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PARTE A. INSTRUCCTONES PARA EL EMPLEQ DEL ESTUCHE DE MICROPRUEBAS IN VITRO (MARK I11)

1. CONTENIDO DEL ESTUCHE DE MICROPRUEEAS

1.1 Estuche de¢ micropruebays & (estuche bésico) Cantidad
Placa de cultivo de tejides, 12 x 8 pocilles, predesificados con: 12
cleoroquina: 1 - 64 pmel por pocille
mefloguina: 2 - 128 pmel por pocille
guinina: 4 o 256 pmol por pocille

sulfadoxina/pirimetamina (SDX/PIR):
10 — 10 000 pmel 8DX : 0,125 - 125 pmol PIR por pecille
amediaguina: 0,25 = 16 pmol por peocille

NOTA: 12 placas en cualquier combinacidén de 5 tipos de placas
5i &5 necesaric.

Pipeta de Eppendorf, 50 pl 1
Punta de pipeta de Eppendorf estéril 100
Frasco con RPMI 1640 LPLF, estéril, 100 ml 2
Frasce con L-glutaminag liofilizada, estéril, para 10 ml 20
Tube Falcon, con tapén de presidén, 6 ml 100
Jeringuilla desechable, estéril, 20 ml 2Q
Aguja de 1 1/2'" x 20 G, estéril 20
FPortaobjetos, borde esmerilado (caja de 72 & 50) 2
Mango de bistur{ 1
Hoja de bisturi 3
Pinzas 1
Hojas de aluminio (rolle de 30 m x 30 cm) 1
Tubo capilar, tratade con heparinra, estéril, 100 pl (tubo de 20) 5
Cradiila, alambre cubierte de plastice 1
Etiqueta, redonda (hoja de 77) 2
Torunda 50
Fipeta, cstéril, 1 ml 0
Tube capilar, no tratado, no estéril, 50 pl 500
Boguilla para tubo capilar 2
Pera para tube capilar 2
Lanceta automdtica 1
Cuchilla para lanceta 100
Soporte para lanceta 100
Lapiz graso 1
Vela, parafina pura 2
Tampdn para el frasco de tincidn con polve suficiente para 1 litro de solucidn 5
Colorante A de Romanovsky, cuentagotas de pldsrico, 60 ml 1
Colorante T de Romanczsky, cuentagotas de plastico, 60 ml 1

Placa de tincidn curva i
Insrrueciones para el empleo del estuche de micropruebas Mark IT 3

Juego de fichas para el estuche de micropruebas Mark II 50
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2.

2.1

Fotografias de pardsitos (Plasmodium falciparum) antes y después del cultive

Graga, silicona, para tarro de vela (tubo)
Guantes de proteccidén, lavables, tamafic mediano/grande (20 pares de cada

tamafio)

Estuche de mlcropruehas B (repuestos)

Placa de cultivo de tejides, 12 x 8 pocillos, predosificades con:

cloroquina: 1 - 64 pmol por pocillo
mefloguina: 2 - 128 pmol por pocille
quinina: 4 — 256 pmol por pocille

sulfacdoxina/pirimetaminas
10 = 10 000 pme) SDX : 0,125 - 125 pmol PIR por pocillo
amodiaquina: 0,25 - 16 pmol por pocille

NOTA: 6 placas en la combinacidén de 5 tipos de placas que pueda
necesitarse.

Punta de pipeta de Eppendorf, estéril

Frasco con RPMI 1640 LPLF, estéril, 100 ml

Frasco con leglutamina liofilizada, estéri), para 10 ml
Tubo Falcon, tapdn de presidn, 6 ml

Jeringuilla desechable, esvéril, 20 ml

Aguja de 1 1/2" x 20 G, estéril

Partachjetos, borde csmerilado (caja de &2 & 50)

Hoja de bisturi

Tubo capilar, tratade con heparina, estéril, 100 ul (tube de 20)
Ftiqueta, redonda (hoja de 77)

Torunda

Pipeta, cstéril, 1 ml

Tube capilar, no tratado, no estéril, 30 ul

Pera para tube capilar

Cuchilla para la lanceta

Boparte para la lanceta

Lapiz graso

Vela, parafina purs

Tampdn para el frasco de tincidn con polve suficiente para 1 litro de solucidn

Colorante A de Komanovsky, cuentagotas de plastico, 60 mi
Colorante B de Romanovsky, cuentagotas de pléstico, 60 ml
Instrucciones para el empleo del estuche de micropruebas Mark 11

Juego de fichas para el estuche de micropruebas Mark II

Guantes de proteccién, lavables, tamafic mediano/grande (10 pares de cada tamafio)

NOTAS IMPORTANTES

Cantidad

4
1

40

25
10
250

30
20

[ B T

Todo el material que se suministra con este estuche d¢ micropruebas y que se utiliza para
manipular sangre humana es desechable.
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En vista del peligro que entrafia este matérial para las personas ne informadas, habrd gque
poner sumo cuidade en eliminarlo adecuadamente después de su empleo.

El modo correcto de proceder se indica en ¢l documento "Biosafety in in vivoe and in vitro
estudies of human malaria", por David Payne (WHO/MAL/83,1000, disponible sélo er inglés vy en
francés). ‘

EN NINGUNA CIRCUNSTANCIA SE DEBE VOLVER A UTILIZAR EL MATERIAL DESECHABLE.

2.2 Al seleccionar el materizl utilizado en los estuches de micropruebas in vitre (Mark II)
normalizadas de la OMS se ha hecho todoe lo posible para especificar el material cuyo plazo ma-
ximo de conservacidn es large - o indefinido - a temperaturas ambiente normales.

3in embargo, algunos componentes del estuche se conservan durants un plazo limitado, que
es miy corto incluso para variaciones normales de la temperatura ambiente. FEn consecuencia,
los dos elementos que se indican a continuacidén siempre deberdn slmacenarse a +4 UC (temperatura
normal de una refrigeradora) v transportarse a esta remperatura Siempre gue sea posible:

— medio liquido RPMI 1640 LPLF (conservacidn mdxima 2 afios);
— viales de L-glutamina (conservacidn miaxima 2 atos).

Siempre que sea posible, las placas de prueba predosificadas (conservacién maxima 3 afios)
- I Q
también se almacenrarén a +4 (,

NQ METER NINGUNO DE LOS COMPONENTES EN EL CONGELADOR,

2.3 El recipiente mds cémodo para transportar material sensible es un terme o una ncvera por-
tétil que contenga bloques de refrigeracién en cavtidad adecuada. $i se emplea hielo, dste de—
berd ir encertado en bolsas impermeables.

Evitese siempre el contacto directo del meterial de prueba con el refrigerante.

2.4 Una vez recibidos del suministrador los estuches de micropruebas hay que separar inmediz—
tamente l¢s componentes cuye plazo de conservacidén sea limitado y almacenarlos adecuadamente.

3. DISPOSTCION DE LAS PLACAS DE MICROCULTIVO

Cloroguina (CL)

(1§ 2y | (3)

pmol/pocillio

16
| 32

LH 64

El pocillo A es el testigo.

