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Définition

- Parasitose due a des hématozoaires du genre Plasmodium
transmise par des moustiques du genre Anopheles

Plasmodium falciparum
Plasmodium vivax
Plasmodium ovale
Plasmodium malariae
Plasmodium knowlesi

Diagnostic d’urgence
Diagnostic vital
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Asié du Sud-Est (Indonésie, Malaisie, +/- Inde et Sri Lanka
< Anthropozoonose (Réservoir: macaques)
» Quelques milliers de cas déclarés

« Son incubation est d’environ 5 jours

* Donne des fiévres journaliéres (24h)

« Acces simple, Acces grave a tropisme pulmonaire

Tout paludisme provenant d’Asie du SE doit étre envoyé dans
un centre de référence
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~ Actualité épidémiologique

Niveau d'e démicité aujourdhi ?

(Gething PW et al., Nature 2010)

| risk free "
unstable
hypoendemic
] mesoendemic 90 % des acces palusties 5}7
B hyperendemic 92 % des déces
B 1oioendemic Hyper- endémicité : 5 piglires

Infect/nuit
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Epidemiologie
Waorid Health Organization WHO. World Malaria Report 2016. Geneva, Switzerland:
WHO; 2016.

Paludisme : 3,2 milliards de personnes exposées au niveau mondial en 2015

Transmission dans 91 pays ou territoires en 2015 contre 214 en 2000,

Entre 2000-2015 : diminution de 37% de lI'incidence mondiale et de 60% des
déces
214 millions de cas et 450 000 déces au niveau mondial

Les déceés sont recensés a 92% en Afrique sub-saharienne et I'espéce

Plasmodium falciparum est responsable dans 99% des cas

Probablement plus de cas et de décés qu’estimé par 'OMS
Emergence d’anophéles résistants a plusieurs classes d’insecticides

Emergence de parasites résistants aux associations a base d’artémisinine
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Création du Service Antipaludique
Travaux d’assainissements

1912 - 1925

1952 -1964 Endémie mieux controlée
Programme National de Lutte contre le
1964 - 1990 P Paludisme

Elimination de P. falciparum années 70
Recrudescence années 80

1990- 1997 N | Maitrise de la situation épidémiologique
1997 -2005 L | Elimination

Consolidation - Surveillance

2010 P Réintroduction ??? Vulnérabilité ??



Maroc, 1981-2011

@ Evolution annuelle des cas de paludisme,
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Qu’en est il en France?

« France: pays européen avec le plus grand nombre de cas de
paludisme d'importation = 5000 cas/an (50 000 demandes)

« Mayotte: 15 cas autochtones, Guyane: 500 cas autochtones
« Augmentation des cas: + 35% de 2012 a 2015
Augmentation des formes graves

10 & 20% de déceés par an
Létalité 5% sur les formes graves

Rapport du CNR palu de 2013 (Cas positifs)
« LBM privés n=653
« Publics n= 276
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Données du CNR Palu

—Nb total de cas == Hhb de cas notifiées

» =5 millions de voyageurs

1526 1997 1999 1989 1500 1991 1592 1993 1994 1505 1906 1957 1999 1959 2000 2001 2002 3003 2004 2006 2006 2007 2002 2009 2000 2011 2012 2013 2014 2018 2016

=s=HNb de voyageurs |2ones impaludeess)

P =4500 cas de paludisme d'importation

'i'nyﬁ:Iution du paludisme d’importation, cas déclarés,
~cas estimés et nombre de voyageurs vers les zones
impaludées, France metropolitaine 1986 a 2016
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Particularités du paludisme d’importation

« Parasitémies souvent trés faibles dans plus de 80% des cas
(<0,1%)

« CP mal suivie ou non adaptée
 P.falciparum dans plus de 85% des cas
« Retour d’Afrique subsaharienne (96%)



Quelles exigences pour le diagnostic
biologique d’acces palustre?

/,a-"
1/ Y-a-t-il un Plasmodium dans
le sang?

2/ Si oui, quelle espéce et quel
stade parasitaire ?

3/ Si stade asexué, quelle
charge parasitaire ?

4/ Quel délai de rendu de
résultat ?
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2/ Quelle espéce ?

3/ Quelle charge parasitaire ?

4/ Quel délai de rendu de
résultat ?




Signes biologiques d’orientation

« Anémie de type hémolytique d’intensité variable
« Leucopénie inconstante
« Thrombopénie



Outils diagnostiques

- FSM TDR

(Diagnostic d'espéce) Se = 40 — 400 p/ul
Se = 10 — 20 p/ul Se =100 - 200 p/l 40 pour pr |

/ PCR temps
PCR réel
classique
Amplification
QBC malaria® e
Se =10 - 20 p/ul g 2
Se <1 plul
LAMP
lllumigene ®

Malaria



Diagnostic direct

* Le préléevement de sang: Tube EDTA/ACD
» Pas de tube sec

FS 7 Acte N°1125 intitulé:
GE | *Frottis mince et Goutte épaisse
*Cotation: B100 = 27 €

