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1 Introducción

Para los países que conforman la región amazónica (Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Guyana, Perú, Surinam y Venezuela) la malaria persiste como un problema de primera importancia en salud pública. Durante el ano 2002 se registraron en la región 796.844 casos de malaria, siendo un 69.7% debido a infecciones por P. vivax y un 29,3 a casos de malaria por P. falciparum. 1
La prestación de servicios de diagnóstico y tratamiento de la malaria, que hasta los anos 80 estuvo a cargo de campanas verticales del orden nacional, ha sido asumida paulatinamente en los países por la red de servicios de salud. Además de las dificultades de acceso y de las limitaciones en la calidad de los servicios presentes aún en zonas endémicas de la Región otro determinante ha ido haciéndose cada vez más relevante como limitante del éxito de los programas de control, es la aparición y diseminación de la resistencia de los parásitos a los antimaláricos.

La resistencia del Plasmodium falciparum a la cloroquina fue registrada en la región amazónica desde el ano 1961 2 y desde entonces diversos investigadores han documentado la importancia de este problema, que ha pesar de su relevancia para la toma de decisiones en los programas de control, tradicionalmente no ha sido asumido por los sistemas de vigilancia en los países. Desde 1998, los países de la Región, con el apoyo de la OPS iniciaron un trabajo para estandarizar metodologías para registrar la magnitud del problema y promover ajustes en las políticas de medicamentos. El interés común por avanzar en este tema, llevó a la creación en al ano 2001 de la Red Amazónica de Vigilancia de la Resistencia a los Antimaláricos (RAVREDA). 

Después de dos anos de trabajo las actividades de la Red Amazónica de la Vigilancia de la Resistencia a las Drogas Antimaláricas (RAVREDA-AMI) han hecho especial énfasis en consolidar la implementación de una red de sitios centinela para realizar evaluaciones in vivo de la eficacia terapéutica de los medicamentos. El registro cuidadoso de la falla terapéutica a medicamentos y combinaciones en uso en los países ha propiciado cambios en los esquemas terapéuticos oficiales, implementando políticas que además de garantizar eficacia en el tratamiento son preventivas en cuanto a la diseminación de la resistencia.

Aunque se considera que la información derivada de estudios de eficacia terapéutica (evaluaciones in vivo) es la base fundamental para la toma de decisiones en la política de antimaláricos, un sistema de vigilancia de la resistencia basado solo en la realización de evaluaciones in vivo, sería deficiente teniendo en cuenta que estas evaluaciones tienen algunas limitaciones:

· La metodología estandarizada de evaluación no siempre es aplicable para la evaluación de nuevos medicamentos

· Aunque la metodología es fácil de seguir, especialmente en áreas de baja transmisión son frecuentes las dificultades debido a pérdidas de pacientes durante el seguimiento

· La evaluación de medicamentos con tiempos de vida media largos, requiere extensiones considerables del seguimiento, lo que también se relaciona con pérdidas en el seguimiento

· En áreas de baja transmisión, el uso exclusivo de test in vivo, puede dejar una falsa sensación de seguridad, siendo satisfactoria la respuesta clínico-parasitológica, mientras la verdadera sensibilidad de los parásitos es desconocida. Se puede perder así, tiempo valioso en tomar medidas correctivas

Otros métodos de detección de la resistencia pueden ser usados como complemento de los estudios in vivo en un sistema de vigilancia “ayudando a clarificar el panorama completo”3. Estos métodos son las pruebas de susceptibilidad in vitro y el uso de marcadores moleculares. La implementación de un sistema de vigilancia con una visión preventiva, que advierta oportunamente sobre aparición o diseminación de cepas resistentes debe necesariamente incluir las pruebas in vitro como complemento de las evaluaciones de eficacia, si bien se reconoce que por sí solas no son concluyentes para la toma de decisiones sobre cambios en la política de medicamentos antimaláricos. 

Además de constituir un sistema de alarma sobre la emergencia de la resistencia, la pruebas in vitro pueden servir para explorar o monitorear periódicamente el problema de la resistencia en condiciones donde logísticamente es inviable realizar evaluaciones in vivo básicamente por dificultades para el seguimiento de un número apropiado de pacientes (baja transmisión, inseguridad, inestabilidad de la población),situación que es frecuente en algunas áreas de los países amazónicos y que de hecho están limitando ya en algunos casos el monitoreo de la resistencia. 

Entre las limitaciones que se han planteado para el uso de estas pruebas, además de los requerimientos técnicos existentes, se destaca que no necesariamente existe correlación entre los estudios in vivo y los estudios in vitro. Sin embargo, el fundamento de usar esta herramienta para la vigilancia se basa es en la posibilidad de realizar análisis de variaciones temporales y espaciales de las tendencias de la susceptibilidad basadas en la comparación de la concentraciones del medicamento que inhibe el crecimiento del parásito en un 50% (IC50). Por ello, es posible con esta herramienta monitorear la emergencia o las variaciones en la resistencia sin tener cuenta la precisión de la correlación con la respuesta in vivo. 

