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s El proceso PCR esta protegido por patentes propicdad de Hoffmann-LaRoche, Ine
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INTRODUCCION

A escasos aiios de iniciar un nuevo siglo, los paises desarrollados experimentan cambios que inciden directa
e indirectamente en la vida y bienestar de los habitantes de los paises menos desarrollados. Tales cambios
estin profundamente relacionados con los nuevos logros tecnologicns y adelantos cientifices; es una
revolucion tecnolégica e intelectual la que caracteriza el final del Siglo Veinte. Paises como Guatemala v
los demds de la subregién Centroamericana enfrentan el reto de la sobrevivencia v el despegue del
subdesarrollo. Por lo tanto, cada vez es mayor la necesidad de formar el recurso humano caliticado, capaz
de comprender los conceptos innovadores, manipular las nuevas tecnologias e integrar los conocimientos para
proveer bienes y servicios terdientes a mejorar las condiciones de vida propias y. por ende, las de la
sociedad de la cual es parte fundamental.

El Centro de Estudios en Salud del Instituto de Investigaciones de la Vniversidad del Valle de Guatemala.
¢l Area de Ciencia y Tecnologia del Instituto de Nutricion de Centro América y Panama y el Programa de
Biologia Molecular Aplicada y Transferencia de Tecnologia Apropiada de la Universidad de California en
San Francisco. reconocen la necesidad de divulgar y transmitir los conocimientos que dan lugar al avance
de la ciencia y la tecnologia y han incorporado a sus actividades de investigacion programas de Formacion
de Recursos Humanos, iniciados desde hace varios afios.

El Curso/Taller "PCR '95 es una continuacion en 13 secuencia de varios cursos tedrico-pricticos que se
originaron en Guatemala en 1991 con la particularidad de mvolucrar, preferentemente, a participantes d¢ la
subregion Centroamericana y paises de Norte y Sur América. El Curso/Taller *PCR 95 se ha modelado
siguiendo los objetivos y experiencias del Programa de Biologia Molecular Aplicada y Transferencia de
Tecnologia Apropiada en donde las tecnologias moleculares, tales como la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) y las sondas de ADN no radivactivas. pueden ser aplicadas para el diagndstico y
epidemiologia de enfermedades tropicales e infecciosas, especialmente aquellas prioritarias que afectan a la
salud de la mayoria de los habitantes de Centro América y Panama. Las tecnologias moleculares, cuando
se implementan adecuadamente, son mas rapidas, mas sensibles, mas especificas, seguras y de menor costo
que otros métodos actualmente existentes.  El Curso/Taller *PCR "95, y los sucesivos, proponen introducir
y consolidar estas tecnologias en forma practica y efectiva en los paises con recursos limitados y de acuerdo
a sus propias necesidades.  Por lo tanto, el disefio del Curso/Taller es involucrar en forma participativa a
cientificos nacionales ¢ internacionales, para que reflejen sus intereses especificos en ¢l uso de téenicas
moieculares para aplicaciones desde ¢l diagndstico hasta la investigacion cientifica bédsica.

El alto nivel académico y técnico de jos conferencistas ¢ instructores, el diseio personalizado de las sesiones
pricticas y el ambiente cientitico hara del Curso/Taller *PCR '95 un evento unico en su clase, cuyos
beneficios seran aprovechados por aquellas personas involucrad is en fas actividades de ciencia y teenologia
en cualquiera de los sectores, productivos y académicos de nuestro pais y de Centro América y Panami.

Ricardo Lujan, B.A., M.Sc.. Ph.D.
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OBJETIVOS & CONTENIDO GENERAL DEL CURSO/TALLER

OBJETIVOS

Las técnicas moleculares son indispensables en un laboratorio moderno, especialmente desde la aparicion de
la técnica de la Reaccion en Cadena de 1a Polimerasa ("Polymerase Chain Reaction®. PCR). Estas pueden
ser aplicadas al diagnostico y epidemiologia de las enfermedades tropicales ¢ infeccinsas. En algunos casos.
cuando se implementan apropiadamente. estas té nicas son mas rapidas, especificas. sensibles. seguras y
economicas que otros métodos existentes.  Este curso propone proveer una introduccion tedrica y prictica
a las 1écnicas de biologia molecnlar, con base en patogenos de enfermedadss prevalentes v de importancia
en Centro América v Panama. con los siguientes objetivos:

I. Proseer a los participantes con una vision tedrica de técnicas en biologia molecular. en parucular. de
la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) v del uso de sondas de ADN no radioactivas.

2. Proveer a los participantes con una experiencia practica elemental en la aplicacion de la PCR y uso de
sondas de ADN no radioactivas en laboratorios con recursos limitados para.
(@) el diagnostico de enfermedades tropicales e infecciosas:
() deteccion de patdgenos en alimentos.

CONTENIDO

Teoria.- Nociones ciementales de biologia molecular. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):
origen. desarrollo y aplicaciones. Uso de sondas de ADN no radioactivas. Informacion basica sobre los
agentes patogenos a detectar (Leishmania. wberculosis. dengue y colera):  Epidemiologia. diagnostico
“clasico” y diagnostico molecular.

Prictica.- Investigacion diagnostica: Deteccion e identificacion de especies de Leishmania. Deteccion de
Mycobacterium tuberculosis en muesuas clinicas. Tipificacion de virus del Dengue. Deteccion de Vibrio
cholerdae en muestras de alimentos.

Generales.- PCR y sondas de ADN no radioactivas en condiciones de bajos recursos.,
Perfil de investigacion.- Los participantes deberdn desarrollar un breve perfil de investigacion para etectuar

un estudio piloto en donde se apliquen las técnicas de biologia molecular a aspectos relevantes de salud
(investigacion clinica o epidemiologica).




PARTICIPANTES & REQUISITOS

El Curso/Taller tendrd cupo para un maximo de 24 participantes (para la parte prictica). provenientes de
paises de habla hispana de Centre América y El Caribe. Los estudiantes deben ser graduados universitarios.
preferitlemente con uno o dos aiios de trabajo de laboratorio. conocimientos basicos de biologia molecular
y capaces de Ieer y entender el idioma inglés. Las conferencias magistrales durante las mafianas estarin
abiertas, sin costo alguno. a cualquier persona que desee asistir.

ADMISION & APOYO

Los coordinadores seleccionardn a los participantes del Curso Taller en base al formulario de inscripeion y
los documentos de solicitud presentados y que estén avalados por su institucion en donde certifiquen el nivel
de grado. sus actividades investigativas actuales y experiencia practica, y las razones que motivan sy interés
en el cursu. La seleccion tendrid en cuenta también ¢l balance de asistencia entre los diferentes paises y la
fecha de llegada de las solicitudes. Se debe emplear Fax, correo courier o correo electronico para hacer
llegar la informacion a la direccion de los Coordinadores del Curso/Taller.  Existird un fondo de ayuda
economica para un nimero muy limitado de participantes, que cubre: (a) USD $ 200.00 de cuota de
inscripcion, (b) maximo de USD $ 300.00 para pasaje. (¢) alojamiento y alimentacion por los dias dei curso.
Los candidatos deben argumentar la necesidad de apoyo financiern. La fecha limite de recepcion de las
solicitudes y la cuota de inscripcion [USD $ 200.00] es el 30 de abril de 1995.

EVALUACIO

Se realizard una evaluacion final sobre teoria y practica y se emitird un ceruficado de asistencia y constancia
de evaluacion.




COORDINADORES

Eva Harris. B.A.. Ph.D., Intercampus Program in Molecular Parasitology. University of California at San
Francisco. Laurel Heights, Suite 150, 3333 California Street. San Francisco, CA 94118

Ricardo Lujin. B.A . M.Sc., Ph.D.. Centro de Estudios en Salud. Instituto de Investigaciones. Universidad
del Valle de Guatemala. 18 Avenida 11-95 Zona 15, Vista Hermosa IHl, Apartado Postal 82. 01901
Guatemala, Guatemala. C.A.

Ofga Reheca Torres Bolafios de Matute. Q.B.. M.Sc.., Area de Ciencia v Tecnologia, Instituto de Nutricion
de Cemro América y Panami (INCAP). Calzada Roosevelt Zona 11. Apartado Postal 1188, 01901
Guatemala, Guatemala. C.A.

Gabriel Eduardo Guzmin Laparra. Licenciado, M.Sc.. Centro de Eswdios en Salud. Institwto de
Investigaciones, Universidad del Valle de Guatemala, 18 Avenida 11-95 Zona 15. Vista Hermosa Ifi.
Apartado Postal 82, 01901 Guatemala. Guatemala. C.A.
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Flora Eugenia Arana Figueroa, Q.B., Laboratorio de Leishmaniasis. Centro de Investigaciones y
Adiestramiento en Entomoiogia Médica (MERTU/G), c/o. Instituto de Investigaciones, Universidad del Valle
de Guatemala, Apartado Postal 82, 01901 Guatemala, Guatemala, C.A.
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Referencia, Apartado 2900, Managua, Nicaragua, C.A.
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"POCR® & SONDAS NO RADIOACTIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES TROPICALES E INFECCIOSAS
DE MAYOR PREVALENCIA EN LA SUBREGION CENTROAMERICANA"
{PCR °98)

3 - 7 DE JULIO DE 199§

ESQUEMA GENERAL DE ACTIVIDADES DEL CURSO/TALLER

Lunes, Martes, Miércoles,
3.vIL98 4.V11.95 S.VIL.98
Inscripeion “La Reaccion en Cadena de la "Epidemiologia ¥ Diagnosiico Clisico de
Polimerasa (I1):  Aplicaciones” Dengue”
Liauguraciin “Epidemiologia y Diagndstico Cldsico de "Diagnostico Molecular de Dengue”

Yuberculosis”

[ntroduccion "Diagnaistico Molecalar de Tuberculosis” | Laboratorior PCR de Tuberculosis

Laboratorio:  Preparacion de cultivos de
Vibria cholerae

“Nociones Elementales de Biologia Laboratorio: PCR de Leishmania [almuerzo)
Maolecular”
“Introdiccion a la Reaccion en Cadena de [almuerzo| Laboratorio: PCR de Dengue

L@ Polimerasa (). Origen ¥ Dexarrollo*®
Laboratorio: membranas de nylon sobre
los cultivos de Vibrio cholerae

“Epidemiotogia v Diagnistico Clisico de Laboratorio:  PCR de Mycobacterium [Desarrotio de un Perfil de fnvestigacion)
Leishmama™ tuberculosis
“Dragnostico y Caracterizacion Molecular [Desacralio de un Pertil de Investigacian)

de Leishmania”

{almucrzof

Laboratono: PCR de Leishmania




"PCR* & SONDAS NO RADIOACTIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES TROPICALES E INFECCIOSAS

DE MAYOR PREVALENCIA EN LA SUBREGION CENTROAMEKICANA"
(PCR '95)

3 - 7 DE JULIO DFE 1998

ESQUEMA GENERAL DE ACTIVIDADES DEL CURSO/TALLER

Jueves,
6.V11.98

Vieracs,
7.V11.98

“Epidemiologia x Diagnostico Clisico de
Vibrio choterae”

Laboratorio: PCR de Dengue

“Diagnostico Molecular, Patogénesis v
Virwdenawa e Vibrio cholerae ™

lalmuerzo)

Laboratorios Sondas de ADN para Vibrio
cholerae

Control General de Cahidad en ¢l
Laboratorio para PCR

{almuerzo]

Evaluacion General det Taller

Laboratorio: Sondas de ADN para Vibrio
cholerar

Laboratonio: PCR de Dengue

Discusion General del Curso

[Devarmnilo de un Peshit de Investigacion}

Programa de Transterencia de Tecnologia
Molecular hacia Latine Ameérnica

Estrategias de Implementacion de
Teécmeas Moleculares en Centro Amernica
vy Panami

Clausura




*PCR* & SONDAS NO RADIOACTIVAS PARA EL DIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES
TROPICALES E INFECCIOSAS DE MAYOR PREVALENCIA EN LA SUBREGION
CENTROAMERICANA"
(PCR '95)

LUNES 3

08:0008:3C
08:3009:00
09:00-09:15
09:15-10:00
10:00-10:30
10:30-11:15

11:15-11:45
11:45-12:30

12:30-13:30

13:30-14:30
14:30-15:00
15:00-16:00
16:00-17:00
17:00-18:45

MARTES 4
08:30-09:15
09:15-09:45
09:45-10:30
10:30-11:00
11:00-12:30
12:30-13:00
13:00-13:30
13:30-14-30

14 301500

15:00 1530
16:30.17-30

3 - 7 DE JULIO DE 1995

HORARIO DEL CURSO/TALLER'

Inscripeion y registro de asistentes
Inauguracion (OPS/INCAFj
Introduccion a! Curso/Taller [Ricardo Lujan]
Nociones elementales de biologia molecular [Aivaro Molina]
(receso)
Introduccion a la Reaccion en Cadena de [a Polimerasa (I: origen y desarrolio [Eva Harriy]
Informacicn basica sobre los patogenos a detectar: Leishmania
Epidemiologia ¥ diagndstico clisico de Leishmania {Flora Eugenia Arana]
Diagnostico y caracterizacion molecular de Leishmania [Alejandro Belli]

{almuerzo)

Introduccion general al laboratorio [Eva Harris)

Introduccién al laboratorio: PCR de Leishmania {Alejandro BelliEva Harris)
¥ xtraccion de las muestras de Leishmania

Preparacion de las reacciones de PCR de Leishmania

Amplificacion manual

1.2 Reaccion en Cadena de 13 Polimerasa (i): aplicaciones [Eva Harris]

Informacion basica sobre los patogenos a detectar: Tuberculosis
Epidemiologia y diagnastico clisico de uberculosis [Eyda Mendia de Campolio]
Diagnostico molecular de tuherculosis {Annabelle Ferreral

Introducciin al laboratorio: Geles de agarosa

Geles de agarosa: analisis de los producte . de PCR de Leishmania

Toma de foogratizs Polarowd® del gl de Cershrunia

Discusion de los resultados: Lershmania

falimueszon

Introduccion al laboratorio: PR de Myeobacterium tuberculosis [Annahelle Ferrera Fva
Harrn

Extraccwon de muestras de tuberculose

Preparacion de fas reacciones de POR de tabercalosis

“Nested ™ PR de tuberculosss (duranie Ly noche)

Prccareotton Jdu peril de ms esbigacton e sk csttade prliste on donde scaphiquen Bomcs de Peotogi moteanlar

asptos pohovantes doeosabud G st ien i e cprdennniop et fuonferenostas partiopant NI




MIERCOLES 5

08:30-09:00
09:00-09:45
10:15-12:45

10:45-12:45
12:45-13:15

13:15-14:15

14:15-14:45
14:45-16:45
16:45-17:45

JUEVES 6

08:30-09:00
09:004)9:45
09:45-10:20
10:20-10:50
10:50-11:00
11:00-12:00

HE00-12:00

12:00-12:15
12:15-12:45
12:45-13 .45
13:45-13-15
14:15-14 .45
[4-45-15-00
15:00-16:30
16 30-17.00
§7:00-17- 30
17 3.

