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FIND - Foundation for Innovative New Diagnostics
Organizacion sin animo de lucro creada en 2003
Transformando retos diagnosticos complejos en soluciones

simples para transformar vidas y vencer a las enfermedades
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B‘ Acelerando la eliminacion de la malaria

ELIMINACION

Deteccidon pasiva

Deteccion de casos

Tratamiento de sintomas
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Busqueda activa

Deteccidon de infectados
(sintomaticos a
asymptomaticos)

Cura radical
(parar la transmision)




s

Meta-analisis de 72 publicaciones de

microscopia vs PCR:

Microscopia no detecta 25.5% y 88% de
las infecciones en areas de alta y baja

transmision respectivamente.

Presencia de gametocitos e infectividad

Presencia e infectividad de infecciones
sub-microscopica
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ss Diagnostico en diferentes niveles de
transmision

Densidad

L

parasitaria 4

100,000 —

10,000 —

1,000 —

Pruebas moleculares

100 —

10 — ) . .
Infecciones asintomat

A 4

Alta transmision Baja transmision/ Pre-eliminacion Tamizaje eliminacion

David Bell
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B‘ Como mejorar la microscopia?

H\Ventajas de la microscopia: N
- Deteccion de especies

- Diferenciacion de estadios
- Cuantificacion

BMejorias para eliminacion:
- Limite de deteccion > 1 parasito/ul
- Alto rendimiento

BMicroscopia computarizada:

- Altamente dependiente de la calidad de
la lamina y de la tincién

- Especificidad afectada por artefactos [

- Costos
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PDRs para la eliminacion de la malaria?

Una proporcion importante de asintomaticos no es detectada por PDRs - Etiopia

Table 4 Prevalence of microscopic and sub-microscopic Plasmodium falciparum by age group as diagnosed by rapid
diagnostic test, blood film (microscopy) and polymerase chain reaction

Prevalence of microscopic infections Prevalence of sub-microscopic infections
(P. f and mixed), n=1, 453 (P. f & mixed), n=400

Age group, years Microscopy,% (N) RDT,% (N) PCR*,% (N)

2-5 70 (15/214) 12,6 (27/214) 10.2 (5/49)

B-15 3.9 (19/485) 9.1 (44/485) 20.1 (29/144)

16-25 2.7 (9/331) 54 (18/331) 208 (16/77)

26-35 41 (11/268) 49 (13/268) 227 (20/88)

>35 1.9 (3/155) 1.9 (3/155) 16.7 (7/42)

*are PCR- positive samples that were negative by both microscopy and RDT and it does not indude PCR positives that were also positive by microscopy or RDT.

Golassa et al. 2013

Ventajas de las PDRs

Faciles de usar y rapidas
' ?
No necesita equipos Pueden mejorarse las PDRs*

Transporte y almacenamiento a T° ambiente
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Iniciativa IDT de la Fundacion Gates

Desarrollo de una PDR 10 a 100 veces mas sensible que las PDR en el mercado

Research and development Evidence building
@ Higher sensitivity RDT design Partners: TBD @ ndependent @ Clinical/field trials
c21 lab verification
s <« e o W
ID/Date: c321 o : -
@ 2nd-generation device capabilities Partners: PATH, Partng;g: E’ZTH, UCSF,
o — @ _a— FIND, UCSF PMI, FIND ...TBD
— Data
R M f infecti .
eade.r box . aps of infection Access and adoption
Enabling technologies @ Regulatory Partners: TBD
@ Need high affinity capture antibodies, or novel capture FDA 510K WHO PQ In-country Registration

reagents for allowing sensitive detection of HRP2 Ag

@ _ roic
recommendation recommendation

@ specimen bank to test new RDTs @® New approved comparator ©® rrocurement © Country

l standards and financing |ntroducthn
« Lttt A - g and adoption

" Need samples of malaria

symptomatic, asymptomatic and @ gPCR test (U of W) ' Project Governance
negative people @ Advisory Boards
@D gHRP2 ELISA (partner TBD) @ Technical Advisory Board

