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COMPARACION INTERLABORATORIOS DE PARAMETROS
CLINICOS RELACIONADOS CON EL DIAGNOSTICO DE
DIABETES EN LA PROVINCIA DE CHIMBORAZO
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R eoumen §

La diabetes es una enfermedad que afecta a la poblacion con niveles de prevalencia en aumento,
asociada principalmente a trastornos metabodlicos de glucosa, triglicéridos y colesterol total. Su
deteccion temprana a través de los analisis clinicos coadyuva a la prevencion de los problemas de la
salud, por lo que la confianza en sus resultados es fundamental para el diagnostico de la enfermedad.
En este trabajo, se compararon los resultados de colesterol, glucosa y triglicéridos obtenidos en 4
diferentes laboratorios de la provincia de Chimborazo mediante el método espectrofotométrico, en
61 muestras sanguineas de jovenes voluntarios de ambos sexos entre 19 y 22 anos. Los resultados de
colesterol y glucosa fueron significativamente diferentes al nivel del 5%. Las concordancias de los
resultados de colesterol, glucosa y triglicéridos fueron del 85,2%, 91,8% y 86,9%, respectivamente.
Las inconsistencias de los resultados pueden conducir a un diagnostico equivocado por parte de los
médicos que se apoyan en las pruebas clinicas.

Palabras clave: glucosa, laboratorio clinico, colesterol, triglicéridos, ANOVA

O=

Diabetes is a disease that affects the population and whose prevalence levels are rising, mainly
related to metabolic disorders of glucose, triglycerides and total cholesterol. Early detection through
clinical analysis contributes to the prevention of diseases, so confidence in the results is essential
for the diagnosis of the disease. In this paper, the results of cholesterol, glucose and triglyceride
levels, which have been obtained in 4 different laboratories in the province of Chimborazo by the
spectrophotometric method in blood samples from 61 young volunteers of both sexes between 19
and 22 years, were compared. The results of cholesterol and glucose were significantly different
at the 5% level. The concordance of results of cholesterol, glucose and triglycerides were 85.2%,
91.8% and 86.9%, respectively. Finally, the inconsistencies in results can lead to wrong analysis by
physicians who rely on clinical diagnostic tests.

Key words: glucose, clinical laboratory, cholesterol; triglycerides, ANOVA



Introduccion

En Ecuador, la diabetes es una
enfermedad endocrino metabdlica que
afecta a la poblacion con tasas cada
vez mas elevadas. Segun la encuesta
ENSANUT-ECU (1), la prevalencia de
diabetes en la poblacion de 10 a 59 anos
es de 1.7%. Entre los principales factores
de riesgo se encuentra el sobrepeso y la
obesidad, observandose en los ultimos
20 afnos un aumento de la prevalencia de
obesidad entre nifios y adolescentes (2).
El sobrepeso y obesidad en la poblacién
adolecentes entre 12 a 19 afios es del
26,0% y entre los 20 > 60 afios de
62,8% (3). La diabetes se halla asociada
a trastornos metabolicos vinculados
al metabolismo de la glucosa, de los
triglicéridos (TAG), y colesterol total,
entre otros parametros, por lo que su
deteccion temprana a través del analisis
clinico de los principales metabolitos
involucrados, es importante como
medida de prevencion en salud.

Por lo tanto, la fiabilidad de las pruebas
biologicas en nuestro pais, es un tema
importante para el cuidado del paciente
en términos de salud publica y que
implica altos riesgos econdémicos. En
consecuencia, las mediciones clinicas
deben ser fiables y comparables para
garantizar una gestion eficaz del paciente
(4). Entre el 60% a 70% de las decisiones
médicas se basan en los resultados de
las pruebas de diagnoéstico in vitro (5),
y los resultados dependen en su mayor
parte del tipo de método utilizado para
el analisis y muchas veces pueden no
ser comparables entre los laboratorios
clinicos.

Los datos no fiables desde el punto
de vista econdémico, conducen a la
repeticion  innecesaria de ensayos
que generan gastos de salud publica
evitables (6). Cuando son utilizadas
correctamente, las pruebas de laboratorio
ofrecen  criticamente  informacion
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importante que permite a los profesionales en salud,
diagnosticar y controlar a los pacientes, pero cuando se
utilizan inadecuadamente en cualquier etapa del proceso
de pruebas (analisis previo, durante el analisis o post
analisis), las pruebas de laboratorio pueden producir
resultados erréneos que ponen en peligro la salud y
seguridad del paciente (7).

Se han realizado varios estudios a nivel internacional
con la finalidad de comparar los resultados clinicos entre
diferentes laboratorios. Se ha comparado la precision
diagnostica de pruebas sanguineas incluida la medicion
de los niveles de colesterol total para la evaluacion
de la fibrosis hepatica, frente a la biopsia hepatica, en
pacientes no tratados con hepatitis cronica tipo C (8).
Se ha estudiado la concordancia que deben tener los
resultados entre laboratorios clinicos para la toma de
decisiones analizando entre varios parametros clinicos,
el colesterol total y los niveles de TAG, obteniéndose una
concordancia entre el 85 al 89% de los resultados (9).

Se han realizado estudios sobre la supervision de
concentraciones sanguineas de iones metalicos en casos
de pacientes con implantes de metal en la cadera, donde
se ha evaluado la reproducibilidad de los valores de los
niveles de iones metalicos en diferentes laboratorios,
y los resultados han sido concluyentes al indicar que
existen diferencias significativas entre laboratorios,
debido a las diferentes tecnologias utilizadas para sus
mediciones (10). Ha sido estudiada la reproducibilidad de
los resultados en la medicion de glucosa sanguinea para
la deteccion de la diabetes y su relevancia fisiopatologica
en individuos sanos y diabéticos (11).

Se han estudiado los errores comunes encontrados
durante el proceso de analisis de pruebas de laboratorio
y se han examinado varias practicas establecidas que
ayudan a maximizar los beneficios de los resultados de las
pruebas de laboratorio clinico (7). Sin embargo, no existe
suficiente evidencia cientifica en el pais, que, indique que
los resultados obtenidos en los diferentes laboratorios
clinicos son iguales o que por lo menos guardan
concordancia entre si a pesar de que han sido realizados
con la misma técnica de anélisis. Por lo que el objetivo
de este trabajo, fue realizar un estudio comparativo entre
los resultados obtenidos de los principales marcadores de
la diabetes: glucosa, TAG y colesterol total en diferentes
laboratorios de la provincia.

La calidad de una medida depende tanto de su validez
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como de su fiabilidad, que indica hasta qué punto se
obtienen los mismos valores medidos en mas de una
ocasion, bajo condiciones similares (12). La concordancia
entre variables es muy importante en la practica clinica y
es afectada tanto por la variabilidad de los observadores
como por la variabilidad del instrumento de medida o
por el propio proceso a medir (12). La sustitucion de una
antigua técnica de medida requiere que la nueva técnica
concuerde suficientemente (13, 14). A menudo se analiza
utilizando coeficientes de correlacion, pero puede ser
engafioso (14), debido a que el concepto de correlacion
lineal no es igual al de concordancia (15). Altman and
Bland (13) proponen un gréfico sencillo para evaluar la
concordancia entre dos métodos de medida, en el cual
se representa la diferencia entre cada pareja de valores
frente a su media (13-15). Para cuantificar la fiabilidad
de las mediciones de variables cuantitativas continuas,
se usa el coeficiente de correlacion intraclase que estima
el promedio de las correlaciones entre todos los pares de
observaciones (12, 16)

Procedimiento experimental

A 61 voluntarios en ayunas (46 mujeres y 15 hombres)
con edades comprendidas entre 19 y 22 afos, se les
extrajo una muestra de sangre que fue inmediatamente
dividida en cuatro tubos, llevandose de inmediato cada
uno de ellos a los diferentes laboratorios seleccionados
para el analisis de colesterol, glucosa y triglicéridos.

Materiales y Métodos

En las muestras sanguineas se realizaron los analisis de
colesterol, glucosa y triglicéridos mediante el método
espectrofotométrico en cuatro diferentes laboratorios
clinicos. Se realiza un analisis descriptivo para hombres
y mujeres. Las medias se compararon utilizando ANOVA
de un factor (LABORATORIO) previa verificacion de
los supuestos de homocedasticidad y de normalidad.
La determinacion de los subconjuntos homogéneos se
realizd a través de la minima diferencia significativa
(DMS). Con los valores de los parametros clinicos se
realizd la correlacion lineal, se adapto el andlisis de
Bland-Altman para comparacion interlaboratorios y se
determino el coeficiente de correlacion intraclase. Para
determinar la concordancia se calcularon las frecuencias
y porcentajes de los resultados clinicos dentro y fuera
del rango referencial (9). Las coincidencias son las
situaciones en las cuales todos los cuatro laboratorios
obtuvieron los resultados dentro o fuera del rango normal.

Todos los analisis y graficos estadisticos
se llevaron a cabo utilizando IBM®
SPSS® Statistics 22.

Resultados y Discusion

Los triglicéridos presentan mayor
variabilidad con valores de desviacion
estandar relativa (d.e.r.) entre 0,387
y 0,777, mientras que la menor
variabilidad se observa en los valores de
glucosa 0,055<d.e.r.<0,089. En general,
el laboratorio 1 muestra los resultados
mas homogéneos y el laboratorio 3 los
menos homogéneos. De igual forma,
los resultados de glucosa (0,090) y
triglicéridos (0,0718) son mas variables
en hombres, en tanto que los resultados
de colesterol (0,196) son mas variables
en mujeres (Tabla 1).

La Tabla 2 muestra que los laboratorios
1 y 4 obtuvieron valores similares
de colesterol pero significativamente
diferentes de los resultados de los
laboratorios 2 y 4. Los valores de glucosa
son similares para los laboratorios 1
y 3y 2, 3 pero muy diferentes de los
valores encontrados en el laboratorio 4.
Los valores medios de triglicéridos son
similares para todos los laboratorios.

El analisis de correlacion lineal muestra
que, para cada parametro clinico
estudiado, todos los pares de laboratorios
estan significativamente correlacionados
con p < 0,01 (Tabla 3), lo cual se puede
apreciar en la Figura 1.