Los pocillos B — H representan una linez de concentracidn de cloroquina basada en una progre—
sién geométrica de 29; 21. 22. 23, 24, 25, v 26,

¥
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3.2 Mefloguina (MEF)

(1) 20 1 (3 | (ay (5] 6y | (7)Y | (&) (9)‘ (10) { (11) | (1)

A 0 0 o 0 0 0 0 0 0] o 0 0 pmal/pocilloe
B 2

C 4

[ &

E 16

¥ 32

G 1A

H 128
El poeille A es el testigo.
Los pocillos B - H rﬂpréﬁfnran uni Ilnea dg 50ncentrac16n de mefloquina basada en una progre-—
5idn peométrica de 2 Y 27
3.3 Quinina (QNN)

(1) (2) 3 30 P (4 | G5y (6 | (7)) (&) | €9) | {10y | (11} ] (12)

A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o 0 pmol/pocillo
B 4 ‘

G 2]

¥ 16

E 32

i3 64

G 128

H 236

El pocillo A es el testigo.

Los pocillos B - H

geométrica de 2

3.4

Suifadoxina/pirimeramina {SDX/PIR)

Coeficiente 80:1.

e Indica la dosis para la SDX.

geprgﬁengan gna %1n93 ge concentracidn de quinina basada en une progresidn

2 s I B e Y B = <

X

(1)
0
10
30
100
300
1 000
3 00C
10 000

(2}
0

(3)
0

(4)
¢

(5)
0

{(6)
0

(7}
o

(8)
0

(%)
0

(1)

(11)

(12)

pmol/pecillo

Ll pocillo A es el testigo.

Los pocillos B = H representan una linea de concentracidén de SDX/PIR basada en una progresidn
geométrica de factores 3 y 3,33 (alterndndese) y base 10,

e

e
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3.5 Amadiaquina (AMO)
Ly pe2yp 3| ey | (5 | &)y | 7y | (B) | (%) | (1O | (119 | (12)

A Q Q 0 Q Q aQ Q 0 0 0 0 0 pmol/pocille
B 0,25

c a,50

D 1,00

E 2,00

F 4,00

G 8,00

H 16,00

El pocilio A es el testigo.

Los pocillez B - H regresentan una linea de concentracidn de smodiaquinag basada en una progre-
sidn geométrica de 27%; 2-1, 20, 21; 22; 23; ¥ 24,

4. PROCEDIMIENTQS

4.1 Evaluacién previa de los sujetos sometidos a las pruebas

4.1.1 Deben ser excluidas de la prueba las personas que han recibido quinina en les dltimos

7 di{as, 4—aminoquinoleinas en les Gltimos 14 dias, pirimetamina y/o sulfamidas en los dltimos
28 dias, o mefloquina en los Gltimos 63 dias. E= de esperar que con 1os andlisis de orina que
se& estan preparando actualmente se mejore la especificidad y sensibilidad de los procedimien—
tos de anilisis para los antipalddicos corrientes. Cabe sefialar que la prueba Dill-Glazke nor—
malizada que se utiliza para las 4-aminoquinoleirnas da tambidn un resultado positivo con la me-
floquina y la gquinina. Fere en ambos casos el color producido ez un color mds naranja que rojo
{color coflac) y sdlo aparecerd cuande el paciente haya tomado esos medicamentos en las pocas
horas que preceden, o se halla atn en tratamiento con ellos.

4.1.2 5S¢ debe obtener ¢l comsentimiento escrito o verbal, segln convenga, de todos los sujetos
de quienes se toman muestras de gsangre para su snalisis.

4.1.3 $e toma sangre para extengiones y preparaciones en gota gruega de personas Que 5e SOSpe—
cha gque tienen paludismo, vy se tifiem las preparaciones por el método de Giemsa u otro colorante
Fiabte, como el de Romanovsky. Se consideran aptos para el andliesis los pacientes que tienen
infecciones simples por P. falciparum y parasitemias con mds de 1000 formas asexuadas del pard-
sito, pero meneos de 80 O00. Estos pacientes preseleccionados deben someterse a un andlisis de
orina en busca de 4-aminoquinoleinas y sulfadoxina, descartindose a losz que arrgjen resultados
posiriveos.

4.1.4 Los datos bioldgicoes y otros datos de interés sobre cada paciente se anotan en la ficha
elaborada por la OMS para la microprueba Mark II, "Respuesta de P. falciparum a la cleroquina,
mefloquina, quinina, SDX/PIR y amodiaquina (prueba in vitro)", de la que se facilita un surtide,
junte con instrucciones detalladas, en cada estuche de micropruebas, v se van rellenando las
partes correspendientes de la ficha conforme se desarreolla la prueha. Se adjunta un modelo de
la ficha,

4.2 Preparacidén del medio de cultive

2) Témese del estuche de andlisis ¢ de la refrigeradora lo siguiente:

1 frasco de 100 ml de medic liquido RPM1 1640 LPLF;
1 o mis viales de L-glutamina (un vial por cada 20 lineas de pruebal;
Torundas {para esterilizar con aleohel los tapones de caucho del frasco de medie liquide
y el vial o los viales de L—glﬁtamina);
1 jeringuilla, 20 ml;
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2 agujas para las jeringuillas;

! o mds tubes Falcon, 6 ml;

! gradilla para tubos de plastico;

1 o mds pipetas graduadas, estériles, de 1 ml {1 pipeta por cada vial de Leglutamina).

b) Témese la jeringuilla de 20 ml y dos agujas, teniendo cuidado de mantenerlas estériles,
pues no hay ninguna fase de filtracidén en esta prueba. Limpiese el cierre de cauche del fras-
¢co que contiene medio liquido LPFLF frotdndolo con una torunda empapada de alcoho!l, déjesc secar
y perfdérese el cierre con una aguja. Mdntese la otra aguja en la jeringuilla de 20 ml.

¢) Sdquense 10 ml de medio liquido de LPLF del frasco de 100 ml. Tdpese de nuevo la aguja
y coldquese la jeringuilla en un lugar seguro.

d} Retirese la apuja perforadora y después de limpiar el cierre de caucho del vial de Leglutamina
con una terunda empapada de alecohol y una ves seco el cierre, utilicese esa misma aguja para
perforar el cierre del wvial de L-glutaming.

e) Destdpese la aguja de la jeringuilla de 20 ml e introdzcanse los 10 ml del medio 1fquido
LPLF en el vial de L-glutamina. Agitese todo suavemente para disclver la L-glutamina. Reti-
rese y tdpese de nueve la aguja perforadera. Tapese también de nueve la aguja de la jeringui-
11a de 20 m!l y gudrdense las deos en un lugar seguro por si se necesitan mis tarde (véase pde
rrafo gl).