Point of care (TDR): detection des differents antigenes solubles
par technique immunochromatographique (G110- BHN 100, liste
complementaire NABM)

QBC: lourde et peu adaptée a I'urgence (peut remplacer la GE de
part sa sensibilité)

PCR, non adaptée a l'urgence (N151 — RIHN 480)



Le diagnostic : « Une » technique
de référence

« Examen en microscopie optique du sang total sur frottis
sanguin mince (FSM) et Goutte Epaisse (GE)
— 100 ans d’'expérience
— répond aux exigences citées precédemment
— nomenclature des actes de Biologie Médicale
— recommandation des experts

Seuil de détection (SD)

— FSM: 100-200 parasites/pl, lecture longue (20 min), diagnostic
d'espeéce facile
— GE: 5-20 parasites/pul, lecture rapide, diagnostic d'espéce difficile



Mais, des inconvénients...

* GE peu pratiquée dans les laboratoires
— seule indication = diagnostic de paludisme

— peu de positifs/laboratoire : 2/3 des laboratoires de biologie
medicale ne diagnostiquent aucun cas de paludisme /an
HAS 2016

« Techniques non standardisées
— Multiples variantes

* origine du sang examiné (veineux AC, capillaire)
* volume de sang deposée
* mode et durée de séchage
« mode de lyse des hématies
* mode de coloration
» Microscopiste



La Goutte épaisse « rapide »

“Thellier M. 2002

. * Realisation technique < 10 min.
: * Rendu résultats <2 H

Meilleur aspect des parasites

Moins d’artefacts

* Parasitémies mesurées plus élevées

- Personnel peu expérimente
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Diag:_:;i:ﬂﬁ uf\m"'i:!'lﬂ-ia using thick bloodsmears:
definition and evaluation of a faster protocol with
_improved xeadability

\i |iimﬁik A DATRY, O, ALFA CISSE, €, 5AN, $. RILIGUL 0, SILVIE and
XN I},ﬁhf&

mg:ﬁuhmmk; Muladtes Infectizuses, Parasitenres Trupicales et Sunrd publigue,
(s ® i'l.r'! Hospirato-Unidiversitaire Prrié-Salpémiére, 47, bordevard de 'Hépiral, 7500 ¥ Pans, Framce

La Goutte Epaisse Rapide

Equipement.
& Un microscope, des lames digraissées, un pot de 20 mL (type ECBU)

Réactifs ke

& Saponing (S 7900 : Sigma, St Louis, MO) ; lors dun changement de ot ou deé Fournisseur, il
faudra toujours tester lefficacitd de la lyse en fonction de la concentration en g/l de saponine |
utilisée (de 3 4 6 g/l en général),

+ 35% Formaldehyde-10% Methanol en solution agueuse (Soyons Chimie Biotechnologie, Soyons
France) ;

t Giemsa-R

Préparation et conservation de la solution :

Pour 100 mi de solution hémalysants, oo méange dans un bicher

& 40 mi de sérum physiclogique,

¢ 0.5 g de Saponing,

¢ 1.5 mi de solution aqueuse de 35% Formaldehyde-10% Méthanol,
Le wolume est ensuite ajusté 3 100 mi avec du sérum physiclogique.
¢ Conservation 4°C, jusqua un an.

Réalisation technigue

1- Une gouthe de 2 pl de sang total bith homogéndisée est déposde sur unt lame &'examen
microscopique puis immédiatement talde & aide d'un coin de lme pour obienir une préparation
homogéne de 5a 7 mm de diamétre (photos 1a, 1b et 1),

2- La lame est séchée 3 'étuve & 37 C ou au séche-cheveux 2 min (photo 2).

3- Dés que la goutte est séche, la lame est plongée dans le réactif de lyse (pot de 20 mL).
Apris 2 min, @ faut surveiller attentivernent |a lyse. Blle doit étre complite (despantion de toute
trace d'hémoglobing aver obtention dune peliculs blanche sur la lame) mais non excesive
(altération des parasites et des GB). On sassure de la gualité de IMémolyse au-dessus d'une
surface blanche, évier par exemple (photos 3a, 3b et 3c).

4- Dés que I'hémolyse est compléte, a lame est rincée délicatement & I'eau du robinet
{dans un bédher) puis colonde au Geamsa R ou au RAL 555.

5- Coloration : sans fixation préalable recouvrir délicatement la lame d'eau du robinet puis, &
Faide de la pastette (pipette en plastique) déposer délicatement B gouttes de Giemsa R (&n
encadrant e dépdt), Agiter gécatement (par basculement) pour mélanger, Lakser agic 45
secondes. Rincer délcatement & 'eau du robinet.