En la tabla 4 se pueden observar los
limites de concordancia obtenidos por el
método de Bland-Altman. Los resultados
de glucosa son los que presentan limites
de concordancia mas bajos, pero en
general los intervalos son muy amplios,
denotando falta de concordancia de las
medidas interlaboratorios.

La tabla 5 muestra los valores del co-
eficiente de correlacion intraclase. De
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Labora- Colesterol Glucosa Triglicéridos
Género .
torio [mg dL'] d.e.r. [mg dL'] d.e.r. [mg dL] d.e.r.
1 175+26 0,147 | 91,2+7,3 | 0,080 123 + 86 0,697
2 149 +22 0,148 | 91,5+7,5 | 0,082 127 £ 85 0,670
Masculino 3 189 £25 0,134 | 91,1 +8,0 | 0,088 140 + 109 0,777
4 176 +23 0,132 | 98,6+8,8 | 0,089 138 £ 106 0,767
Total 172 +28 0,161 | 93,1 +84 | 0,090 132 +95 0,718
1 168 +26 0,154 | 83,4+4,6 | 0,055 95+39 0,413
2 140 +24 0,171 | 87,2+5,6 | 0,064 88 +34 0,387
Femenino 3 189 +31 0,166 | 852+7,1 | 0,083 101 +50 0,498
4 173 +£29 0,167 | 92,0+5,5 | 0,060 96 +40 0,413
Total 168 +33 0,196 | 86,9+6,6 | 0,075 95+41 0,433
1 170 +26 0,152 | 85,3+£6,3 | 0,074 102 +55 0,538
2 142 +24 0,166 | 88,2+6,3 | 0,072 98 + 53 0,544
TOTAL 3 189 +30 0,158 | 86,6 +7,7 | 0,089 111 +£70 0,635
4 174 £27 0,158 | 93,7+7,0 | 0,075 107 £ 64 0,602
Total 169 +32 0,187 | 88,5+7,5 | 0,085 104 + 61 0,584

d.e.r.: desviacion estandar relativa

Tabla 1. Valores de colesterol, glucosa y triglicéridos.

acuerdo con la tabla de valoracion de
la concordancia segin los valores del
Coeficiente de Correlacion Intraclase
(CCI) (12), se considera que existe muy
buena concordancia en los triglicéridos
(CCI1>0,90), y buena concordancia en
colesterol y glucosa (0,71<CCI<0,90).

Labora- Colesterol Glucosa Triglicéridos
torio
[mg dL] [mg dL'] [mg dL]

1 170 b 853 a 102 a
| 2 || |ss2]p | 98]a
E [ 189|c | s66|ar | 111]a

4 174 b 937 ¢ 107 a

F stk ok NS |

Tabla 2. Comparacion por laboratorio. @

* Los valores seguidos por la misma letra no presentan dife-
rencia significativa.

*kk: diferencia si5gniﬁcativa,a P <0.001; *: diferencia signi-
ficativa a P < 0.05; NS: no significativa.

En la tabla 6 se observa el numero de laboratorios que
presentan valores fuera del rango normal para un mismo
individuo. Los resultados coincidentes conducen al mis-
mo diagndstico, mientras que los no coincidentes pueden
llevar a diagnoésticos equivocados. Las coincidencias de
los resultados de colesterol, glucosa y triglicéridos son
del 85,2%, 91,8% y 86,9%, respectivamente. Valores si-
milares fueron obtenidos por (9) que reportaron concor-
dancias entre 85 y 89% para colesterol y triglicéridos.

COLESTEROL GLUCOSA TRIGLICERIDOS
LABORATORIO L2 L3 L4 L2 L3 L4 L2 L3 L4
L1 0,772%* 0,896%*  0,850%*  0,734**  0,740%*  0,871**  0,932%*  0,901** 0,903**
L2 0,829%*  0,787** 0,719%*  0,785%* 0,928** 0,921**
L3 0,921%* 0,798** 0,893%*

Tabla 3. Correlaciones entre laboratorios.

GENERO
o o) 0] O Mujeres
o O Hombres
0]
o
(L]
]
(L]
o (s} o
0 © 00
S o o0
o

G4
g %&«
OO
S
0o
o

G1 G2 G3 G4

Figura 1. Matriz de correlacion de laboratorios para glucosa
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. Correlaciéon® F
Media  Desv. Est. Confianza Concordancia
LI LS LI LS Colesterol 0,840 21,946%**
C1-C2 28,02 16,81 23,71 32,32 -5,61 61,64 Glucosa 0,768 14,216%**
C1-C3 -19,16 13,29 | -22,57 -15,76 -45,75 7,42 Triclicéridos 0,972 35,321 %%*
C1-C4 3.93 1468 | -7.69 0.17 -33.29 25.43 Tabla 5. Coeficiente de correlacion intraclase.
. ’ 2 2 2 4 a. El estimador es el mismo, esté presente o no el efec-
C2-C3 47,18 16,73 | -51,47| -42,89 -80,65 -13,71 to de interaccion.
C2-C4 -31,95 17,08 | -36,33 -27,58 -66,12 2,22
C3-C4 15.23 11.60 12.26 18.20 797 38.43 Género N Colesterol® Glucosa® Triglicéridos®
G1-G2 2,94 a6l | 42| -176| 1217 6,29 O B seme I e L T
1] 2 133% | 3] 200%| o 0,0%
G1-G3 -1,32 5,20 -2,65 0,01 -11,71 9,08
Masculi 2] o 0,0% | 0 00% | o0 0,0%
G1-G4 -8,36 3,46 -9,24 -7,47 -15,27 -1,44 B o o0% | 1 6.7% o 00%
G2-G3 1,62 539 024 3,00 -9,17 12,41 s 0 o 0 0o 4 267%
G2-G4 -5,42 4,42 -6,55 -4,28 -14,26 3,43 0 39  848% 45  978% 35  761%
G3-G4 -7,04 4,71 -8,25 -5,83 -16,46 2,38 1 4 87% | 1 2,2% 4 8,7%
T1-T2 433 19,98 [ -0,79 9,45 35,64 44,29 Femenino 2 | 3| 65% | of oo%| 2| 43%
T1-T3 -8,79 31,77 | -16,92 -0,65 -72,33 54,76 310 0.0% | O f 0% | 2] 43%
T1-T4 -4,48 2773 | -11,58| 2,63 -59,93 50,98 $ 0 0w 0 0% 3 6%
0 52 852% 56  91,8% 46  754%
T2-T3 -13,11 28,88 | -20,51 -5,72 -70,87 44,64
1| s 9,8% | 4 6,6% | 4 6,6%
T2-T4 -8,80 25,70 | -15,39 -2,22 -60,21 42,60
Total 2| 3 49% | o 0,0% | 2 33%
T3-T4 4,31 31,69 -3,80 12,43 -59,06 67,68 B o 00% | 1 6% 5 33%
Tabla 4. Limites de confianza y de concordancia. LI: limite inferior, LS: limite 4 0 00% 0 0,0% 7 11,5%
superior Tabla 6. Laboratorios con resultados anémalos coin-
cidentes.
N: Numero de laboratorios con resultados andmalos
para un mismo paciente.
a 1 -1
COLESTEROL Valor referencial hasta 120 mg dL™".
LABORATORIOS 1y 2 b Valor referencial hasta 105 mg dL™.
¢ Valor referencial hasta 160 mg dL-' para hombres y
L Ly e fied hasta 135 mg dL"' para mujeres.
L ]
450~
e .. :.. : L % ;.- ‘ ]
o b} 22 o0 = .: TRE. —— i
S ) ] ol £5.03
2 a0 * el - 3.91 5%
g . .E 0% e
= ™ g 85% = a :
5,0 g 8 80% )
_.._._.._._.._._._.._._.._._.._._.._._.._._... ........................................................... 75%
. 5 "
70%
15,07 . Hombres Mujeres General
L 4 Colesterol ®Glucoss M Triglicdridos
L ]
o 200 1460 1600 1800 2000 2200 Figura 3. Concordancias de resultados de los analisis
Media clinicos

Figura 2. Grafico de Bland-Altman.



Conclusiones

Todos los pares de laboratorio estan
correlacionados linealmente, pero esto
no significa que exista concordancia.
El 14,8% de los resultados respecto a
colesterol (13,3% en hombres y 15,2%
en mujeres), 8,2% respecto a glucosa
(26,7% en hombres y 2,2% en mujeres),
y 13,1% respecto a triglicéridos (0,0%
en hombres y 17,4% en mujeres) podrian
conducir a un diagndstico médico equi-
vocado debido a la falta de coincidencia

Idrovo-Novillo, Gavilanes-Teran

Para mejorar la concordancia de los resultados de dife-
rentes laboratorios seria necesario tener procesos de acre-
ditacion de laboratorios.

En el futuro se podrian ampliar los estudios comparativos
a otros parametros clinicos, considerando laboratorios a
nivel nacional y en diferentes grupos etario.
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ANALISIS DEL ECOSISTEMA PARAMO IGUALATA FRENTE
AL CAMBIO CLIMATICO EN BASE A LOS RECURSOS
NATURALES

Miguel Carrasco®, Alex Padilla’, Magdy Echeverria®
echeverriamagdy@yahoo.es
Centro de Energias Alternativas y Ambiente”,
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo®.