Existen actualmente cuatro métodos que pueden ser utilizados. Los dos métodos clásicamente empleados presentan limitaciones metodologías que limitarían su implementación como herramientas para una red de vigilancia. El método de Rieckman, conocido también como el microteste de la OMS tiene como inconveniente la laboriosidad de la lectura y subjetividad que puede ser introducida en dicho procedimiento y el método radioisotópico requiere equipamiento costoso y su uso ciertamente será limitado ya que utiliza sustancias radioactivas. Recientemente el desarrollo de métodos mas sencillos para detectar la actividad del parásito (DELI y HRP2), está viabilizando la utilización de la pruebas in vitro en la vigilancia de la resistencia 4. 
Siendo la detección de diferencias temporales y/o espaciales en la susceptibilidad el fundamento para el uso de las pruebas como herramienta de vigilancia y considerando la variedad de detalles en los procedimientos de laboratorio que determinan diferencias en los resultados, la estandarización de la metodología entre los distintos laboratorios y entre evaluaciones sucesivas de un mismo laboratorio se revela como un paso fundamental para la implementación de esta herramienta en un sistema de red. 

En este sentido el reporte de una consulta técnica de la OMS realizada en Ginebra en diciembre de 2001 señala: “… Las pruebas in vitro pueden ser usadas para la vigilancia de la resistencia a los medicamentos a nivel de un país o de una región y no deben ser usadas para diagnósticos individuales. Debe establecerse una relación entre los programas de control y de investigación para facilitar dicho sistema. Hay la necesidad de estandarizar la metodología, especialmente los procedimientos de cultivo y la presentación de los resultados. Un sistema de control de calidad debe ser establecido y debe incluir cepas de referencia…” 3
El objetivo de este documento es establecer una guía para utilización de pruebas in vitro en el contexto de la Red Amazónica de la Vigilancia de la Resistencia a los Antimaláricos (RAVREDA-AMI) como complemento a los estudios de evaluación de la eficacia in vivo.

2 Objetivos del uso del pruebas in vitro en la vigilancia de la resistencia
Los hallazgos de las evaluaciones de susceptibilidad a los antimaláricos deben complementar la información sobre eficacia terapéutica obtenida mediante los estudios in vivo. Los siguientes factores hacen de estas pruebas adecuadas para llenar vacíos metodológicos y logísticos dejados en el sistema de vigilancia por las evaluaciones in vivo, brindando información de gran utilidad para tomar decisiones con respecto a la política de antimaláricos:

· Evalúa la resistencia independiente del efecto de la inmunidad y factores farmacodinámicos

· Evalúa independientemente los componentes de lo esquemas en uso o medicamentos ya retirados)

· Tienen menos limitaciones de inclusión de pacientes que los estudios in vivo, especialmente porque no tienen que garantizar el seguimiento de pacientes, ni tienen que satisfacer otras exigencias éticas de los ensayos clínicos.

Con base en dichas ventajas complementarias de las pruebas in vitro, puede identificarse básicamente dos objetivos fundamentales para su utilización como complemento a las evaluaciones de eficacia en el marco de un sistema de vigilancia de la resistencia.

Orientar decisiones sobre cambios en los esquemas terapéuticos: Monitoreo de la resistencia a los antimaláricos en uso

Las pruebas in vitro pueden complementar a los estudios in vivo para guiar cambios en los esquemas terapéuticos. El registro de variaciones temporales y/o de diferencias espaciales en la susceptibilidad in vitro, podrá indicar la realización de estudios in vivo e incluso en algunos casos, directamente contribuir a la toma de decisiones sobre cambiar o no políticas de antimaláricos. El aporte de las pruebas como otra herramienta en el sistema de vigilancia radica en permitir monitorear la susceptibilidad a los componentes de las combinaciones y en ser una alternativa para registrar el problema de la resistencia en lugares o circunstancias donde no es posible realizar evaluaciones in vivo. 

Evaluación de impacto de la política de medicamentos antimaláricos

La finalidad secundaria de la política de antimaláricos hace referencia a reducir al mínimo la presión de selección para la farmacorresistencia 5 Actualmente las políticas sobre medicamentos persiguen esta finalidad secundaria a través de: 

i) la restricción del uso de la quimioprofilaxis, 

ii) la restricción de indicaciones y distribución de antimaláricos específicos, 

iii) la recomendación de emplear solamente dosis plenamente curativas 

iv) el uso de la terapia combinada y v) mejorar el uso de los antimaláricos. 

El efecto que la implementación de la política tenga en cumplir con dicha finalidad secundaria deber ser evaluado. Las pruebas in vitro, mediante el registro de variaciones temporales y espaciales en la susceptibilidad, constituyen una herramienta de gran importancia para evaluar el efecto que las políticas han tenido en contener o evitar la diseminación o emergencia de la resistencia a mediano y largo plazo.

3 Estrategias de vigilancia mediante pruebas in vitro
Evaluación de variaciones temporales y espaciales
Son las evaluaciones que regularmente se realizarán y que permitirán evaluar tendencias de la susceptibilidad in vitro. Las primeras evaluaciones realizadas constituirán las líneas de base, que deben ser elaboradas cuando no exista información basal o previamente a la modificación de los esquemas de tratamiento. La realización de estudios de línea de base es particularmente importante antes de la introducción de nuevos medicamentos. “…Idealmente, resultados de pruebas in vitro deberían estar disponibles antes de introducir un nuevo tratamiento (monoterapia o terapia combinada)…” 3
Registros puntuales de niveles de susceptibilidad 
Podrá indicarse la realización de evaluaciones de susceptibilidad in vitro en sitios especialmente seleccionados, sin línea de base previa, como respuesta a situaciones epidemiológicas extraordinarias tales como brotes ó evidencia epidemiológica de incremento de fallas terapéuticas. En tales circunstancias la interpretación de los hallazgos se fundamentará en la comparación espacial (comparaciones de diferencias en la IC50 con registros de los sitios centinelas) y el sistema de vigilancia puede responder con realización de estudios in vivo ó con la implementación de una vigilancia in vitro, de acuerdo con las condiciones y posibilidades.