3] Quitese la tapa de aluminie y el ¢iarre de cauche del vial de L—glutamina (teniendo culda-
do de mantenerle estéril) vy, usando una pipeta graduadas de 1 ml, ponganse 0,9 ml de L-glutamina,
mids medio LPLF, en tantos tubos Falcon de & ml gon tapdn de presidn gome pacientes por anali-
zar. Pénganse etiquetas en los tubos, marcands en ellas el ndmero de serie del paciente ana-
lizade y déjense plantados les tubos verticalmente en la gradilla.

g’ De necesitarse mds tubos, s¢ puede adoptar el mismo proceso e preparacidn com lag mismas
jeringuillas v agujas antes vsadas.

h) Almacénese de nuevo en un lugar refrigerado el frasco de 100 ml de medio liquido LBLF par-
cialmente utilizado y deséchense las jeringuillas y agujas usadas de acuerdo con el documento
"Biosafety in in vivo and in vitro studies of human malaria", por David Payne (WHO/MAL/83,1000;
dlsponible sdlo en inglés y en francés).

i) Los tubos Falcon de 6 ml gque contienen 0,9 ml de medio liquido LPLF se pueden almacenar
en una refrigeradora por un plazo mdxime de 48 horas antes de su uso o transportarse sohre el
terreno en un termo que contenga cubos de hielo o bloques refrigerantes. Hay gque precurar,

sin embargo, gque los tubos no entren en contacto directo con los bleoques de hiele y no se in-
viertan o se sumerjan en agua, pues esto podria dar lugar a contaminacidn durante la incubacidn.

NGTA: Cuande no s¢ pueda efectuar la prueba in vitro sobre el terréne o cuande sea nece-
sario transportar la sangre del paciente (o de los pacientes) durante unaz larga distancia, la
sangre de cada paciente sze debe colocar en el medio LPLF {véase el pdrrafo 4.3.1) y transpor-
tar en uh termo que contenga cubos de hiele o bloques refrigerantes. Hay que evitar que los
tubos entren en contaco directo con el refrigerante, dada la posibilidad de lisis por chogue
{rotura espontdena de los pglébulos rojos). Este puede evitarse envolviendo los tubos en algo-
d6n en rama o espuma de pldstico. El refrigerante més eficaz es el hielo himedo: mezcla de
hielo machacado y agua a partes iguales. Cuando se use este procedimiento se procurarid prote-—
ger los tubos del contacto directo con el agua, para evitar toda contaminacidn. Cerrando los
tubos primerc en una bolsa de pldstice y envolviendo ésta luego en algodén en rtama o en espuma
de plidsrico se evita normalmente tode problemz de contaminacidn per el hielo hdmeds.

4.3 PRealizacién de 1a microprueba Mark 1]

4.3.1 Con la lanceta automitica, pUncese ¢l dedo del paciente para aspirar 100 ul de sangre
en un tubo capilar estéril tratado con heparina. Traspdsese rdpidamente la sangre a un tube
Falcon de plastice de 6 ml que contenga 0,9 ml de medic liquido LPLF (véase la seccidn 4.2 {))
y péngasele una etiqueta debidamente marcada con el admero de serie del sujeto gue va a anali-
zarge. Ciérrese el tubo con el tapén apretdndele bien vy agitese para mezclar la sangre con el
medie. El traspaso de la sangre del tubo capilar heparinizado al tubo de 6 ml que contiene el
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medic se efectdz utilizande la pequefs pera negra de pldstico de 1 ml suministrada con el estuche.
Antes de utilizar el tubo capilar de 100 ul para recoger la sangre, se introduce su extremo
distal en la pera y, tapando el orificio sitvado en el extremo de ésta con la yema del dedo y
haciende unz ligera presidn en la pera, se propulsa sin dificultad la sangre contenida en el
tubo capilar hacia el tube que contiene el medie.

4.3,2 Higanse las extensiones y preparacienes en gota gruesa previas al cultivo,

4.3.3 La mezcla sangre/medic se mantiene estable varias horas y los tubos pueden transportarse
en el belsille del pecho para mantener el conténide a una temperatura aproximadamente igual g
la corporal. Ei se prevé un tiempo de tramsporte superior a 4 horas, conviene adoptar la téc-
nica de hielo himedo descrita en la NOTA que figura al fimal de la seccidn 4.2. Una tempera-
tura ambiente de mis de 40 °C destruird a los parisitos.

4.3.4 Se quitan las tiras de pldstice de precintade del! niimerc necesario de pocillos en la
placa o placas apropiadas, cortande primere a lo large de las filas correspondientes con un es-
calpele y levantande luego con pinzag el Jrea de plistico necesaria teniende cuidade de no con-
taminar los pocillos.

4.3.5 Todos los pocillos de la fils apropiada {una £{ila por cada sujeto analizado) se dosifi-
can con 50 pl de la mezcla sangre/medic (1:9) usande la pipeta de Eppendorf de 50 ul ¥ una pun—
ta estéril desechable suministrada com el estuche. La dosificacidn se efectda slempre empezan—
do por el pocille testigo (A) y siguiendo luego por orden creciente de congentracién hasta el
pecilleo Ho Es sumamente importante agitar de vez en cuando la mezecla sangre/medio en el tube
de 6 ml para asegurarse de que la sangre se mantiene en suspensién y se distribuye asi por igual
a2 todos los pocilles. Luege se quita y se tira la punta desechable estéril.

4.3.6 Se adapta uma nueva punta desechable estéril a la pipsta de Eppendorf y se instala la
préxima fila exactamente del mismo modo, y as{ sucesivamente hasta que todas lgs muestras que-—
den repartidas en partes alicuoctas sobre iz placa o placas.

4.3.7 Se coloca la cubierta sobre ls microplaca y con un lipiz graso se escriben los detalles
de cada sujeto analizado sobre la fila correspondiente de la placa.

4.3.8 Agitese la placa suavemente para tener la seguridad de que el fdrmaeco depositado en los
pocillos ha quedado completamente disuelto.

4.3.9 3Se toma el tarro de velas de la incubadora (regulada para asegurar uba temperatura in-—
terna de 37,5 ®C en el tarro; es sumamente importante precalentarlo durante una hora come mini-
mo) y se carga con las placas que van a incubarse., Se encienden dos velas {sdlo deben usarse
las velas de parafina pura suministradas com el estuche) y se coloca una a cada lade de la pils
de placas. Evitese poner las velas encima de las placas. Pdngase la cubierta en el tarro de
velas selléndolo bien, pero con el grifo de evacuacidén en posicidn abierta. Cuando la segunda
vela esté a punto de apagarse, ciérrese el grife de evacuacidn.

4.3.10 Se coloca el tarro de velas en 12 incubadora y se anota la hora.

4.3.11 Se incuba el conteaido a 37,5 °C (X 0,5 °C) durance 24-30 horas {segin la fase de desa-
rrolle de los trofozoftos en el frotis previo al cultive). Segdn la experiencia acumulada has-
ta la fecha, los cultives aislados que no han producido esquizontes dentre de un plazo de 30 ho-
ras estdn influidos por factores que invalidan ¢] procedimiento de andlisis. Hasta ahora, el
retraso de maduracién de esquizontes ha obedecido casi siempre a la ingestidén previa de anti-
palidicos por el sujeto analizade.