Informacion bdsica sobre los patégenos a detectar: Dengue
Epudemiologia y diagnostico clisico de Dengue [Lucrecia Menéndez de Fscalante]
Diagnéstico molecutar de Dengue [Eva Harris)
Deteccion de los productos de PCR de wberculosis: twma de fotografias Polaroid® del gel
de tuberculosis
(Preparacion de cultivos de Vibrio cholerae)
Discusion de los resultados: tuberculosis

{almuerzo)

leeroducciion al laboratorio: PCR de Dengue [Eva Harris)

Extraccion de muestras de Dengue

Preparacion de las reacciones de PCR de Dengue

Transcripeion reversa y amplificacion de Dengue 1durante 1a noche

Colocacion de las membranas de aylon sobre los cuitivos de Vibrio cholerae
Incubacion de las membranas de nylon a temperatura ambicnte wdurante fa noche)

Desarrolles de perfil de investigacion para wa ovudio ploto en donde se apliquen tecnicas de bologia heiccuiar o
aspetos relevantes de <alud anvestgacion clinka o spdenuologicas frorferencisias particpantes|

Informacion kasica sobre los patogenos a detectar: Vibrio cholerae
Epidemioiogia y diagnostico clisico de Vibrio cholerae [Floridalma Cano)
Diagnastico molecular. patogénesis v virulencia de Vibrio «holerae [Olga Torres]
Lisis de cultivos de Vibrio cholerae [Olga Torres|
Fijacion de ADN de colera a membranas de nvlon, a 80 °C
Colocacion de fa membrana en bolsa sellable para prelubridacion: sellar L bolsa
Pretubridacion

(almuerzon

Hibridacion con sonda a toxing de Vibrio cholerae warcada con digoagening
Lavados de la membrana, a 65 °C

Blogueo

Aphicacion del conjugads

Lavados de Lo memhbrana, a 68 °C

inicio det desarrolio de color tobservar reaccion tinal a fas 1530 by

Gel doe agarosa anilisi de Jos productos del PR Jde Denpue

Toma de foogratias Polarowd” del pel de Dengue

Discusion de los resultados colera

Formubarios para evabacion encouesta del Curso Taller

Desarraiio de pertib de invesinacon para o estido mifote en donde o apbingirn teonias 8 Mol teicosiae L
= » 1

aspecton relevantes e vatud onvestiacosn chnier o eprdemimiogion foonterenontas part pant s}




VIERNES 7

08:30-09:30
09:30-10:00
10:00-11:00
11:00-11:30
11:30-12:00
12:00-12:30
12:30-15:00

13:00-14:00
14:00-14:30
14:30-15:00
15:00-15:30

15:30-16:00
16:00-17:00

17:00-17:30

18:00-20:00

Continuacion del laboratorio: Dengue

Preparacion de la segunda amplificacion de Dengue
Preparacion del gel de agarosa

Amplificacton de Dengue

Aplicacion de las muestras e Dengue al gel de agarosa
Corrida del gel de agarosa de Dengue

Toma de ‘otografias Polaroid® del gel de Dengue
Discusion de los resultados: Dengue

(almuerzo)

Control general de calidad en el laboratwrio para PCR {Eva Harris]

Evaluacion general del Taller [Eva Harris/Ricardo Lujan/Olga Torres|

Discusion general del Curso {Eva Harris/conferencistas}

Programa de transferencia de tecnologia molecular hacia Latino América [Eva Harris]
Estrategias de implementacion de técnicas molecuiares en Centro América ; Panama iperfil
de investigacion para un estudio piloto en donds= se apliquen técnicas de biologia molecular
a aspectos relevantes de salud, investigacion clinica o epidemiologica)
{conferencistas/participantes]

Clausura [PNUD/UVG]

Recepcion de claurira | ]

'ACLARATORIA: El horano v actividades para [a parte pracixa det laborzmorio estan suretos 3 cambios ¥ ajustes de aucrdo al

desareollo alcansado  Los participantes deberin dedicarse cn forma integral al Curso. Tailer. incluyendo los
periodos de almuerzo. on visia 2 camburs imprevisios en cl horario
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NOCIONES ELEMENTALES DE BIOLOGIA MOLECULAR

Alvaro Molina Cruz

En esta conferencia se revisan conceptos basicos sobre la estructura det dcido deoxi ribonucleico (ADN) ¥
su replicacion. Se hace infasis en los procesos célulares cuya manipulacion ha hecho posible la técnica de
la Reaccion en Cadend de la Polimerasa (“Polymerase Chain Reaction”. PCR).

Estructura del ADN.

El ADN. es una molécula formada por dos bandas antipzralelas de nuclesudos que describen una doble
hélice. Las dos bandas permanecen unida. por puentes de hidrogeno que se forman entre las hases
nitrogenadas complementarsas (A con T. C con Gy y por interaccones no covalentes entre fas bases apiladas
una solie otra (1), Estas mismas atracciones son las que causan gue se asocie una sonda u oligonucledtido
("primer”) a su secuencia de ADN coinplementania.  La estabilidad de la aseciacion de la sonda a una
secuencid compliementaria dependera del largo de 1a sonda. v de la composicion de sus bases nitrogenadas.
Ya que las uniones C con G forman 3 puentes de hidrogeno mientras que las A con T solo dos, una maven
cantidad de C v G en la sonda permitird una asociacion mas estable con la cadena complementaria. Ademis.
la concentracion de solutos v ia temperatura del medio también afectan la esabilidad de asocacion. A mayor
temperatura los puentes de hidrogeno son mas inestzbles, hasta llegar a una temperatura que los disocia
las bandas complementarias de ADN son separadas (desuatralizacion) 2).

La especiticidad de la asociacion de la sonda de ADN con una secuencia dependeri en parte del largo de fa
sonda. a3 mayor largo es menos probable que una secuencia complementaria exista por azar varias veces en
¢l genoma de un organismo. La especiticidad de asociacion también dependera de las condiciones del medio.
Utilizando condiciones drasticas de renaturalizacion puede seleccionarse las asociaciones mis estables y por
tanto mds especificas. Las condiciones dptimas para la asociacion especitica de una sonda de ADN con
secuenctd complementaria dependera del largo vy composicion de bases de L sonda. no hay condiciones
penerales que sean optmas para todas las sondas (3.4).

Replicacion del ADN.

La principal tuncwn i vivo Je la ADN polimerasa es Ta sintesis de una banda de ADN utidizando comb
molde una banda compleinentaria de ADN. Esto ocurre principalmente durante el proceso Ge replicacion
del ADN. antes de la division celutar. La replicacion del ADN es un proceso complejo en ef vue se haa
wentiticado mds de 20 actvades enzimiaticas.

& ADN polimerasa requicre para su e ovidad una banda de ADN gue fe suve de "molde ™. una sonda o
miciador (prrimery va que no puede comenzar ung cadena de oo, deoxachonucieosidos tifostane ol A TP,
JTTE JGTP, JCT. wones de My

Foosten varias clases de ADN polimerasa Fa Fsoherichia colt se hap encontrado tres CAADN pot 81Ty T
La ADN pol £y T parecen ser Las que actian durante la rephivacion, v ademas de b actividad de polimcrasa
teaen asockidas ofras dos actividades deexonucleasa 737 e los micidores de ARN e
cxonucleasa 3787 teorrge errores en la banda nuevar. E Tragmento Klenov de ta ADN pol otizaude
inctalinente en PR, es obtenido por digestion de e ADN pol [ con tnipsma, este tragmento contiene solo
Ja actvidad de ADN polimerasa y e de exonucledsa 32 87 (5 La ADN polimerasa Tag proviene du s
bacteria Thermus aquancies sy contiene bis actn idades de ADN pohimera y e cxonucdeass §7-3
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IIITRODUCCION A LA REACCION EN CADENA BE LA POLIMERASA (I):
ORIGEN Y DESARROLLO

Eva Harrs
1. Introduccion a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa ("Polymerase Chain Reactien”™. PCRy

A. Concepto fundamental
B. Ciclos de amphificacion
C. Componentes basicos

IL Seleccion v diseno de los miciadores ("primers”)

A. Temperatura teorica de hbridacion
B. Evitar estructura secundaria
C. Evitar complementaridad entre los miciadores ("primerns™

. Polimerasa termoestable

A Vida media

B. Fidelidad

C. Procesividad

D. Taq. Venr. Tth

E. "Destgner enzymes”

iV. Ingredientes det PCR

A La Mescha
1. Nucleatidos, “buffer”™. cloruro de magnesio
2. Inictadores T Primers™)
3. Polunerasa
4. "PCR Enhancers”
5 Muestra

B. Opuratzacion
Concentracion de los ingredientes
. Perfi! termal
- Namero de ciclos
Termociclador
- THot start”
C"Primers” anidados ("nested ™)
"Touchdown PCR”

d PN e e b

C. Transenpowon Reversa (R TR




V. Preparacion de la muestra

A. Purificacion del ADN

B. Detergentes v proteasas

C. Cloroformo

D. Resinas yuelantes ("Chelex-1007)
E. Extraccion directa

VI. Problemas potenciales

A. Extension incompleta
B. Fidehdad

C. "Primers-duners”

D. Contammacn

VIE Prevenciwon de contaimnacion

A Métodos sencillos v baratos
B Metwdos sotisticados

VI Controles de PCR

AL Negativos
B Control de whibicion
C

Posttivos
IX. Detecown de los productos

A Gel de agarosa o poliacridamida

B. Hibridacion sehre tiltros

C. "Captura reversa”

D Captura en piacas de microtitulacion
b Cuantificacion por tluorescencra

F. Tag-man




EPIDEMIOLOGIA Y DIAGNOSTICO CLASICO DE LEISHMANIA

Flora Fugenia Arana Figueroa

Las leishmaniasis »on un grupo de enfermedades parasitarias causadas por protozooarios del género
Leishmania. Son trasmitidas al ser humano mediante ls prcadura de las hembras de un grapo de mosquitos
conocidos con el nombre general de flehdtomos v que estan incluidas, para ¢l continente amerncano, en ¢l
género Lurzomyia.  Los parasitos del género Leishmania son morfologicamente muy  similares, pero
bioquiniica ¢ inmunologicamente cada especie es diferente.  Esto determina en gran parte el upo de patologia
que causan al afectar al ser humano, asi como su comportamiento epidemiologico. Desde el punto de vista
clinico ¥ en forma general en todo el mundo. s= consideran tres formas de leshmamasis: cutinea.
mucocutanea v visceral.

Estos pardsutos se caracterizan por tener dos formas: una flagelada y otra no Hagelada. A fa forma flagelada
se le denomina promastigote por tener un solo flagelo en el extremo anterior. Esta ey la forma mfectante
para el hospedera vertebrado v por [o anto es la que se zncuentra en el insecto transmisor (vector. o cuando
se cultiva en ¢l laboratorio usando medios especiales. A la forma no Hageiada se le conoce como amastigote
y requiere una condicion intracelular para multiphcarse.  Esta ey da forma ifectante para el insecto
transmisor y por lo tanto se encuentra en el hospedero vertebrado. Ex la responsable del daio tisular que
se traduce en epfermedad v tiene una 2ran impor@ancia ya gue es la que nos permite hacer un dagnosico
parasitologico cuando se erncuentra en el material examinado /1.2,

En Guatemala se encuentran las formas cutinea, mucosa y visceral.  La forma cutanea v mucosa estan
localizadas en la parte norte de pais, espeaialmente el departamento de BT Petén v lugares colindantes. Fas
infecciones son causadas en un 67 % por Lewshmania brazifiensis, 22 7 por L. mevicana. V.35 7 por 1

panamensis, ¥y en un 5.5 % no se pueden identificar porque no comciden con los patrones anteriormente
mencionados. a tasa de incidencia anual para leshmanias's cutinea o~ de 0.9 7 siendo el departamento
de EI Petén el fugr de mavor transmiswin y se caleula que anualmente ocurren eatre 2.000 4 3000 casos
L.a forma mucosa de fa enfermedad se ha observado solamente en dos casos. La leishmanaasis visceral tue
reportadz por primera vez alrededor ded ano 1956 en ol departamento Je B Progreso s durante cast 30 anos
no se reportd ningan otro caso.  Actualmente se han diagnosticado T casos con Teshranasis visceral en
ninos menores de 5 anos.  Es mnteresante observar que alpunos de fos minos tueron organanos de otras
localidades en los departamentos de Zacapa. Huchuet=nango. Baja Verapaz, asi como de Bl Progreso (2.3)

En Honduras se encuentian las leishmaniasis cutdnea. mucocutinea. visceral y cutianea atipica. siendo esta
tltima producida por L. donovan. En losailtimos 10 ados, L leishmaniasis cutinea en Honduras ha estado
dentro de las 10 primeras causas de morbilidad, Los parisitos anlados de diterentes caadros chinos han
sido clasiticados como L paiamensis, L. braziliensis y L. chagasi 4y

En Nicaragua existen las tres tormas clinicas de leshmaniss: cutinea, mucocutanea sy visceral. B ao de
mayor notificacion fue en 1982, con una tasa de 103 casos por cada 190,000 habitantes. Se estima gue el
5% de las infecciones cutineas evolucionan a rsones mucocutineas. La caractenzacion de 26 copas aisladas
de casos cutaneas ha demostrado que en Nicaragua circutan L brazihensis y [ panany -asis s offo grupo de
pariasitos que se comportan como hibrdos de estas dos especies Adenis, e lan conhiomado 7 casos de
feishmaniasis visceral provenientes de comunidades rurales ded pac co ded pais (5




En Costa Ris se encuentran la leishmaniasis cutinea v cutinea atipica causadas. la primera, por L.
panamensis v muy raramente por L. braziliensis. 1.a leishmaniasis cutinea atipica. al igual que en Honduras,
es producida por L. chagasi ().

EFn Parami se encuentra ta forma cutdnea producida por L. panamensis v L. amuzonensis (5).

El diagnésnco clisico de las feishmantasis es el parasitologico, es decir. la observacion de los amastigotes
en frotes coloreados con Giemsa o Wright a partir del material obtenido de la lesion. o bien de cultivar este
tejido en medios expeciales para la reproduccion de los pardsitos y la observacion de promastigotes, para su
postertor clastficacion taxonamica (5.

El tfrote es un métedo directo, rapido. de bajo costo v de alta sensibilidad diagnostica.  Es ¢l método de
elecewn para el diagnostico contirmatorio de la leishmaniasis cutinea por la facilidad de fa toma de la
mue stra 3 mivel de campo, por parte del personal de atencion primaria de saled.  Este método no es muy
untizado en ¢l caso de B leshmamasis mucocutanes. porgue fa sensibilidad diagnostea disminuye debido
A que el numero de pardsitos en fas lesiones es muy bajo.

El cultivo es un método indirecto por medio del cual se puede lograr la reproduccion del parisito a parir
del material obtenido de {a lesion. Es un método de mavor sensibilidad y permite efectuar experimentos
posteriores para la clasificacion wonomica de fes pardsitos. Tiene una estrecha relacion en el grado de
positividad con el trote.

La detecaion de anticuerpos séricos especiticos para Leishmania sp. es de mayor uiibdad para los casos de
lesshinamiasis visceral,

La prueba de intradermorcaccin o de Montenegro tiene poco valor diagnastico en 1a feishmaniasis cutinea
Su umportancia mas bien radica en el aspecto epidemiologico. pero en el caso de la leshmaniasis
mucovutinea si es de gran valor va que todos los ¢casos son positivos. Para la lesshmaniasts visceral no tiene
valor diagnosnco va que serd nevativa en fodos Jos casos activos,

Por aparte. existen otros métodos que imphican apheaciones de la biologia molecular, con pruchas nias
sofisticadas, pero gue por razones de costo, equipo, manego, etc no estan al alcance v dispombibidad e
todos los usuanos.
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DIAGNOSTICO & CARACTERIZACION MOLECULAR DE LEISHMANIA

Alejandro Antonio Belli

NECESIDAD DEL DIAGNOSTICO Y LA CARACTERIZACION DE LEISHMANIASIS.

La infeccion con parasitos del genero Leishmania puede resultar en diversas manilestaciones clincas.
dependizndo de la especie del pardsito infectante y de [a respuesta inmunoldgica del infectado.  Extas
manifestaciones .arian de lesiones cutaneds. que curan espontaneamente. hasta afecciones viscerales gque
causan la muerte st no son tratadas adecuadamente. E! tratamiento de cualquier forma de leishmaniases debe
basarse en un diagnostico certero de fa mteccion. va que las drogas actualmente disponibles (Glucantine o
Pentostam) son bastante toxicas vy de aito costo (aproximadamente U8 $S80.00 a U'S $100.00 por tratamienton.
A la vez. es necesanio conocer a especie de Leishmania respomsable de las infecciones humanas en un toco
determinado para adecuar el régimen de tratumiento vy adaptar fas medidas de control, Estas gltmas
requieren del conocinuneto de los principaes tactores de transmision incluyendo ademais det agente. al vector
tmoscas del genero fuizomyvia o Phlehotfomus) v reservorios.

Las técnicas disponibles actualmente para el diagnostico de lesshimaniasis tienen poca sensibilidad 3 en el caso
de leishmaniasis visceral depemden de téemicas invasivas para Ia toma de muestras. Las eomeas Je
caracterizacion requieren ¢l anlamiento y cultivo masivo del pardsito. o que las hace costosas en tempne
materiales y equipo.  Con el desarrollo de la teenclogia molecular han surgido vanas opaones para ol
diagnostico y caracterizacion de Leishmania. v aunguer no hay alguna que reemplace las eenicas estandares.
no es remoto que en pocos aios el uso de o Reaccion en Cadena de L Polimerasa (PCRy. sondas o
esquizodemas se convierta en la regla de oro para b deteccion o dentficacion de estos parisites,

CARACTERISTICAS MOLECULARES DE LEISHMANIA.

A contingacion se describen crertas caracteristicas ded genoma de las deshmanias que es relesanie para '
utilizacion de éenicar moleculares de diagnastiico o caractenizacion.