G- Séchage au ventilateur puls lecture ... (photos Ga et 6b)

7= Lintégralité de la goutte doit #tre lue, c& qui nécessite 15 = 25 minutes en fonction de
Fexpérience du microscopiste,

Pour tous renseignements :
Dr Marz Thellier, Laboratoire de Parasitologie-Mycolagie, CHU Pitid-Salpétribre, 47, bd de I'Hopital,
75013 Paris, France, Email :marc. thelieripsl.aphp.fr



. La microscopie optique
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- Les clés du diagnostic
 Aspect du frottis
* Le globule rouge parasité
+ Taille
+ Forme
* Inclusions cytoplasmique
* Le parasite
* Taille
« Forme
+ Stade
« Pigments
* Nombre de noyaux
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R - Frottis mince

Photo: Pr Pierre FLORI, CHU Saint Etienne
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Calcul de la parasitémie

v'la parasitémie doit étre rendue au clinicien en
pourcentage d’hématies parasitées

v’ La mesure de la parasitémie exprime un résultat
quantitatif qui est intégré dans le processus
décisionnel de prise en charge thérapeutique

v 3,9% vs 4,1%



Methode classique
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Alternative a la GE « OMS »

 4lames de FS
— 800 champs de 200 hématies
— Sensibilité équivalente a une GE
— Temps de lecture: 30 minutes (personne entrainée)



Techniques alternatives

« Immunochromatographie pour la détection rapide des antigenes du
paludisme : TDR utilisant des AcMx
— Détections de différents antigénes
» HRP2 Plasmodium falciparum
* isoenzymes des LDH parasitaires (especes et commun)
+ Aldolase (commun)

*» Microscopie a fluorescence
- acridine orange « le QBC® »: seuil de détection 5-10p/ul

» Detection automatique de pigments et d’ADN intra-érythrocytaire
(automates de NFS)

» Biologie moléculaire: Multiples variantes
— PCR traditionnelle
— PCR nichée
— PCR quantitative



Tests Immunochromatographiques TDR

« Antigenes utilisés pour la détection de P. falciparum
— HRP2 stades asexués et gamétocytes jeunes

seuil de détection estimé : 50-100 parasites/pl
persistance aprés disparition des parasites 1-4 semaines

Faux Négatifs: Delétion du géne des protéines HRP2/3**

réactions croisées : avec facteur rhumatoide « 2 a 10% avec FR + »

globalement Se 92-96%, Sp 94-99% vs GE

— isoEnzyme P-LDH stade asexuée et sexuée tout age

P.falciparum, Pvivax, Pan p-LDH (tous les stades eérythrocytaires
sexués et asexués)

pas de persistance de I’Ag (3-5 jours): suivi post thérapeutique
seuil de détection estimé : environ 100-150 parasites/pl
réactions croisées : exceptionnelles

globalement Se 76-87%, Sp 98-99,7% vs GE

« Antigenes utilisés pour la détection des autres espeéeces
— Aldolase, p-LDH et Pv-LDH pas tres bons

** PLoS One 2010, 5, 8091
** Malaria J 2013, 12, 34
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Detection d’antigene circulant
TDR : le nouveau Gold Standard ?

« Simple, facile a lire
* Mobile
+ Pas de nécessité d’une alimentation électrique

MAIS

» Performances variables et moins bonnes que la microscopie
« Robustesse a reconsidérer
« Parasitémie forte: phénomeéne de prozone (Faux négatifs)

« TDR pour P malariae et P.ovale (Ag cible commun): performances
insuffisantes

« Mais, BEU intéressants au final puisque un simple FSM fait au moins
aussi bien!

* Beisel U et al. The complexities of simple technologies: re-imagining the role of rapid diagnostic
tests in malaria control efforts. 2016; Malaria J, 15 (64): 9 p



TDR : Au total,
hors zones d’endémies

associé a la microscopie

« Kit ciblant au minimum deux Ag:

+ toujours 'HRP-2, pour détecter en premier lieu et specifiquement P, falciparum.
* pLDH (pan) ou l'aldolase (pan);

» Association de deux TDR ciblant I’Ag-
HRP2 pour I'un et 'Ag Pf pLDH également spécifique de P.
falciparum pour le second: renforcer la sensibilite et la spécificité
du diagnostic de P. falciparum ;

« Si TDR avec trois bandes d’'Ag, kit ciblant deux Ag de P. falciparum

(pf pLDH) et un Ag commun au genre comme l'aldolase ou la
pLDH.

Délétion du géne des protéines HRP2/3
- Si HRP 2 - et p-LDH ou Pf-LDH +
+ FS/GE + a Pf (Microscopiste confirmé)

- PCR de confirmation



Les TDR deéetectant Ag HRP2, repondent-t-il aux
exigences du diagnostic d’acces palustre ?

mrformances

| Stades parasitaires

Diagnostic d’espeéce oui +++ certaines situations

Parasitémie

Résultats < 2 heures oui 15 min

Prix /




Les TOR déetectant Ag HRP2, repondent-t-il aux
exigences du diagnostic d’acces palustre ?