4 Estructura de una red de laboratorios para la realización de pruebas in vitro
Considerando los requerimientos técnicos para su ejecución y su costo, las pruebas in vitro deben ser llevadas a cabo solo por centros con recursos y experticia adecuada (WHO/CDS/CSR/EPH/2002.17)

Laboratorios locales

Corresponden a establecimientos asistenciales (hospitales, centros de salud, puestos de atención de malaria) de áreas endémicas de malaria en donde se realizará la captación de pacientes y recolección de muestras para estudios in vitro. Dichos laboratorios deberán contar con una estructura básica para cumplir un protocolo estandarizado de procedimientos clínicos y de laboratorio. Según las estrategias planteadas, estos laboratorios tendrán capacidad para realizar estas actividades en forma continua ó en otros casos serán laboratorios en donde se instale temporalmente la capacidad ara realizar evaluaciones puntuales. 

Laboratorios especializados (Centros de Investigación, laboratorios de Referencia)
Son laboratorios con infraestructura, recurso humano y experiencia en la realización de pruebas in vitro que, en asociación con los ministerios de salud y las autoridades sanitarias de cada país, son responsables de la coordinación técnica de la ejecución de las pruebas in vitro ara el sistema de vigilancia. En algunos casos son laboratorios oficiales (institutos nacionales de salud), en otros son instituciones académicas ó centros de investigación que participan en las redes nacionales que conforman RAVREDA.

Direcciones de Salud correspondientes a la división político-administrativa de cada país

Las autoridades sanitarias responsables por la vigilancia de la salud pública en las regiones endémicas al interior de los países (provincias, estados, departamentos) son actores fundamentales en el sistema de vigilancia de la resistencia de los antimaláricos. Deben participar con las instancias correspondientes en los Ministerios de Salud en la planeación y viabilización de las evaluaciones in vitro, en el análisis y en la toma de decisiones. 

Ministerios de Salud (ó su equivalente) (Coordinaciones nacionales de RAVREDA)

Los Ministerios de Salud son las instancias responsables por implementar cambios en la política de antimaláricos; en este sentido, junto con otras instancias del nivel nacional responsables por la vigilancia en salud pública (institutos nacionales de salud). Debe constituir la cabeza del sistema de vigilancia de la resistencia. Como tal, debe convocar a los diferentes actores, definir el papel de cada uno de ellos dentro del sistema de vigilancia y garantizar la viabilidad económica para el funcionamiento regular de la red. Instancias técnicas del nivel nacional responsables por la vigilancia en salud pública son actores principales en el análisis y planeación de los estudios. El Ministerio de salud es el principal usuario de toda la información que genere la red nacional y a quien compete tomar las decisiones sobre cambios en la política de medicamentos.

5 Metodología para la realización de las prueba in vitro
Lugares de estudio 

Se definen criterios básicos a considerar en la selección de los lugares para el establecimiento de los “laboratorios locales” para la inclusión de pacientes y colecta de muestras para la realización de las pruebas in vitro. El criterio fundamental es la alta incidencia de malaria por P. falciparum y/o la existencia de factores de riesgo para la emergencia o diseminación de la resistencia. 

Entre las zonas con importancia estratégica para vigilar la resistencia se destacan las zonas con alta incidencia de malaria, áreas con fuerte presión de selección, zonas con antecedentes de uso de antimaláricos por fuera de los esquemas recomendados, zonas de frontera y zonas donde exista evidencia epidemiológica que lleve a pensar en emergencia de resistencia.

En este sentido los sitios centinelas de los estudios de eficacia, si conservan estos criterios, serán los lugares indicados para monitorear la susceptibilidad con pruebas in vitro. Sin embargo pueden existir también lugares, que reúnan esos criterios de relevancia epidemiológica, donde es fundamental para el país vigilar la resistencia, pero que no son sitios centinelas para evaluaciones de eficacia por dificultades logísticas, especialmente el seguimiento de pacientes. Tales lugares, en algunos casos podrían ser también objeto de un monitoreo regular de cambios en la susceptibilidad a los antimaláricos mediante pruebas 

in vitro..

· Los sitios centinela ya establecidos para las evaluaciones de eficacia

· Otros puestos de atención en zonas de importancia epidemiológica para la vigilancia de la resistencia y en donde sea inviable realizar las evaluaciones de eficacia

Entre los factores que imposibilitan la realización de evaluaciones de eficacia se destacan entre otros: la dificultad para el seguimiento de pacientes por razones de seguridad (zonas de actividades ilícitas), por las características de la población (zonas de minería, zonas de desplazamiento) o por la dispersión de los caseríos, la baja incidencia de malaria, dificultades de acceso a los servicios de salud, la imposibilidad de mantener por mucho tiempo un equipo entrenado en campo. 

Tanto en los sitos centinelas ya establecidos para evaluaciones de eficacia, como en los otros puestos de atención, la realización de las pruebas in vitro permitirá fundamentalmente implementar un sistema de vigilancia continuo y de alerta temprana (detección precoz) de resistencia, basado en el registro de variaciones temporales y espaciales en la IC50. De forma que todos en conjunto se constituyen en sitios centinela para la vigilancia de la resistencia. En los sitios donde ya se realizan evaluaciones de eficacia, el aporte complementario de las pruebas in vitro radica además en los siguientes aspectos: 

a. Para establecer una línea de base de resistencia (considerar que en muchos de los actuales sitios centinelas, después de introducidas mejoras en los esquemas terapéuticos o de otras intervenciones se vuelve inviable el seguimiento de un numero adecuado de pacientes y si no se han hecho evaluaciones in vitro no habrán elementos de comparación en el futuro).

b. La evaluación de medicamentos individuales que por razones éticas no sea posible evaluar in vivo.

c. La evaluación de candidatos de antimaláricos a ser introducidos.

