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INTRODUCCION

La leche es uno de los principales alimentos para el consu-
mo humano, pero en el proceso de produccion desde el origen
(granja) puede estar sometida a mdaltiples tipos de
contaminacion. Una fuente de contaminacion muy importante
son los pesticidas, entre los cuales estan los organofosforados,
(OP), los que se utilizan, entre otros fines, para el control de
ectoparasitos como la mosca en el ganado lechero, lo cual es
una préactica comun en nuestro medio. Subsiguiente al
tratamiento de vacas lecheras con OP, estos productos pueden
ser eliminados a través de la leche y residuos de OP ser encon-
trados en ella.

Los pesticidas, entre ellos los OP como el fention, plantean
un serio peligro para la salud, por lo tanto, son necesarios
estudios que profundicen en el comportamiento de estos
plaguicidas en los liquidos corporales de los animales especial-
mente en los de consumo humano como la leche, con el fin de
conocer el riesgo real para la salud de los animales y del hombre.
Aungue la medicion de los residuos tdxicos y sus metabolitos se
puede hacer en otros liquidos bioldgicos como la sangre y la
orina, dadas las caracteristicas especiales de consumo de leche
por los humanos, es necesario cuantificar los residuos de
plaguicidas en ella.

OBJETIVO GENERAL

Cuantificar los niveles de fention en leche después de la
aplicacion tdpica de una dosis de 10 mg/kg de peso vivo del
animal, a vacas lecheras lactantes Holstein ubicadas a 2350
msnm y BON x Holstein ubicadas a 1450 msnm, También se
haran mediciones de actividad de colinesterasas en eritrocitos.

METODOLOGIA

Para la medicion de fention en leche se utilizara la técnica
de cromatografia de gases seguin el método de Alfonso Di Muccio
etal. 1996, ala que se le debera realizar una modificacion para
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la cuantificacion del fention. Para la determinacion de actividad
de colinesterasas se utilizara el método de potencidmetro de
Michel para eritrocitos.

AVANCE DE RESULTADOS

Identificacion de los picos de fention y el estdndar interno
(fenitrotion) por cromatografia de gas en blanco de leche y
extracto leche fortificada (Figura N° 1).

Figura N° 1
Superposicion de dos cromatogramas.
Blanco de leche (linea inferior) y extracto
de leche fortificada con fention (0,125 ppm)
y fenitrotion (0,1877 ppm) linea superior.
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Lalinealidad del detector frente al analito (fention), se evalu6
en el rango de concentraciones en el que se esperan encontrar
las muestras reales. (Figura N° 2).

Figura N° 2
Andlisi de regresion lineal
AFT/AFTT vs CFT/CFTT
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Numero de pares XY 6
Pearson r 0,9999
Intervalo de confianza 95% 0.9989
Valor de P <0.0001

R cuadrado 0,9998

La precision medida como coeficiente de variacion se
muestraenla Tabla N° 1.

Tabla N°1
Coeficientes de variacion de diferentes
concentraciones de fention. Fenitrotion
como estdndar interno (0,1877 ppm)

Ppm 0,025 0,0625 0,125 0,1873 0,25 0,312
Ccv 2,02 3,44| 0,56 12 | 182 1,45

CONCLUSIONES

Selectividad-especificidad: debido a que en el mé-
todo cromatogréfico se utiliza un detector NPD, el cual responde
a compuestos fosforados y nitrogenados, el fenitrotion y el
fention, los cuales tienen fésforo, presentaron tiempos de
retencion de 6,6 y 6,9 minutos respectivamente; se observa
gue no existen otros compuestos en la matriz (leche), en los
solventes o en los reactivos que coeluyan con las sustancias de
interés (Figura N° 1).

Linealidad: el analisis de regresion lineal muestra como
la variacién en el cociente AFT/AFTT (variable dependiente)
esta significativamente (P<<0,01), relacionado con cambios en
el cociente CFT/CFTT (variable independiente). (Figura
N° 2).

Precisién (repetitibilidad): se observa como el
coeficiente de variacion en las diferentes concentraciones fue
menor del 5% que es lo aceptado para este tipo de analisis
(Tabla N° 1).

PALABRAS CLAVE
INTOXICACION
ORGANOFOSFORADOS
RESIDUOS
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Disrupcion del gen que codifica para la
glicoproteina de 43kda en el hongo
patdgeno paracoccidioides brasiliensis
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INTRODUCCION

La Paracoccidioidomicosis es una enfermedad crénica
endémica de Latinoamérica causada por el hongo dimorfico P.
brasiliensis. Poco se conoce sobre los factores que hacen virulento
al hongo una vez en el hospedero, lo que hace necesario
implementar sistemas de mutagénesis y tamizaje fenotipico
que permitan identificar dichos factores y esclarecer los eventos
que ocurren durante la infeccion.

La transformacion genética facilitada por Agrobacterium
tumefaciens permite introducir ADN exdgeno en células vegetales
y micoticas, convirtiéndose en herramienta valiosa en
experimentos de mutagénesis dirigida. Recientemente este
sistema ha sido empleado en P. brasiliensis (1).

OBJETIVOS
- Realizar ladisrupcion del gen de la glicoproteina antigénica
de 43kDa deP. brasiliensis por medio de la transformacion
facilitada por A. tumefaciens.
- Evaluar por PCR, Southern bloty western blot, las colonias
transformadas en busca de aquellas desprovistas del gen
GP43 (knockout)

METODOLOGIA

Cepas y plasmidos.

A. tumefaciens LBA4404 (pAL4404) y GV3101 (pMP90)
con los plasmidos AD1624 y AD1625 con secuencias promotoras
(pCPC-1 o pGPD), terminadoras (tTRPC), genes de resistencia
marcadores de seleccion (higromicina fosfotransferasa [HPH],
ampicilina [Amp-R]), secuencias para transferencia e insercion
en el genoma del hongo (regién Ti, bordes derecho [right - RB]
e izquierdo [left - LB]), sitios de restriccion Hpal y Bglll) y
fragmentos de aproximadamente 400pb de las regiones 5 y
3" del gen GP43 (figura 1). Los plasmidos seran introducidos
en la bacteria por electroporacion.

P. brasiliensis ATCC 60855 y B339 en fase de levadura
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