/ Performances meilleur que FSM
Stades parasitaires si couplé FSM
Diagnostic d’espeéece oui +++ certaines situations
Parasitémie “ si couplé FSM
Résultats < 2 heures oui 15 min
Prix 3-8 €/10-48 tests T j

Jamais utilisés seuls !!!  Non dissociable / FS-GE (Recommandations HAS)



Discordance FS-GE vs TDR

* FS GE + vs TDR -
= Plasmodium non falciparum +++

= patient hyper immun +/- rare
= Phéenomeéene de zone +/- rarissime

* FSGE -vs TDR +

= Paludisme décapité +++ (prophylaxie mal conduite,
traitement curatif dans le mois précédent)

= Lecteur inexperimente ++
= Faux positifs TDR +/- rare
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* Confusion entre parasite et &éments non parasitaires (PQ. granulations
leucocytaires, ...)
* Perturbé par des facteurs modifiant la cenfrifugation: microcytose, hémodilution,
hyperdeucocytose

Schebma du tebe OBC id spsia Levins

Flosy cibaet for TIIC nute.

. Duibed CapilLEne

Foinaur

» plagquetied

& hnphootes-mononted
A7\, sosinophies

polyriiaie

¥ Pebmanies

b oubol d'hivatied

Equipement/cout

Baird et al. Trans Roy Soc Trop Med Hyg, 1992; Benito et al. Appl Parasitol, 1994,
Clendenen et al. Trans Roy Soc Trop Med Hyg, 1995.



QBC repond-t-il aux exigences du diagnostic
d’acceés palustre ?

Stades parasitaires non si couplé FSM
Diagnostic d’espece si couplé FSM
Parasitémie non si couplé FSM
Résultats < 2 heures | Oui 15 min

Prix 9000 € HT |~ =R

4,30 €

Consommable




Détection des pigments malariques et
ADN intra-erythrocytaire

Analyseurs automatiques de NFS
Cell-Dyn 4000 (Abbot Diagnostics, Santa Clara, Ca)
Anomalies (Alarmes) de distribution des GB et I'histogramme des réticulocytes.

* Différenciation monocytes normaux des monocytes ayant digérés des GR
parasités (hemozoine dépolarise la lumiére laser utilisée pour identifier les PNE)

* Sonde fluorescente (propidium iodide pour coloration des réticulocytes)
colore le matériel intra-erythrocytaire: pic spécifique sur ['histogramme des
réticulocytes étiqueté « pseudoréticulocytose »



Automates NFS

% dans u U en Hollande*

— Cell Dyn 49QQ® , 113 patients suspects de paludjgrfie, en
comparaison d&ja MO

— 58 patients impalud®& (46 P falciparu
— en combinant les alarmeSyd+R : 3% 62% Sp 96%

+ au Clatar™

— Cell Dyn 40009 ,104# patients suspects d&galudisme, en
comparaison gefla MO

— 160 patig®S impaludés (75 P, falciparum et 85 P. viDs

— eng#nbinant les alarmes Neu-Eos et Eos1 : Se 52% po&WE
alciparum et 93% pour P. vivax

*Wever et al. J Clin Microbiol, 2002
**Fawzi et al. Trans R Soc Trop Med Hyg, 2003



i.es automates de NFS répondent-t-ils aux
-exigences du diagnostic d’acceés palustre ?

Performances << GE

Stades parasitaires non |sicouplé FSM
Diagnostic d’espece non |sicouplé FSM
Parasitemie non |sicouple FSM
Résultats < 2 heures oui

Prix avec

NFS




intéret potentiel de la biologie moléculaire

PCR:seuil de détection le plus bas 0,005 - 1 p/ul

- Diagnostic d’espéces et diagnostic des infections mixtes
- Rectification de l'identification de I'espéece

- Discordance antigéne HRP2/GE

- PVE

- Mais pas de différenciation des stades parasitaires (gamétocytes), pas de
quantification et pas de suivi post thérapeutique (delai de clairance de 'ADN
long, positive > 30j aprés un traitement bien conduit)

- En développement: quantification et distinction gamétocyte/trophozoite
(Schizontes?)

- Bon test d’exclusion

ET Lourdeur technique, colt



La PCR temps réel répond-t-elle aux exigences du
diagnostic d’acces palustre ?

Performances > GE

Stades parasitaires

Diagnostic d’espeéece Oui +++ certaines situations
Parasitémie

Résultats < 2 heures /

Prix



La PCR temps réel répond-t-elle aux exigences du
diagnostic d’acces palustre ?

/@rformances > GE
Stades parasitaires m Gameétos?!!!!