Además de los criterios epidemiológicos deberá considerarse que existan las condiciones logísticas para la toma, procesamiento y remisión de material ( existencia de infraestructura, recurso humano y medios de transporte adecuados para la toma y adecuada remisión de muestras). En este sentido el protocolo de procedimientos de laboratorio que está siendo estandarizado en la Región (ítem 5.7) dictará pautas importantes para orientar la selección de los lugares que funcionen como “laboratorios locales”. El aspecto más definitivo en este sentido es la decisión que la Red tomará sobre trabajar con aislados frescos (lo que implica realizar las pruebas en campo) o de congelar las muestras de sangre para realizar las pruebas en los “laboratorios especializados”.

Considerando el costo y la complejidad de la realización de las pruebas in vitro debe haber una estricta racionalidad en la selección de los lugares limitando los estudios a unos pocos sitios muy bien seleccionados. El número depende de las características y condiciones de riesgo en cada país y de los progresos en la implementación de políticas de antimaláricos adecuadas, pero ciertamente el monitoreo regular de la susceptibilidad en más de 5 lugares en un país, puede resultar difícilmente respaldado por los sistemas de salud de la región. La selección de lugares debe tener también en cuenta la existencia o no en los países vecinos de otros lugares de estudio con los que se compartan semejanzas epidemiológicas para evitar así el gasto de recursos evaluando situaciones semejantes. 

Periodicidad y duración

Vigilancia centinela (en los mismos sitios centinela de los estudios de eficacia y/o en otros puestos de atención seleccionados como sitios centinela solo para evaluaciones in vitro): 

· Se realizará una línea de base de susceptibilidad in Vitro. 

· Evaluaciones sobre un mismo medicamento en un mismo lugar se realizarán cada 2 anos para medicamentos en uso (oficiales y no oficiales).

· En los sitios centinelas que también son objeto de evaluaciones de eficacia, las evaluaciones serán simultáneas con los estudios de eficacia en donde sea logísticamente viable (en estos casos, además del monitoreo de la susceptibilidad se podrá realizar correlación in vivo / in vitro). 

· El intervalo entre evaluaciones hechas a un mismo medicamento en dos lugares distintos no deberá ser mayor de un (1) año (dentro del mismo país o entre países). 

Evaluaciones puntuales: De acuerdo con el comportamiento de la enfermedad y con los datos de la vigilancia epidemiológica de rutina (tasa de re-tratamientos, malaria grave, referencias clínicas de fracasos terapéuticos, hallazgos de observaciones continuadas /seguimiento sistemático de casos), podrá indicarse la realización de evaluaciones de susceptibilidad en sitios especialmente seleccionados. En este tipo de estudios, sin línea de base previa, el criterio básico para la interpretación de los hallazgos no es la comparación temporal sino espacial (con los hallazgos de los sitios centinela). 
La duración de la recolección de muestras de pacientes en campo no debe durar más de un (1) ano. En las evaluaciones realizadas simultáneamente con los estudios in vivo, la duración estará sujeta a la inclusión de pacientes en este último.

Medicamentos a evaluar

· Se evaluarán los medicamentos en uso en la región.

· Como prioridad se evaluarán medicamentos oficiales incluidos en los esquemas de primera, segunda y tercera línea para el tratamiento de la malaria por P. falciparum.
· Se evaluarán los componentes individuales de los esquemas combinados

· Se recomienda evaluar susceptibilidad a cloroquina como un control de laboratorio por que existen cepas de referencia de P. falciparum con patrones conocidos de susceptibilidad ó resistencia que sirven como controles internos de la prueba, y también por la facilidad de hacerlo.

· La sulfadoxina y la pirimetamina podrían no ser objeto de evaluación in vitro dada la existencia de marcadores moleculares que correlacionan bien, a nivel epidemiológico, con la prevalencia de fallas terapéuticas en la comunidad (Citar artículos de Plowe). 

· En el caso de amodiaquina, es necesario evaluar la monodesetilamodiaquina, que es el metabolito activo.

· En el caso de los derivados de artemisinina es necesario evaluar la susceptibilidad a la dihidroartemisisnina

· La mefloquina es uno de los medicamentos prioritarios para ser evaluado en todos los países, considerando que es un medicamento en uso en varios países y un candidato para ser un componente de la terapia combinada en otros. 

· Quinina: Debe ser evaluada en todos los países porque en algunos se usa como esquema de primera línea y en otros como esquema para tratamiento de malaria no complicada.

· Derivados de la artemisinina: debido a la reciente introducción en la Región del uso de terapias combinadas con derivados de la artemisinina, la elaboración de líneas de base a artesunato y arremeter constituyen un registro de gran importancia para el monitoreo futuro de la resistencia a dichos medicamentos.

· Con el objetivo de lograr hacer análisis de variaciones espaciales interpaíses, se debe acordar periódicamente cuales serían los medicamentos comunes a evaluar en todos los países. 

· De acuerdo con los resultados de los estudios de eficacia in vivo y de los estudios in vitro puede considerarse la posibilidad de evaluar otros medicamentos que no hagan parte de los esquemas oficiales pero que tengan un potencial de uso futuro.