(R eoumen §

Se analizaron los recursos naturales: clima, suelo, flora y agua del el paramo de Igualata administrado
por la comunidad Pichan Central, provincia de Chimborazo-Ecuador. Se evaluaron las condiciones
meteoroldgicas con una estacion portatil durante el periodo de investigacion de once meses, en el
cual se emplearon: el método colorimétrico Walkley-Black en el calculo del porcentaje de carbono
orgénico en suelo y biomasa, método del cilindro en la densidad aparente del suelo, el método Gloria
en la estimacion de la densidad de flora y la Norma INEN, TULSMA en la calidad del agua. Las
condiciones meteorologicas promedios en el dia establecieron que el clima del paramo de Igualata es
frio paramal. Los promedios del contenido de carbono orgénico en las muestras de biomasa y suelo
indican que aumenta con la altitud. La densidad aparente del suelo varia de 1,01g/cm?a 1,24g/cm?®.
La densidad de flora es 5,73 especies/m?. El agua se encuentra dentro de los limites permisibles para
consumo y uso recreacional.

palabras claves: ecosistema, paramo, cambio climatico, recursos naturales

O=

Natural resources (climate, soil, flora, water) were analyzed of Moorland of Igualata managed by the
Pichan Central Community of the, Chimborazo province in Ecuador. The meteorological conditions
of the moorland were evaluated with its portable station during an eleven months lasting period of
research in the which Walkley-Black colorimetric method has been applied in the calculation of the
percentage of organic carbon in soil and biomass, as well as the cylinder method for the determination
of the apparent density of the soil, Gloria method in the estimation of the density of flora and the
norm INEN and TULSMA the indexes of water quality applied. Weather conditions day averages
established that the climate is cold moor for the Igualata paramal. The average content of organic
carbon in biomass and soil samples indicates an increase with altitude. The apparent density of the
soil changes of between 1.01 g/cm® and up 1.24 g/cm?’. The density of flora is of about 5.73 species/
m?. Water is within the permissible limits for consumption and recreational use.

key words: ecosystem, moor, climate change, natural resources

Introduccion temperatura media del planeta (2). En los tltimos 800.000

anos, las concentraciones atmosféricas de dioxido de
El efecto invernadero es un fendmeno carbono (CO,), metano (CH,) y 6xido nitroso (N,O), han
natural que ha permitido la vida en el aumentado considerablemente; se calcula que el CO, se
planeta Tierra (1). El vapor de agua, ha incrementado en un 40 % desde la era preindustrial
dioxido de carbono y el metano, debido a las emisiones derivadas de los combustibles
permiten a las radiaciones infrarrojas, fosilesy alasemisiones del cambio de uso delsuelo (2). El
emitidas por el sol quedar atrapadas paramo es considerado un ecosistema “tropical de altura”
en la atmosfera manteniendo asi la (3), complejo, variado, de clima frio, y muy fragil a los
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cambios en el uso de tierra. El pdramo es un ecosistema
de vital importancia tanto para la conservacion de la
biodiversidad, mitigacion del cambio climatico global,
tiene la capacidad de capturar carbono y regular el clima,
ademas de presentar atributos biologicos, geograficos,
sociales y econdmicos.

Materiales y Métodos

El paramo de Igualata administrado por la Comunidad de
Pichéan Central tiene un area de 18584 ha, y una zona de
influencia directa es 2693 ha, se encuentra ubicada a 35
km de la ciudad de Riobamba - Provincia de Chimborazo
y esta conformada de 139 familias, 361 hombres y 334
mujeres, con un porcentaje del 52 % hombres y el 48 %
mujeres. Se delimitd y seleccionaron 15 puntos de mues-
tro 3 por cada altitud, que van desde los 4090 m.s.n.m.

Numero 15 Vol. 1 (2016)

hasta los 4130 m.s.n.m de altitud (4).

Punto de Altitud Coordenadas UTM

muestreo | (m.s.n.m) X Y
1 763078 9834361
2 4090 763082 9834313
3 763088 9834282
4 763104 9834210
5 4100 763112 9834170
6 762889 9834383
7 762893 9834361
8 4110 762926 9834274
9 762951 9834215
10 762975 9834159
11 4120 762745 9834286
12 762771 9834263
13 762808 9834239
14 4130 762883 9834172
15 762917 9834140

12

Tabla 1. Puntos de muestreo

Condiciones meteorologicas: La determinacion de las
condiciones climdticas in situ en el paramo de Igualata
se realiz6 mediante una estacion meteorologia portatil.

Densidad de flora: Para la densidad de la flora se
utilizd6 el método Gloria. Se realizd la identificacion
y contabilizacion de especies de flora mediante el
establecimiento de 3 transectos, cada uno de ellos
subdivididos en 5 puntos de muestreo, separados 10 m
de distancia en forma ascendente, comenzando desde los
4090 m.s.n.m. hasta los 4130 m.s.n.m., en total 15 puntos
de muestreo. La densidad es un pardmetro que permite

Puntos de Muestreo, Pichan Central, Cantén Guano, 2;15
Te2000 T62e00 TE2800 a0 - | 3600
25 4 . = 4 s 1
@ & -
L Querag I [ ) & |
am %Q‘o
i s
Blae 1
I 5185 %
-
£
| .
-
& g% | L e
.
2R Y
2. = = 2
§ | Guano
a0 [
! &9
|0
gl - L
§
| |
20 _|
2 b))
Leyenda
28 | * g oM
Sl B | - Ep— N g
T62000 T62400 Tea800 TRIZ0 s o 150 1600
L] % %0 £20 Maters [ e
T [ cantén Guano

Grafico 1. Ubicacion puntos de muestreo

conocer la abundancia de una especie o
una clase de plantas (4).
La densidad (D) es el nimero de indi-

Df—N
A

viduos (N) en un area (A) determinada:

Densidad del suelo: Se utilizé el método
del cilindro ya que es el més apropiado
para suelos irregulares. Se cavaron
varias calicatas de 30 cm de profundidad
y 30 cm de ancho, con el fin de evitar
la presencia de materia organica. Se
realizaron 3 repeticiones en cada una
de las calicatas por las 5 alturas de
muestreo.

Carbono orgénico total (COT) Método
colorimétrico de Walkley-Black: Este
método consiste en colocar una solucion
estandarizada de dicromato de potasio
en la muestra de suelo, posteriormente
esta se oxida en un medio acido (acido
sulfarico).

La reaccion que se produce toma el ca-
lor generado por la disolucion del acido,
elevando la temperatura y asi se logra la

oxidacién del carbono orgénico.
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Se determino el contenido de carbono Periodo 09 de enero del 2015 al
organico en las muestras de biomasa Variables 03 de diciembre del 2015 Promedio | Unidad
area (paja y almohadilla) y biomasa te- 09/01/2015 | 14/05/2015 | 10/09/2015 | 03/12/2015
rrestre (pajaraiz y almohadillaraiz) y en | y,cidad del e L o 4 ke
el suelo a distintas profundidades (Tabla viento ’ ' ’ ’ ’
2) en los 15 puntos de muestreo, deter- Réfaga méx 1,5 1,1 2,9 1,7 18| Kt
minados por las 5 altitudes y en 3 repeti- Velocidad 1.6 55 ] 12 23| ke
ciones (Tabla 1) promed
Temperatura 8 9,5 15,7 13,9 11,8 °C
Biomasa Altura Sensacion 6,4 10,2 16 11,8 1,1 °c
Paja 0-0.50 m sobre el suelo Humedad 100 100 100 100 100 %
Paja raiz 0-0.05 m bajo el suelo fndig:lgreifstrés 9,7 12,1 13,1 12,6 19| °c
Almohadilla 0-0.07 m sobre el suelo Punto de rocio 34 34 34 34 34 oC
Almohadilla raiz 0-0.08 m bajo el suelo
Suelo Profundidad Ei‘;g’:ﬁ“mr:die 24 36 05 04 Bl
Suelo 1 0-0.70 m Prosion baro.
Suclo 2 0.70-1.20m e 6292 618, 625| 6257 62455 hPa
Tabla 2. Extraccion de muestras de biomasa y suelo. Altitud 3897 3896 3898 3891 | 3895,5 Ft

Fuente: Haro, Echeverria 2012. Determinacion de carbono
organico en la biomasa y suelo del paramo manejado por la

comunidad Pichan Central - San Isidro

Calidad del Agua: El anélisis de calidad
de agua se realiz6 al humedal principal
del paramo y a la Unidad Educativa de
la Comunidad Pichan Central siguiendo
el protocolo establecido para el andlisis
fisico, quimicos y microbiologicos.

Resultados

El andlisis del paramo de Igualata se
basd en los recursos naturales: suelo,
flora, calidad del agua y condiciones
meteoroldgicas.

Analisis realizados a los recursos
naturales:
Determinacion de las condiciones

meteorologicas del paramo de Igualata

Se procedi6 a la determinacion de las
condiciones meteoroldgicas de este
ecosistema durante el dia.

Tabla 3. Condiciones climaticas promedio en el Paramo Igualata.

La variabilidad de temperatura en los Andes tropicales
depende principalmente de dos aspectos: el gradiente
altitudinal y la humedad del aire. Las variables biofisicas
representativas promedio en la presente investigacion
registraron valores promedios durante el dia, de
temperatura 11,8 °C y una humedad 100 %. Desde los
4.000 m.s.n.m. hay pocas heladas y su ocurrencia esta
restringida a unas horas antes del amanecer. Periodo
comprendido entre 17 de marzo hasta el 28 de julio 2011,
registro valores promedios en el dia de temperatura de
6,8 °C y humedad de 95,8 %; lo que podria evidenciar
una aparente variacion climatica, al relacionar los valores
obtenidos en el presente estudio y después de 4 afios con
un aumento de 5 °C en temperaturay 4,2 % en humedad.

Determinacion de la densidad de la flora

El resultado de la identificacion y contabilizacion, mues-
tran un total de 26 especies, registradas en familias (1).
Las especies de flora representativas establecieron que el
paramo de Igualata pertenece a la clasificacion de Para-
mo Herbaceo de Pajonal y Almohadillas, la razén es la
combinacion de especies de los dos ecosistemas.

AT=b*h
AT=(15*25) m’
AT=375 m’

13
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Finalmente se efectud el calculo de DfT:

DfT=NT/AT

DfT=(2148 especies)/(375 m?)

DfT=5,73 especies por m?

El calculo de la densidad de flora total del paramo de
Igualata mostré un valor de DfT=5,73 especies por m?,
estableciendo una notable biodiversidad floristica de
este ecosistema y el aporte que generan estas especies
a la recoleccion y filtracion de agua proveniente de la
lluvia o neblina, siendo posteriormente aprovechada por
la comunidad de Pichéan Central para consumo y para el
desarrollo de la agricultura.

Determinacion de la densidad aparente del suelo del paramo
de Igualata

Altura Densidad aparente del suelo (g/cm?)