4.3,12 Tras la incubacién se cosecha el contenido de los pocillos quitande el liquido que so-
brenada con tubos capilares de 50 ul (y la pera de caucho negro para aspirar) y se traspasan
ios gldbulos rojos depositades en el fonde plano de los pocilles a un portacbjetos limpis, pa-
ra formar una serie de gotas gruesas dispuestas de la forma aqui indicada:
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POCILLO A POCILLO B POCILLO € POCILLO B

POCTLLO E POCILLO F POCILLO G POCILLO H

Debe utilizarse un nueve tube capilar para cada gota gruesa.

4.3.13 Antes de tefiirlas, hay que secar cuidadosamente las preparaciones en gota gruesa resul-
tantes, pues de otro modo se desprenderdn espontdneamente del povtaobjetos. Normalmente se ne-
cesitan 24-48 horas para secarlas al aire, pero este plazo pueds acortarse secandolas en una
estufa a 37,5 °C (30 minutos) o con un secador de pelo. En este caso conviene tener cuidado de
ho scbrecalentar las preparaciones, para que no se f£ijen.

Algunos trabajadores han obtenido resultades sumamente satisfacterios con frotis tratados
con acetona. &e exponen las preparaciones al aire hasta que estén vigiblemente secas, lo cual
gsucle ocurrir antes de 30 minutos. Luego se sumerge el portaobjetos én acetona pura, sS& seca
al aire y se tifie del modo expueste a continuacidn.

4.3.14 Las preparaciones cn gota gruesa se tifien durante 30 minutes con Giemsa de calidad su-
perior diluide al 1% (v/v) en agua de 7,2 de pH. Hay que tener sumo cuidado al manipular las
preparaciones tefiidas mientras no estén completamente secas.

o
£l secado puede efectuarse al aire libre, enm una estufa (37,3 C) o con un secader de pe~
le, perc on este Gltime case cuidando de no sobrecalentar y degradar el colorante.

5. EXAMEN DEL TROTIS DE SANGRE DESPUES DEL CULTIVO

Advertencia previa

ks sumamente importante percatarse de que el mode de proceder para el recuento de esqui-
zontes en el caso de la SDX/PIR difiere del procedimiento adoptade para los cuatre otros medi-
camentos (QL, MEF, QNN y AMO) en el sistema de micropruebas Mark TII.

5.2 Procedimiento de recuento para las preparaciones en gota pruesa después del cultivo con
CL, MEF, ONN v AMO

La base para el recuento es la siguiente:

NUMERO DE ESQUIZONTES CON TRES ¢ MAS NUCLEOS EN UN TOTAL
DE 200 PARASITOS ASEXUADOS (ESQUIZONTES Y TROFOZOITOS).

Para que Ja prueba sea aceptable, la proporcidn de esquizontes maduros debe ser del 10% o
mds {es decir, 20 esquizontes com tres o mds nicleos por 200 pardsitos asexuados). Esta c¢ifra

puede luepgo expresarse como porcentaje de la obtenida en el testigo, como en el ejemplo si-
guiente:
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TESTIGOS MEDICAMENTO SOMETIDO A PRUEBA
Nimero de esquizontes, es.decir, pard- Nimere de esquizontes.
sitos con tres o mas ndcleos por 200 Debe repetirse para cada pocille.
pardsitos después de la incubaciédn.
Testigos Nimero de esquizon- % de esquizontes en rela-—
tes por 200 pardsi- c¢idén con las muesiras
teos después de la testigo
incubacidn (testigos = 100%)
98 ‘ 49 49
GT 1 * 100 = 50%

5.3 Procedimiente de recuento para las preparaciones en gota pruesa después del cultive

con SNX/PIR

En la microprueba realizada de laz OMS, la accidn de la SDX/PIR en el esquizonte en desa-
rrollo no es tan clara como en el case de la CL, la MEF, la QNN o la AMGQ., Los esguizontes con
tres niclecs o més se desarrellan incluse cuando ]l firmace es eficaz, aungue esos nucleos ne
suelen estar bien definidos v ¢l desarrello del esquizeonte puede aparecer anermal. En conse-
cuencia, La determinacidén del "punto de ruptura', es decir, el momento en que termina la sensi-
bilidad v empieza la resistenciaz, resulta mas dific¢il, no pudiéndose utilizar el porcentaje de
esquizontes c¢on tres nicleos o mas para definir el ¢recimiento de esquizontes gome en el caso
de la CL, la MEF, la QNN y la AMD,

Para superar esta dificultad y evitar que no se puedan distinguir claramente logs naecleos
normales de los anormales, el umbral del crecimienteo de esquizontes se ha modificado de 1 a 8
o mis nicleos normales. Esto se debe a que los esquizontes que se desarrollan hasta la fase
de 8 nicleos o mis en presencia de la SDX/PIR no suelen ser anormales, lo cual indica un ecre-
cimiente normal (maduracidén).

Teniendo presente lo antedicho, el recuento en el casco de las preparaciones en gota grue-
sa con SDX/PIR se basa en tres criterios:

a) presenciz de trefozoites;
k) presencia de esquizontes com 3-7 ndeleos, y esquizonies ancrmales;
<) presencia de esquizontes normales con 8 ndcleos o mis.

Asi pues, los recuentos comparativos de pardsitos asexuados utilizando SDX/FIR son algo
mids complejos que en el caso de la microprueba normalizada de la OMS para CL, MEF, QNN y AMO,
pero después de cierta prictica pueden realizarse con relativa facilidad. E! procedimiento en
el caso de la SDX/PIR es casi igual que en el case de los otros ¢uatre farmacos, con la excep-
cién de gue es necesario hacer un recuento de los esquizentes con 8 o mas nlicleos normales per
cada 200 pardsitos asexuados.
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6. INTERFRETACION Y COMUNIGACION DE LOS RESULTADOS DE LAS PRUEBRAS

Los resultados de las pruesbas inmediatamente despuds de ¢onocerse deben anotarse en la fi-
cha de la OMS "Respuesta de P, falciparum a la cloroquinz, meflequina, quinina, SDX/PIR y amo-
diaquina', que se ha modificado para adaptarle a la micropueba. in vitroe Mark II. Leos resulta-
dos de esta prueba nc pueden consignarse en la primers serie de fiches para pruebas im vitro,
dade que las concentraciones de farmaco son diferentes.

Una vez recibida la ficha rellenada por la correspondiente oficina regional, los datos se
analizan con ordenader vy en el momento oportuno se incluyen en el informe periddico del FProgra-
ma Mundial de Vigilancia. No obstante, el investigador podrd hacer su propio andlisis de los
datos, ya sea en la forma simplificada de un cuadro, o sirviéndose de la calculadora programa-
ble TT 39, elaborando una linea de regresién sobre la base de los andlisis probit de la prueba
dosis logaritmica/respuesta a partir de la valoracidn de 3-8 puntos (véase el documento "Evalua-
tion of in vityro tests for drug sensitivity in Plasmodium falciparum: probit analysis of log-
dose/response test from 3-8 points assay', por B. Grab y W. H. Wernsdorfer, WHO/MAL/83.990;
disponible sdlo en inglés v en francés). Los resultados obtenidos con este dltime tratamiento
son muy parecidos a los conseguidos con el ordenador del Programa Mundial de Vigilancia.