Diagnostic d’espeéece Oui +++ certaines situations

Parasitéemie si couplé FSM

Résultats < 2 heures pas Vv les conditions

y

Prix
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Loop-Mediated Isothermal Amplification Assay for Identification
of Five Human Plasmodium Species in Malaysia

Yee-Ling Law % Meng-Yee Lait Mun-Yik Fong, Jenarun Jelip. and Rohela Mahmud

Department of Parasitcology, Facedty of Medicine, University of Malayva, Keala Lamipor, Matavsta;
Saball State Healthe Departiesr, Sabah, Malayvsia

illumigene” Malaria

DMNA amplification assays for the direct
detection of
Plasmodium spp. DNA
in human whole blood samples

- 1¢ére solution « Point of
Care »

- Pas une PCR, mais une
amplification genique
isotherme (Technigue
LAMP)

- Loop Mediated
Isothermal  Amplification:
Amplification isotherme en
boucle



- Détection d’ADN par LAMP

illumigene® MALARIA

'Amplifie 'ADN et deétecte la présence du
parasite sans chauffage ni réfrigération, T°
constante a 65°C

Résultat (détection a [lceil nu) par
turbidimétrie ou fluorescence

Simple, précise, facile a utiliser et pas chere
2 configurations, Détectabilité
+ 2-0,125 parasites/pl
» 0,25-0,063 parasites/pl
Commercialisé en France par Méridian
Prix: 20-22 Euros
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ANALYTICAL SENSITIVITY

el 7 . foreme

Cala

CLINICAL SENSITIVITY

SENSITIVITY
logue Mo, 280925
illumigene® MALARIA PLUS
ARALYTICAL SENSITIVITY

0.5 0.063 =~

CLINICAL SENSITIVITY

SENSITITY

Calalogue Mo, 281125



- Pourquoi illumigene ® Malaria?

* e Sensibilité +++
<»"Praticabilité: plus de TDR ni GE
+ Faisabilité:
» Rapidité < 1 heure
+ Pas de locaux type Bio-Mol avec séparation des

oy
pleces Tableau 1 ;: Porformance de Mumigene® Malaria par rapport aux autres
{echniques diagnostiques dans le cadre du diagnostic

» Extraction intégrée BinaxhOWS
« Colt abordable (réactif, automate, temps de W

technicien) s [0 (o e posi | S N S Con B
» Faible encombrement A “15 - : . 85, (%00%) e vons
- Technique compatible au rendu en 2 . JLo0 "
heures B3l - 24 3000/} 1 8 3 11 (100%)
& 2 e P e haes) 3 ] 3
« Test avec une VPN a 100% = fiabilité de  (o=u-=w 2 o)
la recherche la nuit et le WE (18001~ 2250p1) R 20100%

= HRPS poad P kcyarcaty, sbiclnss pou 7 wivil

MAIS:
- pas d’identification d’espéce
- Pas quantitative: Neg/Pos

Apport de I'lllumigene® malaria dans le diagnostic du paludisme
d’importation. Argy et al, CNR paludisme, RICAI 2016

Evaluation of the lllumigene Malaria LAMP: A robust molecular
diagnostic tool for Malaria Parasites. Nat Scientific report. Lucchi
NW, 2016




Suivi de I'efficacité thérapeutique

- Préléevements sanguins J3, J7 et J28 (+J14, J21 si
Artésunate)

- Suivi: Frottis et GE
- Quantification
- Différenciation des gameétocytes

- TDR et PCR non recommandées
- Persistance Ag et ADN sous traitement
- Qualitatifs



Notre attitude

1/ Reéalisation systématique d'une technique de
concentration: GER

2/ Réalisation d’'une TDR pour la détection de
I'antigene HRP Il spécifique de Plasmodium
falciparum (diagnostic retrospectif, patients sous
chimioprophylaxie, faibles parasitemies, co-infection,
micrscopistes peu experimentés « garde »)

+

3/ Est réalisé mais non lu systematiguement: FSM
(lecture uniquement en cas de positivite de la GER)



‘Algorithme Rabat (depuis 2006)

Préléevement 2 tubes

NES EDTA
¥
En urgence
\ ;
M Recherche de
Plasmodium
Thrombopenie +/-
Anémie J
Forte VPP _
FS et GE + TDR
f’/e I
e \’
FS+GE+ TDR + FS - GE -
(10% des TDR
A (90% des demandes)
'\'.l
Traitement Pas de paludisme

=

TDR +
Prélevement 2
.d"'df-

- |

Discordance |

W

Traitement

Suivi: FS/IGE



Recommandations
internationales



Re;ﬁommandations de ’OMS

«a mise en oceuvre rapide d'une technique de
diagnostic par microscopie ou test de diagnostic
rapide du paludisme (TDR) pour tous les patients
suspects de paludisme avant 'administration d'un
antipaludique »

http://www.who.int/malaria/publications/atoz/978
9241502092/en/index.htm|




Recommandations 12éme conférence de consensus en
thérapeutique anti-infectieuses de la SPILF
(HIA Bégin, 14 Avril 1999)

« Le diagnostic biologique du paludisme est une
urgence. Les résultats doivent étre rendus dans
un deélai maximum de 2 heures en prenant contact
avec le clinicien. »

* FSM (seuil de détection 150 p/ul)
* GER (seuil de detection 5-10 p/ul)

* Observateur dépendant

http:/lwww.infectiologie.com/UserFiles/File/medi
as/ documents/consensus/palu99.pdf




d’apres la 12éme conférence de consensus anti-infectieuse
de la SPILF (HIA Bégin, avril 1999)

« La relation entre la parasitémie et la gravité doit s’interpréter
selon les caractéristigues des populations observées...Ainsi, une
parasitémie > 5% est dangereuse chez un _sujet hon immun
mais peut étre bien tolérée chez un semi-immun »




