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).
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Disrupcion del gen que codifica para la
glicoproteina de 43kda en el hongo
patdgeno paracoccidioides brasiliensis

Alvaro Rua-Giraldo??®, Victoria Sepulveda?,
Angela Restrepo?*, Juan McEwen'*

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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Figura 1
Constructo para la disrupcion
del gen GP43 de P. brasiliensis
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Procedimiento

Los cocultivos se haran en medio AB variando la relacion
hongo:bacteria. Los transformantes se seleccionaran en BHI
con higromicina 200mg/ml. Su estabilidad mitética se evaluaré
por repique continuo, la disrupcién del gen por PCR y southern-
blot (2,3) y la produccion de Gp43 por medio de western-blot e
inmunodifusién en gel empleando sueros de pacientes con
paracoccidioidomicosis.

RESULTADOS ESPERADOS

La eficiencia de transformacién sera mejorada y se
obtendran colonias mutantes para el gen GP43 (no productoras
de la proteina).

CONCLUSIONES

Las colonias knockout permitiran reconocer en futuros
ensayos in vivo, el papel de esta proteina en la enfermedad;
ademas, este sistema podrd emplearse en el estudio secuencial
de otros genes del hongo, lo que favorecera el conocimiento de
la biologia del hongo.
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Ausencia de equivalencia terapéutica
de 7 productos geneéricos
de lincomicina comparados
con el compuesto original

Andrés Zuluaga'?, Beatriz Salazar®?, Carlos Rodriguez®?,
Maria Agudelo!, Omar Vesga®.

INTRODUCCION

La equivalencia farmacéutica (EF) como prueba de
equivalencia terapéutica (ET) para productos genéricos
parenterales (PG) es un dogma ampliamente difundido y
aceptado, pero nuncase ha retado experimentalmente [1]. Com-
paramos la magnitud de los parametros farmacodinamicos (PD)
de los genéricos de lincomicina (LIN) con los del compuesto
original (CO), mediante determinacion de su eficacia bactericida
in vitro e in vivo.

METODOLOGIA

Para probar la EF se compararon curvas estandar tras ensayo
microbiolégico (EM), con Difco Antibiotic Medium 11 + M luteus
ATCC 9341 y se determind la susceptibilidad (MIC/MBC) por
microdilucion en caldo. Para probar la ET el modelo murino
neutropénico de infeccion del muslo (MMNIM) emple6 por pro-
ducto 16 hembras MPF de la cepa Udea:ICR(CD-1) [2]
inoculadas con S. aureus GRP-0057. LIN g3h via SC se inicié 2h
post-infeccion, 5 6 mas dosis totales, entre 1.17-1200 mg/kg/
24h. Los parameros PD efecto maximo (E,__ ), dosis necesaria
para50%deE__ (P,,), dosis bacteriostatica in vivo (BD), y dosis
requerida para matar 1 (1LKD) 6 2 (2LKD) log, , CFU/g, sirvieron
para comparar la eficacia de cada PG con la del CO.

RESULTADOS

Se realizaron EM para 7 PG de LIN; todos fallaron la EF
segun el analisis de ajuste de curvas (CFA), al contener 89-96%
menor concentracion de LIN (P<0.02556). Ningln PG presenté
diferencias en las MIC/MBC contra$S aureusGRP-0057, P>0.05
por Kruskal-Wallis Test. En el MMNIM, al iniciar LIN, la carga
bacteriana era 4.64-5.25 log,, CFU/g. Los 7 PG demostraron
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