6.1 Pruebas con CL, MEF, QNN Y AMO

Siempre que

#) el procedimiento sea satisfactoric enm los testigoes (es decir, 20 o mds esquizontes con
3 o mas ndcleos por 200 pardsitos asexusdes);

b} el cultive aislado inicial no ¢ontuviera mis de 80 000 pardsites por microlitre de san-
BI&, ¥

c) la infeccidn fuera realmente debida a P. faleiparum finicamente, puede deducirse lo
siguiente: .

Respuesta satisfactoria Indicacidn de resistencia
FArmaco probado ias e o .
P Inhibicién completa de Crecimiento de esqui-
gsquisontes a zontes a
Cloroquina 4 pmol & menos 8 pmol o més
Mefloquina {(*) 64 pmol o mis
Quinina 128 pmol o menos 236 pmol o més
Amodiaquina 2 pmol o menos 4 pmol o mis

e .
Concentracidn ¢ritica ain por determinar (sobre la base de las pruebas comparativas
in vivo e in vitro).

Se obtienen daros mds significatives cuando se agrupa una serie de pruebas (a ser posible
30 o mds, pero 10 como minimo}.

La agrupacién de estos datos se consigue ficilmente sumando los recuentos de esquizontes
correspondientes a los testigos y a cada concentracién y dividiendo ei resulrado por el nimero
de pruebas a fin de obtener recuentos medios de esquizontes. FEstos se¢ transforman en porcentalje
de esquizontes en relacidn con las muestras testigo, como se ha expuesto anteriormente. Ese
porcentaje representa los esquizontes maguros. 51 se deduce de 10Q, el resto es &l porcentaje
de esquizontes cuya maduracién ha guedade inhibida.

En el cuadro siguiente se ofrece un ejemple de esto respecto a una serie de 10 pruebas
aceptables con clorequina:
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Recuentog de esquizontes por pocille de prueba de:
Nimero de prueba 1 2 4 8 16 32 o4
K pmol pmol pmot pmal pmel pmol pmok
1 190 164 a1 43 11 2 0 0]
2 112 b 32 0 o
3 178 179 1460 138 112 90 40 0
4 196 162 190 186 114 653 23 0
5 49 33 21 11 2 0
6 34 3z a0 21 6 1 0 0
7 200 191 { 111 65 38 11 3 0
8 29 ‘ 3 1 G 0
9 128 64 30 16
10 55 53 47 26 12 6] ¢
Total de esquizontes 1171 995 703 506 293 169 66 o
Numero medio de
esquizontes 117 100 70 31 29 17 7 0
Porcentaje del
testigo 100,0 85,5 59,8 43,6 24,8 14,5 6,0 0
Porcentaje de ma-
duracidn 85,5 39,8 43,6 24,8 14,5 6,0 0
Porcentaije de
inhibicidn 14,5 40,2 56,4 75,2 85,5 94,0 | 100,0

Evidentemente, madurz todavia un nlmero significative de esquizontes en los pocillios que
contienen 16 y 32 pmol (y en tres de cada diez cultivos aislados se obsarvs maduracidn de es—
quizontes a 32 pmol). Como ya se ha visto en el primer cuadro de la presente seccidn, la madu—
racién de esquizontes en el pocillo de 8 pmol jndica resistencia. En ocho de los diez cultives
aislados de este ejemplo se observd maduracién de esquizontes en el citado pocillo. Esta se-
rie demuestra una situacidn de resistencia menifiesta.

La principal ventaja de este sistema estriba en la comparabilidad de los resulrados cuan-
titativos, tanto entre distintas zonas geogrificas como entre series de la misma zena en momen—
tos diferentes (estudios longitudinales). Esta clase de vigilancia ofrecerd la posibilidad de
advertir con antelacidén toda reduccidn importante de la sensibilidad a los firmacos y permiti-
ri a las autoridades sanitarias elaborar politicas farmacduticas destinadas s retrasar la apa—
ricién de recistencia.

6.2 Pruebas con la SDX/PIR

Los recuentos correspondientes a las prepsaraciones en geta gruesa arrojardn dates como los
gue s& indican en el siguiente ejemplo rabulado:

]
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Pocille
Pardmetro
A B C D E r G H
Esquizontes ¢on 8 o mis nicleos
normales 55 56 &7 a 0 0 Q Q
Otrog esquizontes y anillos 145 144 {153 192 200 | 200 | 200 | 200
% de maduracién de esquizontes
(% del testigo) 100 85 15 0 o] 0 hj
% de inhibicidn de ewguizontes 0 15 85 | 100 {100 | 100 100

NOTA: Pocillo & = tastige; pocillo B = la més baja concentrscidén de SDX/PIR;
Poecillo Il - la més alta concentracidn de SDX/PIR.

Fn aste ejemplo, el punte de ruptura se sitda, por consiguiente, entre el pocitle D
(50X 100 pmol/PIR 1,25 pmal por pocillo) y el pecille E (8DX 300 pmol/PIR 3,75 pmol por poci-
tlo). Segin los datos hasta la fecha disponibles, el 90% de inhibicidn de leos esquizontes con
oche o mis nicleos refleja con mayor precisidm el punto de ruptura real, punte que puede veri-
{icarse con facilidad mediante una simple grafica, come el de la figura ! adjunta, usande los
datos arriba consignados.

PARTE B. INSTRUCCIONES PARA RELLENAR EL FORMULARIO
CON 1,0S RESULTADOS DE T1.AS MICROPRUEBAS IN VITRQ (MARK II)

1. INTRODUCCTON

Como en el vaso del formulario primitive, la finalidad de este formulario (véase el modelo
adjunto) consiste en permitir, mediante la colaboracidn del mayor ndmere de centres posible,
una vigilancia asistida por ordenador de la respuesta in vitro de P. faleciparum a los medicamen-
tos antipaladicos. La serie de Fdrmacos para las pruebas se ha ampliade y comprende actualmen-
te la cloroquina, la meflequina, la quinina, la sulfadoxina/pirimetamina {(5DX/PIR} y la amodia-
quina. El formulario fue elaborade en consulta con numerosos investigadores de muchos paises,
directamente interscados en el establecimiento y la utilizacidn de pruebas in vitre. Por consi-
guiente, constituye una solucidén de compromiso ¢on respecto & la zeleccidn de los elementos de
informacién que han de retenerse para el proceso de datos. FEs pesible, y a todas luces legiti-
mo, que los investigadores deseen reunir otros datos que no estdn previstes en el formulario,
En csos casos, cabe esperar que siga utilizandose ¢l presente formulario y que se registre por
separado la informacién suplementaria.

L) formulario se produce automiticamente en cuatro ejemplares, incluide el original., Es-
tos cuatro ejemplares estdn destinados a: 1) el investigador; 2) OMS/MAP, Ginebra; 3) la Ofi-
cina Regiomal; y 4) una autoridad o institucidn de caricter nacional. El tratamiento autemiti-
co de lous datos correrd a cargo de la OM5, en Ginebra, al menos al prineipio.