Equipo de trabajo 

A nivel del puesto de salud un técnico o profesional debidamente entrenado realizará la inclusión de pacientes, la toma de la muestra de sangre y su preparación para envío al laboratorio. En el laboratorio especializado un profesional es responsable por la realización de las pruebas con el apoyo de su equipo de trabajo.

Tamaño de muestra y muestreo

El número de pacientes a ser incluidos en cada una de las evaluaciones de la susceptibilidad deberá contemplar los siguientes aspectos: 

· -Ser suficiente para obtener una media de IC50 con un intervalo de confianza del 95%.

· -Puede variar de acuerdo con variabilidad interensayo (heterogeneidad en el IC50 entre distintas muestras de un mismo estudio).

· -Tamaño de muestra debe ser suficiente para permitir comparaciones temporales y espaciales en IC50. Es decir identificar la existencia o no de variaciones “significativas” en el IC50 entre los resultados de un mismo sitio en dos momentos diferentes o entre diferentes sitios).

Considerando estos determinantes se ha calculado un tamaño muestra mínimo de …… pacientes para cada evaluación in vitro, con base en los siguientes parámetros: precisión, intervalo de confianza del 95%.

El muestreo será por conveniencia, incluyendo todos los pacientes que cumplan los criterios de inclusión en un periodo de tiempo seleccionado, hasta completar el tamaño muestral.

Selección de pacientes

La selección de los pacientes para la recolección de muestras de sangre estará determinada por el cumplimiento de todos los siguientes criterios de inclusión: 
· Pacientes con monoinfección por P. falciparum y un rango de parasitemia que dependerá de método que se vaya a adoptar como estándar para las actividades de la red de vigilancia (Método OMS: 800-80000 p/ul, Método DELI/HRP2: 1000-50.000 p /ulMétodo Isotópico: 5000-50.000 p/ul)

· No ingestión de antimaláricos o antibióticos con efecto antimalárico durante la enfermedad actual

· Negatividad en pruebas para medicamentos en orina. Saker-Salomons (CQ,AQ, MQ, Q) o Lignina (S)

· Consentimiento informado

Dependiendo de la reglamentación de cada país sobre restricciones para obtención de sangre para actividades de investigación y vigilancia epidemiológica, cada país definirá un rango de edad y la inclusión o no de mujeres embarazadas y de casos de malaria grave. Ya que el objeto de la vigilancia es la resistencia de los parásitos y no la respuesta terapéutica, diferencias en cuanto a estos aspectos en las casuísticas evaluadas en la vigilancia entre los distintos países no limitará la realización de análisis de las variaciones espaciales en la susceptibilidad entre sitios centinelas de la red.

En los casos donde el monitoreo de la susceptibilidad in vitro se haga simultáneo con las evaluaciones in vivo, los criterios de inclusión y exclusión tendrán que contemplar también los de los estudios in vivo. (Véase Anexo 1: Flujograma para inclusión de pacientes).

Se le preguntará al paciente si ha ingerido algún medicamento antimalárico o antibióticos con efecto antimalárico, si la respuesta es SÍ, el paciente será excluido. Si la respuesta es NO, se le pedirá al paciente una muestra de orina y se hará la prueba de Saker-Salomons para detectar algunos antimaláricos, si la prueba da positiva el paciente será excluido, si la prueba es negativa el paciente será aceptado.

Pruebas de laboratorio

La Red establecerá una metodología única de laboratorio para monitorear la susceptibilidad in vitro. El valor del las pruebas in vitro en monitoreo de la resistencia depende de dicha unificación y estandarización de procedimientos debido a que el sistema de vigilancia se fundamenta en la comparación temporal y espacial de los hallazgos. El establecimiento de procedimientos estandarizados es crítico para la comparación entre hallazgos de un mismo sitio centinela (un mismo laboratorio) en diferentes momentos como para interpretar los hallazgos entre distintos sitios centinela dentro de un país y entre los países de la región.

En la actualidad existen cuatro (4) métodos para evaluar la susceptibilidad de los parásitos a los medicamentos: el método de Rieckman (microteste de WHO), el método Radioisotópico, el método DELI y HRP2. La estandarización de procedimientos en red implica en primera medida la selección de un test único para la vigilancia realizada en el marco de RAVREDA. Durante los próximos meses después de la reunión donde se elaboró este documento, los laboratorio involucrados en la evaluación de la susceptibilidad in vitro en RAVREDA evaluarán las nuevas metodología (DELI y HRP2) con relación a los métodos ya estandarizados (ítem 8.1), para orientar las selección del método mas adecuado para el trabajo de la Red. 

Preparación de drogas

Las diluciones de medicamentos para la realización de las pruebas in vitro serán preparadas al interior de RAVREDA por cada una de los “laboratorios especializados” en los países bajo una metodología estandarizada ( Anexo 2). Durante la primera fase de implementación del uso de las pruebas in vitro en RAVREDA (ítem 8.1) cuando se evaluarán los diversos métodos, las preparaciones para la realización del microtest de la OMS no serán hechas en los laboratorios de RAVREDA sino que se utilizarán las placas predosadas de la OMS, especialmente hechas para esta prueba. 

Obtención y conservación de muestras

Se extraerán de 7 a 10 ml a cada paciente, el volumen de la toma de muestra también estará sujeto a la normatividad que exista para tal fin en cada país.

