prélévement salivaire.
Effectif insuffisant (n<15).

Effectif insuffisant (n<15).

Absence de prélevement salivaire.
Absence de prélévement salivaire.
Absence de prélevement salivaire.
Absence de préléevement salivaire.

Doublon (publication preprint de Howson et al., 2021 (102)).

Essai de développement technique n'exprimant pas de performances diagnostiques sur salive.

Absence de prélevement salivaire.

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".

Absence de prélevement salivaire.

Effectif insuffisant (n<15).

Absence de prélevement salivaire.

Absence de prélevement salivaire.

Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".

Technique autre que RT-LAMP.

Essai de développement technique.

Absence de performances diagnostiques exprimées a partir de prélévements salivaires.
Absence de prélevement salivaire.

Effectif insuffisant (n<15).

Effectif insuffisant (n<15).

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
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Motif principal d'exclusion

Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).

Absence de prélevement salivaire.
Absence de prélévement salivaire.
Technique autre que RT-LAMP.

Absence de prélévement salivaire.

Technique RT-LAMP sur « systéme intégré » mise en ceuvre aprés extraction d’ARN.

Absence de préléevement salivaire.
Absence de prélevement salivaire.

Absence de prélevement salivaire.

Prélevements non réalisés simultanément ; technique RT-LAMP sur « systeme intégré » mise en ceuvre aprées extraction d’ARN.

Technique RT-LAMP réalisée apres extraction ARN.
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".

Absence de prélevement salivaire.

Absence de performances diagnostiques exprimées a partir de prélévements salivaires.

Essai de développement technique (« mock swab »).
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Absence de prélevement salivaire.

Absence de prélevement salivaire.

Absence de prélevement salivaire.

Absence de prélevement salivaire.

Technigque RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".
Essai de développement technique.

Absence de préléevement salivaire.

Absence de prélevement salivaire.
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Motif principal d'exclusion

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systéme intégré".

Absence de prélévement salivaire.

Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).
Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".

Absence de préléevement salivaire.

Technique RT-LAMP non réalisée sur "systeme intégré".

Essai de développement technique (salive enrichie de virus en laboratoire).

Nature des échantillons biologiques utilisés non précisée.

Comparaison inconstante a un test RT-PCR dans la cohorte "aéroport" ; technique RT-LAMP réalisée sur "systéme intégré" apres ex-

traction d'’ARN.
Essai de développement technique.
Absence de prélévement salivaire.

Essai de développement technique.
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Annexe 2. Méthode d’analyse des risques de biais des essais analysés

Conformément aux recommandations internationales en vigueur, les risques de biais des essais ana-
lysés ont été évalués en adaptant la grille du QUADAS 2% (14) au contexte de ce rapport (PRISMA-
DTA (12), Cochrane (13)). Des criteres de risque de biais ont ainsi été définis pour chacun des
quatre domaines de conduite d’essai prévus par le QUADAS 2 (Tableau 9) ; I'application de ces cri-
téres a permis de qualifier le risque de biais de chaque essai de faible, d’'incertain ou d’élevé®® (Tableau
10).

Tableau 9. Critéres appliqués pour évaluer le niveau de risque de biais de chaque essai analysé.

DOMAINE 1 : SELECTION DES SUJETS
Risque de biais :

- faible : inclusion prospective et consécutive de sujets de statut infectieux
Q1/ Le processus de sélection des sujets inconnu et en fonction de critéres prévus au protocole ;

a-t-il pu introduire un biais ? - élevé : inclusion de plus de 10 % de suijets de statut infectieux préalable-
ment établi par RT-PCR ;

- incertain : autres cas de figures ou critére non renseigné.
DOMAINE 2 : INTERPRETATION DU TEST RT-LAMP A EVALUER
Risque de biais :

- faible : test RT-LAMP interprété en fonction de critéres prévus au proto-
cole, a partir d'un prélévement concomitant de celui utilisé pour le test RT-

Q2/ La positivité des tests RT-LAMP sali- PCR et en insu de ce test |

vaires a-t-elle été affirmée a partir de cri-

téres explicites prévus au protocole ? - élevé : test RT-LAMP interprété en I'absence d’insu vis-a-vis du test RT-

PCR et/ou a partir de plusieurs tests par sujet sans exigence de concor-
dance compléte entre ces tests RT-LAMP répétés ;

- incertain : autres cas de figures ou critére non renseigné.
DOMAINE 3 : INTERPRETATION DU TEST RT-PCR DE COMPARAISON
Risque de biais :

- faible : positivité des tests RT-PCR affirmée a partir d'un seuil de Ct et
Q3/ La positivité des tests RT-PCR a-t-elle d'un nombre minimal de génes viraux concernés prévus au protocole et
été affirmée a partir de critéres explicites conformes aux directives de I'industriel devant étre appliquées en pratique ;

prévus au protocole ? - élevé : critéres de positivité des tests RT-PCR adaptés a posteriori en
fonction des observations réunies ;

- incertain : autres cas de figures ou critére non renseigné.
DOMAINE 4 : PROCESSUS DE COMPARAISON DIAGNOSTIQUE
Risque de biais :

- faible : ensemble des tests RT-LAMP réalisés ayant été comparés a un
test RT-PCR mis en ceuvre chez le méme sujet sur un prélevement dont

Q4/ Les comparaisons diagnostiques réali-  la nature a été fixée au protocole ;

sées ont-elles pu introduire un biais ? - élevé : absence de prise en compte de plus de 20 % des tests RT-LAMP
mis en ceuvre, pour des critéres non définis ou non indépendants de ces
tests ;

- incertain : autres cas de figures ou criteére non renseigné.

64 QUADAS : Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies.
% | e risque de biais d’un essai correspond au risque le plus élevé observé au sein des quatre domaines évalués.
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Tableau 10. Niveau de risque de biais exprimé par domaine puis globalement par essai.

Domaine concerné du QUADAS-2

RISQUE de BIAIS de I'ESSAI

1 2 3 4
Optigene (NHS) % @ (7] 7] “
Schneider et al. v “ (1?7 2] “
LeGoff et al. v v v 4 ‘;’
Sorelle et al. (2] (7 @ - “
Taki et al. “ o 2 @ “
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