El kinetoplasto. Al izual que los otros muembros de la orden Kinetoplastida, Las Jershmanias poseen una
estructura de ADN (KADN) en ¢l mitocondrio que se ha denominado Kinctoplasto «o cinetoplaston |1
kinctoplasio esta compuesto por maxicirculos y minicireulos concatenados enuna ed. Tos maxcircwos 20
a 40 kb) estin presentes en 3 a 50 copias v acarrean genes que coditican fas enzmias mtocondriates. Ta
tuncion de los mmcirculos (650 a 850 bpy. gue estii presentes en 10000 4 20,060 copras, e~ aun
desconocida. Se ha determinado que hay una secuencia de 120 ph que es conservadaen fos manicirculos de
todis las especies de Lerslmania. mientras que el resto Je su secuenci varia enfre especres s sub-especies
Estas caracteristicas Glto numero de copias, areas comservadas voareas varables) ha permiido gue se use
amphiamente al kinctoplast como una molécula blanco para el diagnostico sy caracienzacion de Lerdomnng

Secuencias repetidas en "tandems” ("tandem repeats”). Elanibisies del ADN nuclear de Lendimianii s otios
kinetoplistidos ha permitido detectar la presencia de secuencias cortas de ADN (e se repiten hasta s 200
veces Y que estan orgamizadas e Candems” o sea upg tras ot Bstas secuencras repetiinas e codifican
para ninguna proteina, s lo gue oo son muy conservadas v opucden evotucionar o cambiar o azan dando

vartaciones de utthdad taxonomica, por o que han sido atthzadas como blanco para sondas o POR




TECNICAS PARA DIAGNOSTICO O DETECCION DE PARASITOS.

El diagnostico de certeza de las leishmaniasis continda siendo la observacion microscopica de material tefido
en bu.ca de formas amastigotas del parasito. Para lestones cutineas se toman raspados del borde de la lesion
v para casos viscerales se utiliza material obtenido por puncion de médula 0sea. bazo o higado. E! frotis
tiene una sensibilidad limita:da. especialmente en casos cronicos o previamente tratados. Como diagnostico
Je apoyo se utiliza la prueba de intradermo reaccion o de Montenegro que detecta hipersensibitidad retardada
a antigenos de Leishmania. pero que no distingue entre infecciones activas o pasadas. Las pruebas serologicas
no son muy Gtiles por observarse reacciones cruzadas con otras diversas infecciones. Con ¢l desarrollo de
fas técnicas moleculares. se han utilizado sondas de ADN v PCR para el diagnostico de leishmaniasis.

Sondas de ADN. Mediante la hibridacion de fragmentos de ADN (oligonucledtidos) marcados. es posible
detectar secuencias de ADN especificas para el genero Leishmania o para cualquiera de los complejos o
especies. Si en la muestra utilizada hay suficientes pardsitos con secuencias complementarias a una sonda
especitica, ésta se hibndizard v podrd ser detectada posteriormente.  Los ofigonucledtidos pueden ser
marcados con moléculas radioactivas como Fésfore-32 (“P) o molé... "1s no-radioactivas como Digoxigenina
o Biotina. La principal ventaja de las sondas de ADN es poder procesar un alto nimero de muestras con
muy huena especificidad. Sin embargo. su mayor limitacion es que no detecian menos de mil pardsitos. lo
cual limita su uso en el diagndstico clinico.  Para incrementar su sensibilidad, se han dirigido sondas a
hlancos altamente repetitivos como el kinetoplasto o las secuencias ‘tandem’. Las sondas de ADN han
probado ser dtiles para la deteccion de pardsitos en vectores.

Reaccion en Cadena de [a Polimerasa (PCR). A través del PCR es posible amplificar varios millones de
veces cualquier fragmenio de ADN que sea de interés a partir de una muestra. El PCR uthiza una ADN-
pohimerasa (como Tag-polimerasa) y un par de oligonucledtidos (iniciadores o “primers’) para dirigir fa
amplificacion de la secuencia entre ambos ‘primers’ mediante una serie de ciclos de cambios de temperatura.
Si los “primers” son disenados de tal manera que el fragmento a amplificar es especifico para el genero
Leishmania o para cualquierz de sus complejos o especies. este ensayo puede ser utilizado para diagnostico
o deteccion de pardsitos. Su principal ventaja es 1a altisima sensibilidad obtenible, pudiendo Hegar a detectar
hasta un sélo pardsito en una muestra. Actualmente se esta investigando la capacidad de detectar pardsstos
en linfocitos aislados de sangre periférica, lo que simplificaria el diagnostico de leishmaniasis visceral sin
requerir de puncicnes invasivas que arriesguen las condiciones o vida del paciente. Ea comparacion al frotis
para diagnostico, el PCR tiene la desventaja que requiere de equipo y condiciones de laboratorio mas
complejas, lo que limita su uso en unidades de salud en dreas endémicas. Sin embargc. puede ser util come
técnica de diagnostico para estudios realizados por laboratorios de referencia.

TECNICAS PARA CARACTERIZACION DE PARASITOS.

El controf de fas leishmaniasis, particularmente de las leishmaniasis cutdneas americanas, cuenta con un
arsenal realmente limitado de medidas efectivas. El control vectorial mediante rociado del habitat def vector
¢s irrealizable. ya que éste habita en dreas selvaticas muy extensas. Por lo tanto, las medidas de controi se
limitan a aquellas acciones que reducen el contacto de la poblacion con los vectores responsables de
transmision.  Esto requiere de un conocimiento detallado de las condiciones de transmision en cada foco,
las cuales pueden variar entre zonas selativamente cercanas. Solamente conociendo la especic del parisito
causal, el vecior iransmisor y los principales tactores de riesgo es posible disefar estas medidas, que muchas
veces consisten en acciones educativas en la poblaciin para reducir exposicion a la picadura de vecteres.
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E! conocimiento detallado de los factores de transmision en un foco de leishmaniasis depende de la deteccion
y caracterizacion de las leishmanias circulantes. Para incriminar a los vector:s y reservorios involucrados
en la transmision. es necesario aislar e identificar pardsitos para relacionarlos con aque! s encontrados en
lesiones humanas.

La técnica considerada actualmente comn regla de oro para la caraciernizacion de Leishmania es la
electroforesis de isoenzimas. que requicre del aislamiento del pardsito en cultuvo. seguido de su expansion
a grandes volumenes. Es necesario posteriormente examinar el perfil de cada aislamiento mediante unos 11
a 15 sistemas enzimaticos para obtener una identificacion precisa. Esto implica varias semanas y una buena
cantidad de reactivos para caractenzar cada aislamiento.  Una segunda opcion es el uso de anticuerpos
monoclonales que requieren un pimere menos de pardsitos y resulta relativamente menos costosa en tiempo
y reactivos. La limitacion de estos anticuerpos monoclonales para fa identificacion de Leishmania es que
presentan ambiguedades al diferenciar entre sub-espzcies dentro de un complejo. Esto puede deberse a la
conocida heterogeneidad existente entre poblaciones de una misma especie.

Como es de esperarse, las diferencias entre especies encontradas por analisis fenotipicos de éstos pardsitos
(por isoenzimas o anticuerpos monaclonales) son similarmente detectables a nivel del ADN. En las glomas
décadas se han aplicado varias técnicas para este andlisis genotipico entre las que sobresalen las sondas de
ADN. PCR, esquizodemas, RFLPs y RAPDs.

Sondas de ADN. Como se describio anteriormente, con sondas de ADN se pueden detectar secuencias
conocidas de ADN, v es posible identificar s1 los parasitos presentes en una muesira perlenecen a esa especie
con sondas que reconocen secuencias especificas para determinada especie de Leishmania. En la Weratura
se encuentran sondas especificas para casi cada uno de los complejos y especies conocidos de Leishmania.
La mayoria de sondas disponibles son dirigidas a secuencias repetitivas no-codificantes como fa secuencia
espaciadora entre Jos genes del ARN ribosomal o los minicirculos del kinetoplasto. Su limuacion principal
es su baja sensibilidad que requiere del aislamiento del pardsito para obtener huenos resultados.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR). De una manera similar. cuando et PCR amiplifica secuencias
especificas a un complejo o especie puede ser 1lizado para la identiticacion de Leishmania. 1.3 sensibilidad
del PCR ha permitido que se dentifiquen pardsitos directamente de muestras clinicas. {o que simplitica »
agiliza significativamentr los estudios que requieren caracterizar parasitos. ETPCR también ha sido utihizado
para detectar ¢ identificar parasitos directamente de flebotomos. A pesar de sus ventajas. ung de s
limitaciones del PCR se deriva precisamente de su alta sensibilidad ya que una minima cantidad de ADN
contaminante puede ser amphificada. resultando en un rdmero desproporcionado de talsos posiivos. Para
reducir este riesgo se requiere de un manejo estricto del ambiente, pipetas. materiales v reactivos, gue i v
vez incrementa costos v himita su aplicabilidad en laboratorios de baja complepdad.

Las técnicas descritas a continugeton se hasan en la produccion y comparacion de patrones de bandas que
reflejan diferencias en fa secuencia de una parte o la wtalidad del genoma de tos pardsitos estudiados. Este
abordaje se conoce como “huellas digitales de ADNT (0 "DNA fingerprinting”). En los tres casos, Jos
patrones de bandas se obticnen mediante la separacion de fragmentos de ADN (producidos de diterentes
maneras) por medio de clectrotoresis en geles de agarosa (200'a 50,000 pby o de acrilamida (1 2 1.000 ph)

Esquizodemas. Se conoce como anilisis de esquizodemas al estudio de patrones de handas resaltintes
despuds que et KADN e« “cortado” con enzimas de restriceion (coma Haelll, Rsal o Msply que reconncen
sitios de cuatro hases. Los fragmenos obtentdos son separados por electrotoress, resultando en patrones
de handas que son comparados con cepas Je referencia. L digestion con diferentes enzimas prodguce




diferentes patrones.  Se ha determinado. por ejemplo. que [2 enzima Haelll es itil para diferenciar parisitos
del complejo L. donovani. mwentras que Mspl v Rsal es il para estudiar pardsitos del complejo L.
braziliensis. El andlists Je esquizodemas permite. ademas de la identificacion a nivel de especies. el andlisis
de heterogeneidad entre poblaciones de pardsitos. Su mavor limitacion es que ha dependido del aislamiento
de KADN a pariir d= grandes cantidades de parisitos (10°).  Sin embargo. con el desarroilo del PCR. se ha
logrado amplificar la region variabie del KADN a paruir de pocos parisitos v postertormente digeririo con
enzimas de restriccion. ohteniendo resultados muy comparables a los esguizodemas clisicos (H. Noves,
comunicacion personal).

Polimorfismos en la Longitud de los Fragmentos de Restriccion (RFLPs). Para preparar RFLPs e
necesario purificar ADN geadomico v digerirlo con una o dos enzimas de restriccion que reconocen sitos de
scis bases. Los fragmentos obtenidos se separan mediante electroforesss en gel de agarosa v sen luego
transferidos a una membrana (de nylon preferiblemente) mediante transferencia capilar (Southern “blot™).
Una vez fijados en fa membrana se hibridizan con una sonda v al revelar la presencia de esta se obsenan
los patrones de bandas. Es una técnica que requiere de una gran cantidad de pardsitos y de varios dias de
trabajo. Ha sido utilizada para definir la relacion taxonémica entre los complejos v especies de Leishmania.

Amplificacion Arbitraria de Polimorfismos del ADN (RAPDs). En 1990 se desarrollo una técnica similar
al PCR que utiliza solo un “primer” de unos 10 pares de bases. Este "primer” se escoge empiricamente sin
necesidad de conocer donde va a hibnidizarse en el genoma, por o que se les Hlama “primers” arbitrarios.
Un buen “primer” amplificard varios fragmentos que al separarse mediante electroforesis producira patrones
que diferencien entre los complejos o especies que nos interese estudiar. Al igual que el PCR tiene una gran
sensibilidad ¥ requiere un numero reducido de parasitos. El mayor problema es su limitada reproducibilidad.
Es necesario optimizar fas condiciones en cada laboratorio y usar el mismo termociclador. No es posible
apiicarlo en muestras clinicas ya que el ADN del paciente ambién seria amplificado.
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LA RFACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (II): APLICACIONES

Eva Harris

1. Diagnostico y epidemiologia molecular

A. Enfermedades infecciosas
{. Deteccion

a. Muestras clinicas
(1) Leishmania -- gel de agarosa
(2) M. tuberculosis -- captura en placas de microtitulacion

b. Control ambiental
(1} Vibrio cholerae

c. Yectores
(1) Dengue en dedes
(2) Leishmania en Lutzomyic

2. Caracterizacion
a. Caracterizacion de las especies de Leiimania
b. Tipificacién del virus Dengue
(1) RT-PCR con productos de diferentes amanos
(2) PCR/sondas no radioactivas

3. Analisis genético
4. Resumen de la atilidad clinica de PCR aplicada al diagndsuco de enfermedades mfecciosas

B. Enfermedades yenéticas
. Diagndstico prenatal ¢j. anemia falciforme
2. Caractenizacion de los alelos. identificacion Jdz los portadores y homozigotas
¢j. fibrosis cistica
3. Tipiticacion de HILA
a. Asociacion con enfermedades; factores Je riesgo (tHLA, TCR)
b. Determunacion de paternidad
¢ Andlisis torénsico (HELA, ADN mitecondnialy

C. Cincer
L. Anormalidades cromosomiicas
2. Mutaciones somaticas en oncogenes o genes de supresion de tumoeres
3. Deteccwn dir viruses umongénicos

If. Evolucion Molecular
A. Armplificacion de cantidades pequeiss de ADN sabiguo o degradado

B. Amplificacion de ADN mitocondreal, construccion de “arholes evolutive”
C. Identificacion de mutaciones y pohimortismos (SSCP. DGGE)

b
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. Métodos de detevenin

A. Gel de agarosa

B. Captura con somdas no radiactivas
C. Deteccton tluorométrua

D. Inmuno-PCR

E. Taq-man

IV. In situ PCR

A. Células

B. TCjthh

C. Lammas

D. En solucion

V. Secuencucion
VI “Long fragment” PCR: productos de 42 kb
Vil. Moditicacon Jde secuencias

A. Mutagénesis arhitraria o sitio-especifica

B. Introduccion de sitios de restriccion

C. Construccion de genes quiméricos

D. Introduccion de promatores: Expresion-PCR

VI Expreswin de penes

A, Anialisis de expresion ). expresion de CRoquinas. repertono del TCRY
B. Construccion de bibliotecas (). de inmunoglobulinas)
C. Cuantificacion

IX Clonajp

A Kennficacion de auesos niiembros de una famibia de genes enp un orgamisme
B Idenuticacn de nuevos genes homologos on diferentes organismos
C Generacon de sondas para aavzage Csereemng "y de una biblioteca

X Analings de secuensias desconovudas

A "Chromosome walking”

B PCR inversor crrcslacion del snolde

¢ U de mnciadores Cprimers Ty complementarios a ADN repenitive
D, TEmgerprints” usando sceuchiciy fepetitivas tIRS:

o Prmers” cortos arhitranios t(RAPD)

I User en el proyecto del Genoma Humano

n




XI. Técnicas altemativas de amplificacion

A. LCR: Ligation Chain Reaction

B. P&LCR: Polymerase and Ligase Chain Reaction
C. 3SR: Self-sustained Sequence Replication

D. SDA: Surand Displacement-Amplifwation

E. bDNA: Branched DNA Signai Amplification Assay
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EPIDEMINLOGIA Y DIAGNOSTICO CLASICO DE TUBERCULOSIS

Eyda Lissette Mendia Alarcion de Campollo

Histéricamente. 1a tuberculosis ha sido un problema serio de salud en Iz sub-region centroamericans. =n base
2 los niveles de incidencia estimada y registrada: la tendencia del dafo observado: y al grado de desarrollo,
organizacion, eficacia y control de los programas. En 1989 la Organizactin Panamenicana de ia Salud
califico esta sitacion como de extrema severidad para Centroamérica. Ea Iz actualidad. ~m embargo,
gracias al trabajo desarrollado en equipo v a las actividades de control se puede beneficiar. en corto plazo.
1a eficacia de fos programas y mejorar el diagnéstico situacional en la sub-region.

Patologia de la whercuiosis:

1- Tuberculosis de Koester 5- Siembras broncigenas
2. Necrosis Caseosa 6- Ehminacion al extenor
3- Licuefaccion Jdel caseum 7- Progresiones v cicalfizaciones sucesivas

4- Formacion de cavernas

Caracteristicas del Bacilo Tuberculoso:

I- Parasito estricto 5- Virulencia varable
2- No tiene toxicidad primaria 6- Tiene muchos 2ntigenos
3- Aerabio estricto 7- Dafio depende de la respuesta del hospedero

4- De multiplicaciin lenta

Epidemiologia Actualizada.  Los factores epidemiologicos de la conservacion o resurgimiento de la
tuberculosis en la acualidad dependen de:

1- La explosion demogrifica

2- La falia de atenciin a la enfermedad por los gobiernos

3- Lo relacionado con el programa de control de wherculosis

4- La mubtiresistencia a los medicamentos

5- La aparicion v propagacion de la enfermedad det S.1.D A

Métndos utilizados actualmente en el diagnistico:

. Baciloscopia 2. Culvo
Ventaja: Senciila. ccondmica. Confirma viabihdad del M. tuberculoss
rapuda. facil aprendizaje. Procesa todo tpo de muesira
CAPACIACION ¥y comparacion Elimina fa flora normal
de resultados. Reduce Se emplea en pruchas de
costos oncracionales. resistencia antumicroblana
Requisitos Unliza equipo simple Unliza equipo complejo
Reactivos accesibles o Reachivos accesibles a paises
paises en vias de desarrollo e vy Je desarrollo
Adaptable a personal de Procedimientos minuciosos
salud bien adiestrado espeaificon
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. Bacioscopia

3. Culuvo

Condiciones.  Apheable por persoral v equipo Aplicable por personal de salud especialmente
de panes en vias de desareolio. capaciade
Abarca ¢ mayor numero de Paciente bacilvscopicamente negativo.
SIRTOMAS TENPIRTUTIoS.