2. CONSIDERACIONES GENERALES SOBRE LA MANERA DE RELLENAR EL FORMULARIO

F1 investigador debe rellenar el formulario en el momento de efectuar la prueba (veéase el
pédrrafe de introduccién & la seccidn 3). El formularie estd concebido para servir de registro
primario, es decir, pars registrar directamente observaciones sin utilizar ningin registro in-
termadio o provisional a partir del cual haya que copiar la informacida (con el trabajo suple-
mentario y los riesgos de error consiguientes).

La informacidén recogida en este registre puede dividirse en dos categorias:
a) informacién numérica para tratamiente en ordenador; esta informacidém se incluye en

las casillas de datos, numeradas de 1 a 201, y parte de ella es directamente numéri-
ca (v.g., el nimero de esquizontes per 200 parisitos asexuades en una concentracidn
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dada de cloroquina); el resto de esta informacidn no es directsmente numérics, perc
se convierte en numérica aplicande um cddigo numérico predeterminade {v.g.. "motivo
del examen': se enumeran oche "mativos" v se anota en la casilla 46 el almero co=
rrespondiente al motive de que se trate);

") informacién (verbal o numérica) que no se va a tratar en ordenador; pero parte de es-—
ta informscidn aparece también de manera codificada en la categeria precedente (v.g.,
ei pafs donde probablemente se ha contraide la infeccidn se da en palabras y en clave
codificada); el resto comsiste en informacidnm suplementaria que puede ser dtil para
el investigador, pere que no es necesaria para el tratamiente en ordenador (v.g., el
nombre del paciente). Algunos investigadores pueden veunir y registrar otros tipos
de informacidn (véase la seccidn 1).

3. INSTRUCCIONES PARA RELLENAR EL FORMULARIO, SECCION POR SECCTON

El formulario estd dividido en secciones que se designan por una letra, desde 1la A a lal
vy de la K a la N; la seccidn J (macroprueba) se ha suprimido en este formulario. Cada espacio
previsto para anotar datos, denominade casitla, lleva un nimero de identificacidén. Se tleva un
registro de las personas seleccionadas mediante exdmenas de dereccidn, pero no se consignan en
é1 los resultados de la deteccidn.

- Las secciones A-H se rellenan en el momento de la extraccidn de sangre, es decir, la ex-—
traceidn de la sangre para =l cultive y el frotis previeo al cultive {que no se debe con-
fundir con el frotis obtenide antes para la deteccidn).

- La seccidén I se completa en el momento de examinar el frotis previe zl cultive.

- Las secciones K y L ge rellenan en el momento de examinar el frotis de las pruebas.

- La seccidn M se rellena en los casos en que las pruebas han revelado una resistencia.

— La seccidn N se rellena cuando el investigador interpreta los resultados de la prueba
(csta interpretacidn puede requerir gridficas, que quedan en poder del investigador).

3.1 Seceidn A: FAIS Y LUGAR DE LA PRUEBA

Se indica dénde se hs efectuado la prueba y se identifican la institucién y la persona
{investigador) que }a han realizadu. Por supuasto, en algunos paiscs pueden efectvarse las
pruebas en mds de una institucién y per varios Investigaderes. Para facilitar la labor del in-
vestigador se resetrva espacio para una CIFRA NO CODTFICADA.

En la parte codificada, las casillas 1-4 corresponden al numere de serie de la prueba, que
es dnico en el dmbito del pais (excepro si se han practicado mis de 9999 pruebas en un pais, en
cuyo caso la numeracidn vuelve a iniciarse por 0001, 0002, etc.). Las casillas 5-7 y 8-9 estén
destinadas, respectivamente, a las letras de cbdigo del pais (cada pais tieme un Cddigo de Le-
tras IS0 normalizado: véase el anexo 1) y al nlmero de la institucién (se supone que cada pais
asignara nimeros de cddigoe a sus instituciones parcicipantes). Las letras del cédige adeptado
por la 150 para los paises pueden diferir de las del correspondiente céddigo de la OMS que se
utilizaba con anterioridad pevro que ha sido sustituido ya por el cddigo ISO.

Con el fin de gue los nimeros de serie de la prueba (casillag 1-4) sean dnicos en el Ambi-
to del pafs, deben asignarse diferentes series de nfimeros a las diferentes instituciones que
practiquen la prueba en un mismo pafs. Esta asipgnacién debe hacerse por mutuo acuerdo entre el
funcionario gubernamental responsable y los investigadores (v.g., los ndmeros 1 a 500 a la ins-
titucidn 01, los nidmeros 501 a 1000 a la institucidn 02).

3.2 Seccidn B: FAIS Y LUGAR DONDE FROBABLEMENTE CONTRAJD LA INFECCION

En algunos lugares la pesona examinada puede haber contrafdo la infeccidn fuera del sitio
donde se practica la prueba, e incluso puede haberla contraide en otro pafs. Es muy importante
identificar el lugar de la infeccidn, si ello es posible. Para poner a los analistas en condi-
ciones de identificar la zona con cierta seguridad, hay que dar la ubilcacidn geoprifica (coor-
denadas) de la zona de infeccidn probable (dato que puede obtenerse dire¢tamente en &l mapa o
buscando la localidad mas préxima en el indice de nombres geogréficos de un =tlas, asi como en
gacetas oficiales o en textos de referencia de los servicios de correos).
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Las ¢asillas 10-12 est4n destinadas a las tres letras del cddige I50 para el pais (véase
el anexo 1} y las 13-14 a las de la provincia o estado (se supone que cada pais asignard ntme-
ros de eddigo a sus subdivisiones principales, tales como estados, provincias o territorios).

A las presentes instrucciones se adjunta una lista de las abreviaturas del cbdigo adoptado por
la 180 para les distintos paises. Las letras pueden diferir de las utilizadss anteriormente en
el correspondiente cddige de la OMS.

La ubicacién geogrifica se codifica del medo siguiente: las casillas I3 y 20 se utilizan
para consignar los puntos cardinales (Norte o Sur para la latitud, Este u Oeste para la longi-
tud) y las 16-19 y 21-25 para precisar las indicaciones del mapa en grades y minutes. Es impor-
tante advertir que enm las tasillas 15 y 20 se escriben nilmeros v no letras.

3.3 Seccidén C: TOMA DE SANGRE

Se dan los detalles sobre el momento en que se practicd la prueba. En las casillas 2627,
28-29 y 30-31, respectivamente, se consignan el dia, el mes y el afic {este Gltimo cop dos ci-
fras). Lz hora, utilizande &l ciclo horario de 24 heras, se indica en las casillas 32-35, por
el siguiente procedimiente: wv.g., 1 de mayo de 1987, siete y media de ta tarde (19.30 horas,
segiin el ¢iclo horaric de 24):

f0/1/ [0/5/ 1877/ /1797 1370/

3.4 Seccién D: INCUBACICON

Se registra el tiempo de incubacidn en heras y minutos (cicle horarie de 24 hoeras), consig—
nande el comienze en las casillas 26-39 y ¢l momento de la terminacidn en las 40-43., La dura-
cién del tiempe de incubacién se indicard en el espacic previsto al efecto (solamente en horas)
pero no se codifica este dato por no ser necesario para el ordenador. El tiempo méximo admisi-
ble para una microprueba basada en la maduracién de esquizontes es de 30 horas {véase la Par-
te A de este decumento para mas detalles).