La muestra de sangre se colectara en tubos Vacutainer con anticoagulante EDTA. (se consiguen comercialmente)

Un aspecto fundamental por estandarizar es lo referente a la realización de las pruebas con aislados frescos o con cepas criopreservadas. Durante la primera fase de implementación de las pruebas in vitro en RAVREDA (ítem 8.1), los laboratorios participantes evaluarán la concordancia entre las dos alternativa, bajo la premisa de que pueda haber muerte de parásitos al criopreservar, por lo que seria mejor trabajar en la red con aislado frescos, con las implicaciones que esto tendría para organizar la logística en los “laboratorios locales”

Para considerar un aislado como fresco se tendrá en cuenta que el tiempo transcurrido entre la toma de la muestra y la incubación con el medicamento no exceda las 24 horas, cuando la sangre es transportada con anticoagulante solamente. Cuando la muestra sea transportada con RPMI o medio especial, se considerara como aislado fresco. El tiempo de sobreviva de los parásitos en este medio esta por definir. Los aislados frescos serán transportados a temperatura ambiente.

Si la metodología que se estandarice para la Red, establece criopreservar los aislado, estos se mezclaran una vez se haya extraído la sangre con Glicerolyte en una proporción 1:1. (sin lavar los glóbulos rojos) y se introducirán en nitrógeno liquido. Los aislados serán descongelados con las siguientes soluciones: NaCl 12%, NaCl 1.6%, NaCl 0.9% y 0.2% Dextrosa.

Los cultivos y los ensayos serán mantenidos con mezcla de gas: 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2.
Preparación de la solución del parásito y realización de los ensayos

· Preparar la solución de parásito en medio RPMI* (ver componentes) sin hipoxantina a una parasitemia de 0.1 a 1.0% (5000 – 50.000 p/(l (para el método isotópico), Deli y HRP2 cuando sean comparados con aislados congelados. A 1.0% (500 – 50.000p/(l (para método OMS Deli, HRP2) cuando sean evaluados aislados frescos (hasta 24 horas después de la recolección de la muestra (sangre con EDTA) y hasta ? cuando sean transportados en medio especial o RPMI)

· Ajustar el hematocrito a 1.5% con RPMI

· Se acordó la utilización de Albumax 0,5%.

· Para el método de OMS, se seguirá el protocolo descrito para esta prueba (dilución 1 en 10 de la muestra con EDTA quedando finalmente a un hematocrito aproximado de 5%)

Sacar las placas de la nevera antes de iniciar el ensayo.

Una vez determinada la parasitemia y ajustado el hematocrito: 

· Servir 200(l de la solución de parásitos a cada uno de los pozos. 

· Incubar las placas a 37 grados centígrados con mezcla de gases de 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2. (OMS 30 horas, Isotópico 24 horas (primera incubación) radiomarcar e incubar de nuevo18 horas para un total de 42 horas, Deli y HRP2 42 horas).

Cada placa será procesada bajo la metodología descrita para cada uno de los métodos.

(procedimientos estandarizados para la realización del método isotópico se presentan en el anexo 3.)

Deli y HRP2 pendientes por estandarizar.

Sistema de garantía de calidad en el laboratorio
El establecimiento de actividades de vigilancia in vitro, con los múltiples procedimientos de laboratorio y manejo de información que implica, requiere de mecanismos de control que garanticen la calidad de la información y la comparación de resultados. Se destacan las siguientes actividades:

	Control de calidad interno
	Evaluación externa del desempeño

	Al interior de cada laboratorio de la Red de Vigilancia in vitro se definirán procedimientos para garantizar la calidad.
	Un programa de evaluación externa del desempeño (EED) será implementado entre los laboratorios participantes en la red.



Análisis

1. Medida de susceptibilidad - IC 50

2. Variaciones temporales

3. Variaciones espaciales 

a. Origen de la infección

b. Sitio de estudio

· -Variaciones temporales y espaciales: Para cada uno de los análisis se requiere de una metodología para evaluar la significancia estadística de diferencias en términos de resistencia:

· -Comparaciones de las IC50 de cada estudio 

· -Análisis de índice de crecimiento de cada pozo

· -Análisis pareados 

· -Análisis de concordancia con resultados de estudios de eficacia in vivo (RCPA ó FT) y comparación de IC 50 entre pacientes con RCPA y pacientes con FT. 

Ajustar los resultados (cpm, densidad óptica o maduración de esquizontes) cuando estos sean más altos que el control sin droga. Por ejemplo:

· Cpm dilución mas baja 23000

· Cpm control sin droga 21000

Se ajusta las cpm de la dilución mas baja a las cpm del control sin droga = 21000

· Cut-off concentrations of SM or growth are noted for the individual isolates. GMCOC can be calculated.

· Depending on the test system, an appropriate analytic regression system is used, e.g.
log-probit method for SMITs (Computer programme).

· The main parameters such as EC-50, EC-90. EC-99, are calculated, for grouped data also Slope S and Chi-Square for heterogeneity

· Variaciones temporales y espaciales

· Elaboración de tendencias

· Análisis espacial de la distribución y variaciones en resistencia (GIS)

El sistema estandarizará metodologías para el análisis de los resultados. Sobre los siguientes aspectos deberá estandarizarse los procedimientos de análisis:

· Programa de computador para el análisis de datos

· Floating 2 versos 4 parámetros

· ¿Qué es un buen dato?
6 Sistema de información

Instrumentos
Ficha del sitio centinela (laboratorio local): Incluirá descripción de la situación epidemiológica de la malaria en el periodo de recolección de las muestras en campo (epidemia en curso, comportamiento endémico, movimientos poblacionales importantes, incremento en el numero de casos de P. falciparum, evidencia epidemiológica de falla terapéutica, etc.).