Sigmicade  De ampl cobertura y continuidad.  Compara niveles de situaciones epdemiolopras.

Vabldes de ta

Mantiene vigilancia epdemologica.

Renduniento de 80% de ¢ -

Ideal para mantenmiento de vigilancia epidenmokogica.

Rendimiento de 95 de (~)

metodolopia Faail estandarnizacion. Resulados comparables.
Grado de espeatiodad » Sensihilidad » especiticidad Jel 100,
sensthibdad contiables
Para dugnostico etologee Para diagnosuso de T.B. pulmonar ne haciitero
v T.B. extrapulmonar
Eatgblece voncordancia o traves Posee ampha experienuia y aphcaciona nivel mundial.
de vontrol de cahidad
Desventapa Menos sensible que el coline fento. Minuciose

Y

Necesitz 2 o 3 muestras para
dragnosteo definitivo, en
cano de resultados 14

Menor posiivdad en casos e
pacentes VI -

Mavor costo operacwnal
No mas de [2 muestras procesadas por vez.

Menor positin idad en casos de pacientes VIH -

NECESIDADES FETURAS
twberculosts, e it un salte fecnologico en metodos diagnosticos. por ke que se debe mfroducs pruchas
canples v orapidas . con reproducibibidad v osalor predctine alio, ademas de un huen controd de resultados

[« mediona mederns ha tomado conciencia que. para erfadicar la

Posivos Y ofegatives pare su detescon precoZ o ung adecuada vigilanc epideniologica. pero adaptable
aceesible w los passes en v de desarrollo
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE TUBERCULOSIS

Annabelle Ferrera Boza

L2 wentificacion emprana de personas infectadas con Mycobacterium tuberculosis v la confirmacion rapida
por laboratorio de esta enfermedad son los dos ingredientes claves para tomar medidas efectivas de salud
publica. tanto para combatir ef resurgimiento de la wberculosis como ambién evitar brotes de tuberculosis
ransmitidos posocomialmente.

La meta de las investigaciones en el diagnostico ranido se basa en el desarrollo de procedimientos confiables
que puedan detectar ¢ tJeatitficar micobacteria direcamente de muestras clinicas v, de esta manera. cviur
las muchas semanas necesarias para su cultive.  Hoy en dia. para acelerar la respuesta a la pregunta
“wherculosis o no wherculosis”. el laboratorio debe contiar en dos diferentes metodologias moleculares: 1
técnicas de hibridizacion de dcidos nucleicos utilizando sondas y 2) téenicas de amplificacion de dcidos
nucleicos in viro,

HIBRIDIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS .- La tecnologia de sondas ha tenido un gran impacto cn
wenuficacin de patdgenos respiratorion. particelarmente micobacteria. Las sondas se connderan
indispensables para la confirmacion del cultivo no solo de M. fuherculosis. sino que tambien de M. avium.
M oantracellulere. v M. gordonae. Estas sondas de acidos nucleicos son segmentos de ADN o ARN que han
sido marcados con erzimas. suhstratos antigénicos, particulas quemiluminiscentes o radiondtopos v gue
pueden unirse con una alta especifividad a secuencias complementarias de dcidos nucleicos. La sonda de
ADN mi. unhizada para fa dentificacion del complejo M. tubercudosis es la comercianmente distribuida por
AccuProbe® (Ger Probe. San Diego. CA . En esta prueba, la sonda de ADN de cadena simple esta
marcada por quemidummiscencia con ester de acridinium y es complementaria al ARNr de la especie blaneo,
de manera gue a asocicion de las dos cadenas torma un hibrnido estabie. Lo mavor ventapa de las sondas
comsiste en su utthzacion conjunta con el sistema de cultive BACTEC? para Lo sdeatiticacion ripuda Jde

micobacterias v tambien L detecoon de imtecaones ancobacterales nctas

AMPLIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS. - Una alternanva a un sistemia de deieccon muy sensible
consiste enamphificar m ovirre una mofecufa blanco a nivefes detectables. Varas metodologias han sido
descritas para M. tuberd aloses v entre as mads conogcidas tenemos: a) Amplificacion de ta Cadena Desplazada
(SDA)Y, by Ampitticacion Mediada por Transeripaon (TMAG; v ¢) Reaccinn en Cadena de by Polimerasa
(PCR).

Reaccion en Cadena de fi Polimerasa - La reaccion en cadena de 1a polimerasa utiliza oiigonuciedidos como
miciadores para dicgir Lo amplficaciin de secuencias blanco de dcidos aucleicos de micobacterias por medin

de crclos repetidos de desnatrabizacsin, andlamiento v extension de miciadores. La espeaificidad de este
proceso de amphiticacon radica en by escogencn de los imiadores.  Un gran nimero de secuenciss
especiticas como blanco provenientes de diferentes genes del bazilo han <ido sugeridas. entre ellas tenemos
Ta proteina de chogue ermico de 65 kDa, antigeno MBPTO, L proteina MBP6S. s proteing de 38 A Da een
Paby, un tragmento de 153 ph pertencciente a una secuencia de imsercion obtenida de la clona recombisante
lambda PHTIE v un tragmento de 296 ph de fa protesna stpd0. Sin embargo. el clemento genctico IS6100
ha sado L sectuencn mas exbanstivamente evaltiada como blanco especifico para el compleo My obarerim
fuberculones (M tubercadonn . Moboves o Momicrot. Mo africanumy. La naturaleza espeatlica vy repetinga
de esta secuencia de nseramn L hace un blanco deal para amphiticacion por PCR, por o cual s han
sintetizado Iversos mciadores para amplhificar tragmentos de 123 ph, 263 pb, 325 ph, 31 7pb en 156110

A




Un grupo de investigadores desarrollaron un sistema de amplificacion multiple en un solo tubo que puede
wlentificar el género Mycobacterium y suhsecuentemente distinguir entre M.aviwn v M. intracellulare del
cosaplejo M. wherculosis. Para ello utilizaron iniciadores especificos para el género Mycobacterium basados
en el gen 165 ARNr. combinado con iniciadores especie-especificos dirigidos al gen MBP70 del complejo
M. wberculosis. Un producto de ampliticacion de 1030 pb es indicativo del género Mycobacterium
fragmentos mds pequenos de 850, 372 v 180 pb son las senales positivas para M. intracellulare. complejo
M. wherculosis v M. avium. respectivamente.

La reaccion en cadena de fa polimerasa ha sido utilizada para deteciar M. uberculosis en una variedad de
muestras que ncleve:  esputo. liquido cefalorraquideo. liquido pericardico, liguido pleural. biopsias de
nodulos linfaticos y aspirados gastricos. entre stros. Sin embargo. a pesar de su pran sensibilidad. ¢! PCR
ha sido criticado por ser muy compigjo. caro v poco contiable pare ser utilizado tuera de los laboratorios
de investigacion.

Entre los problemas encontrados en las téenicas basadas en PCR para 12 deteccion de micobacterias en
muestras clinicas se puede mencionar 1a extraccion cuanttativa de dcidos nucleicos, 1a presencia de
inhibidores en las muestras analizadas. la ocurrencia de reacciones talsas positivas debidas a amphicones
conaminantes v la presencia de pocas micobacterias en algunas muestras clinicas.  En un estudio
comparativo clego entre 7 laboratorios sobre la confiabilidad y reporducibilidad del PCR pare deteciar M.
tuberculosis. se llegd a la conclusion de que se necesita la implementacisn de un sistema cefectivo para
menitorear sensibilidad v especiticidad previo al uso contrable de la prueba para diagndstico de tuberculosis,

Actualmente, ¢i PCR como prueha diagnéstica de mucobacteria esta siendo desarroflada en varias
maodificaciones teenologicas. pero hasta la techa ninguna ha <ido completamente estandarizada como prucha
clinica de faboratorio.  Todos estos resultados ilustran las perpectivas fascinantes pero también las
precauciones necesarias que deben tomarse cuando se utiliza el peder de las téenicas de amphiticacion de
genes para definir ¢i agente etiologico de enfermedades infecciosas.
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EPIDEMIOLOGIA Y DIAGNOSTICO CLASICO DE DENGUE

Zaida Lucrecia Menéndez Monjes de Escalante

Las infecciones del Dengue son originadas por cuatro serotipos de virus del Dengue. los que son
antigénicamente diferentes (virus Dengue 1. virus Dengue 2. virus Dengue 3 y virus Dengue 4): éstos
pertenecen a la familia flaviviridae, género flavivirus del grupo "B de los arbovirus. El virus del Dengue
causa la enfermedad mas importante de los arbovirus para ¢l ser humano. anto ¢n térmmos de morbilidad
como de mortalidad. La enfermedad es transmitida por mosquiios Aedes. especialmente aegvpti v en
segundo lugar. et 4. albopictus.

Desde 1956. en paises del Sur-Este Astitico. Pacifico Occidental, Cuba, Islas del Caribe y Venczuela. la
infeccion por el virus del Dengue ha causado mas de tres millones de admisiones hospitalarias v mas Je
cuarenta y cinco mil muertes. La primera epidemia de Dengue hemorrigico en este hemisterio se presentod
en Cuba en 1981, Después de la epidemia cubana, cada afio se han notiticado millares de casos de Dengue
en casi todos los paises de la cuenca del Canbe, con algunos pacientes que tuvieron hemorragias. En ostas
epidemias se han encontrado los serotipos |, 2 v 4 del virus Dengue.  En el ser humano, cada uno de los
cuatro tipos de virus del Dengue ha estado asociado al Dengue clasico v al Dengue hemorrigico.

La infeccion por Dengue causa una enfermedad cuyo espectro incluye desde formas que son clinicamente
inaparentes hasta cuadros graves de hemorragia y “shock™. Después que el mo:quito introduce ef virus en
Ia pie! existe un perindo de incubacion variable (de dos a siete dias) pero lo mas frecuente es gue dure de
cuatro a cinco dias.

Fl cuadro clinico se caracteriza por el sabito aparecimiento de fiehre, cefalea, dolores osteomioarticulares,
dolor retro-orhitario, totofobia, malestar general. y que algunas veces se acompana de "rash”™ v ootros
sintomas constitudinarios. Las caracteristicas clinicas Je esta enfermedad dependen. en gran medda. de la
cdad del paciente: los [acantes y pre escolares pueden presentar una enfermedad indiferenciada. los escolares
y nifos mayores pueden presentar un Dengue clasico con manitestaciones ligeras, mientras que en los adulios
el cuadro clinico es mds acentiado.  Todo este proceso puede durar entre tres y siete dias. El Dengue
clasico es usualmente bengno v autolmitado aunque sy convatecencia puede asociarse a un gran

dehilitamiento lisico v prolopgarse durante varias semanas.

Actualmente existen dos métodos tundamentales para establecer un diagnosnco sistematico de Dengue en el
Liboratorio:

W Ankamiento del virus,
b Demostracion de un titulo crecente de anticuerpos @ Dengue en el suero

B anshumento del virus es el procedimiento miis detinitivo, pero las tecmicas actuatmente dispomibles
requieren un mivel relativamente elevado de capacidades v equipo de cavicter wwenico.

Las pruehas serologicas son s sencilfas v rapidis: sinembargo las reacciones serologicas cruzadas entie
anticuerpos o Dengue y ofros flavicirus causan a veces diagnosticos positivos talsos Asitisimn .y
ientiticacion exicta del serotpo del Dengue ifectante ¢s impostble de deteemunar usando sucros apareados
con métndos seroldgicos ordimarios aophibicion de e bemaglutmacion o fiacon ded complemento)
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Para el diagnistico de Dengue en el laboratorio es esencial que la recogida, el almacenamiento y el envio
de muestras se haga en la forma debida v adecuada.

La situacwin epidemiologica del Dengue en Centro Ameérica es cada vez mads alarmante.  Afio con afio se han
presentado brotes epidémicos en diversas regiones de Centro América. En 1994 fa situacion fué critica
especialmente para Nicaragua. ¥a que se presentaron brotes severos en la Ciudad de Leon v en la propia
capital. Manuagua: se registré un total de 20.969 casos que hacen una tasa nacional de 4.8/1.000: ademis se
notificaron 1,247 casos con manifestaciones hemorragicas v una tasa de fetalidad de 0.48% . También e
conocio que en muestras de suero provenienies de fa Ciudad de Managua se aislo Dengue serotipo 3. en
colaboracion con el Instituto Pedro Kouri de La Habana. Cuba. Este dltimo hallazgoe es trascendental debido
a que. en la subregion Centroamericana. tiniamente habian circulado los serotipos Dengue [ Dengue 2y
Dengue 4.

Dasde 1993 Costa Rica v Panama. quignes habian sido los dos glumos paises tropicales en América Lating
libres de Dengue. notiticaron casos de transmision autoctona de Dengue ea las dltimas deécadas. habiendo
reportado 4,103 casos sospechosos de Dengue en Costa Rica. mientras gue en Panama se reportaron 14
Casos.

In e} afio de 1994, El Salvador notifica 2.218 casos. En ese mismo ano. en Guatemala se determine una
amplia circutacion de serotipos, Jocalizandose {a presencia de dos o mas serotipos en los Departamentos de
Guatemala, Escuintla, [zabal y San Marcos.  El resto de {os departamentos ha tenido brotes epidémicos
aislados, habiendo ocurrido un caso confirmado de Dengue hemorrdgico en ¢l Departamento de Zacapa.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE DENGUE

Eva Harris

A. Aspectos clinicos y epidemioldgicos: importancia de la tipificacion
1. "Antibody-dependent enhancement™ (ADE)
2. Alta tasa de ataque durante epidemias
3. Alto porcentaje de mosquitos mfectados durante epidemias

B. Biologia molecular del virus Dengue

1.

(I I )

[ BV 7Y

II. Mézodos de diagnostico

Los Tlavivirus

. Transmision por los mosquitos Aedes aegypti v A. albopictuy
. Los cuatro serotipos del virus Dengue

- Organizacion del genoma (virus de ARN de hebra simple)

. Regiones conservadas

. Regiones vartables entre los cuatro serotipos

A Aislamiento del virus por inoculacion de cultivo de células
B. Identificacion por inmunotluorescencia indirecta (IFT)
C. Serologia (sueros emparejados: agudo y convalescente)

1. Inhibicion de hemaglutinacion

2. Fijacion de complemento

3. Anticuerpos neutralizantes
D. Inoculacion intratoraxica de mosquitos, IF1
E. RT-PCR

I, Muestras para PCR

A. Sueros

B. Mosquitos

C. Sobrenadante de células infeciadas
N Células infectadas

IV, Preparacion dei ARN

A Director isis con detergente "Rapid RT-PCR”
B. Particulas de ~sibica y guanidium isothiocianato
C. Extraccion y preapitacion
D Mosquitos

b Fltracion

2. Clariticacim

3 Captura del ARN con sondas marcadas con bionng




V. Amplificacion

A. RT-PCR

B. PCR directo (Morita er al.)

C. PCR anidado (“nested™) (Lancioth ef al.)
D). Primers universales + secuenciacion

Vi Deteccion
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B. Sondas no radioacuvas para tipificacion
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1. Directo
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EPIDEMIOLOGIA Y DLAGNOSTICO CLASICO DE VIBRIO CHOLERAE

Floridalma Cano Granados

El colera es una enfermedad causada por Vibrio cholerae. usualmente dei serogrupo Ol wxigénico. La via
de transmision es fecal-oral. siendo las fuentes principales el agua y alimentos contaminados con heces de
personas infectadas. La mayoria (75%) de infecciones de colera son asintomdticas, 18% son casos feves v
ur 5 % son casos moderados. En su forma severa (2% de los casos) esaa enfermedad se caracteriza por
diarrea profusa, vomitos. deshidratacion. pulso débil y calambres musculares.  Si el enfermo no es
rehidratado oportunamente puede morir coma consecuencia de acidosis v "shoce”.” hipovolémico.