(m.s.n.m.) 0 0 3
4.090 1,02 1,11 1,01
4.100 1,18 1,09 1,19
4.110 1,08 1,01 1,04
4.120 1,03 1,11 1,16
4.130 1,14 1,24 1,18

Tabla 4. Densidad Aparente del suelo del Paramo de Igualata

Numero 15 Vol. 1 (2016)

Figura 1. Densidad Aparente vs Altura

La densidad aparente del suelo del
paramo de Igualata presenta valores
bajos debido a su porosidad, textura
y la cantidad de materia organica. La
densidad aparente es un indicador de
la calidad del suelo, estableciendo
indicadores de la degradacion de la
estructura, la resistencia mecanica y la
cohesion del mismo.

Determinacion del carbono organico to-
tal en biomasa y suelo

En total se obtuvieron 270 datos
provenientes de los 6 materiales
utilizados (paja, paja raiz, almohadilla,
almohadilla raiz), suelo: 1: 0 - 0,70m
y suelo 2: 0,70-1,20m en cada punto
de muestreo con 3 repeticiones, estos
valores fueron analizados en el programa

estadistico INFOSTAT.
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I1I)
. e Fisher -

Fuente de Variacion | SC gl CM Tabulado Probabilidad
Repeticion 155,17 2 77,59 1,42 0,2447
Altura 30178,86 4 7979,72 140,44 <0,0001
Punto de muestreo 381,74 2 190,87 3,49 0,0326

3
Altura 215024 | 8 | 268,78 492 <0,0001
Punto de muestreo
material 8039,69 5 1607,94 29,41 <0,0001

3
Altura? 2051,16 20 102,56 1,88 0,0166
material
P *

unto de muestreo 747,03 | 10 | 7470 137 0.1993

material
Altura*
Punto de muestreo* 1522,7 40 38,07 0,7 09117
Material
Error 9733,38 178 54,68
Total 55499,98 | 269

Tabla 5. Analisis de la Varianza
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Contenido de carbono (t/ha) por altura y material

4090

msnm.

4100

msnm.

4110

msnm.

4120

msnm.

4130

Material msnm.

Biomasa 36,16 40,65 86,66 92,27 92,27

Suelo | 197,68 | 454,25 | 468,56 570 610,39
Tabla 6. Contenido promedio COT (t/ha) por altitud y

material

Porcentaje  promedio de carbono

organico por altura y material

CONTENIDO COT (tha) POR ALTURA
DE MUESTREO

B iOME5a  e—Sucio

200 19768

100 : : 27
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& & & &
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Figura 2. Tendencia del carbono organico por
material y altura.

En el andlisis de Varianza (tabla 5) no
se encuentran diferencias significativas
en las relaciones: punto de muestreo
por material y altura, punto de muestreo
por material; sin embargo, existen
diferencias significativas: en los puntos
de muestreo y en la relacion altura por
material. En conclusion, existe una
relacion altamente significativa para
la altitud por punto de muestreo el
material, como observamos en la fig. 2:
el contenido de COT en las muestras de
biomasa y suelo aumentan con la altitud
del paramo, ademds existe una mayor
concentracion de este en las muestras de
almohadilla y suelol.

Analisis de calidad del agua

Se realizé los analisis fisico-quimicos y
microbioldgicos del humedal principal y
la unidad Educativa de la comunidad de
Pichéan Central.

Determina- | Unidad | Método | Limites | Humedal | Unidad
cion Educativa
pH Und. 4500-B | 6-9 7,73 7,78
Turbiedad UNT 2130-B 42 1,2
Conductividad 183 208
Demanda

bioquimica mg/L 5210-B | 100 38 7,8

de oxigenoT

Solidos totales | oy | 5540-c 96 108
disueltos

Solidos mL/L | 2540-C 0,5 <0,1
sedimentables

Coliformes UF ; ;
fecales C/100mL ausentes ausentes

Tabla 7. Analisis de Calidad del Agua

Basandose en la Norma INEN 1108 y en TULSMA,
libro 6, anexo 1, tabla 2; los andlisis fisico-quimicos
realizados en el humedal y la unidad educativa, indican
que los parametros se encuentran dentro de los limites
permisibles para su consumo y uso recreacional,
con excepcion de la DBO. Sin embargo, el andlisis
microbioldgico es aceptable.

Conclusiones

Las variables biofisicas puntuales determinadas en el
paramo de Igualata con la estacion meteorologica portatil
durante el tiempo de investigacion, durante las horas del
diaregistraron valores promedios en el dia de: temperatura
11,8 °C y humedad 100 %. La densidad aparente del
suelo del paramo varia entre los 1,01 g/cm3 en los 4.090
m.s.n.m. a 1,24 g/cm3 en los 4.130 m.s.n.m; estos valores
bajos son indicativos de suelos no cultivados, con una
alta porosidad, buen drenaje, excelente penetracion de
raices y abundante cantidad de materia organica. La
densidad de flora de este ecosistema es de 5,73 especies
por m2 identificandose 26 especies (13 caracteristicas
del sector); estas especies son indicadores de humedad
y calidad del suelo, simultdneamente participan en la
captacion de agua proveniente de la lluvia o neblina
que mediante los procesos de infiltracion y escorrentia
abastecen a los humedales del paramo que proporcionan
agua en cantidad y calidad para los comunidades
aledafias. El porcentaje de carbono organico determinado
en las muestras de suelo y biomasa en el paramo de
Igualata aumentan con la altitud; existiendo una mayor
concentracion de éste en la almohadilla y suelo 1 (0-
0.70 m de profundidad), estableciendo que el paramo
debido a sus caracteristicas, ubicacion geografica y bajas
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temperaturas es un gran captador de carbono orgdnico. E1 de la Escuela Superior Politécnica de
estudio de este ecosistema concluye con la participaciony  Chimborazo que cuenta con el auspicio
socializacion de todos los involucrados en la formulacion  del CDF - Italia, la comunidad Pichan

de estrategias para la conservacion del mismo. Central y el Consejo Provincial en su
afan de conservar y proteger el paramo
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DETECCION ELECTROQUIMICA DE VIRUS EN MUESTRAS DE
ALLIUM SATIVUM L. CULTIVADAS EN EL PARAMO ANDINO DE
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Meérida-VenezuelaS01.

E-mail: *sabino@ula.ve

(R caumen N

Un inmunosensor electroquimico para detectar la presencia o no de ciertos Allexivirus en muestras
de ajo Allium sativum L. provenientes del Municipio Rivas Davila (Bailadores) del estado Mérida fue
construido y caracterizado empleando la técnica electroquimica, Voltamperometria Ciclica (VC). El
inmunosensor posee como elemento de reconocimiento bioldgico anticuerpos mononucleares anti-
Allexivirus especificos contra GarV-A, absorbidos sobre un electrodo de carbén vitreo previamente
modificado con tiourea (TIO) y monocapas de nanoparticulas de oro (AuNPs) sintetizadas en el
laboratorio y caracterizadas por Microscopia Electronica de Transmision (MET), las cuales fueron
intercaladas por atraccion electrostatica con monocapas de azul de metileno (AM). El inmunosensor
mostro una alta especificidad y sensibilidad y permitio detectar la presencia de Allexivirus especificos
contra GarV-A en las muestras analizadas.

Palabras claves: immuno sensor electroquimico, Allium Sativum L., Allexivirus, voltametria ciclica

O===

An electrochemical immunosensor for detecting the presence or non-presence of certain Allexivirus
on garlic samples Allium sativum L. from the Rivas Davila municipality (Bailadores) Merida state,
was constructed and characterized using the electrochemical technique, cyclic voltammetry (CV). The
immunosensor has as biological recognition element, mononuclear A/lexivirus antibodies especific
to GarV-A adsorbed onto a glassy carbon electrode previously modified with thiourea (T1IO) and gold
nanoparticle monolayers (AuNPs) synthesized in the laboratory and characterized by Transmission
Electron Microscopy (TEM), which were interspersed by electrostatic attraction with methylene
blue monolayer (AM). The immunosensor showed high specificity and sensitivity to the presence of
Allexivirus in the analyzed samples.

Keywords: electrochemical immunosensor, allium sativum [, allexivirus, cyclic voltammetry

Introduccion relativamente pequenas. Las zonas de produccion de ajo se

concentran en los estados Mérida, Lara, Tachira y Trujillo,
Elajo(AlliumsativumL.)esconsideradoen  siendo el estado Mérida el de mayor produccion. El Allium
Venezuela como una hortaliza importante  sativum L., ocupa el tercer lugar de importancia dentro del
por las excelentes cualidades para la grupo de las hortalizas comercialmente cultivadas en el
salud y gastronomia (1). Desde el punto estado Mérida/Venezuela después de la papa y zanahoria.
de vista econdomico le ofrece al productor  Esto se debe a que en zonas de cultivo por encima de los
un considerable margen de ganancia 1.000 metros, donde las condiciones tropicales todavia
a corto plazo en superficies cultivadas predominan, las condiciones agroecologicas son ideales
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para expresar al maximo el potencial de rendimiento y
calidad de bulbos de ajo al momento de la cosecha. Sin
embargo, a pesar de las condiciones climaticas y de la
importancia economica y social que posee esta especie,
su produccion en el estado Mérida ha disminuido en
los ultimos afios como consecuencia de varios factores,
entre los que destacan la carencia de semillas certificadas
para la siembra que aseguren el desarrollo y crecimiento
de plantas sanas (2). El ajo, aunque es una planta anual,
presenta la limitante de que so6lo se reproduce de forma
asexual; esto lleva a que, en ciclos sucesivos de cultivo,
se produzca una acumulacion del indculo de muchos
patogenos como, hongos, bacterias y principalmente
virus; ocasionando la reduccion de los rendimientos y la
calidad, con la consecuencia de pérdidas econdmicas. Los
productores venezolanos de ajo hacen uso de los dientes o
bulbos de procedencia desconocida como unica forma de
propagacion comercial del cultivo (2). Por la importancia
economica y social que el ajo representa para nuestra
region andina y el pais, es necesario prestar atencion a los
factores que ocasionan pérdidas a la produccion, siendo
uno de ellos las enfermedades, y entre €stas, las causadas
por los virus. Actualmente la mayoria del ajo que se
produce en el estado Mérida esta contaminado por virus.
La transmision de virus en ajo se atribuye principalmente
a la reproduccion vegetativa de la especie, sin embargo,
segun lo descrito por Roman y Nufez (3), las principales
enfermedades virales en ajo encontradas en el estado
Meérida son causadas por especies pertenecientes a dos
de sus familias formalmente reconocidas: Potyviridae y
Flexiviridae. Entre los miembros de la familia Potyviridae
se encuentran los virus enanismo amarillo de la cebolla
(Potyvirus Onion yellow dwarf virus: OYDV), reportado
como causante de achaparramientos y reduccion de
tamafio del bulbo, y el virus rayado amarillo del puerro
(Leek yellow stripe virus: LYSV) causante de mosaico en
hojas.