Révision de la Conférence de Consensus de 1999
Recommandation pour la pratique clinique (2007)

«Toute fiévre, isolée ou associée a des symptdmes généraux,
digestifs, respiratoires, ou neurologiques, aprés un seéjour
en zone d’endémie, nécessite un avis medical urgent et la
réalisation d'un diagnostic parasitologique en urgence»

Seuil décisionnel: parasitémie a 4%

SPILF, SFP, SF pédiatrie, SMV, SPE, Med Mal Infect. 2008;38(2):68-117



delai maximum: 2 heures

oy

- Prélévement de sang velneux

sur anticoagulant EDTA
Tube A : diagnostic
Tube B : contrle

' Protocole du diagnostic parasitologique du paludisme

L 2 I
Hémogramme
Plaguettes En urgence

Y

Thrombopénie £ Andmie

forte valeur prédictive positive Recherche de Plasmodium

L 4

L i
Frottis mince et goutte épaisse

¥

Tube B : conserver a 4°C
Transmission éventuelle
au CNR paludizme

Détermination de l'espéce
Mesure de la parasitémie

L 3

Frottis ou goutte épaisse

—!

Frottis et gautte épaisse 51 TDR positif
négatifs Discuter 2e prélévement
Faire Test Diagnostic avec clinicien
Rapide

* Répéter I'examen sanguin si suspicion clinigue persistante

Si TDR négatif
Paludisme réfuté *




Mises  a jour des recommandations de 2007 pour la
pratique clinique pour la prise en charge et la
prévention du paludisme d’importation des sociétés
savantes francaises (Juin 2017)

«La confirmation d’'une suspicion de paludisme d’importation
repose sur la mise en évidence directe et indirecte du
parasite sur un prélevement sanguin qui doit étre faite des
gue possible, sans attendre un frisson ou un pic thermique.
Le prélevement doit étre accompagne des renseignements
épidémiologiques et cliniques indispensables : pays
endéemique de séjour, date de retour, traitement
antipaludique prophylactique ou curatif antérieur »

http://lwww.infectiologie.com/UserFiles/File/spilf/recos/2017-
palu-texte-final.pdf




- R mTa w—o =50
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LO - R A = -

_..-""'_..-__

—

Mon
applicable

Frottis sanguin
et
TDR

e |

Frottis négatif
et TOR positif

Transfert & un
centre expert ou
de référence

Logigramme du diagnostic biologique du paludisme

/P' Goutte épaisse ou QBC ou Frottis/Goutte épaisse
ou
\_______ Technique de biclogie moléculaire rapide ]
_-.-'-—_ I
7 I
Positive Négative
Frottis positif E?éterrninatiun de
et TDR positif l'espece et de la
parasitémie
(frottis mince ou
*| et TDR négatif [ | Parasitémie)
Infection a Discordance
1 (BM positive ¥
ij‘:femnggtéw Frottis/GE negatits)
charge selon 1 Absence de
recommandations Transfert & un Pm?mudium‘
centre expert ou Diagnostic de paludisme
de référence réfuté sur ce prélévement,
a réitérer 12h & 24h plus tard
Frottis négatif 5i un doute persiste sur
et TOR negatif I'étiologie palustre des
symptomes




Points forts recommandations
Consensus 2017

* NABM: couplage FS et GE

« Consensus 2017: couplage d’une technique sensible (GE, QBC,
PCR?) a un FS (évaluation de la parasitémie et identification des
especes)

» Alternative possible TDR-FS. Dans ce cas et en cas de resultat
neégatif, proposer un controle a 12h-24h ou controle par PCR dans
une structure de reféerence gpauci-infection, identification d’espéce
ou recherche d’association d’especes)

« TDR avec HRP2 (P.falciparum) obligatoirement

* Objectif du diagnostic d’urgence: A 2h de réception, 4h du
prélevement, rendre:

 Positif ou négatif

« Pfalciparum ou non (diagnostic d'espece)

+ Parasitémie (4% = signe biologique de gravité)

 Si positif, contact médical et recherche de signes de gravité




Pays

Recommandations

“|esemi

- FS et GE +++

- TDR

- PCR non en routine

Suivi apres le diagnostic: FS et GE

- TDR ++

- FS

- PCR pour confirmation
- Reésultat en 2h

Canada
UK

Bl
N L

LI
Z | IS

- FS et GE +++
- TDR en complément
- Délai: 4h

- FSouTDR
- Délai < 2h

Espagne ]

s
s

- GEouTDR et FS
- Délai: 3h

Australie =

. -
LI » X
* "

- FSet GE et TDR
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Perspectives

Que sera demain? Le début ou la fin...