El V. cholerae es un bacilo Gram negativo v oxidasa positivo. A diferencia de fa mayoria de especies de
vibrios no requiers de cloruro de sodio (sal; para crecer: sin embargo, la presencia de sal favorece su
crecimiento. Ei V. cholerae incluye mds de 130 serogrupos O (antigeno somitico).  De estos, e serogrupo
Ol ha sido el asociado con el cdlera epidémico por tener la capacidad de producir toxina colérica (CTy. En
1992 aparecio en la India v Bangladesh casos de colera epidémico causados por el serogrupo (1139 o también
llamada cepa Bengala productora de CT. Por lo que a diferencia del resto de serogrupos (02 a O138).
unicamente los serogrupos O] y 0139 productoras de CT estan asociadas con el colera epidémico.

V. cholerae O1 se divide en los biotipos Clisico v Eltor y en los serotipos Ogawa, Inaba e Hickojima. que
es raramente aislado.  El biotipo Eltor es ¢l causante de la epidemia v el serotipo Inaba af inicio de la
epidemia; luego aparecio el serotipo Ogawa.

I.a epidemia Latinoamericana de colera se micio a principios de 1991 v llego a Centroamérica por Guatemala
en julio del mismo afo. Esta epidemia es parte de la séptima pandemia gue se nicii en 1961, Los paises
de América Latina -con excepeion de Usuguay y las islas det Caribe- hasta tinales de 1994, han notficado
un total de 1.061. 188 casos de colera con una tasa de letalidad Jde 0.94 % (9,989 muertes). La tusa de
letatidad ¢n 1994 tue de 1.09%. Ea 1995 contindan aparcciendo brotes de colera en Centroamérica.
principalmente en Guatemala. FI Salvador v Honduras.

ELaislamiento de V. cholerae de muestras clinicas como ambientales tienen pasos en comin. Su tolerancia
a la alcalinidad y ripido crecimiento son fas bases de los medios de cultvo. Cuando as muestras no van
a ser procesadas en un tiempo corto, las muestras chinicas se tramsportan en el medio de Cary-Blar tha
viahilidad de V. cholerae o~ de 4 semanas) v las muestras ambientales en refrigeracion. El procesaniento
de muestras, en general, incluye los siguientes pasos.

Enriquecimiento en Agua Peptonada Alcalina (APA). Vibrio spp. crece ripdamente ecn APA (pH 8. 1.9 2,
y i las 6-8 horas de incubacion estin presentes en mayor mimero que ofros organismos. Bnonuestras de
eces liquidas de pacientes sospechosos de colera, este ennguecuniento no es necexarm porgue presentin on
clevado numero de vibrios (107 - 10* vibrios mlo. APA e comunmente usado para recuperar hagos niveles
de vibnios, particularmente de heces formadas v oen mdestras ambrentales (hisopo de Moore, aeua v
alpmentos) fas que pueden necesitar hasta dos pasos de ennquecimsento v de sacias diducione s, oicunde con
1100 Enagua v oahimentos manmos, donde se encuentran otros vibrios presentes. se reconnends reabiza
dirluciones e duphicade de Jas muestras en APA ¢ ncubar ademas de 37 7CL que e L lempestura usaal.
a 42 °C Esta temperatura tavorece a Vocholerae y reduce el creamiento de ofros vibrios
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Aislamiento en agar selectivo Tiosulfato Sales Biliares Sacarosa (TCBS) u otros agares. E! agar TCBS
es el medio usual para ¢! aislamiento de V. cholerae v otros vibrios. V. cholerae origina en este medio
colonias grandes, lisas y amariilas (fermentacion de la sacarosa). Las colonias sospechosas de V. cholerae
que crecen en TCBS son subcultivadas a un agar no selectivo tales como agar sangre (AS), agar gelaina
(AG). agar Mueller-Hinton (MH). y otros. A partir del crecimiento en agar no selectivo se realizan las
pruehas de identificacion bioquimica y serologica. En el caso de ieces liquidas se pueden sembrar.
simultineamente con ¢l agar TCBS, en un agar no selectivo para acelerar el diagnéstico.

Identificacion bioquimica v serolégica. Las pruchas minimas y bdsicas para el diagndstico de V. cholerue
O1 se consideran las siguientes pruebas: oxidasa, prueba del cordon. crecimiento en caldo sin sal (05,
imagen en agar TSI v agletinacion con ¢l antisuero polivalente de V. cholerae O1. Si se desez llegar a
biotipo v serotipo se debe contar con los reactivos respectivos o enviar las cepas a un laboratorio de
reterencia. En el caso de cepas de V. cholerae no-O1 gue se asocien a algdn brote. debe investigarse el
serogrupo 0139,

Determinacion de toxina. En las cepas aisladas. principalmente de muestras ambientales, se determina la
produccion de CT puesto que en el amoente es mds facuble aislar V. cholerae no wxigénico.  Existen
diversos métodos: aglutinacion con latex. ELISA. sondas de ADN o técnicas de PCR. Si no se cuenta con
facilidades se envian las cepas a un laboratorio de referencia.

Es importante mantener los sistemas de informacion y vigilancia del colera para prevemir v responder
apropiadamente al resurgimiento de brotes.  Para ello. en o que se refiere a los laboratorios. es necesaria
la deteccion oportuna de los casos de colera. programas de control de calidad para la comprobacion de los
procedimientos de laboratorio. control de la nocuidad de los alimentos y calidad bacteriologica del agua.
Asmmismo. difundir 1a iniormacion sobre la importancia de V. choierae 0139 y mantenerse vigilantes al
respecto.
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DIAGNOSTICO MOLECULAR, PATOGENESIS Y VIRULENCIA DE VIBRIO CHOLERAE

Olga Rebeca Torres Bolanos de Matute

En comparacion con los métodos clasicos. los métodos moleculares que se han desarrollado y evaluado para
diagnosticar Vibrio cholerae enterotoxigénico. son muy rapidos ¥ sencillos. Los métodos clasicos requieren
de al menos cinco dias para diagnosticar Vibrio cholerae productor de toxina colérica. mientras que por el
método de amplificacion genética se pueden detectar vibrios enterotoxigénicos en cuestion de doce horas.
Aungue los métodos moleculares son inhibidos por algunos alimentos marinos. sen dules para determinar
qué vegetales de exportacion estdn libres de contaminacién por V. cholerde enterotoxigénico. asi como para
dar criterios en ¢l caso de brotes de colera en regiones hibre de esta enfermedad. de manera cast inmediata.

Existen una serie de iniciadores v varios autores han descrito métodos que ditieren hgeramente unos de otros.
pero que en resumen se basan en la amplificacion de secuencias tnicas y muy conservadas de los genes que
codifican 1a toxina colérica. Hay métodos que usan colonias aisladas de culuvos de pacientes. otros utihizan
las diluciones al 1 6 10% en peso de la muestra en agua peptonada alcalina (APA). v otros que se hasan en
amplificar una porcion del lavado de vegetales con APA. Los métodos mas sensibles utilizan una alicuota
del APA despues de 6-8 horas de incubacion. con lo cual se incrementa la sensibilidad el método
substancialmente (10° veces).

A pesar del alto costo de fos reactivos moleculares. los métodos clasicos de andlisis de alimentos requieren
una serie de medios diferenciales v enriquecedores. ademds de requerir varios dias para oblener un
diagnostico. Entonces el costo se traduce en cuantiosas pérdidas de alimentos perecederos o en energia de
almacenaje en frio. Al comparar con dichas pérdidas. el costo de los analisis moleculares e realmente
reducido.

Por esta razon se han desarrollado v se contindan probando métodos moleculares basados en la ampliticacion
genética para el control de calidad de alimentos de exportacion v para ¢l control de calidad de aguas.
Muchos de estos métodos se han desarrollado dentro de los laboratorio. del FDA de fos Estados Unmidos.
entidad regidora de la importacion de alimentos a ese pais.

Los argumentos de que un resultado en base a 1a Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) detecte
residuos genéticos pero que el alimento no sea un riesgo para el consumidor aun ey esgrimado por algunos
en contra de fos métodos moleculares. Sin embargo. la velocidad con que se puede liberar un embarque 2l
no encontrarse esos genes, justifica su uso como un meétodo de tamizaje para reducir costos de almacenaje
en frio de alimentos perecederos. Cuando un PCR para colera es positivo, deberd confirmarse la presencia
del V. cholerae enterotoxigénico por los métodos cldsicos.  Aqui radica la importancia de que los indtodos
seleccionados para este amizaje sean altamente especificos y sensibles, de manera que ta probabilidad de
encontrar un resultado falsamente positivo o negativo. sea muy baja

En la ulima década. los métodos moleculares han permitido un avance vertigimoso en el conocumiento de

la patogénesis de esta infeccion, han permitido la tpificacon fina par métodos genéticos y de epidemoloyia
molecular, asi como al desarrollo de vacunas de nueva generacion para prevenr el colera,
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Tipificacion de Vibrio cholerae por medios moleculares.

La upificacion clasica »¢ basa en serologis. determinacton de biotipos (segin pruebas bioguimicas).
electroforesis de enzimas multilocus y fagotipos. Los dos primeros métodos estin sujetos a la expresion de
genes que resulan en reaccones visibles va sea por aglutinucion o bioquimicamente.  La determinacion de
fagotipos requiere de una coleccwn especializada de fagas de V. cholerae. que solamente se encuentra
disponibie en laboratorios altamente especializados.  Los méodos moleculares. cuyas ventajas ir<luyen el
uso de equipo vy reactivos univensales para cualguier micraorganismo, que no requieren de expresion pues
mider: las caracteristicas a nivel del genoma y por by tanto no implican condiciones de reaccion sumamente
especiziizadas, han permitido la upificacwin de V. cholerae por medin de ribotipia. de la determinacion de
variaciones en la secuencia de dos genes czve o bien del polimortisme en los patrones de gestriccion (RFLP)
de los genes oy,

La riboupia mude ef polimortismo en los patrones de resiniccion de los genes que codifican rARN. Extos
son genes sumamente conservados entre fas diversas especies bacterianas. por o cual su comparacion
permitiv encontrar que las cepas de 1a eprdemia Latnoamericana siguen un comportamiento clonal. Este
sistema ey el mas gt cuando se busca encontrar el maximo de divergencia entre las clonas de V. cholerae.
Popovic y colaboradores analizaron la coleccion de cepas de Vo cholerae O1 del CDC por ribotipia con fa
enzima Bet I Elos encontraron gue §a epidemia de Latineamdrnica fue causada por una clona del ribotipo
Vil ) EnMéxico. en 1994 se deternung que un brote tue causado por una clona del upe Va iDra. Sthva
Giono. comunicacon personaby.

Cameron v colahoradores caracterizaron 180 cepas de V. chelerae O de la coleccion del CDC por
clectrotoresis de camipo ortogonal y compararon los resultados con los de electrforesis de noenzimas »
ribotipia. Estos autores reportan que este es el método mas sencillo y mas discriminante para upificar V
cholerae O1. La comparacion por ribotpos clasificod dentro de un mismo ribotipo a las cepas de la eprdema
Lannoamericana 3 a otras de otros continentes. mientras que la electrotoresis de campo ortogonal pudo
diferenciar fa clona Jde Laono Amérnca de cepas con el nismo sihotipo pero aisladas de otros continentes.
Asimismo, pude diferencar cepas wayéncas de cepas ne toxigenicas ansladas ded la costa del Gelto de
Estagos Unidos.

Patogénesis de Vibrio cholcrae.

Voo dholerae produce una serne de productos euracelulares que tienen electos deletereos sobre las celulas
cucanotas  La duarrea masivg, deshidratante que produce Vo cholerae es iducida por g eiterotovinag
colérici, tambien Hamada colerigeno o CT. Su rol imperantismo en br enfermedad tue demostrado con
estudios en voluaterios  Esta o una toana compuesta de dos subumdades. A v Be cada una de Las cuales
tienen una tuncion especttica. basubunidad B sirve para unir b holotoxana o fa celula cucarniots receptora
v b subumidad A posee Ta tuncion enzimatica espeaitice que actua mtraceislarmente. La CT nene cmeo
subunidades B denticas s una soly subunidad A B receptor para OT s ef gangliosido Ga FE blanco
tracelular de B CT es o ademifato ciclasa, une de foastemas reguladores mas smportantes de s celtula
cucanota, resultando en el aumente intracelulur de los miveles de AMP cichco (cAMPY Bsto Hleva g
secrecton aumentada deones cloruro por Tas células e Tas onptas ntestinales v a Ly reducaion de o
absorcion de Cloruro de sodio por s vellosidades mtestmales (9.10) - B movimuento neto de electrolitos
al Tumen mtestinal resotta en un gradiente osmsnee que provoca que fluya agua enoed Jumen B voluren
nmasivo deoapua resultg en darrea Baste evidenca que imphca que adenmias deeste mecanisma, Lis
prostaglandinas v el sistema nees imso ntestmal estan imveiscradas en la respriesta a la CT. con reportes que
estman gque hasta ¢ 607 del etecto de Ta €T sobre fos Budos imtestinales pueden atrbuirse . mecaniamos
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nerviosos (4.5). Sin embargo. cepas de V. cholerae a las que se han removido los genes codifcadores de
Ia CT 2in son capaces de inducir diarrea moderada en muchos iedividuos (5).

Fasano y colaboradores reportaron que V. cholerae produce una toxina que incrementa fa permeabilidad de
la mucosa intestinal atectando 12 estructura de la union estrecha intracelular o Zonuia occlidens.  Esa
actividad. descubierta al medir ¢! transporte transepitelial de electrolitos a traves det tejido intesuinal. tue
denominada Zot. E! gen que codifica la wxina zot fue clonado v se encontro que exia ubicade
inmediatamente arstba del locus crx. Las secuencias de zot se encuentran tanto en V. choterae Of como en
no-0O1:  cast siempre las cepas que contienen las secuencias v conticnen ambiin {2 secuencias zot.
Comparando la secuencia prevista de amino dcidos. fa proeina coditcada por Zot no presenta homologia
<on RINgUNa oftra toxima bacteriana. incluyendo ta de Clostridium difficite. 1a cual ambn altera las unones
estrechas intracetulares ¢34,

Trucksiy v colaboradores entficaron una segunda tovina denominada Ace. Bl producto gendétioe Je una
secuencia ubicada arriba de Zof puede incrementar 1a corriente de corto circuito en camaras Je Ussmyg que
son una téenica clasica para medir el transporte transepitehial a traveés dal tepdo intestinab. Al sgual que CT
¥ opuesta 2 Zot. esta exina ncrementa la diferencia de potencial en lugar de la conductvidad. Las cepas
que contienen ¢} gen dee clonado producen acumulacon significativa de tludo en porciones mtestinales
hgadas de conejo.  La estructura aminoacidica predicha para esia wuna la asoca con una famiha Je
ATPasas involucradas en el ransporte de ones de calcw. y muestra similandad en cuanto a secuencia Jde
una proteina virulenta de Salmonella dubiin, esencial para fa virglencia de esta bactena en ef raton. Hay
evidencia parcial que {a Ace actua por medio de multimeros que se insertan en 1a membrana eucarwitica. con
las supertictes hidrotobicas hacia la doble capa de lipidos 3 con la fraccion hdrotilica hacia ¢f nitenor de
un poro transmiembranoso. tormando un canal tonico 57 Ademds. exste una hemolisina citolisina cuvo
gen se ha clonade. En los aslados recientes de El Tor. no se ha observado esta caracteristica. sicndo
pobremente hemolitcos. La towne purnificada es capaz de mducie acumulacton de liguide 2n porcmnes
ntestmales hyadas de conejo 5y,

Estas tres tovinas son fas mejor caracterizadas. Los penes que codifican a hemobisipa se encuentran =n cast
todas fas cepas patogenas y no patozenas de Vo choicrae Oy no-O1 sin relacion a ks presencra de Tos genes
crr. Los genes que codifican Zot y Ace en cambio, se encuentran sSiempre en cepas gue tenen los gcenes i,
PETO raFas VECES sE CRCUCRITan £n cepas que no Jos tengan. por lo gue 13 correlacion epidenioiogics entie
7oty Ace oon enfermedad, s grande (5). Se han descnto ofras oxinas, coma una upo Shiga, olra o
que comparte ¢l SO7 de homologia con la toxina estable de Escherichia coli, otra denomimada nues a tosia
colénca. un mhibidor del canal de sodio, una hemobising tzrmoestable directa. Las cuales no se han conade
v por lo tanto, ao se ha comprobado su custencn (5)