La familia Flexiviridae comprende dos géneros: Carlavirus
y Allexivirus. El primero esta representado por el virus
latente comun de ajo (GCLV), que no produce sintomas
aparentes; sin embargo, en combinacidn con otras especies
causa serias pérdidas de cosechas. El segundo, el género
Allexivirus, se cree que son transmitidos por los &caros
y tienen una organizacién del genoma similar a la del
Carlavirus. Este género incluye el virus X de chalote
(ShVX) y las lineas de virus de ajo ((Garlic virus A
(GarV-A), Garlic virus C (GarV-C), Garlic virus E (GarVE),
Garlic virus X (GarV-X) y las secuencias parciales de otros
tres (Garlic mite-borne filamentous virus (GarMbFV),
Garlic virus B (GarV-B) and Garlic virus D (GarV-D))
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(4-6), causantes de mosaicos leves en
hojas. Los autores concluyeron que todo
el ajo cultivado porta una o mas de estas
especies, formando complejos que de no
causar sintomas graves pueden ejercer
efectos nocivos sobre el comportamiento
fenotipico de este cultivo, como bajos
rendimientos, calibres reducidos del
bulbo y bajo contenido de materia seca.

La sanidad del producto, muy vinculada
con la calidad, es de vital importancia
para su comercializacion, sobre todo
para su exportacion a otros paises. Para
el saneamiento del cultivo de ajo en
nuestra region andina, ademas de contar
con semillas certificadas, es necesario
identificar el tipo de virus que lo afecta
en las distintas zonas donde se cultiva,
eso solo se consigue a través de andlisis
inmunologicos, los cuales consisten en
una reaccion bioquimica que implica
el reconocimiento del virus o antigeno
(Ag) por un anticuerpo (Ac), al formarse
el complejo antigeno-anticuerpo. Los
anticuerpos  proporcionan una alta
especificidad hacia un determinado
antigeno o analito de interés. Las técnicas
inmunologicas son poco accesibles, de
costo muy elevado, sus metodologias son
complejas y requiere de largos periodos
de tiempo para obtener los resultados
debido al tratamiento especializado
previo que se le debe aplicar a las
muestras a ser analizadas. Todo esto hace
que no puedan ser utilizadas como rutina
para el control de calidad de una variedad
de plantas alimenticias en nuestro pais.

Los inmunosensores electroquimicos
son sensores que se caracterizan por
presentar un anticuerpo como elemento
bioldgico de reconocimiento, el cual es el
responsable de la especificidad del sensor
y junto con un transductor electroquimico
transforman la reaccion bioquimica en
una sefial medible electroquimicamente.
Debido a la alta especificidad de un
inmunosensor y a la sensibilidad que
ofrecen las técnicas electroquimicas,
la deteccibn de virus presentes en
verduras y hortalizas a través del uso de



inmunosensores electroquimicos, podria
ser una alternativa de bajo costo para el
control sanitario de estos rubros.
Actualmente se encuentra en la literatura
numerosos ejemplos de inmunosensores
electroquimicos basados en el empleo de
nanoparticulas de oro como soporte del
anticuerpo y el antigeno, ya que éstas
proporcionan un ambiente similar a su
entorno natural. Ademas las particulas
metalicas actGan como medio de
conduccion electronico, facilitando la
transferencia electronica, permitiendo
alcanzar elevados niveles de estabilidad
y sensibilidad (7).

En el presente trabajo se desarrollo
un Inmunosensor electroquimico
utilizando AuNPs sintetizadas en el
laboratorio, como soporte del elemento
de reconocimiento biologico (anti-
Allexivirus especificos contra GarV-A)
para detectar la presencia de A/lexi virus
en muestras de ajo empleando VC.

Materiales y Métodos
Reactivos

Los anticuerpos mononucleares an-
ti-Allexivirus especificos contra GarV-A,
fueron suministrados por el Instituto Na-
cional de Investigaciones Agropecuarias
del Estado Mérida, en sueros concentra-
dos provenientes de conejos. Las mues-
tras de ajo contaminadas con Allexivirus
provenientes de la poblacion de Baila-
dores, Municipio Rivas Dévila, Estado
Meérida se emplearon como antigenos en
los estudios electroquimicos que se reali-
zaron con el imunosensor. El 4cido tetra-
cloroaurico y el citrato de sodio

(Na,C,H,O,) utilizados en la sintesis
de las AuNPs fueron suministrados por
MercK. El azul de metileno (C,H N-
,C\S) y tiourea (CH/N,S) utilizados fue-
ron de grado analitico y suministrados
por Merck Los reactivos utilizados en la
preparacion de las soluciones electroliti-
cas fueron de grado analitico de laRDH y
utilizados sin ningln tratamiento adicio-
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nal de purificacion.El agua utilizada fue de calidad Milli
Q 18 MQ (Millipore, Milford, MA, USA). Todos los re-
activos fueron utilizados sin ningun tratamiento adicional
de purificacion. Las soluciones fueron preparadas en agua
desionizada de 18 MQ.cm y ajustadas a pH 6,5.

Tratamiento de la superficie electrodica de carbon vi-
treo (SECYV)

Las SECV fue pulida con diferentes grados de alimina
(0,3 y 0,05 um) provenientes de la Buehler usando agua
desionizada como lubricante. Posterior a dicha limpieza
mecanica, dicha superficie fue sometida a una limpieza
electroquimica por VC en una soluciéon 0,1M HCIO4 apli-
cando un determinado niimero de barridos ciclicos entre
-0,2 Vy 1,7 V. Una vez que la SECV fue tratada siguiendo
los pasos descritos anteriormente se procedid a caracteri-
zarla electroquimicamente y a realizar las distintas modifi-
caciones sobre su superficie con la finalidad de desarrollar
el inmunosensor electroquimico.

Modificacion electroquimica y quimica de la SECV

La electrodeposicion de tiourea sobre la superficie de
SECV se hizo siguiendo el procedimiento descrito por
Chai et.al. (8). Bajo este procedimiento la TIO es adsor-
bida sobre la SECV. Posteriormente se procede a colocar
sobre la SECV modificada con TIO, 15 pL de una mezcla
coloidal de AuNPs, a la cual se le aplica aire frio hasta que
el solvente de la mezcla se evapore. Posteriormente esta
SECV modificada fue activada por VC en solucion buffer
fosfato pH 6,7 antes de ser nuevamente modificada alter-
nando capas de AM y AuNPs.

Tratamiento de la muestra

Los antigenos presentes en las muestras analizadas fueron
extraidos por trituracion en mortero, de las hojas que recu-
bren al bulbo del Allium sativum. La muestra triturada fue
re-suspendida en solucion reguladora de fosfato 0,1 M pH
6,5 y posteriormente filtrada. La solucioén resultante fue
protegida de la luz y guardada a 4°C.

Aparatos

Los experimentos por VC se realizaron utilizando una cel-
da de vidrio de un compartimiento y tres electrodos. Un
electrodo de Ag/AgCl (sat) fue utilizado como electrodo de
referencia y un alambre de platino como electrodo secun-
dario. Como electrodo de trabajo se utilizo un electrodo de
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carbon vitreo (CV) modificado electroquimica y quimica-
mente. Los experimentos por VC se realizaron utilizando
un potenciostato galvanostato Autolab PGSTAT12. Todo
el material de vidrio fue lavado inicialmente con detergen-
te y abundante agua desionizada.

Resultados y Discusion

Para la construccion del inmunosensor se modificd
electroquimica y quimicamente una superficie electrodica
de carbon vitreo con sustancias organicas (TIO y AM)
e inorganicas (AuNPs), de tal forma de que sirvieran
de soporte para el anclaje del componente biologico (el
anticuerpo).

Primero la TIO fue electrodepositada sobre la superficie
de CV utilizando la técnica de VC, ciclando 10 veces entre
-0,8 y 1,5 V al electrodo de CV en una solucidn acuosa de
0,25M de TIO.

Kirchnerova y Purdy (1981) (9), confirmaron que en
soluciones acidas y neutras, la oxidacion de tiourea
procede por la via de una reaccion de transferencia
electronica lenta de un electron, reduciéndole a radical
[(NH)),-C-S-]+a 0,7 V. La siguiente oxidacion de este
radical, se da solamente a potenciales mas elevados (1,2
V). De hecho, durante la electrolisis de tiourea en medio
acido, se forma un precipitado blanco, identificado como
C,C’ditioformamidiniodinitrato. La TIO fue adsorbida
sobre la superficie de carbon vitreo a través de sus grupos
funcionales aminos, durante la aplicacion de diez barridos
de potencial entre -0,8 a 1,5 V a una velocidad de 0,1 V/S
por voltamperometria ciclica (10).

La Figura 1 muestra los voltamperogramas obtenidos con
el electrodo modificado de CV con tiourea y sin modificar
en solucion reguladora de fosfato 0,1 M, pH 6,7.

1,0x10°4
g 0,0-1
-1,0x10°
=== SECV
-2,0x10° - —— TIOISECV
08 06 04 02 00 02 04

E/V vs. Ag/AgCI (sat)

Figura 1. Voltamperogramas obtenidos en solucién reguladora de fosfato 0,1 M
pH 6,5 con un el sensor sin modificaciéon quimica (SECV) y con el modificado
con TIO (SECV/TIO)
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La Figura 2A, muestra el espectro obteni-
do con una alicuota de las AuNPs sinte-
tizadas por reduccion del acido tetracloro
aurico con citrato.