. Diagnostic transdermal ?
© Méthode du pop-corn au micro-onde

£ n

« Théranostique »

B I CﬂmputarJ Figure 1. A) Experimantal

laboratory pratolype of a makaria
— diagnostic device with the pulsed
Pulsaed| |Oscillo- laser and the integrated probe
laser { scope shown baing scanned across
Lawim # a hurman wrist. B) Funclional
¥ outpufsignal diagram of the prototype and the
3 A principle of ransdermal oplical
skin _'Pm gl excilalion and acousiic deteclion
+ * ,i, of vapor nanobubbles arcund
hemozain in malana-infected
cells exposed o he lager
pulses (green arrows). H-VHB,

hemozoin-generated vapor
nanobubble.

Transdermal detection

of malaria
Hr-.-mmzw
Vapor /

H-VNE

nancbubble

Transdermal Diagnosis of Malaria
Using Vapor Nanobubbles

Ekaterina Lukianova-Hleb, Sarah Bezek, Reka Szigeti. Alexander Khodarev, Themas Kelley,
Andrew Hurrell, Michall Berba, Nirbhay Kumar, Umberto D'Alessandro, Dmitri Lapotko

Emerging Infectious Diseases » www.odc.gowieid = Vol. 21, No. 7, July 2015

SD = 10-20 parasites/pl
Impulsions laser: genére et detecte des nano-bulles de vapeur dans les GRP

Excitation de 'hémozoine qui va chauffer et détruire le GRP sans altérer les
cellules voisines

* Lukianova Hleb et al. Transdermal Diagnosis of malaria using vapor nanobubbles. Emerg Infect
Dis. 2015; 21 (7): 1122-7



Nouvelle microscopie

'-_Co'mputer vision based technology: ParaSight (Sight
"Diagnostics Parasight platform)

* Analyse de 270 champs avec 0,2 uyl de sang additionné d'un
marqueur fluorescent en 5 min soit 56 patients en 8h

» Sensibilité et spécificité / PCR: 97,05% et 96,33%

» Distinction des Pf dans 73,3% et des Pv dans 91,4%
* Calcul de la parasitéemie /GB

» Pearson correlation coefficients = 0,84

* Eshel Y et al. Evaluation of the Parasight
Platform for Malaria Diagnosis. 2017; J Clin
Microbiol, 55 (3): 768 - 775




Les nouveaux TDR
Pousser la détectabilité a ses limites ...

* Emploi de nano-tubes de carbone recouverts d'un biosensor en
oxyde de zinc dopé au cuivre: mesure d'une réaction rédox par
spectroscopie d'impédance électrochimique

+ Détectabilité de 6,8 attogrammes /ml d'HRP2 soit 100 millions de fois moins
que sur un TDR classique en immunochromatographie in vitro

sacon ¢

Substrate N
In0 o " OH - NH
OH 2 OM .
il : Sz

\-‘-_-’ L ASA |
GCE CuZnOMNF Anti-HEP2 PIHRP2 |

* Brince Paul et al. A highly sensitive self assembled monolayer modified copper doped zinc oxide
nanofiber interface for detection of Plasmodium falciparum histidine rich protein 2: targeted
towards rapid, early diagnosis of malaria. Biosensors and Bioelectronics. 2016; 80: 39-46.



NIH Public Access
N

Author Manuscript

La microcytométrie en flux ol
H?Wﬁ istry J m Lab Chip, 2013 Oxctobor 7 1219): 003309 doi: 10,1030 3cS0540¢

" Electric Impedance Microflow Cytometry for Characterization of
Cell Disease Statest

High-Throughput and Label-Free Blood-on-a-Chip for Malaria E Du™ Sungioe Ha'™. Monica Diez-Sitva®, Ming Da0’*. Subr Suresh’ and Anantha P.
Diagnosis Chandrakasan'®

‘n'.mg Jun I{.ms, ‘i'mmg-ﬂan Ha," and H.mg—_lmm Lee®™®

« Mesure de la déformabilité et des changements de propriétés

electriques du cytoplasme et de la membrane des cellules
infectées i

« Spectrométrie par impédance électrique _ -
u " yiE : £ W/ ‘nl

* Flux continu et sans traitement de I'échantillon =<V | U

) EgEg F & = 02 ummfacted R.‘IP_.; T:l:nlphn:bm'!e S:h:%nn:
« Détectabilité insuffisante: 1 B

+ Ring: 0,515% p

* Trophozoite: 0,0544% _ o |

» Schizontes: 0,0054% o .*.l .|.|

Time (Sec)

* Du E et al. Electric Impedance Microflow Cytometry for characterization of cell disease states. Lab
Chip. 2013; 13 (19): 3903-3909.

*Jun Kang et al. High Throughput and label free blood on a chip for malaria diagnosis. Analytical
Chemistry. 2016, 88 (5): 2912-22,



Détection de ’hémozoine

OPEN G ACCESS Fraely available online 0/ PLOS | ove

Evaluation of a Novel Magneto-Optical Method for the
Detection of Malaria Parasites

Agnes Orban', Adam Butykai', Andras Melnar', Zséfia PrEhle’, Gergd Fll8p', Tivadar Zelles?,
Wasan Forsyth®, Danika Hill™*, Ivo Miiller’, Louis Schofield™®, Maria Rebelo®, Thomas Hinscheid®,

Stephan Karl?, Istvan Kézsmarki™™*

* Reéorganisation magnetique des cristaux
* Mesure par spectrométrie (Butykai et al. Scientific reports, 2013)
+ > 1 parasite/pl

* Mesure par diffraction laser. Orban A et al. Evaluation of a novel
magneto-optical method for the detection of malaria parasites. Plos One.
2014; 9 (5).