3.5 GSeccidn E: PACIENTE

El nombre y cl sexo del paciente no se codifican y se consignan en el espacio previsro al
#fecto; la edad, en afies, se codifica en las casillas 44=45 (si el paciente tiene menos de un
iy se ponen dos cerps).

3.6 Seccidn F: MOTIVOS DRI EXAMEN

Conviene conocer el motivo por el gque se ha elegido a un paciente determinade para la de-
teccidn, y este motlvo se indica seleccionando una de las explicaciones numeradas de 1 a 8 vy
angtdndela en la casilla 46. El c¢édige 8 comprende todos los motivos no mencionados entre 1 y 7.

3.7 SBeccidén G: MUESTRA

También es Importante conocetr la procedencia del paciente, la cual se indica seleccionando
una de las entradas numeradas de 1 a 7 vy anotidndola en la casilla 47. El e¢ddige 7 comprende to-
dzs las procedencias que no fipuran entre 1 y 6.

3.8 Seccidn H: MEDICAMENTO ADMINISTRADO EN LAS DOS ULTIMAS SEMANAS

En general, la prueba debe practicarse s6lo en personas que no hayan tomade medicsmentos
antipalddicos en las Gltimas 2 semanas. A veces, sin embargo, no es posible seguir esta regla
y de ahi gue se haya incluido esta seccidn. La respuesta a la pregunta '";Se le administrd al-
gin tratamiento antipalddice en las Gltimas 2 semanas?" se anota en la casilla 48 mediante la
clave codificada correspondiente (1 = si; 2 = noy 3 = ne $é). 5i la respuesita es "si', se ano=-
tz el nombre del medicamento, tal come lo menciona el paciente, en el espacio previsto al efec-
to v se incluye uwn numere de cédigo en la casilla 49, con arrcglo al siguiente sistema:
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/_1_/ 4—aminoquinoleinas E pirimetamina/sulfona
/_2_/ proguanil _/'_z"/" antibidticos
LT_T plrimetamina E otres
/"4 / quinina /9 7 desconocido

/5 / pirimetamina/sulfamida
5i el paciente ha tomado md3s de un medicamento separado, andtese el mds recientce.

En las casillas 50 a 53 se anotan lac determinaciomes urimarias de la clercquina (o amodia-
quina}, mefloquina, quinina v sulfadexina. Esas determinaciones se anotan en la casilla respec—
tiva, v.g., la columna 50 para laz cleroquina, peniende 1 si sl resultado es pesitive y 2 si es
negative. 5i es dudeso, se pene 3, y sl no se ha heche andlisis, 4.

3.9 Seccidn I: EXAMEN ANTES DEL CULTIVO

E1l examen del frotis previo al cultive comprenderd el recuento de formas asexuadas de
P, falgiparum y de leucocitos. La Gnica Informacién que se codifica para el rratamiento infor-
mAtico es el nimero total efective de formas asexnadas de P. falciparum contadas, que ha de ano-
tarse en las casillas 34-38, y el ntmerc efective de leucocitos contades, que se anotard en las
casillas 59-62. Ademids, se ha reservado espacio para otra informacidén que pueda ser de impor-
tancia para el investigador, perc que no se tratard en ordenador: el desglose segin el tamafo
de los anilles de P. falciparum efectivamente contades (pequefios, medianes y grandes) y el nu-
mere de P. falciparum asexuados por wm> de sangre.

3.10 Seccidn J: RESULTADO DE LA MACROPRUEBA

Como esta prueba ha side casi totalmente sustituida per la microprueba, no figura en el
formulario revisade. Los resultados de la macroprueba pueden aunn anotarse en el formularie eri-
ginal mientras queden ejemplares del mismo.

3.1t Seccidn K: RESULTADQ DE LA MICROPRUEBA

Se anctan los resultades de los recuentos de esquizontes en el testigo y en siete pocillos
de prueba. A cada resultado se le asignan tres casillas y se han establecido filas distintas
de casillas para la ¢lorogquina, la mefloquina, la quinina, la SDX/PIR v la amodiaquina (casi-
llas 63-86, 90-113, 117=140, 144~167 y 171-194, respectivamente). Log ndmeros de lote de las
placas de prueba se anotan en las casillas 87-89, 114-116, 141-143, 168-170 y 195-197, respec=-
tivamente. E} ndmero de lote correspondiente al medio RPMI 1640 LELF se anota en las casi-
Ilas 198-199.

Son necesarias tres clases de anotaciones:

— ¢ifras indicativas del recuente efective de esquizontes cuando se produce crecimiento;

- ¢eros ¢uande se hacen recuentos y mo se obseérva ningln ¢recimiento de esquizontes: se
suponea que el Teecuento s cero después de haberse anotade ya dog recuentos Cerd CONSecU=

Livos;

- tayas si la lectura es imposible, v.g., si se pierde una preparacidén en gota gruesa pos-
terior al cultive o si estd muy contaminada.

He aqui Ltres ejemplos de io anterior en la casiila del formulario correspondiente al resul=
tade de la microprueba:
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Ejemple 1

K RESULTADRO DE LA MICROFPRUEBA Flaca de

( LOROQU-[NA / -1 prueba
- 1 ¢ ocl (4] ] 0
ami pocl .

ESQUTZONTES/ 200 pardsitos _:= 'Z“fll 1[;'2 1|52| i 1|:;l2 0| g|7 0|1'°| Z OIOL 0]0 o . l
108 ol 107 wl 94 ol 48 wal 11 gl 3 a0l 0 4

et

Se trata de una infeccidn resistente en la que se registra un crecimlento de esguizontes
en todas las concentraciones salve a &4 pmel.

{Adviérrase que un recuento en el testigo superior a 200 es imposible, ya que el testipgo

representa el nimerc de esquizontes en un recuento total de parisitos asexuades - trofozoltos
v esquizontes - de 200.)
Ejemplo 2
K RESULTADC DE LA MICROFPRUEBA Placa de
CLOROQUINA pmol/pocille li’r‘;eb:o
ESQUIZONTES/200 pardsitos _, [—oE 1 X i T X Xz o orte
,,14711!220|5|10|o|o ololololo [ojolo b lojolo]

87 ol 36 g 0oe) 0 o 0w 0w 0 w

Se trata de una infeccidn sensible con crecimiente hasta la concentracidn de 2 pmol inelu~
sive. Luego la lectura para las concentraciones de 4 y 8 pmol dio resultado negativo. De acuer-
do con la regla de los 'dos ceros consecutivos" se detiene aqui el recuento, pero, como se pro-—
baron las Lves concentraciones restantes (i6, 32 y 64 pmol), se consignaron ceros por haberse
extrapelade que serfan cero si se leyera el resulrado.