Partners: PATH, FIND @ Strategic Steering Committee

o/no go decision Sept 20?51Commercfaﬁzat:‘cn 2017

G
Mar 2015¢ l

Technical Develop Regulatory Scaled
Feasibility Validate Policy Impact

Operational

Nov 2014 feasibility
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Lectores y conectividad

Marcadores paramagnéticos Marcadores flourescentes Contraste térmico
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Factibilidad y costos?
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B‘B Pruebas moleculares para eliminacion
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PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

%wmﬂmmmw% Step 1 : denaturation|

1 minut 94 °C
I [0

[13  Step 2 : annealing a
|5
45 seconds 54 °C

forward and reverse
5 primers !!!
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2 minutes 72 °C
only dNTP's
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PCR:

- Alta complejidad
- Requiere equipos e infraestructura
- Resultados en mas de 4 horas

made up of genes
. ~)
“w ::a
The genas consist of DA ;?"’
which I made up of four "'='=F"‘-«
chemical letters ..;.._:?.-
.\\\ -
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“5 Evaluacion del desempeno de diferentes
meétodos moleculares para malaria

TABLE 2 Protocols employed to detect Plasmodium spp. parasites at an internal laboratory and 9 collaborating laboratories

No. of No. of
Lab gDMNA extraction PCR chemistry cycles Positive criterion Gene target replicates No. of targets Species targeted Reference(s)
UNC QTAamp DNA minikit Real-time PCR with 40 Cr<40 Plasmodium 185 rRNA 2 Duplex/monoplex P. falciparum, P. vivax, 22
TagMan probes P. malariae, P. ovale
UNC QlAamp DNA minikit Real-time PCR with 40 Cp=<40 P. falciparum lactate 2 Monoplex P. falciparum 14
TagMan probe dehydrogenase
A QIlAamp DNA blood kit Nested PCR 30/30 Agarose gel Plasmodium 185 rRNA 1 Monoplex P. falciparum, P. vivax, 25,26
electrophoresis P. malariae
B QlAamp DNA minikit Real-time PCR with 40 C,.<40 Plasmodium 185 rRNA 2 Duplex P. falciparwm, P. vivax, 25,26
TagMan probe P. malariae, P. ovale
C Chelex protocol Real-time PCR with 40 C.<40 Plasmodium 185 rRNA 2 Multiplex P. falciparwm, P. vivax, 27
TagMan probes P. malariae, P. ovale
D QTAamp DNA minikit Real-time PCR with 50 C,.<50 Plasmodium 185 rRNA 2 Multiplex P. falciparum, P. vivax, 28,29
X5 probes P. malariae, P. ovale
E QTAamp DNA minikit Real-time PCR with 40 Cp=<40 P. falciparum 185 2 Monoplex P. falciparum 30
TagMan probes rRNA
F Invitrogen PureLink Real-time PCR with 50 C,<45 Plasmodium 185 rRNA 2 Multiplex P. falciparum, P. vivax, 13,27
genomic DINA kit TagMan probes P. malariae, P. ovale
G QIlAamp DNA minikit Real-time PCR with 40 C. <40 P. falciparum 1858 2 Monoplex P. falciparum 25
TagMan probe TRNA
H QlAamp DNA minikit Real-time PCR with 40 C,.<40 P. falciparum 185 2 Monoplex P. falciparum 30
TagMan probe rRNA
] QlAxtractor Nested PCR 24/29 Capillary gel Plasmodium 185 rRNA 1 Monoplex P. falciparum, P. vivax, 22,23
electrophoresis P. malariae, P. ovale

3636 E=8 Total
9/9 ES Mono-species

149/63 g Total
(2127 o9 Mono-species 5%

:28136 . - P. falciparum ) .
: Bl Multi-species Lt 27127 B Multi-species
11112 :
B8 - 9/9

: 516 0.5% I
1012 P. falciparum !
NA P NA
11012
3 1 2 | 1 4/18
S7110 Trace :
1 4i5 P. falciparum ) 5 to 5 p/ u 53'9