Revientementz se han descubierto fos factores de colomzacion que usa Vochoderae. Durgite mucho sempe
se used faaglutmacion de entrocitos coma ua substitato para fos tactores de colonizacion. de o caales V
cholerae produce per lo menos cuatro . Sin embargo, Hermmgton v colaboradores desorbicnon Jov pibe (o
regulados por tovng Jde colera cTOPY s Cuales son cniticos para adherenais miestimal, v cuva impoiianos
para entermedad en humanes ba sido comprobada. No e conoce <1 receptor intestinal. Los TOP b wie
estudiados excluseamente en Vo chalerae O1, pero se ha demostrado que se expresatien Vocholerae (039

Hay evidencia de que los LPS estan mvolucrados en L adiierencin de Vo cholerae O1 3 o mucosa el
td)




La mavoria de estudios de V. cholerae tan mdicade gue la movilidad ex una propiedad de virukencia
Importante. va que penmiten 2 fa bacteria entrar a ta gel mucosa ripidamente v a los espacios intevilosos en
unos poces mmutos. Asimisme. se ha demostrado que algunos mutantes oo moviles son menos virulentos
que los movides. por diversos expenmentos.  Sin embargo. hay informacion controversial obenida de
expermentos en antestime  ligado de conejos. pero estos experimenios han usado mutantes no bien
caracerizados.  Richardson demosird gque la movihidad = claramente un factor que contribuye a la
patogenicidad de V. cholerae v su colonizacwn. mientras que la estructura tlagelar en si es menes importante
e eslos aspectos id),

La virulencia de V. chinlerae esta regulada por muchos sistemas. El regulon ToxR controta la expreswin de
varos factores criticos para la svwrulencia de Vo choferae.  Asimismo. [z regulacton en respucsta a la
coencentracion de hierrol o mportante. Esta varkedad de mecanssmos de regulacion le permiten 2 V
vholerae opumzar su sobrevivenca en diferentes habitats, como el huimano v el ambiente acuitco
Asunesme. hay regulacion que dncamente funciona i vive (3

Al combmar todos fos aspectos ge virulencia v regulacion, el biotpo Clasico es mas virulento que b Tor.
causando 97 mds de casos de colera gravin - Adn hay mucho por conocer respecto de la virslencia de V
cholerae. pero mdudablemente. la biologia molecular ha abierto las pueras a esta fascinante intermacion.
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HA1ICA) Orvanizacion de los Eatados Amernicanos «OFA Guateniala

n




PROYECTOS DE INVESTIGACION CON FINANCIAMIENTO EXTERNO:

Sigma-Xi Grant-in-Awd of Research ¢1977). Program in Scrence and Technology Cooperation (PSTC .
USAID (1987-1989): Scientific Working Group on Leishmaniases. TDR. WHO (1988-1991:; Programa
Regional de Biotecnologia PNUDUNESCO/ONUDI (1989-1991. 1994):  Pan American Heaith
Organization +1989-1991):  US-isracl Cooperative Development Rescarch Program «CDRi. USAID
(1989-1993y.  Scienutic Working Group on Lershmanases. TDR'WH( 11989-1993).  Nauonal
Biotechnology Committee (1991-1994);  USAID International Eve Foundation (1991-19941: River
Blindness Foundation International Eve Foundation 11992);  Onchovcerciasis Eltnunation Program tor
the Americas (OEPAY (1993-1994): Iinpenial Coliege: Edna McConell Clark Foundation (1993-1995.:
Third M.Sc. Program i Biomedical Scrences. Karolinska Institutet Central Amerwa [994-1995,
European Economic Community (1993-1996).

EJ

—

MPLOS DE PROYECTOS DE INVESTIGACION:

El Impacto del Tratamiento Comunitario con Ivermecting en la Transmision de Oachocercavoliulus en
Guatemalzs. Establecido por Técnicas Modernasy Convencionales: Estudios Sero Epidemologicos para
Idenuficar Antigenos v una Vacuna a Oncocercosisg - Andlisis de Proteinas Inmunogenicas de
Microtilanas. Vermes Adultos y Productos Excretados Secretadosde Onchovercavoivulias . Distribucion
Masiva de hermectna para ¢! Control de Ta Oncocercosis en el Departamento de Suchitepequey .
Guatemala: Oncocercosts en Guatemala: Evaluacion del Foco en Huchuetenange para Le Disirtbucion
Mawnva de Ivermecuna v Elimmacon de la Enfermedad en la Frontera Guatemala-Mevico, Plan
Nacwnal para la Elimmacon de la Oncocercosis en Guatemala:  Respuesta Inmune Celular o
[ eishmamasis Cutinea Americana en Varones Guatemaltecos Adultos, Antes v Después de Terapia.
I ershmaniasts Cutinea Americana: Un Modelo para el Desarrollo de una Vacuna i o Eatermedad en
Himanes, Ensavos de Vacunacén con Antigenos Moleculares 1 Lershmannise Cutanea del Nuevo
Mundo en Primates No- Humanos, Respuesta Inmune Celular y Humoral a Lenbmania brazienss
panamensis en el Mono Tecolote cAots trivirgatesy, Influencia de b Malaria Matesna en 2fF Peso al
Nacer. Produccin Masiva de Anicuerpos Monoclorales EnBstuerze Comparado en Fatno America,
I Semmarno-Taller Nacwonral sobre Téomeas Electrotoréucas Aphcadas a0 b Saludl Agnculura o
Industrra, T Semuarnie: Taller Nacwonad sobre Tecncas Cromatograticas Aphoadas o Biomwoleculas, 1
Seminario-Taller Centro Amerncano sobire Biologia Moleculas s Tecncas de ADN Recombmante,
Curse Taller POR® & Sondas no Radwactivas para el agonostico de Epicrmedades Toopicates ¢
Infecaionas de Mavor Prevalencia en s Subregion Centroamernicana.

ASISTENCIA A REUNIONES CIENTIFICAS Y PROFESIONALES  INVITACION A SEMINARIOSN Y
CONFERENCIAS:

Aprovmadamente 159 en vanos paises como Alestani, Brasil, Burkma Fasol Cubal Fouador 1
Salvador, Estados Umidos de Norte Amernica, Guateniala, Flolands Honduras, Ingisterna, Kenva,
Mexico, Panama. Republica Dominwana v Venezucla

ASOCIACTIONES PROFESIONALES

The American Societs tor Microbiology (19740 Siema X The Seentiic Research Socieny of Nl

Amierica (1977 1985, Sodedad Guatemaltee s de Microbiologia (19770 Amctican Society o
Parastologists (19820 Amerwean Society of Tropal Medome and Hypaene 19850 Saciien
Guatemalteca Je Parasitologia v Mediana Tropical (19850 Asecncion Centto Ameitang

Parasitodogia v Mediana Fropical (198910 Asoctacon Guatemalteea de Pomatodogn 1992

4




MENCIONES HONORIFICAS Y BECAS:

Universidad del Valle de Guatemata (1969-197 1 Laon American Scholarship Program of Amercan
Umiversiies (LASPADY (197219771 Cudby Callege (1972-1974: Charles A. Dana Scholarship
(19731 Sigma Xi. The Scientific Research Socets of North Amerwea 11977-1985). General Scholarship
Program for Specul Education (BEGES). Organization of American States (1981-1982).  Special
Programme tor Research and Trammg i Tropical Diseases (TDRy. World Health Orgamization.
VI9R3-1985):  condecoracion “Medalla Monja Blanca de Primera Clase”™ (19871 condecoracon
“Medalla de Mento Inteleciual™ (1989,

IDIOMAS:  Evpanol e Ingles.
PUBLICACIONES - ARTICULOS. CAPITULOS EN LIBROS  RESUMENES

Vemtntete publicactones cientiticas ¥ iécnicas: aproumadamente 95 resumenes i congresas naciotles
¢ mternacionales.

SN




CURRICULUM VITAE

EYDA LISSETTE MENDIA ALARCON DE CAMPOLLO

TITULO: Quimico Biologo en grado de Licenciada
ESTUDIOS DE ESPECIALIZACION:

Instituto de Salud Publica de Chile. Ministersy de Salud Publica de Chile
Bacier-ologia de Micobacterias v Programa de Tuber ulosis (1989

OTROS ESTUDIOS:
USAC, Guatemala, ~obre: Docencia Universitania, (1984, 19RK,
INICE dpsttuto Nacwnal de Investigacion v Capaciaciin Educativay sobre
Entermedades parasiarias poorttarias en Amerca Latina, Honduras 119930 con aval de
Universiddad de Tulane U.S ALy Honduras

CARGOS DESEMPENADOS:
En el Ministerio de Salud Pablica v Asistencia Social:

Jete faboratorio Clinco del Dispensario Antituberculose Central (1984-1991,

Tete laboratorio Chinico del Dispensario Antituberculoso Intanul 1983 1991

Jete del Laboratonio Central v de Referencia Nacwnal en Tuberculosis, DGSS 11991 -y
la techa

Integrante de la Comimiin Nacionai de Teberculosis, 1 [988-198Y)

Representante Nacwna! ante o Comusion Latnoamencana J¢ Bacteriologia de e
Tuberculosin (COLABAT), con sede en Buenos Ares. Argentna

REPRESENTACIONES NACIONALES

1Y%y VI Seminano Nacional de Bacteriologia de fa Tuberculosis, Santiago de Chile

1990 I Semunanio de Bvaleacion det Programa de Control de fa Tuberculosis o nnel
Centroamernicane, Guatemala

1991 IT Taller Centroamericano sobre la Organizacion de la Red s su participacion e el Prograims
de Control Jde b Fuberculosis, San Salvador. EI Salvador

19493 HE Seannano de Fvaduasion det Programa de Conteol de 1o Tuberculosis, Guatemala

Toud I Cursonde Entermedades Parasttarias Proontaras en Améncs Latina, Teguciratpa, Hondaras

1993 VoSenunanio Centroamernicano y del Cartbe, sobre o Exvaluacin de Programas de Control

de Lo Tuberculosis San Sabvador, B Salvador




CURRICULUM VITAE

ZAIDA LUCRECIA MENENDEZ MONJES DE ESCALANTE

NACIONALIDAD:
EDAD:

DIRECCION:

TELEFONO:
ESTUDIOS:
Pre Universitario

Universitario

Post Grado
Sub-especiahdad

OUESTOS ACTHALES:

i)

Guatemalteca

39 afnos

Ministerio de Salud Publica v Asistencia Socual
Sta. Avenida 1140, Zona 1

01011 Guatemala. Guatemala. C A,

1502 25 721348

Maestra de Educacion Primana Urbana

Meédico y Cirujano
Universidad de San Carlos de Guatemala

Anatomo Patologo

Virologia

Jete. Umdad de Laboratonio de Enfermedades Transmidas por Vectores,
Departamento de Enfermedades Transmitidas por Vectores, Ministerio de Salud
Publica

Sub-jete, Departamento de Patologia. Centro Médico Miliar




LUGAR Y FECHA
DE NACIMIENTO:

DIRECCICN
DE TRABAJO:

TELEFONOS:
TELEFAX:
CORREO ELECTRONICO:

EDUCACION v TITULOS:

CURRICULUM VITAE

ALVARO MOLINA CRUZ

Guatemala. 19 de febrero de 1965

Departamento de Bioguimica

Tastituto de Investgaciones

Oficina 1,-212

Universidad del Valle de Guatemala

18 Avenida 11-95 Zona 15, Visia Hermosa 1
\parudo Postal 82

01901 Guatemala, Guatemala, €. AL

(502 2y 380336 al 380340, Ew. 232
(502 2) 380212

amobinac@uvy.edu.gt (INTERNET

1992 Doctorado (Ph.D) o NQuimica Biomolecular. Universidad de Wisconsin en Madison,
Wisconsin, ETTAL

1987 Licenciatura en Bioguimica -Cum Laude-. Unwersidad del Vatle de Guatemala. Guatemala.
Guatemala.

1987 Baccalaureaius en Bioguimica, Universidad del Valle de Guatemala. Guatemala. Guatemala

EXPERIENCIA PROFESIONAL:

Profesor det Departamento de Bioguimica ¢ Investigador Asociado al Instiuto de Invesagaciones,
Universidad del Valle Je Guatemala.  Agosto 1993 a la fecha.

Auxiliar de Encenanza(quimica biomoleculan). Universidid de Wisconsm-Madison. Julio 1992 3 Fnero
1993,

Asistente de Investizacion uimica hiomoleculany, Umiversidad de Wisconsm Madison. Mentor - Ih
Mabel Hokin-Neaverson. Agosto 1987 4 Enero 1993

Asistente de fnvestigacion (hioguinicay, Umiversidad del Valle de Guatemada. Mentor Dr Blva Jde
Mepia. Agosto 1986 4 Agosto JORT

Auvihar de Enscnanza cquinicr, matemiteas, boguinieay  Vniversidad del Valle de Guatenita
Fnero 1984 4 Mayo [987

6]




DISTINCIONES ACADEMICAS:

1988 PACE Award (Premum tor Academi Excelence). lowa State University. E.U.A.
1987 Markey Fellowship, Universidad de Wisconsin-Madison.
1984-1986 Estudiante Disiinguido. Universxdad del Valle de Guatemala.

ORGANIZACIONES PROFESIONALES:

Representante de fa Umiversidad del Valle de Guatemala en la Comision de Biotecnologia del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecaotogia (CONCyT) de Guatemala.
Miembro del Comité Nacional de Biotecnologia (CONBIOTEC).

PUBLICACIONES:

(i

Tests

Regulation of the Na-K-Cl Cotransporter in Avian Salt Gland. 1992, Universuy of
Wiscensin-Madt on, U.S AL

2. Carotenoides del Acette v Subproductos de Palma Africana como Fuente de Pigmentacion para
Yema de Huevo, 1987 Universidad del Valle de Guatemala.

Articulos

Lo Molina Cruz. AL 1995 La Chava tCaidoscalus aconitipolius, Cnidoscolus chavamansay. Boletin
de Recursos Fitogeneticos. Facultad de Agronomia, HSAC. No. 1:7-8.

20 Molma Cruz. A 119930 Aplicaciones de la Ingenieria Genéuca en la Medicina. 1 Simposum
sobre ADN Recombinante v sus Aplicaciones. USAC.

300 Molsa-Cruz. A and Hokin-Neaverson, M. [denutication of the phosphorylated 150 kDa prowin
m avian salt pland membranes as @ speaific bumetanide binding protemn. presumed to be the
(Na-K-Ch cotransporter.  (Manuscrito en revision para publicarse).

4. Mohna-Cruz, A Hokin-Neaverson, Mooand Sadeghian, Ko (Na-K-Ch Cotransporter activity m
miembraie vesicles trom duck salt gland s activated by treatment of slices with acetylchohne or
an analog of cyehic-AMP and the activation requires protein phosphorylation.  (Manuscrito en
revision pars puplicarse).

5. Hokin-Neaverson, M., Sadeghian, K. and Mohna-Cruz, A, Bumetanide hinding 10 the duck salt

gland, and the effects of acetyichohine and cAMP analog. (Manuscrto).




ADDRESS:

PHONE:
EXPERIENCE:

1990 - present

1993 - 1995

August 1988 -
September 1989

19RA - 198K

LEILA SMITH

1379 Church Street
San Francisco. California 94114-3294

1415) 550 1588

PROMEGA CORPORATION

San Francisco, California

Field Applications Specialis:

Sales and account management for all Western states for twe years and for Northern
Caiitornia. Nevada. Uah since Aprii 1. 1993,

Sales. techmical scientific training and support to 30 account representatives and tive sales
managers. includes negotiating agreements and contracts, establishing sales strategies.
preseating scientfic seminars o our scientific customers and orgamzing scientific hands-
on workshops.  Assessment and communication of new technologies and  product
suggestions to in-house Research & Development department. Primary commumcation
hink between customer and all in-house departments.

PERKIN ELMER CORPORATION

San Francisco, Calitornia

Molecuiar Biology Reagents Consultant

Accounts management included seminars on Molecular Biology products. presentation
of new and existing technologies and products, negotiation of agreemenis and contracts
Abo included establishing dorations to Human Genome Education Program and o Dr
Eva Harris for wechnology transfer programs in Laun America.

CLONTECH LABORATORIES. Inc.

Palo Alto, Caltforria

Sales Marketung Representative

Crested and mane red Jbe Technical Support Depariment

Account manageme. tin the Bay Area. Orranized and conducted focus groups to assess
emerging technologes. Established scientific collaborapons to support new product
development. Wrote a detafed troublesheoiing guide for major products.

GENOFIT, S AL
Geneva, Switzerland
Scwenttfic Advisor

Created s custonier service and sales support departiment. Wiote and produced technical
marketing hterature tor use by chients, distributors, and sales representatives . Canducted
rescarch and developoment on an automated DNA - <equencer. Standardized and
documented quality control procedures.




1982 - 1985
Part-time

1979 - 1985

EDUCATION:

1965 - 1967

1962 - 1966

PERSONAL:

e

API INTERNATIONAL. S.A.