Ejemple 3
K KESULTADD DE LA MICROPRUEBA Flaca de
CLOROQUINA pmol/pocilio prueba

o o .= - - . _ late N9
ESQULZONTES /200 para51tobm:10 3 1|0|5 d ;lﬁ -l —I- Olélo % —I— S IZ[3 0]1 k ) I ]

Infeccidén resistente con pérdida de dos preparaciones en gota gruesa durante el proceso
de tincidn: concentraciomnes 4 y 16 pmel.

3.12 Sceeciédn L: COMPROBACION DE LOS FROTIS

Se indica si se han enviado los frotis a un centro de referencia para su verifica¢idn, ano-
tindosa en ta casilla 200 la respuesta apropiada (1 = si; 2 = no).

3.13 Seccidn M: DESPLAZAMIENTOS DEL PACIENTE

Se hace un breve resumen de los viajes del paciente durante los 12 dltimos meses. La codi-
ficacidén de este dato no la hace el investigador sino el servicio de tratamiente infermético de
la sede de la OMS, en Ginebra.

3,14 Seccidon N: CONCLUSIONES

: . . . ) - .
El investigador consigha aqui sus propias conclusiones sobre el caso. Esta informacién no
¢ codifica.




RESPUESTA DE F. FALCIPARUM A LA CLOROQUINA, LA MEFLOQUINA, LA QUININA,
LA SDX/PIR Y LA AMODIAQUINA (PRUEBA IN VITRO)

(Protdérase que las congaagraciones de fdemago en las placay de prucha cointigan con las indicades ea 12 zeccldn K}
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Inbkerpretacidn

Para lograr una inhibicidn del crecimiento del 90%, en la escala vertical, la concentracidn
medicamentosa eficaz es una combinacién de SDX y FIR a razoén de 110 pmol por pocille de 3DX
y 1,4 pmel por pecillo de PIR.
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ANEXO 1
LISTA DE PAISES O TERRITORIOS, POR REGIONES

Lista elaborada de acuerdo com el Codige adoptado por la 150" FRra representar los nombres
de paises, segunda edicidn, 1981-05-15.

Pais o zona Codigo Pais o zona Codigo

AFRICA

Angola AGO Mali

Argelia DZA Mauricio

Benin BNE Mauritaniga

Botswana BWa Mozambique

Burkina Faso HWO Namibia

Burundi EDI Miger

Cabo Verde . cev Nigeria

Camerun CMR Repiblica Centroafricana
Comoras coM Repiiblica Unida de Tanzania
Congo coG Reunidn

Cdte d'Ivolire CIvV Rwanda

Chad TCD Santa Elena

Etiopia ETH Santo Temé y Principe
Gabdn GAB Senegal

Gambia GMB Seychelles

Ghana GHA Sierra Leona

Guinea CIN Sudafrica

Guinea Bisgscau GNB Swazilandia

Guinea Ecuarorial GNQ Togo

Kenya KEN Uganda

Lesothe LS50 Zaire

Liberia LBR Zambia

Madagascar MDG Zimbabwe

Malawi MWI

LAS AMERICAS

Antigua y Barbuda ATG Haiti

Antillas Neerlandesas ANT Honduras

Argentina ARG Islas Caiman

Bahamas BHS Islas Turcos y Caicos
Barbados BRB Islas Virgenes Britédnicas
Belice BLZ Islas Virgenes (Estados Unideas)
Bermuda BMU Jamaica

Belivia BOL Martinica

Brasil BRA México

Canads CAN Montserratg

Colombia coL Nicaragua

Costa Rica CRI Panami

Cuba CUB Paraguay

Chile CHL Pern

Dominica DMA Puerto Rico

Ecuador ECU Repiblica Deminicana
El Salvador s5Lv San Cristobal y Nieves
Estzdos Unidos de América Usa S5an Vicente

Granada GRD Santa Lucia

Guatemals GT™ Suriname

Guadalupe GLP Trinidad y Tabago
Guayana Francesa GUF Uruguay

Guyana GUY Venezuela

o
Organizacién Internacional de Normalizacidn.
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Pais o zona

Bangladesh
Buthan
Birmania
India
Indoneisa
Maldivas

Albania
Alemania, Republica Federal de
Austria
Bélgica
Bulgaria
Checoslovaquia
Dimamarca
Fapafia
Finlandia
Francia

Grecia

Hungria
Irlanda
lslandia
Israel

Italia
Luxemburgao
Malta

Ménaco

Afganistén

Arabia Saudita

Bzhrein

Chipre

Djibouti

Egipto

Emiratos Arabes Unideos
Trén {Replblica Islamica del)
iraq

Jamahiriya Arabe Libia
Jordania

Kuwait

Cédigo

Pais o =ona

AS5IA SUDORIENTAL

BGD
ETN
BUR
IND
IDN
MDV

ALB
Dy
AUT
BEL
BGR
CsK
DEN
ESP
FIN
FRA
GRE
HUN
IRL
ISL
ISR
ITA
LUX
MLT
MCO

EURGPA

Mepal

Repliblica Popular Democritica
de Corea

Sti Lanka

Tailandia

Noruega

Pafces Bajos

Palenia

Portugal

Reino Unide de Gran Bretafia e
Irlanda del Norte

Repliblica Democrdtica Alemana

Repiiblica Socialista Soviética
de Ucrania

Repliblica Socialista Soviética
de Bielorrusia '

Rumania

San Marino

Suecla

Suiza

Turquia

Unidn de Repiblicas Socialistas
Saviéticas

Yugonslavia

MEDITERRANEO ORIENTAL

AFG
SAU
BHR
CYF
NJl
EGY
ARE
IRN
IRG
LBY
JOR
KWT

Libano

Marruecos

Oman

Pakistin

Qatar

Repiblica Arabe Siria
Somalia

Sudéan

Tinez

Yemen :
Yemen Democririco

Codigo

NFL

PRE
LKA
THA

NOR
NLD
FOL
FRT

GRE
DOR

UKR

BYS
ROM
SMR
SWE
CHE
TUR

5UN
YUG

LBN
MAR
OUN
FAK
QAT
SYR
SOM
SDN
TUN
YEM
YMD




Faiz o zona

Australia

Brunei Darussalam
China

Fijt

Filipinas

Guam

tlong Kong

Islas Cook

Islas Salomén
Japdn

Kampuchea Democritica
Kiribati

Macao

Malasia

Niue

Nueva Caledonia

Cédigo

Paiz o zona

FACTIYICO OCCIDENTAL

AUS
BRM
CHN
FJI
PHL
GuM
HKG
COK
SLB
JPN
KHM
KIR
MAC
M15
NIV
NCL

Nueva Zelandia

Papua Nueva Guinea

Folinesia Francesa

Repliblica de Corea

Repiblics Demoeratica Popular Lao

Repiblica Socialista de Viet Nam

Samoa

Samoa Amevicana

Singapur

Territorio en Fideicomiso de las
Islas del Pacifico

Tokelau

Tonga

Tuvalu

Vanuatu

Wallis ¥y Futuna
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Cédigo

NZL
PNG
PYY
KCQR
LAD
VNN
WSN
AMS
8GP

PCI
TKL
TON
Tuv
VUT
WLT