; 1315 : : : : 218

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Detection rate Detection rate
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Nuevos métodos moleculares isotérmicos

Métodos de amplificacion de acidos nucleicos que no necesitan termocicladores y usan
proteinas accesorias que imitan la replicacion de DNA in vivo

Technique Target | Primers/ Enzymes T® Multiplex Detection Tolerance to Denaturing LOD
design (°C) contaminants agent (copy)
1 Yes

DNA/ 2 94, 55-60, Fluorescence Low Heat 1
RNA Simple 72 Gel
ELISA

DNA 2 2 37, 60-65 Yes Fluorescence High Helicase 1
(RNA) Simple

DNA 4-6 1 60-65 Yes Fluorescence High Betaine 5
(RNA) Complex Turbidity

NASBA RNA 2 2-3 65-95, 37- Yes Fluorescence @ Low RNaseH 1
(DNA) Simple 42

RCA DNA 1 1 30-65 No Fluorescence  Low ®29 DNA 10
(RNA) Simple polymerase
SMART DNA/ 2 2-3 41 No Fluorescence | Low RNaseH

RNA Complex

SDA DNA 4 2 37 No Fluorescence @ Low Restriction 10
(RNA) complex enzymes

Reunion AMI/RAVREDA - Brazil Modified from Karami et al. 2011 and Craw et al. 2012



B‘B LAMP (amplificacion mediada por bucles)

F3c F2¢Flc¢ Turget DNA Bl B2 B3
Ry

5
5" : m— # Fl Blc B2¢ B3e
F3 F2 FI1 Blec B2¢B3c F2 i)
% gy N0 B3
i B - PBled
3¢ F2¢Fle 3 ;
) 39 F3c F2c¢Flc¢ Bl B2 B-'- %
1P = ,j‘ ' 7
; bl-‘l 2 ¥ DNA Polymerase ‘
with strand displacement activity
7 Loop Primer B
F2¢ Fle Bl
I’Z%} X Blc 32
- . Flf
Caracteristicas: £
VI oop Primer |
f:‘ﬂ Blc B2¢
- Alta especificidad (4 to 6 cebadores) o < 3o g B2
P . —_— “B1
- Réapida (15 - 60 minutos) [er] >

- Isotérmica (Bst DNA polymerasa)

- Detection visual (turbidez, fluorescencia)

- Sistema cerrado (baja contaminacion)

- Robusta (métodos simples de extraccion de
DNA)
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LAMP ampliamente utilizada para malaria

En general:

- Desempeno comparable a PCR.

- Limite de deteccion entre 1y 125 parasitos/ul.
- Volumen de muestra pequeno.

Sin embargo:
- Soélo en laboratorios de referencia.
- Con reactivos que requiren cadena de frio.

Como adaptar LAMP a
areas remotas?

14




Desarrollo de un kit Pan/Pf LAMP

Extraccion de DNA . Reactivos secos | Amplificacion y deteccion
| Establesa <30°C | (65°C - 40 min)

Boil&Spin - 60 ul sangre !
LA-500 turbidimeter

(~10 min)

—&— 20,000 parasites
—0- 2,000 parasites
—&— 200 parasites
—e-20 parasites
—i— 2 parasites.
-%— SDW/

Negative control

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60
Time (minutes)

PURE - 35 ul sangre
(~10 min)




55 Kit LAMP para la deteccion de
asintomaticos

Cambodia
Institut Pasteur du Cambodge

Indonesia

University of California in San Francisco

t

Zanzibar
Karolinska Institute

| Swaziland

Colombia
Caucaseco Scientific Research Center

University of California in San Francisco

Reunion AMI/RAVREDA - Brazil

Namibia
University of California in San Francisco
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B‘B Desempeno del kit LAMP para deteccion
de infecciones asintomaticas