Geneva. Switzerland

Management and Sales Assistant

Organized and distributed scientific and marketing information to clients and distributors.
Represented company at trade shows. Wrote and translated technical documents.
Supervised four-person office staff.

Other work experience includes: Teaching. Translation

UNIVERSITE DE GENEVE

Geneva, Switzerland

Diplome de fa Faculte des Sciences. Department de Biologie Moicculaire.
Equivalent of a Master of Science in Molecular Biology.

Thesis title: Studies on the function of hsp27 in Drosophila melanogaster.

UNIVERSITE DE GENEVE

Geneva. Switzerland

License de la Faculte des Sciences - Biologie

Equivalent of a Bachelor of Science: four years of intensive course work in Biology and
related subjects.

Bilingual English/French. fluent in Spanish, knowledge of German
Good computer skills.

Drama. Skiing, Windsurfing

U.S. citizen




FECHA DE
NACIMIENTO:

CURRICULUM VITAE

OLGA REBECA TORRES BOLANCS DE MATUTE

Guatemals, 21 de octubre de 1956

NACIONALIDAD: Guatemalteca

ESTADO CIVIL.:

DIRECCION:

Casada

2a. Calle 20-92 Zona I1. Colonia Mirador 1
01011 Giatemala, Guatemala, C.A.

EDUCACION Y ENTRENAMIENTOS:

Grado
Ninguno
Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Ninguno

Area Lugar Fecha
Virologia de polio CDC. Atlanta Abr 1995
PCR y Ribottpos CDC. Atlanta Ene 1993
Control de Calidad Antigua Guatemala Nov 1992

Curso Latinoamericano
COLIBIOCLIy OPS

Word Perfect 5.1 INCAP-Guatemala Nov 1992
Central American CDC-INCAP-NCID Oct 1992
Course on Cholera Guatemala

Diagnostic

OPS-INCAP Curso Guatemala Feb 199]

Intensivo sobre
Redaccion de Articulos
Cientificos

IUS-WHO-SAREC San José, Costa Rica Nov 1990
Curso Jde Inmunologia
Centro Americano

Entrenamiento en CDC-INCAP Nov 1989
Produccion de Antisueros
Polivalentes

hs



Maestria Microbiologia/ Universidad de Cornell Ago 1985-

en Ciencias Genética microbiana Ithaca, N.Y. E.U. Enc 1988
Ninguno B: tenologia de Universidad de Jun 1985
Infecciones respi- Johns Hopkins. Baltimore
ratorias Agudas E.U.
Licenciatura Quimica Biologica Universidad de San Ene 1975-
Carlos de Guatemala Jun 1981

EXPERIENCIA DE TRABAJO:

Titulo Lugar Fecha
Microbisloga’ Programa de Nutr:ion ¢ Enc 1988 -
nvestigadora Infeccion, INCAP. Guatemala

Avudante de invesu- Uraversidad de Cornell Ago - Dic 1987
gacion Depto. de Microbiologia Veterinaria

Avudante de cdtedra Laboratorio Microbiologia Ene - Jul 1987
curso de Microbio- General 291, U. de Cornell

gia general 291

Microbidloga Laboratorio de Bacterinlogia Ene - Jul 1985
Division of Nutrition and
Health. INCAP

Profesora de Microbio- Depto. de Microbiologia Jun 1981 -
logia General (Bislogos Escuels de Quimica Biologica Dic 1984
y Quimicos) y de Micro Universidad de San Carlos de
de Sistemas Ty Il Guatemala
Supervisora Laboratorio Clinico Médico Jun 1981 -
Edificio Médico Ei Obelisco Dic 1984
Ayvudante de Catedra | Depto. de Microbiologia jun 1980 -
Escuels de Quimica Biologica Jun 1981
Uiniversidad de San Carlos de
Guatemala

ASOCIACIONES:

Colegio de Farmacruticos y Quimicos de Guatemala 1981
Asoctcion Gaatemalteca de Microbologia 1979
American Society tor Microbiology 1988
Allnce tor the Prudent Plse of Antibioies 1988
The N Y. Academy ot Sciences 1992
Asocticinon de Quimicos Biologos 1992

Hhty




Grant
($10.000.00)

Grant de investigacion

($12.500.00)

Tesorera

Beca

Organizadora

Organizadora

Presidente

Asistente de

Investigacion

Beca Fulbright

Secretaria

Tevorera

Secretaria

Mejor Estudiane:

HINORES. BECAS Y CONTRATOS DE INVESTIGACION:

INCAP. Proyecto de forta-
lec.miento Institucional
(Fondos de AID) para la
Produccion de una sonda de
oligonucleotdos para ¢l dx.
de E. coli enierotoxigénica

Fundacion Nestlé

Andlisis Inmunoquimico de
antigenos de superficie de
C. jejuni con leche humana

Comité Organizador del IV
Congreso Naciona! de Microbio-
logia. Guatemala, Guatemala

IUIS-WHO-SAREC

Curso sobre produccion
de Antisueros Polivalentes

Reuniones Crentificas INCAP
Division de Nutricion y Salud

Alanza para el Uso de
antibioticos-Guatemala
(APUA-Guatemalay

Coraell Universiny
fthaca. NY. U.S.A.

Cornell University
Ithaca. NY. U.S.A.

Asoctacion Guatemalteca
de Microbiologia

Asoctaanon Guatemalteca
de Microbiologia

Claustro Escuela de Q.8
Bmversidad de San Carios
de Guatemala

[aceo Secretarial
Bihngue

Jun 1992-
Dic 1992

Oct 1990-
May 1992

Ene 1990 -
Dic 1991

Nov 12-22 1990

Nov 1989

1991-1993

1988 -

Sept - Dic 1987
Ago 1985 -
Ago 1987

1983 - 1984

1942 - 1983

1982 - 1943

1971 - 1974

n7



CONFERENCIAS CIENTIFICAS:

[

I e

10.

It

12.

13.

Il Congreso Nacional de Microbiologia ¥ 1 Congreso Nacional de Quimica Clinica.  "Epidemiologia
molecular de enfermedad diarreica”™. San Salvador. Octubre de 1992.

II Simposio Nacional sobre Biotecnologia. “Antigenos de C. jejuni reconocidos por leche materna.
potencialmente dtiles como vacunas a mujeres en edad fértt”. Julio de 1992.

I Seminario Internacionai de Enfermedades Tropicales. Guatemala. Abril 7-10. 1992.

IV Congreso Nacional de Microbiologia. Guatemala. Noviembre 25-29. 1991.

I Congreso CA v Nacional de Quimica Clinica. Guatemala. Mayo 20-24. 1991.

I Seminario sobre Técnicas Electroforéticas. “Sondas de ADN™ Guatemala. Septiembre 13-19. 1991.
I Simposium "Nutricion, Embarazo y Lactancia®. Guatemala. Abril 19, 1991.

I Conterencia Internacional de ASM sobre genética de estreptococos. Minneapolis. Minnesota. Junio
6-9. 1990.

Il Semana Cientitica.  Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacia. Universidad de San Carlos de
Guatemala. Guatemala. 1989.

I Simposio Nacional de Inmunologia. Guatemala. "Aplicacion de las Sondas de ADN en el Diagnostico
de Infecciones™. Guatemala. Julio de 1988

I1th Annual MID - Atlantuc Extrachromosomal Elements Meeung.  “Mobilization of Chromosomal
Genes by Tn92S in Streptococcus faecalis™. Virginia Beach, VA, U.S.A. Octubre 16-19. 1987,

I Conferencia Internacional de ASM sobre genética de Estreptococos. Miami, Florida. Junio de 1986.
Congreso Internacional de Micologia, Xalapa. Veracruz. 1982.

Participante ¢n 23 Conferencias Cientificas de 1981 - 1985 en Guatemala y México.

IDIOMAS:

ESPANOL  Nativo
INGLES Excelente conversacion. fectura. escritura y comprension
'RANCES  Nociones

PUBLICACIONES:

[£3]

Torres, O. & J. R. Cruz. Protection Against Campylobacter - diarrhea: Role of Milk Ig A antihodies
apainst bacterial surface antigens.  Acta Pediatrica 1993 81: In press.

Torren, O, . R Cruz, F. Cano & A Bartett. Trimethoprim-sulfamethoxazole Resistance in Shigella
causing diarrhea in children in Guatemala: Transfer i vivo from Escherichia coli. APUA Newsletier
(1992 10(4): 1-6

Dunny. G_. §. Chung. ! Gallo, S. Kao. K. Trotter, R, Korinan. B. Olmsted. R Ruhtel. O Torres and
S Zabler. Cell-cell mteractions and conjupal transter everts mediated by the Phecomone-Inducible
Plasmid transter system and the copjugative transposon encoded by Enterococcus faecclis plasand
pCELO.  In: Genetics and Molecular biology of Streptococer. Lactococer and Enterococer B
Dunny. G . P. Cleary and L. McKay  ASM. 1991,

Torres, G, Korman, R.. S, Zahler and G. Dunny. The conjugative iransposon Tn925: enhancement
ot comugal transter by tetracychine inn F. faecalils and mobdization of chromosomad genes in B subnln
and F faecalis: Mol Gen Genet (1991) 228395400




It

12.

13.

Torres, O.. J. Cruz, F. Cano and A. Bartlett. Resistencia antimicrobiana transferible in vivo entre E.
coli y Shigella sp. Memorias IV Congreso Nacional de Microbiologia. Nov 1991. Guatemala.
Guatemaia. p 74.

M. de Fernindez. G. Miller y O. Torres. Perfil Genético de la multi-resistencia de bacilos Gram
negativo de importancia nosocomial en el Hospital Roosevelt de Guatemala. Memorias IV Congreso
Nacional de Microbiologia. Nov 1991. Guatemala. Guatemala. p 75.

O. Torres, T. Véliz, J. Cruz. F. Cano y L. Rodriguez. Perfil de piasmidos de Shigella dvsenterine tipo
i de epidemia de Rabinal. Baja Verapaz. Memorias IV Congreso Nacicnal de Microbiologia. Nov
1991. Guatemala. Guatemala. p 78.

Torres, O., J. Cruz. F. Cano and A. Bartlett.  Streptococcus pneumonaie isolated from children with
ARIL. A-26. Abstracts of HI [nternational ASM Conference on Streptococeal Genetics. June 6-9. 1990
Dunny. G.. J. Gallo, S. Kao. K. Trotter. O. Torres, S. Olmsted. S. Zahler and R. Kormar. Gene
regulation and cell-celi interactions in pheromone inducible conjugation. 2. Abstracts of conferences
of Il international ASM Conference on Streptococcal Genetics. June €-9, 1990,

. Torres O. and G. Dunny. 1988. Mobilization of chromosomal genes by Tn925 n Streptocencus

faecalis. Plasmid 19: (abstracts from [ 1th annual mid-Atlantic Extrachromosomal Elements Mecting)
Torres O. Gene transfer in Streptococcus faecalis mediated by Tn925. M.Sc. Thesis. Cornell
University. Jan 1988

Torres, 0. 1989. Epidemiologia Molecular: su aplicacion en infecciones nosocomiales.  Memorias
NI Semana Cientifica Facultad de Ciencias Quimicas v Farmacia. B-12

Torres de Matute. O. 1989. Biologia Molecular:  El por qué de su auge v su aplicacion a la
Microbiologia. Memonias III Semana Cientifica Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia. A-13

. Oliveros O. and O. Torres. 1983, Evaluacion microbioldgica de desinfectantes utihizados en la

industria guatemalteca. Memorias del [T Congreso Centroamericano de Microbiologia

. Franco L. and O. Torres, 1983. Evaluacion de la efectividad de los desinfectantes hospitalarios contra

cepas de importacia nosocomial. Memorias del Il Congreso Centroamericano de Microbiologia.
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S o meErEEE R T RERE TR e DRAARNETL LT WAV N L AW LA, WYY N
Profesor Asistente de Inmunologia

Seccion de Inmunologia

Departamento de Microbiologia

Faculad de Medicina

Universidad de Panama

Ciudad Universitaria Octavio Meéndes Pereira
Estafea Universitaria

Panami. REPUBLICA DE PANAMA
Teléfono: 1507y 636 133

Facsimile: (507 238 512

Licda. Terewita de Jesis Aguilar de Miranda
Laboratorio Uniticado de Control de Alimentos
v Medicamentos (LUCAM,
Institute de Nutricion de Centro Amérnca v Panami
Calzada Rooseveit Zona 11
Apartado Postal 118X
01901 Guatemala, GUATENMALA. C AL
Telétono: (502 20717 336

Facsimile: (802°2) 7T 36

Dr. Gilberto Ascencio Alennin, M Sc
Piotesor Universitanio |
Departamento de Microbilogia
Facultad de Medioma

Universidad Jde B Salvador

San Sabvador, BT SALVADOR. ¢ A
[elétono (S03, 225 8017

Facsumle (S03 228 8822

Licda Flora Bugenia Arana Figueroa, O B

Investigador Asoy ado

Laboratono de T erhmannisgs

Centode Investizacmones o Adicstramente en Eatomologia Mediea s MER TS
o Instnato de fos estraciones

Universidad det Valle de Guateniala

I Avennly 195 Zona 05, Vista Hermowa [

Apartado Posgal X2

Lol Guatemada, GUATEMALA O A

Teletonn CSO2 20380 336 41 3RO 30 690 T 4] 6U0 TS
Facsimile IRRERIER T (TERR B IR (T IR



Licda. Onana Irma Batsta Ceballos. M OS¢
Departamento de Bologia Genetica

Escucla de Bologia

Universwdad  Autonoma de Charigui

Estafeta Universitara

CRUCHI. David

Chiriqui. REPUBLICA DE PANAMA. C.A.
Telétono: SOT: T34 212

Facsimile: SUTY TS 329 742 AT9

Dr. Alejandro Antomo Belli, M Sc.. Ph.D.
Director de Parasitoloyia

Departamento de Parastologia

Centro Nacwonal de Duagnostico v Referencia
Apartado 2900

Managua. NICARAGUA. C A

Teletono: S0 2 03 el X9T 723
Facsmule: (305 2y 8§97 723
corren electronicn: cndr@ mearao apeorg

Lwcda Florndalma Cano Grasados. Q B

Unidad de Alimentos

Arca de Crencre v Teanologin

Instituter de Nutricton Je Centro America v Panama ANCAPY
Calzada Roosevelt Zona H

Apartado Postal TTXR

01901 Guatemale, GUATEMALA €A

[eieteno SO2 2, T2 762 41 T2 TeR

Facvimile 302 10T 829

Pacda Ana Berta Caias de Cea. M OS¢
Secvwin &t Inmunologia v Serologia
Departamento de Microbologia
Facultad de Medicma

aversidad de £t Salvador

San Sabvador, ELSATVADOR, (0 A
fertnn PSR 228 Tund

facsumile S04y 228 NKX2 2




Ing. Héctor A. Centeno Bolasios

Rector

Umiversidad del Valle de Guatemala

18 Avenida 11-95 Zona 15, Vista Hermosa Il
Apartado Postal 82

0190! Guatemala. GUATEMALA. C.A.
Telétfono: 1502 2) 380 336 al 380 340
Facsimile: (502 2) 330 212

Dr. Herndn Delgado, M.D.

Director

[nstituto de Nutricion de Centro América v Panama (INCAP»
Calzada Roosevelt Zona 11

Apartado Postal 1188

01901 Guatemala, GUATEMAL A C AL

Telét:no: (502 2) 723762 at 723 763

Facsimile: (502 2) 734 529

Licda. Annabelle Ferrera Boza, M .Sc

Departamente de Microbologia

Universidad Nacwonal Autonoma de Honduras tUNAID
Ciudad Universitaria

Boulevard Suyapa

Tepucigalpa. M.D.C. HONDURAS, C A

Telzfone: 1304 325 836 339 367

Facaimule S04y 25 X3 33384y

Dr. Manuel Frzucroa, M D

Protesor de Virologia

Departamento de Micrabiologig

Universidad Nacional Autonoma de Honduras (ONAHD
Editicio CB. 4t Preo

Cindad Univerataria

Tegucigalpa. M D C L HONDURAS, O A

Felctono 804 325 %3n

Facsmule [RIETEREEI EIVRERT SRR

4



Dr. Jacobo Finkelman. M.D.