La aparicién de un maximo de absorcion
a 525 nm, es caracteristico de AuNPs con
un tamafo de 16 a 20 nm, de acuerdo a
los resultados reportados en la literatura
(11). La Figura 2B muestra la imagen
obtenida por TEM de las AuNPs sinteti-
zadas, observandose que presentan una
forma irregular y un tamafio promedio de
16,2+ 1,1 nm.
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Figura 2. A) Espectro UV/VIS de una mezcla coloideal
de oro en medio acuoso obtenido empleado un
espectrofotometro UV/VIS JEWAY y una celda plastica
de 1cm de espesor. B) Imagen de AuNPs de oro
obtenidas por TEM de las sintesis con citrato de sodio.

La Figura 3, muestra la familia de vol-
tamperogramas obtenidos con el sensor
SECV/TIO modificado con diferentes ca-
pas de AuNPs/AM en solucion regulado-
ra de fosfato 0,1 M, pH 6,7. Las AuNPs
que estan cargadas negativamente pueden
ser adsorbidas sobre la tiourea, el azul de
metileno que a un pH de 6,7 esta cargado
positivamente es atraido facilmente por
las AuNPs. Una vez formado la primera
capa de AM/AuNPs sobre el electrodo
modificado SECV/TIO, se puede seguir
adsorbiendo por atraccion electrostatica
otras capas de AM/AuNPs hasta desarro-
llar el sensor electroquimico SECV/TIO/
(AuNPs/AM)n/AuNPs.
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Figura 3. Familia de voltamperogramas obtenidos con

el sensor SECV/TIO modificado con diferentes capas

de AM/AuNPs en solucién reguladora de fosfato 0,1 M,
pH 6,7

A medida que se incrementa el nimero
de capas se observa un incremento de una
corriente de pico de oxidacion. El azul
de metileno es un colorante catidnico
cargado positivamente con un proceso
redox reversible en soluciones acuosas,
cuyo potencial formal EO varia entre
-0,10 y -0,40 (Vs ECS) en un rango de
pH de 4 a 11, lo que lo hace un mediador
catalitico para diferentes sistemas
biologicos (12). EI AM en la multicapa
actia como mediador de electrones.

La Figura 4 muestra la respuesta
electroquimica del sensor SECV/TIO/
(AuNPs/AM)5/AuNPs al ir siendo
modificado con anticuerpos (Ac: anti-
Allexivirus especificos contra GarV-A)
y leche descremada y posteriormente
la  respuesta  electroquimica  del
inmunosensor construido frente a la
presencia de diferentes cantidades del
antigeno testosterona. Se observa que
la respuesta electroquimica disminuye a
medida que se adsorben los anticuerpos
y la leche descremada (Ad) como
consecuencia del bloqueo de la superficie
electroquimica del sensor. Una vez que
la superficie electrddica se modifica con
los anticuerpos y se bloquean los sitios
activos donde no se han adsorbidos estos
con Ad, se tiene el inmununosensor,
el cual al ser evaluado en presencia de
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concentraciones variables de antigenos no especificos
(testosterona), no muestra ningun cambio en su respuesta
electroquimica.
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Figura 4. Respuesta electroquimica del sensor SECV/TIO/(AuNPs/AM)5/

AuNPs al ir siendo modificado con anticuerpos (Ac: anti-Allexivirus especificos

contra GarV-A), leche descremada (Ad) y su comportamiento frente a un
antigeno no especifico

Al evaluar dicho inmunosensor, SECV/TIO/(AuNPs/
AM)5/AuNPs/Ac/Ad en presencia de diferentes cantida-
des de una suspension preparada por trituracion de las ho-
jas que recubren al bulbo de muestras de Allium sativum
provenientes del municipio Rivas Dévila (Bailadores) del
estado Mérida y mezclando en solucion reguladora de fos-
fato 0,1 M pH 6,5 y posteriormente filtrada, se observa
que el mismo responde al variar la cantidad de suspension
que se agrega a la celda electroquimica. A medida que se
adicionan cantidades especificas de la suspension, la senal
del pico de oxidacion disminuye de manera proporcional
al volumen anadido (Figura 5A y Figura 5B)

Enla Figura 5B, se observa que la respuesta electroquimica
del inmunusensor decrece linealmente a medida de que se
realizan adiciones sucesivas de la suspension preparada a
partir de las hojas que recubren al bulbo de muestras de
Allium sativum, en la celda electroquimica que contiene
solucion reguladora de fosfato 0,1 M, pH 6,7. Este
comportamiento es indicativo que las muestras de ajos que
se procesaron estan contaminadas con el virus GarV-A.

21



Perfiles

ISSN 1390-5740 Numero 15 Vol. 1 (2016)
ISSN 2477-9105

A La respuesta del inmunosensor presentod
N . .
una linealidad aceptable, demostrando
3,0x10° 5 B que el inmunosensor responde de manera
7] 4 .-h%‘..’_’ . .«
$ 3 | vospix i propo.rc.lonal a lg concentracion de
<« 5 f R 03879 Allexivirus en solucion, ademas la prueba
) =2 BT . J4
= 00, 0 de interferentes demostrd que la respuesta
0123456 del inmunosensor es especifica, ya que
Namero de adiciones de 100l 1, )by respuesta ante la presencias de
'3,0!105' 2) ggg:-ﬁlﬂ-'(a\n?i?sf.-\.\[)yanNPso’AﬂAdeg GarV-A(10 pL) baCteriaS interferentes'
3) SECV/TIONAuNPs/AM)S/AuNPs/Ac/Ad/Ag GarV-A(20 pL
4)  SECVTIONAuNPs/AM)S/AuN </Ad/Ag GarV-A(30 pL)
35 SIC\:-’TIO-:(AHSPsJ;A.\I)i;An‘\vPs-:A:a:AII-:Ag G::\::A[-I[l (18] . .
B SECV/TIO(ANPYANDS ARNPEACAGAG Gt A0 o) Agradecimientos
e '
06 04 -02 00 02 04 08 Los autores agradecen al Consejo de

EV vs. AgACI (sat) Desarrollo  Cientifico = Humanistico
Figura 5. A) Respuesta electroquimica del inmunosensor en presencia del virus Tecnol()gico y de las Artes de la

GarV-A presente en muestras de ajos provenientes del Municipio Bailadores, : : _
Edo. Mérida. B) Comportamiento lineal de Ip vs. Niumero de adiciones de 10 Universidad de Los Andes (CDCHTA)

mL de una suspension de hojas del bulbo de ajos contaminados con el vius ~ ULA, proyecto: FA-517-12-08-A,
Garv-A por la financiacion de este trabajo y al

Conclusiones Instituto  Nacional de Investigaciones
Agropecuarias del Estado Meérida-

El inmunosensor SECV/TIO/(AuNPs/AM)5/AuNPs/ Venezuela por su  colaboracion en
Ac/Ad desarrollado permitio la deteccion de Allexivirus ¢l suministro de los anticuerpos
en muestras de ajo Allium sativum provenientes del —Mmononucleares anti-Allexivirus
municipio Rivas Davila (Bailadores) del estado Mérida. especificos contra GarV-A.
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(R ceumen §

La presente investigacion analiza la presencia de microorganismos en los suelos de la zona de
recarga de la Laguna Mapahuina, Ecuador. Cuenta con gran diversidad microbiana que caracteriza
un ecosistema paramo con presencia de suelos acidos, como otros suelos volcanicos paramunos
analizados en la region. El analisis microbiano general reveld una considerable cantidad de
microorganismos en la region de estudio, no se encontrd correlacion significativa respecto a las
caracteristicas fisicas y quimicas obtenidas. La concentracion mas alta (5,5 x 103 células / mm?®) de
microalgas se present6 a orillas de la laguna Mapahuifia, en contraste con el area de bosque de pino
(1,7 x 10° células / mm?). El crecimiento de microalgas mostro diferencias significativas con respecto
al pH, humedad relativa del suelo, y el tipo de vegetacion con temperatura del suelo relativamente
homogénea. Nuestro estudio es la primera investigacion de la zona y presenta las bases para revelar
cepas microbianas de interés biotecnoldgico.

Palabras claves: suelo, paramo, bacteriana, microalgas, recuento microbiano

O=

The present investigation analyzed the presence of microorganisms in soils of the recharge zone of
the Lake Mapahuina, Ecuador. The location has a large microbial diversity which is characterized
by a paramo ecosystem presenting acidic soil types, which coincides with other paramunos volcanic
soils analyzed in the region. The general microbial analysis revealed a considerable amount of
microorganisms in each region of study, with no significant correlation found regarding the physical
and chemical characteristics measured. For microalgae, the banks of the Lake Mapahuifia had the
highest concentration (5,5 x 10° cells/mm?) in contrast to the Pine forest area (1,7 x 10° cells/mm?).
Microalgae growth showed significant differences with respect to pH, relative soil humidity, and
vegetation type with soil temperature relatively homogeneous. Our study is the first investigation
of the area and presents the foundation for unearthing microbial strains of biotechnological interest.

Keywords: soil, paramo, bacterial, microalgae, microbial count

Introduction Peru and Bolivia, covering the Andes region with

altitudes ranging from 3000 to over 4800 meters above
The pdramo is an ecosystem composed sea level (1). Given its hydro-physical properties, it has
of grasslands combined with small a high capacity to retain water due to the andosol soils
remaining vestiges of native forest and of volcanic origin with a presence of peat and a dense
in recent years an increased presence of herbaceous vegetation cover (2). Due to the altitude at
foreign plantations. In South America Wwhich itis located, the temperature decreases and there is
it extends from Costa Rica to northern a presence of fog (3). Being in the Equatorial region, the
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climate is stable throughout the year, although there is a
marked difference between day and night, with overnight
temperatures dropping significantly. Yet the pdramo
shows a great diversity of living systems such as plants,
birds, amphibians, mammals and a microbiological
component (4,5).