+ > 10 parasites/ul




PCR::en temps réel en Lab-on-CHIP

« Aquila (Canada)

* 2 parasites/pl

« Distinction Pf et Pv y

« Sensibilité 96,7% E’“”"“

« Spécificité 100% -

« Culture de Pf
e e i @ — o
S Open Access Ejr: EE&M
A lab-on-chip for malaria diagnosis and im . knowies /
surveillance :

Flgure 2 Malatla de‘tectl\nn on hy'druged wax chlps [A]

* Taylor et al. A lab-on-chip for malarla ;' Ve T

diagnosis and surveillance. Malaria “Journal.
2014; 13: 179
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xR’CR en temps réel dans un POC

"-..._‘f“ \\}\, ¥ @ PLOS | ONE

FOX
* True Lab Uno (Inde) RESEARCH ARTICLE
. < 5 parasites/pl Differentiul Diagnosis of Malaria on Truelab
- Distingue les 5 espéces Uno", a Portable, Real-Time, MicroPCR
« 99.3% de sensibilité Device for Point-Of-Care Applications

Chandrasekhar Bhaskaran Nair'”, Jagannath Manjula', Pradeep Annamalai Subramani®,
Prakash B. Magendrappa®, Mulakkapurath Narayanan Manoj', Subriti Malpani', Phani
Kumar Pullela’, Rillarisetti Venkata Subbarao', Siva Ramamoorthy®, Susanta K. Ghosh®*

Fig 1. Addition of 5l of DHA o Treenat Malaria chip on Truelab Uno'™ microP.

* Nair CB et al. Differential diagnosis of malaria on truelab Uno®, a portable real time micro PCR
device for point of care applications. Plos One. 2016; 11 (1).



_LAMP + TDR basique
Méthode MacGyver

« LAMP associée a une détection des N

amplicons biotinylés par ' n
immunochromatographie 5
B
* Run de 1 heure £ :
« Coutde1$ J g -t
e w3 47 Malaria Journal =
K
i
' 8
A paper and plastic device for the == £
combined isothermal amplification and lateral =
. . 1cm
flow detection of Plasmodium DNA ;
Michael 5. Cordray @ and Rebecca B Richards-Kormum

* Cordray MS. A paper and plastic device for the combined isothermal amplification and lateral flow
detection Plasmodium DNA. of Malaria Journal. 2015; 14: 472.



xR’CR en temps réel dans un POC
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* True Lab Uno (Inde) RESEARCH ARTICLE
. < 5 parasites/pl Differentiul Diagnosis of Malaria on Truelab
- Distingue les 5 espéces Uno", a Portable, Real-Time, MicroPCR
« 99.3% de sensibilité Device for Point-Of-Care Applications

Chandrasekhar Bhaskaran Nair'”, Jagannath Manjula', Pradeep Annamalai Subramani®,
Prakash B. Magendrappa®, Mulakkapurath Narayanan Manoj', Subriti Malpani', Phani
Kumar Pullela’, Rillarisetti Venkata Subbarao', Siva Ramamoorthy®, Susanta K. Ghosh®*

Fig 1. Addition of 5l of DHA o Treenat Malaria chip on Truelab Uno'™ microP.

* Nair CB et al. Differential diagnosis of malaria on truelab Uno®, a portable real time micro PCR
device for point of care applications. Plos One. 2016; 11 (1).



_LAMP + TDR basique
Méthode MacGyver

« LAMP associée a une détection des N

amplicons biotinylés par ' n
immunochromatographie 5
B
* Run de 1 heure £ :
« Coutde1$ J g -t
e w3 47 Malaria Journal =
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' 8
A paper and plastic device for the == £
combined isothermal amplification and lateral =
. . 1cm
flow detection of Plasmodium DNA ;
Michael 5. Cordray @ and Rebecca B Richards-Kormum

* Cordray MS. A paper and plastic device for the combined isothermal amplification and lateral flow
detection Plasmodium DNA. of Malaria Journal. 2015; 14: 472.



CONCLUSION

»Pas de méthode universelle pour
remplacer la GE associée au FSM

* Importance du contexte
« Association de tests

« Ameélioration et standardisation de la
GE et du frottis

« Determiner la place des nouvelles
méthodes

v La mesure de la parasitémie doit étre réalisée pour I'espéce
P. falciparum et 'espéce P. knowlesi

v La parasitémie doit étre rendue au clinicien en pourcentage d’hématies
parasitées

v' La mesure de la parasitémie exprime un résultat quantitatif qui est
intéegré dans le processus décisionnel de prise en charge thérapeutique
du patient