Ficha de inclusión: Incluirá las siguientes variables: Criterios de elegibilidad, lugar probable de la infección, antecedente de ingestión previa de antimaláricos, presencia de medicamentos en orina, fecha de recolección de la muestra
Libros de laboratorio: Registros de elaboración de las diluciones de medicamentos.

Informes estandarizados de los resultados de las evaluaciones in vitro
Flujo de información

Laboratorio de estudios: Envía fichas de registro


Laboratorio de referencia: Envía resultados finales de cada prueba


Coordinación Nacional RAVREDA: Hace análisis y retroalimenta a laboratorios de referencia y departamentos. Estos a su vez retroalimentan a sitios de estudio.

Control de calidad de la información

· -Supervisión en la recolección

· -Automatización de la información (doble entrada)

Diseminación de la información

· Boletines epidemiológicos nacionales

· Publicaciones científicas

· Informes de situación de malaria en las Américas de OPS

· Internet: Páginas Web de los Ministerios, RAVREDA

· Presentaciones en eventos científicos y reuniones nacionales e internacionales

· Base de datos de evaluaciones de eficacia y susceptibilidad

7 Utilización de resultados para la toma de decisiones

Con relación al objetivo 1: (Orientar decisiones sobre cambios en los esquemas terapéuticos) 

El registro de un aumento en los niveles de susceptibilidad en un sitio o el registro puntual de niveles altos en un lugar al compararlo con hallazgos de otros sitios podrían dar origen a:

· -Realización de estudios in vivo: ¿Cuándo? Cambios significativos en IC50 para al menos uno de los componentes de la terapia combinada generarían un estudio in vivo a la combinación.

· -Orientar sobre decisiones de cambios de políticas de medicamentos antimaláricos (esquemas terapéuticos, recomendaciones sobre uso, etc.).

Con relación al objetivo 2. (Evaluación de impacto de la política de medicamentos antimaláricos)

· Mantenimiento de niveles de susceptibilidad a los componentes del esquema oficial después de un periodo de implementación de la política.

· Disminución de los niveles de resistencia a un medicamentos retirado de la política.

· Mantenimiento de niveles de susceptibilidad a medicamentos aún no introducidos como esquemas oficiales pero que constituyen opciones futuras.

Soporte técnico para justificar el mantenimiento de políticas costosas

8 Investigación aplicada a la vigilancia de la resistencia 

Además de la utilización regular de las pruebas in vitro para monitorear la resistencia, en el marco de la Red (RAVREDA) estas pruebas también deberán utilizarse en investigación aplicada para desarrollar nuevas herramientas de vigilancia y para entender los determinantes de la emergencia y diseminación de la resistencia. En efecto, antes de iniciar el uso estandarizado de las pruebas in vitro en RAVREDA, la actividades que se realizarán a corto plazo (2004- 2005) consisten en la realización de evaluaciones para determinar la concordancia entre los tests disponibles, familiarizarse con la utilización de los nuevos tests (DELI y HRP2) y evaluar la concordancia entre pruebas usando aislados frescos versus cepas congeladas (item 8.1.1)

Desarrollo de nuevas herramientas para la vigilancia
Validación y estandarización de pruebas in vitro
En este ítem se hace referencia a las actividades que en el marco de RAVREDA se adelanten para validar una nueva técnica o procedimientos específicos de laboratorio que mejoren el desempeño de las pruebas in vitro en el sistema de vigilancia. Este tipo de estudios son los que se adelantarán a corto plazo (2004 – 2005) en el marco de la Red de vigilancia (RAVREDA), para orientar la estandarización de los procedimientos de campo y de laboratorio. En este sentido, en la I Reunión de estandarización del uso de pruebas in in vitro en RAVREDA se plantearon las siguientes líneas de trabajo:

· Comparaciones entre diferentes tests (isotópico versus microtest versus DELI vs HRP2)

· Comparaciones entre pruebas con un mismo test usando aislados frescos versus parásitos cultivados (cepas congeladas)

· Comparaciones entre métodos de preservar los parásitos durante el transporte

Detalles sobre las actividades específicas a realizar en cada país en el anexo 4.

Validación del uso de marcadores moleculares
“En forma similar a las pruebas in vitro, los estudios moleculares de marcadores de la resistencia pueden también constituirse en un sistema de alarma temprana o pueden orientar la realización de evaluaciones de eficacia terapéutica. También puede ser de utilidad el monitoreo de la prevalencia de marcadores moleculares en lugares donde un medicamento ha sido retirado o donde una combinación terapéutica está en uso.”3
Sin embargo solamente se han identificado marcadores moleculares de resistencia para algunos medicamentos, siendo la búsqueda de nuevos marcadores una importante línea de investigación en el campo de la vigilancia de la resistencia, para la cual las pruebas de susceptibilidad in vitro son ciertamente una herramienta fundamental.

Evaluación de factores determinantes del fenómeno de la resistencia y su efecto sobre la epidemiología de la malaria 

· -Correlación in vivo-in vitro 

· -Factores epidemiológicos

· -Efecto sobre morbilidad y mortalidad de malaria

Concordancia in vivo / in vitro
Para cada uno de los medicamentos / combinaciones objeto de evaluaciones in vitro se realizará también un estudio inicial que permita establecer un nivel de concordancia entre la susceptibilidad in vitro y la falla terapéutica registrada mediante el protocolo de 28 días para evaluación de eficacia. 