Despite the topographical variability, andosols of the
paramo are defined by a remarkable homogeneity in
their physicochemical properties (6,7). The degradation
and changes in land use threaten the hydrology of the
paramo by influencing the cycles of carbon, nitrogen,
sulfur and phosphorus (2,8) , which are implicated in the
activity of soil microorganisms and soil mineralization
processes (9,10). Among the colonizing pdramo soil
microorganisms are the microalgae (11), which generally
grow with low insolation and are exposed to extreme
seasonal fluctuations in temperature UV radiation and
desiccation.

They also serve as potential bio-indicators of the degree
of conservation of the ecosystem (12,13). In addition
to its role in regulating soil properties, microalgae are
also the source of biomolecules and metabolites of great
economic importance used primarily in food, medicines,
fertilizers and biofuels (14-16) motivating further
scientific efforts to discover new microorganisms, as in the
newly identified cyanobacteria found in the pdramo zone
of Costa Rica (17). Algal activity depends on the internal
cycles and partnerships between these microorganisms,
interactions with organic and inorganic nutrients derived
from animal or vegetable debris and exposure to surface
runoff (18). Furthermore, pdramo soil microalgae are
capable of creating symbiotic associations with other
soil microorganisms like bacteria, promoting the growth
of plants through the production of the auxin indole-3-
acetic acid (19).

In Ecuador, the pdramo is located in the highlands of
the Andes occupying an area of approximately 12,650
km2, about 5% of the territory. According to Mena (4),
Ecuador is the country with the largest amount of pdaramo
with respect to its land extension, yet little is known about
its edaphic fauna and even less of its vast microalgae
wealth. This research aims to conduct monitoring of the
population of soil microorganisms, with special emphasis
on microalgae, by determining whether physicochemical
soil variables such as pH, moisture and temperature
influence their distribution and concentration.

Materials and Methods
Area of study

This study was conducted in the
recharge zone of Lake Mapahuina
(9742946 N, 747817 E) in the Sangay
National Park (Chimborazo Province),
which belongs to the microbasin of
the Zula River, having an oval-oblong
morphometry of 281,542 ha of mainly
sandy loam soil. The average daily
temperature is between 6-12°C, with a
daytime maximum of 15°C and a night-
time minimum of 3°C recorded.

The annual rainfall of the zone is
between 700-1000 mm . The life zones in
its pdramo grassland ecosystem include
lower montane dry and wet forests which
contribute to its vast ecological diversity
(20, 21). The samples were collected and
analyzed weekly between September
and December 2013, months in which
the weather conditions were suitable to
attend the study site. Figure 1 outlines
the various sampling areas according
to land use which include: Region 1:
pdramo vegetation, with Culcitium

canescens Humb. & Bonpl, tristerix
longebracteatus and the endemic grass
Stipa ichu; Region 2: Azorella aretioides
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vegetation; Region 2, Azorella aretioides vegetation;
Region 3, Pinus radiata forest and Region 4, Contours
of lake Mapahuina



vegetation, incorporating Stipa ichu,
Lachemilla orbiculata and the grass
Calamagrostis intermedia; Region 3:
Pinus radiata forest and Region 4: the
contours of Lake Mapahuifia, composed
of'volcanic rocks and Azorella aretioides

(21).
Soil sampling

The sampling scheme was based on
the surface density of land use (20)
together with the aid of base mapping,
accessibility and satellite imagery,
placing 86 monitoring points in the
recharge zone of Lake Mapahuifa
(Figure 2, Table 1). The soil sampling
included taking a portion of soil (200 g,
depth: ~20 cm) using aplot (1 x 1 m) from
the study area, which had an average
altitude of 4130 meters above sea level.
Sample integrity was maintained with
the use of resealable plastic bags and
cold storage during transportation (22)
to the laboratory for analysis.
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Figure 2: Sampling point distribution of the study area
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Surface Area Plots
Region

area (ha) (%) implemented?

1 205.36 72.94 47

2 62.01 22.03 24

3 5.84 2.07 5

4 7.62 2.71 10

Table 1: Amount of surface area per land use in the recharge zone of Lake
apahuina

7All permanent monitoring plots distributed every 50 meters unless stated; Region

1: monitoring plots distributed to account for runoff areas and convergence zones;

Region 2: sample plots excluded waterlogged areas; Region 3: number of plots based

on the region’s area %, Estimation of plot number used a sampling error of 10%
(Schlegel et al., 2011)

Soil analysis

Subsamples of surface sediment (10 g) were diluted in
peptone water to achieve a stock concentration of 10'° as
previously described. Microalgal quantification was de-
termined as cells/mm?® (24) by direct microscopic counts.
For the quantification of heterotrophic bacteria, a diluted
sample (1 mL, 10°) was added to a Petrifilm™ aerobic
bacteria plate (3M, USA) and incubated for 3 days at
26 °C. Similarly, yeast and mould colonies (1 mL, 107)
were inoculated on PetrifilmTM yeast and mould type
plates, respectively (3M, USA) and incubated for 5 days
at room temperature. Microscopic colony enumeration
was determined as the number of colony forming units
(CFU) per gram of dry soil (CFU/g dry soil) (26).

Region
Characteristict 1 2 3 4
Moisture (%) 15-80 35-90 30-40 30-85
Temperature (°C) | 5.1-13.9 | 7.0-11.1 | 6.9-10.8 10.0-16.1
pH 4564 | 4.6-6.1 5.1-6.6 5.4-7.1

Table 2: Physical and chemical characteristics of soil samples from the
recharge zone of Lake Mapahuifia

7Data collection: relative humidity measured with a soil hygrometer (1.C.T.S.L.,

Spain); pH measured with a portable pH meter (Hanna Instruments, USA);

temperature recorded with a digital ground thermometer (Hanna Instruments, USA).

Statistical Analysis

Data analysis was carried out using the software packages
ArcGIS Geostatistical Analyst (Esri, 10.1), which utilizes
Inverse Distance Weighing (IDW) for multivariate
interpolation, (27) and the statistical software InfoStat.
Differences between regions for each variable were
evaluated by ANOVA and Tukey’s test, with the non-
parametric method of Kruskal-Wallis also employed.

Results
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Results

To describe the variation of the microbial abundance
present in each region of study (Table 3), descriptive
statistics for natural log (In) of CFU/ g dry soil are shown
in Table 4 and illustrated graphically in Figures 3-4.
The influence of pH on the growth of bacteria was not
significant (Spearman r = -0.41; P <0.001), even with
adequate moisture (Spearman r = 0.24; P = 0.004) and
temperature (Spearman r = -0.09; P = 0.46). Similarly,
the amount of mould was affected by the pH of the soil
and showed a weak relationship (Spearman r = 0.06;
P = 0.60), however no correlation with temperature
(Spearman r = -0.15; P = 0.24) or moisture was observed
(Spearman r = -0.59; P <0.001). There was no significant
change in the amount of yeast observed within the soil
with changes in pH (Spearman r = -0.09; P = 0.48); a
weak correlation was obtained for both temperature
(Spearman r = -0.13; P = 0.27) and moisture (Spearman
r=-0.39; P <0.001). Similar to the other microorganisms
evaluated, the relationship between microalgae and soil
pH was not significant (Spearman r = 0.31, P <0.001)
while a weak correlation for temperature (Spearman r
= 0.45; P <0.001), and moisture (Spearman r = 0.41; P
<0.001) was observed.
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Figure 3: Box plot of data for bacteria, mould, yeast (CFU/g dry soil) and
microalgae colonies (cells/mm3) established in the soil regions of the recharge
zone of Lake Mapahuifia
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Figure 4: Number of microorganisms per soil region
of the recharge zone of Lake Mapahuifa: (a) aerobic
bacteria, (b) mould, (c) yeast and (d) microalgae

colonies.
Region | Bacteria | Mould Yeast | Microalgaet
1 1.98x 10" | 9.43x 102 | 9.06 x 10 2.49 x 10°
2 8.06 x 10 | 3.91x102 | 2.01x 102 3.56 x 10°
3 4.80x107 | 1.20x10° | 6.15x 102 1.71x 10°
4 3.48x 10" | 9.83x102 | 3.86x 102 5.52 x 10°

Table 3: Number of microorganisms determined for
each study regiont
tAll values in CFU/g of dry soil; tcells/mm?®

Region In N Min. Max. SD Var

Bacteria 1 2299 | 117 | 14.18 | 27.41 | 459 | 20.85
2 2275 | 66 | 1587 | 27.03 | 2.92 | 842

3 17.23 9 16.20 | 18.53 | 1.00 | 0.89

4 17.11 28 | 1547 | 18.39 | 0.79 | 0.60

Mould 1 6.53 | 102 | 4.44 8.18 | 0.08 | 0.71
2 5.60 56 3.40 6.90 | 0.12 | 0.85

3 7.08 12 6.89 7.24 | 0.03 | 0.01

4 6.43 30 4.32 8.03 | 0.20 | 1.12

Yeast 1 6.26 110 | 4.17 8.61 1.04 | 1.08
2 5.08 47 3.69 6.25 | 0.70 | 0.48

3 6.00 24 4.09 7.35 | 1.03 | 1.02

4 5.68 30 4.22 7.04 | 0.80 | 0.62

Micro 1 12.27 | 125 | 11.08 | 13.37 | 0.55 | 0.30
algae 2 12.71 59 | 11.70 | 13.32 | 040 | 0.16
3 12.04 | 15 | 11.85 | 12.21 | 0.11 0.01

4 13.21 29 | 1290 | 1348 | 0.18 | 0.03

Table 4: Descriptive statisticst for microorganis-
ms (Ln) for the four study regions of the recharge
zone of Lake Mapahuifia
tData generated by statistical software InfoStat;
In = natural logarithm; N = samples; Min. = mini-
mum value recorded; Max. = maximum value re-

corded; SD = standard deviation; Var = variance

Discussion
Bacteria

The study was performed in a specific
location amid different land uses where
distinctive factors are influencing the
soil bacterial communities. Throughout



the recharge zone of Lake Mapahuifia
the bacterial abundance was highest
in Regions 1 (paramo vegetation) and
2 (Azorella aretioides vegetation),
followed by Region 3 (Pinus radiata
forest) and lastly Region 4 (Contours
of Lake Mapahuina) which produced
the smallest bacterial count recorded.
In particular, the availability of soil
nutrients under the introduced P
radiata (Region 3) may be restricted by
polyphenolic compounds present in pine
conifers while the volcanic soil material
present in Region 4 has been shown to
reduce the respiration rate of soil bacteria
(28). With no significant correlation with
the physico-chemical characteristics of
the soil and temperature and humidity
generating a weak association towards
microbial growth, the bacterial diversity
and populations may be more dependent
on the elemental availability from
organic and inorganic matter (29,30)
present in the rich taxonomical diversity
of the plant communities in Regions 1
and 2. The distribution of bacteria in the
study site was not uniform (ANOVA
analysis), suggesting a connection to
land use, type of vegetation in the regions
(31) and several biotic factors including
soil organisms and abiotic changes in
nutrient supply of parent material (32).