Tamaino de muestra

Sensibilidad (%) Especificidad
IC95%

Porcentaje de positivos

Camboya 516 19,8 93.3 86.4
90.5-95.4 76.6-92.7
Zanzibar 996 1.8 (LAMP) 83.3 99.7
1.0% (PDR) 58.6-96.4 99.1-99.9
Colombia 980 6.6 (LAMP) 90.9 99.5
0.2 (microscopia) 80.0-97-0 98.7-99.8
Suazilandia ~7000 1.2 (LAMP)
0.5 (PDR)

Reunion AMI/RAVREDA - Brazil
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“‘ Potenciales usos de las pruebas
moleculares en eliminacion de malaria
BPicos de transmision

« Tamizaje y tratamiento durante temporada de baja transmision para
reducir casos durante la temporada de alta transmision

BAreas de baja transmision en via de eliminacion
« Tamizaje y tratamiento focal (ESAT)

* Prevencidn de la re-introduccion: tamizaje y tratamiento de personas
procedentes de areas de alta transmision (ej. mineros, militares, etc.)

* Determinar la verdadera prevalencia para medir impacto (MDA)

BOtros

« Tamizaje de mujeres embarazadas
« Ensayos clinicos de medicamentos y vacunas
» Estandar de referencia para otras pruebas diagndsticas

Reunion AMI/RAVREDA - Brazil 18



B‘B Recomendaciones de la OMS - Pruebas
moleculares en baja transmision - Marzo 2014
1. La deteccién y tratamiento pasivos y activos de casos clinicos debe continuar basada en microscopiay

PDRs de calidad asegurada.

2. Los métodos diagnosticos mas sensibles se recomiendan en areas con prevalencia de parasitos <10%.
El uso de métodos moleculares no debe desviar los recursos destinados a prevencion, control y vigilancia.

3. Los métodos moleculares se recomiendan para investigacion epidemiologica, mapeo de infecciones
sub-microscopicas, y para la identificacion y eliminacién de focos de transmision.

4. Toda infeccion (incluyendo sub-microscopicas) deben considerarse como potencialmente infecciosas y
capaz e contribuir a la transmision. La deteccion especifica de gametocitos no es necesaria como

actividad de rutina.

5. Un sistema externo de aseguramiento de la calidad y materiales y métodos estandar deben
implementarse para garantizar la comparabilidad de los diferentes métodos moleculares existentes.

6. Le estandarizacion y validacion de métodos y reactivos de serologia es necesaria para definir su rol en
evaluaciones epidemiolégicas.
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B‘B Caracteristicas preferidas - Pruebas
moleculares en baja transmision - Marzo 2014
Caracteristicas ideales de pruebas moleculares:

- Deteccion de < 2 parasitos/ul

- Volumen de muestra < 50 ul de sangre

- No requiere equipo unico / equipo portatil

- Flexibilidad en suministro eléctrico

- Deteccion de género con especiacion de positivos

- Resultados disponibles en 16 horas (maximo 24 horas)
- Procesamiento de > 48 muestras/persona/platforma/dia
- Reactivos estables a 4°C por < 1 afio o0 a T° ambiente por < 6 meses
- Transporte > 4°C

- Entrenamiento < 5 dias

- Sin desechos toxicos

- Bajo riesgo de contaminacion

- Asequible

- Lectura de resultado automatico

- Resultados faciles de interpretar

- ldealmente con conexién a la red

- Especificidad > 95%
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B‘ Cual es el limite de deteccion requerido
para parar la transmision y tener impacto?

Paciente con sintomas y es
tratado

Transmision a partir de casos clinicos

Grupo de asintomaticos que podrian

Individuo asintomatico que
detectarse por pruebas molegulares

no busca tratamiento

Limite de deteccion de
microscopia y PDR

Limite de deteccion de pruebas
moleculares (~1p/ul)

X% de infecciones por debajo de
0.02p/uly no detectadas por PCR
de alto volumen?
X% por debajo delp/ul ?

I I IS S I S S - I I IS IS IS S S S
Reunion AMI/RAVREDA - Brazil Marzo 25 de 2 21



Reunion AMI/RAVREDA - Brazil
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