Representante de Pais

Organizacion Panamericana de la Salud (OPS)
Organizacion Mundial de ta Satud (OMS)

Oricina Sanitaria Panamericana

Ta. Avemda 12-33. Zona 9

Fdificio Etisa. 3er. Nnvel

01009 Guatemala. GUATEMALA. C. A

Telétono: 1502 2 322032

Facsmmule: (50222 322008 343 B04

Licda. Carmen Maria Galo Sandino de Fernandes
Profesor Auxilar I & Asitente de lovestigacion
Seccion de Microbwloga

Departamento de Microbiologia

Universidad Nacional Autonoma de Honduras (UNAH)
Ciudad Universitaria

Boulevard Suyapa

Tegucizalpa. M.D.C.. HONDURAS. C A

Telétono: 1504, 325 836

Facsimule: (504) 343 849 7 381 623

1. Bruno Guandalini

Representante Residente

Programa de Tas Nacwones Unidas para e Desarrotlo (PNUD)
6a. Avenida 20-25, Zona 10

Fditicio Plaza Marituma, 60, Novel

Apartado Postal 23 "A7

01909 Guatemala, GUA EMALAL C.A

Teleton: (502 25, 370 611 a1 370 616

Facsinmile: (502 ) 370 304

Dra. Bva Harris, BAL PhD.

Intercampus Program in Molecular Parasitology
Umiversity of Calitormia at San Franciseo
Laurel Heghts, Suite 150

3333 Calitornia Strect

San Francisco, CA 941 TR

ESTADOS UNIDOS DE NORTE AMERICA

Teletonn (4151 470 6850
Facsiile 415 476 0664
correo clectronieo charrs@roel uest edu
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Licda. Ana kEugenia simenez Rocha
Profesor Instructor

Laboratorio Entomologia

Programa de Investigacion en Enfermedades Tropicales (PIET)
Escuela de Medicina Veterinaria
Universidad Nacional

“Campus Omar Dengo”

Apartado Postal 304-3000

Heredia, COSTA RICA. C.A.

Teléfono: (506) 237 3004 / 238 0761
Facsimile: (506) 238 1298

Licda. Diana Sara Leal Klevezas, M.Sc.

Investigador Asociado "A”

Centro de Investigacion Biomédica del Noreste

Instituto Mexicano del Seguro Social

San Luis Potosi y Dos de Abril

Colonia Independencia, Monterrey

Nuevo Leon. MEXICO

Teléfono: (52 8) 344 4116

Facsimile: (52 8) 344 4116

Correo eiectronico- dsleal@academ01.mty . itesm.mx

Licda. Ivette Lorenzana de Rivera. M.Sc.

Docente ¢ Investigador

Seccién de Virologia

Departamento de Microhiologia

Universidad Nacional Auténoma de Hondy, as (UNAH)
Ciudad Universitaria

Boulevard Suyapa

Tegucigalpa. M.D.C.. HONDURAS. C.A.

Teléfono: (504) 365 836

Facsimile: (504) 343 849 , 38! 623

Licda. Celina de Lozano

Laboratorio de Dengue

Unidad de Laboratorio

Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social
Calle Arce No. 827

San Salvador, EL. SALVADOR, C A.
Teléfono: (503> 221 5751 / 280 1154
Facsimile: (503) 273 0355
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Dr. Ricardo Lujan, B.A.. Mobc..rn .
Profesor & Director

Centro de Estudios en Salud

Instituto de Investigaciones

Universidad del Valle de Guatemala

18 Avenida 11-95 Zona 15, Vista Hermosa HI
Apartado Postal 82

01901 Guatemala. GUATEMALA. C.A.

Telétono: (502 2) 380 336 al 380 340
Facsimile: (502 2y 380 212
Correo clectronico: rigjan@uvy .edu.gt

Lic. Joné Ramon Mantilla Anaya. M.Sc.
Investigador

Laboratorio de Biologia Molecular
Instituto de Biotecnologia

Posgrado Interfacultades de Microbiologia
Universidad Nacional de Colombia

Ciudad Universitaria

Apartado Aérea 14490

Santafe de Bogoti, D.C.. COLOMBIA
Telétono: (57 1) 222 5301 - 368 1454
Facsimile: (37 13 222 5401 - 368 1515

Licdo. Guillermo Martinez Arguets
[aboratorio de Colera

Umidad de [ ahoratorio

Ministerio de Salud Pibhica v Asistencia Social
Calle Arce No. 827

San Salvador, EL SALVADOR. C.A.
Feletono: (503) 221 §751 . 280 1154
Facsinile: (503 273 0355

Licda Eyda Lissette Mendia Alarcon de Campullo, Q8.

Laboratoro Central v de Reierencia Nacional en Tubercutosis
Departamento de Laboratorios Centrales

Direccion General de Seivicms de Salud

Ministerio de Salud Pabhca v Asistencia Socl

O, Avenda 1465 Zona |

01001 Guatemala. GUATEMALA, C.AL

Tel¢tono: (SU2 21 SIS O3 306 286 909 294 21 ROE 4k 21 803
Facsimlbe: 1§62 2) 518 903
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Licda Ronala ivicndizanai suie deo Labrera
Investigador Asociado

Centro de Estudios en Saiud

Instituto de lnvesugaciones

Universidad del Valle de Guatemala

18 Avenida 11-95 Zona 135, Vista Hermosa Il
Apartado Postal 82

01901 Guatemala. GUATEMALA. C.A.
Telétono: (502 2) 380 336 al 380 340
Facsimile: (502 2) 380 212

Dra. Zaida Lucrecia Menéndez Monjes de Escalantz. M.D.

Jete de Unidad de Laboratorios

Departamento de Enfermedades Transmitidas por Vectores
Direccion General de Servicios de Salud

Ministerio de Salud Pablica v AS.

Sa. Avenida i1-40. Zona 1!

01011 Guatemala, GUATEMALA, C.A.

Telétono: (502 2) 723923 31 723 925 721 M8
Facsumilz: (502 21 721 348

Licda. Rita Isabel Meza Martinez. M.Sc.
Jete

Laboratrio Central de Reterencia "SIDA”
Tercer Piso. Centro de Salud Alonzo Suazo
Ministerio de Salud Pablica

Barrio Morazin

Tegucigalpa. M.D.C.. HONDURAS. C AL
Teléfono: (504 314 040

Facsimile: (504) 315 877

Dr. Alvaro Molina Cruz, Ph.D

Departamento de Bioguinuca

Facultad de Creacras v Humanidades
Universidad del Valle de Guatemala

IR Avemda 1195 Zona 15, Vista Hermosa 11
Apartauo Postal 82

01901 Guatenala, GUATEMALA C.A
Telétono: (502 2y 180 336 4l 380 40
Facsimile (502 2, 380 212

correo electronico amolinacdruv g edu gt




Licda. Sandra Rosana Mourra Saybe
MICROLAB

Laboratorio de Analisis Clinicos

Edificio Santa Barbara, frente a las Policlinicas
3era. Avenida Comayaguela

Tegucigalpa. M.D.C.. HONDURAS. C.A.
Teléfono: (504) 380 864

Facsimile: (504) 339 164 / 380 864

Dra. Leonor Isabel Murillo de Linares. M.Sc.
Jefe

Area Clinica

Seccion de Analisis Clinicos

Unidad de Laboratorio

Ministerio de Salud Pablica ¥ Asistencia Social
Calle Arce No. 827

San Salvador. EL. SALVADOR. C.A.
Telétfono: (563) 221 5751 . 280 i154
Facsimile: (503) 273 0355

Licda. Lucy Gerardina Ordoiez Mejia
Jefe

{.aboratoric Central de Malaria

Unidad de Malaria

Division de Laboratorios

Tercer Piso, Centro de Salud Alonzo Suazo
Ministerio de Safud Pablica

Barrio Morazian

Tegucigaipa. M.D.C.. HONDURAS. C.A.
Telétono: (504) 314 040

Facsimile: 1504) 315 877

Licda. Digna Mercedes Pérez Espmo

Encargada del Laboratorio de Cuitive de Tepdos

Departamento de Virologia

Centro Conmemorativo Gorgas de Invustigacion
¢ Informacion en Salud

Ministerio de Salud

Apartado 6991

Panama S. REPUBLICA DE PANAMA

Telétfono: (SOTy 274 111 - 256 550

Facsimile: (507) 254 366
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Sr. Javier Pérez

Perkin Eimer de México, S.A.

Macedonio Alcala No. 54

Colonia Guadalupe

01020 Meéxico D.F., MEXICO

Teléfono: (52 5) 660 6218 / 664 3671
Facsimile: (52 5) 660 0323 / 660 7734

Dr. Jorge Ernesto Quezada Diaz. Ph.D.
Docente e Investigador

Escuela de Biologia

Facultad de Ciencias Naturales y Matematicas
Universidad Nacional de El Salvador

San Salvador. EL SALVADOR. C.A.
Teléfono: (503) 226 2072

Facsimile: (503) 225 4208

Dr. Angel Rodriguez Prieto, Ph.D.
Laboratorio Clinico y Banco de Sangre
Sanatorio Nuestra Senora de! Pilar

3a. Calle 10-71 Zona 15, Colonia Tecun Uman
01015 Guatemala, GUATEMAILA, C.A.
Teléfono: (502 2) 356 980

Facsimile: (502 2) 693 249

Lic. Norman Rojas, M.Sc.

Profesor Adjunto Bacteriologia

Departamento de Microbiologia ¢ Inmunologia
Facultad de Microbiologia

Universidad de Costa Rica

Codigo Postal 2060

San José, COSTA RICA, C.A.

Teléfono: (506) 207 4275

Facsimile: (506) 225 2374

Correo electronico: normanr@@cariari.ucr.ac.cr

Licda. Maria del Carmen Sinchez Guillén, M.Sc.
Departamento de Patologia Experimental

Centro de Tnvestigacion y de Estudios Avanzados
Instituto Politécnico Nacional

Avenida Institgto Politecnico Nacional 2508
Colonia San Pedro Zacaienco

Codigo Postal 07300

México, D.F. MEXICO

Teléfono: (52 5) 754 0200 / 752 0677
Facsimile (52 5) 754 5116 /747 7107
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Lic. Marco Vinicio Sianchez Vega
Asistente de Laberatorio
Departaments de Virologia Animal

Programa de Investigacion en Enfermedades Tropicades (PIET)

Ercuela de Medicina Vetermara
Universidad Nacional

"Campus Oma. eago”

Apartado 304-3000

Heredia, COSTA RICA, C.A.

Telétono: {506) 237 3004 ¢ 238 076]
Facsimile: (506) 238 1298

Licda. Aleyda Téiles Sier. M Sc

Profesor Asistente

Departamento de Microbiologia y Parasitoloyia
Facultad de Medicina

Universidad Nacional Autonoma de Nicamagua - Leon
Leoi, NICARAGUA. C AL

Telétono: (505) 31! 2831

Facsimie: (505) 311 4970

Dra. Ledda Smith. B S M.Sc

Field Applications Speotatist

PROMEGA CORPORATIC N

1379 Church Strecet

San Francisco, Calitorma 94114-3294
ESTADOS UNIDOS DE NORTE AMERICA
Telétono: CUpSy S50 | SRR

Facsumile: t3195)

Licd v, Sandra Ninet Tesraza Podis. QOB
Ouimica Binloya del Laboratorio

Chineza de Hepatitin v SIDA

Hospital Roosevelt

Calzida Roosevelt Zona 1

0100 Guatetnaby, GUATEMATA (0 A

felétonn 1SOY 2721386 T A4
Facsimle 1302 2
K2




Licda. Olga Rebeca Torres Bolafios de Mawte. Q.B.. M.Sc.
Aiea de Ciencia y Tecnclogia

Instituto de Nutricion de Centro América v Panama (INCAP)
Calzada Roosevelt Zona 11

Apartado Postal 1188

01901 Guatemala, GUATEMALA. C A.

Teléfono: (502 2) 723 762 a. 723 767

Facsimilc: (502 2) 736 529

correo electronico: otorres@incap.org.gt

Licda. Alba Marina Valdés de Garcia. Q.B.

Escuela de Quimica Biologica

Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Universidad de San Carlos de Guatemala

Ciudad Universitaria Zona 12

01012 Guatemala. GUATEMAILA. C A,

Teléfono: (502 2) 769 868 . 760 790 al 760 794
Facsimile: (502 2) 769 844

Licda. Sonia Isabel Valli= Moreno

Responsable del Departamento de Técnicas Especiales
Direccion de Entomologia

Centro Nacional de Diagnostico y Referencia
Ministerio de Salud

Complejo Nacional de Salud

Apartado 2900

Managua. NICARAGUA. C.A.

Teléform: (505) 2 897 7123

§ acsimile: (505) 2 897 723

Dras. Judith Van Andel, D V.M.
Coordinadora Proyecto Holandés

Proyecto Salud y Produccion del Hato
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Universidad de San Carlos de Guatenata
Cdad Uninversitaria Zona 12

01012 Guatemada. GUATEMALA, C A
Teléfono: (502 25, 762 687 760 w13
Facamile: (502 2) 769 712 769 7K
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Analitica Quimica - ANAQUI
Muiioz-Avila y Co. Ltda.

Centro Comercial Molino
Kilometro 15 Carretera Roosevelt
Zona 2 Mixco, Local 22
Guatemala, GUATEMALA, C.A.
Teléfono: (502 2) 955 360
Facsimile: (502 2) 954 464

BIO-RAD Laboratories, Inc.

Eastern Regional Oftice

Life Sciences Group

P.O. Box 1229

85 A Marcus Drive

Melville. New York [1747

ESTADOS UNIDOS DE NORTE AMERICA
Teléfono: (516) 756 2575

Facsimile: (516) 756 2594

Comité Nacional de Biotecnologia (CONBIOTEC)
¢/o. Dr. Ricardo Lujan, Ph.D.

Centro de Estudios en Salud

Instituto de Investigaciones

Universidad del Valle de Guatemala

I8 Avenida 11-95 Zona 15, Vista Hermosa 1H
Apartado Postal 82

01901 Guatemala, GUATEMALA, C.A
Teléfono: (502 2) 380 336 al 380 340
Facsimile: (502 2) 380 212

Correo electronico: rlujan@uvg.edu.gt

Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONCy Ty de Guatemisia
Secretaria Nacional de Ciencia y Tecnologia

8a. Avemida 10-33. Zona | dto. Nivel

01001 Guatemala. GUATEMALA, C.A

Teléfono: (502 2) 241 25

Facsimile: (502 2y 241 25




Direccion General para la Ciencia, la Investigacion y et Desarrollo
Comision Je las Comunidades Europeas (CEE)

Cooperacion Cientitica Internacional

DG Xil-B4

Rue de 1a Loi 200

B-1049, Bruselas. BELGICA

Teléfono: (32 2) 296 6077

Facsimile: (32 2) 296 3268

Hoefer Pharmacia Biot=ch. Inc.

International Customer Service

654 Minnesota Street

P.O. Box 77387

San Francisco, Cahifornia 94107-9985
ESTADOS UNIDOS DE NORTE AMERICA
Teléfono: (415) 282 2307

Facsimife: (415) 821 1081

Merck Centroamericana, S.A.

Division Quim:cos

Kilometro 13.5 Carretera Roosevelt, Zona 11
Apartado 1651

01011 Guatemala, GUATEMALA, CA.
Telétono: (502 2) 922 11l

Facsimile: (502 2) 941 543

Organizacion Pananericana de la Salud (OPS)

Oficina Ssnitaria Panamenicana’Oficina Reyional de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

525 Twenty third Street, N.W.

Washwngton, D.C. 20037-2897

ESTADOS UNIDOS DE NORTE AMERICA

Te! fono: (202) 861 3200

Facsimile: (202) 223 597!

PRECISION. S A

Oficina Técnica y Representaciones

Sa. Avenida 2903, Zona {1

Centro Comercial Granar & Townson
01011 Guatemala, GUATEMALA, C.A
Telétum: (502 2) 760 719
Focsimide (502 2) 760 649




Programa Regional de Biotecnologia para América Latina v EI Caribe
United Nations Industrial Development Organization (UNIDO)

c/o. Dr. Rodolfo Quintero Ramirez. Ph.D.

Coordinador Técnico ONUD:

Presidente Masaryck 29, 7o. Piso

Colonia Polance

México 11570, D.F. MEXICO

Teléfono: (52 5) 250 1555

Facsimile: (52 5) 254 7235

correo electromico: quintero@pbr322 ceingebi.unam.mx

Red Centroamericana de Cooperacion Sobre Enfermedades Tropicales (REDCEN)
Programa lberoamericano de Ciencia v Tecnclogia para ¢l Desarrollo (CYTED)
c/o. Dr. Octavio E. Sousa P.

Centro de Investigacion y Diagnostico de Enfermedades Parasitarias (CIDEP)
Facultad de Medicina

Universidad de Panamai

Ciudad Universitaria Octavio Méndez Pereira

Estafeta Universitaria

Panami, REPUBLICA DE PANAMA

Teléfono: (507) 636 133

racsimile: (507) 645 845

correo electronico: 0SOUSa@ns.unpma.pa

United Nations Industria! Development Organization (UNIDO,)
Vienna International Centre

P.O. Box 300

A-1400 Vienna. AUSTRIA

Teléfono: 43 222) 211 134

Facsinile: (43 222) 230 8272
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