Este tipo de estudios no hacen parte de la rutina del sistema de vigilancia, son evaluaciones mas puntuales que servirán para interpretar los hallazgos de los estudios in vitro en virtud de su significado sobre la falla terapéutica. Estos estudios se realizarán en sitios centinela apropiados para la realización de evaluaciones in vivo. Se trata de evaluaciones de la eficacia basadas en el protocolo estandarizado de OMS, donde se incluye la toma de una muestra de sangre el día 0. Los demás aspectos metodológicos estarán basados en la estructura de laboratorios para la vigilancia in vitro y en los protocolos estandarizados sobre procedimientos de campo y laboratorio.

9 Sostenibilidad
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11 Anexos

Anexo 1: Flujograma de inclusión de pacientes y toma de muestras

GG + Pf


Elegible (según criterios): 
Sí 
No 

Si elegible: 

· Preguntar si ha usado medicamentos antimaláricos durante EA


· Si respuesta afirmativa: Descartar para estudio in vitro
· Si respuesta negativa: Hacer prueba de medicamentos en orina

· Si prueba en orina positiva: Descartar para estudio vitro
· Si prueba en orina negativa: Tomar muestra de sangre para estudio in vitro, previo consentimiento informado

Anexo 2. Preparación de los medicamentos
· Peso de la droga (balanza analítica)

· Rango de diluciones (cuando se usa Albumax) 

· Cloroquina (50 – 3200 nM)

· Amodiaquina (Monodesetilamodiaquina) (5- 320nM)

· Artemisinina (Dihidroartemisinina) (5-320 nM)?
· Mefloquina (5- 320nM)

· Quinina (100-6400nM )

· Preparación solución stock.

· Trabajar en condiciones estériles.

· Concentración final 

· Esta solución es 10 veces mas concentrada que la solución de trabajo. (por ej CQ 320000 nM)

· Esta solución debe ser preparada en frascos de vidrio recubiertos con silicona

· El volumen final de la solución depende de la disponibilidad de cada droga en cada laboratorio.

· Diluyente de cada droga

· CQ,AQ seran disueltas en agua bidestilada estéril

· QN Etanol puro (durante todas las diluciones)

· MQ Metanol puro (durante todas las diluciones)

· DHAT (pendiente confirmar con Dr Pascal)?

· Nunca filtrar las soluciones, ni por papel ni por milipore

· Estabilidad de las soluciones Stock a 4 grados centigrados

· CQ,AQ, 1 a 2 años

· MQ 2 a 3 semanas (por confirmar)??

· QN 2 a 3 semanas (por confirmar)??

· DHTA 1 semana

· Se debe mantener protegidas de la luz.

Preparación de la solución de trabajo

· Preparar en tubos plásticos nuevos las diferentes soluciones de la siguiente manera

· De la solución stock.

1. Hacer una dilución 1 en 10 (solución de trabajo)

2. De la solución de trabajo hacer diluciones seriadas factor 2 ( 6 diluciones)

· Dosificar 20 (l de cada una de las diluciones en cada uno de los pozos de la microplaca (Marca Falcon)

· Ejemplo de concentración final en el pozo

· Formula C1 V1= C2 V2

· Para verificar cuanto se debe adicionar de cada una de las diluciones en el pozo

· C1 Concentración en la dilución 1

· V1 volumen para adicionar

· C2 concentración final en el pozo

· V2 volumen final pozo (con parásito)

· Con CQ

· C1 32000nM

· V1 ¿?

· C2 3200nM

· V2 200(l 

· 32000nM x ¿?(l = 3200nM x 200(l

· = 0.64nmol/ 32.000nM

· = 20 (l

· Así sucesivamente para cada una de las siguientes diluciones.

· Colocar las placas dosificadas en la cámara de flujo laminar hasta que el diluyente se evapore completamente.

· Una vez secas las placas colocar su tapa respectiva y cubrir con papel Parafilm para evitar la hidratación. Almacenar a 4 grados centígrados protegidas de la luz. 

Recomendaciones de control de calidad de las soluciones

· Medir la concentración de cada droga en la solución Stock por HPLC

· Pesar la placa antes y después de adicionar las diluciones en la placa

· Usar clones de referencia con susceptibilidad conocida (D6 CQs y FCB2 CQr)

· Este procedimiento aplica para los 3 métodos discutidos, HRPII, DELI, Isotópico

· Para el método OMS, las placas ya vienen predosificadas con la concentración especifica.

Anexo 3: Método isotópico

· Una vez determinada la parasitemia y ajustar el hematocrito servir 200(l de la solución de parásitos a cada uno de los pozos. Incubara las placas a 37 grados centígrados con mezcla de gases de 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2.
· Tiempo de incubación

· OMS 30 horas

· Isotópico 24 horas (primera incubación) radiomarcar e incubar de nuevo18 horas. (total 42 horas)

· Deli y HRP2 42 horas

· Radiomarcaje método isotópico (Tener en cuenta que se usa material radiactivo y debe ser manipulado con las condiciones de bioseguridad correspondientes)

· Después de incubación 24 horas adicionar a cada pozo 25(l de una concentración de hipoxantina tritiada de 20(Ci/ml. Hacer la dilución en RPMI* 

· Incubar de nuevo 18 horas a 37 grados centígrados con mezcla de gases de 5% de CO2, 5% de O2 y 90% de N2.
· Congelar todas las placas a –20 grados centígrados mínimo 3 horas.

· Descongelar las placas a temperatura ambiente.

· Cosechar y colectar el material a papel de fibra de vidrio, dejar secar completamente.

· Pasar a viales de centelleo, adicionar liquido de centelleo.

· Colocar en el contador de centelleo y obtener los resultados de las cuentas por minuto (cpm).

Anexo 4. Planes de trabajo de países
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