Moulds

The results indicate  significant
differences (ANOVA test; p <0.05)
in the distribution of mould in the soil
amid further evidence of the influence
of different land uses on their growth
as proposed by the study of Lauber
(33). As shown in Figure 3, Regions 1
(paramo vegetation) and 4 (Contours
of Lake Mapahuifia) were determined
to have the greatest concentration of
mould, followed by Region 2 (4zorella
aretioides vegetation) and the lowest
populations were observed in Region 3
(Pinus radiata forest). Here, the presence
of pine as previously concluded, can
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decrease the fungal biomass in plantations containing
this plant species (28).

Fungi more readily adapt to conditions of low soil
moisture than bacteria (34), with the ability of these
organisms to translocate water and support growth
in materials or sites where there is no adequate water
supply for growth. Region 1 showed a lower range in soil
moisture, compared with Region 4 and 2, which had the
following extent of moulds recorded.

The growths of bacteria and fungi in cold climates are
affected by the soil temperature range, with optimum
temperature growth below 30 °C and high temperatures
decreasing their activity (35). Although a weak correlation
was observed, there is not a wide range of soil temperature
variability, with the highest temperature value recorded
at 16 °C in Region 4 (Table 2). Accordingly, continual
monitoring of temperature fluctuations in the study area
may help to validate any alterations in bacteria and fungi
populations, indicative of disturbances in the region.

Yeast

Yeasts were observed at lower abundance than bacteria
and are unevenly distributed both in number and species
type. In our study, the approximate yeast counts ranged
between 5.1 to 6.3 In CFU/g dry soil (Table 4), which
is comparable to the study reported by Mestre (36) and
is in good agreement with previous determinations (37).
No significant correlation between pH and yeast growth
was observed, in accordance with the study of di Menna
(38), although Region 1 with a slightly more acidic soil
pH was determined to have the highest concentration of
yeast compared to the other regions.

Microalgae

As members of the soil microbial community, the impor-
tance of microalgae is its ability to contribute to the sta-
bility of the soil. A relationship between its concentration
and the physicochemical characteristics of the region was
not observed (Pearson r<(.5), concurring with previous
studies on the dependence of edaphic factors for the
propagation of microalgae (29,39). However the IDW
analysis (Figure 5) of Region 4 shows the highest dis-
tribution of microalgae, corroborating with the existence
of favorable conditions for microalgae development in
close proximity to aquifers and wetland areas (29,40).
Region 3 reported the smallest microalgae concentra-
tions and together with the lowest recorded soil moisture
content may be responsible for interrupting microalgae
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cellular processes (24). It is postulated that the observed
differences in microalgae concentration and distribution
is related to the various processes of colonization in pd-
ramo ecosystems. The difference in variability appears
to be due to the study area and type of vegetation pre-
sent at each region. Nevertheless, it should be emphasi-
zed that in the studied area of the recharge zone of Lake
Mapahuifia in the Sangay National Park, a considerable
amount of microalgae was found, having the potential of
unearthing strains of interest for scientific and industrial

applications.
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Figure 5: Distribution of microalgae with respect to m;oisture (a), pH (b) a=nd
temperature (c). Graphical analysis generated with ArcGIS Geostatistical
Analyst.

743000

Conclusions

The regions containing native pdramo vegetation and
on the banks of Lake Mapahuina, the greatest wealth of
microorganisms was recorded which was in contrast to
the plantation of Pinus radiata which possibly influences
the optimal growth of bacteria, microalgae and moulds.
Soil pH in general demonstrates a positive correlation
with bacterial growth; however, by having an acidic
medium the study site may contain acidobacterial
communities which counter the effect. The abundance
of microorganisms varies by land use and vegetation
type contained in each region. A direct dependence on
physicochemical factors such as pH, temperature and
humidity was not clear and further analysis of more
soil edaphic factors is needed to better understand the
microbial behavior. Microalgae were found throughout
the study area with a higher amount recorded in the
region with a body of water. Moisture at this site remains
a characteristic for its optimum growth.

Numero 15 Vol. 1 (2016)

The recharge area of the microbasin
of the river Zula, which is part of the
Andean highlands, contains a significant
amount of microorganisms and remains a
favorable candidate to provide bacterial
strains with possible biotechnological
interest.
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El objetivo del trabajo fue determinar los pardmetros morfométricos de cuatro microcuencas de los
rios: Zula, Ozogoche, Jubal y Pulpito, en la parroquia Achupallas, Parque Nacional Sangay, Ecuador.
Se utilizaron métodos cuantitativos en un Sistemas de Informacion Geografica permitiendo obtener
distintos parametros morfométricos los mismos que establecen la vulnerabilidad a fendmenos como
las inundaciones, erosion entre otros. Los resultados demuestran altos valores de la densidad de
drenaje, tiempos de concentracion de masas de agua muy reducidos, formas accidentadas de las
microcuencas y curvas hipsométricas que determinaron una tendencia a ciclos erosivos inestables.
En general las caracteristicas morfométricas atentian los efectos de las inundaciones. Unicamente la
forma circular de las microcuencas de los rios Zula y Ozogoche aumenta el riesgo de inundacion.

Palabras claves: analisis morfométrico, curva hipsométrica, microcuencas alto andinas, inundaciones,
SIG
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The research objective was to determine the morphometric parameters of four micro watersheds of
Zula, Ozogoche, Jubal and Pulpito rivers in the Achupallas parish, Sangay National Park, Ecuador.
Quantitative methods were used in a Geographic Information Systems allowing to obtain different
morphometric parameters the same as establish the vulnerability to events such as floods, erosion
among others. The results show high values of density drain, time of water mass concentration very
low, accidental forms of the micro watersheds and hypsometric curves that determined a tendency
to unstable erosion cycles. In general morphometric characteristics attenuate the effects of flooding.
Only the circular shape of the micro watersheds of Ozogoche and Zula rivers increase the risk of
flooding.

Keywords: morphometric analysis, hypsometric curve, micro-watersheds high andean, floods, GIS

Introduction The structure model of the earth is strongly influenced
by watershed as the preferred directions of surface
In Geology, relief and climate are the flows define the erosion mechanisms and sedimentation
primary determinants of running water (4). These processes are the result of the interaction of
ecosystems functioning at the watershed land use, climate, geology, soil type, topography and
scale (1, 2). Different workers define vegetation cover (4).
watershed differently. Watershed is a
natural hydrological entity which allows = Morphometric analysis provides quantitative description
surface run-off to a defined channel, of the watershed geometry to understand initial slope or
drain, stream or river at a particular irregularities in the rock hardness, structural controls,
point (3). Also it represents run-off and recent diastrophism, geological and geomorphic history
infiltration areas where rainfall tends to  of drainage watershed (5). The evaluated parameters are
be drained into rivers, lakes or into sea. classified as geometric, relief and drainage (6), the same

31



Perfiles

ISSN 1390-5740
ISSN 2477-9105

32

that have wide application as indicators of vulnerability
of the watershed events such as floods, erosion among
others (7). Also, the characterization of a watershed is an
important step towards sustainable management policies,
as it currently does not have studies on the behavior of
water flow and morphometric (8).

Geographical Information System (GIS) techniques are
widely useful in morphometric analysis of watersheds,
as they provide a powerful tool for the manipulation
and analysis of spatial information particularly for the
feature identification and the extraction of information
for better understanding (9). In the present study, a
morphometric analysis was carried out in the Achupallas
micro-watersheds, Sangay National Park using GIS
techniques. The objective was to analyze the influence of
morphometric properties in the behavior of both the flow
and flood, as these parameters can attenuate or intensify
floods (10).

Study area

Achupallas is located in the southwestern part of the
Sangay National Park, Chimborazo province, Ecuador
(Figure 1). The study area covers an area of 1016 km? and
it lies on Nudo de Tarqui that joins the western and eastern
mountain ranges, the maximum elevation ranges from
4440 m in the Soroche Mountain to 2000 m in the Guangra
zone. A statistical summary of meteorological data related
to Achupallas for the period 2012-2014 indicates that the
average annual temperature in the northern part of study
area is 9.5°C with daily temperatures ranging between 3
- 18°C, the relative humidity is 74% and average annual
rainfall is 1050.59 mm, finding diverse ecological levels
from paramo to mountain cloud forests. In the southern
part of the study area the average annual temperature
is 8.3°C with daily temperatures ranging between 0 -
17°C, the relative humidity is 83.6% and average annual
rainfall is 1762.51 mm, presenting several montane and
high Andean ecosystems continuous, interrupted only by
some grasses and few crops.

This area is the most isolated floristically in relation to
anthropogenic activities. The climate data were taken for
the northern part of the M5140 weather station and for
the southern part were taken of the EMA Jubal weather
station. Paramo ecosystems have been developed
essentially on pyroclastic deposits resulting from
numerous volcanic eruptions, generating andosol soils
with morphology and properties that vary according to
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the pedogenesis, such as age, chemical
composition of the materials and
conditions weather (11).
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Figure 1. Study area

Methodology

Digital elevation model (DEM) with a
resolution of 30 m was used to define
the micro-watersheds and delineate
the drainage network. The work scale
was 1:50,000. The micro-watersheds
boundaries were demarcated using
the Hydrology tool of ArcGIS Ver.
10.1 software, on the basis of contour
value, slope, relief, and drainage
flow directions. The morphometric
parameters considered for the analysis
are summarized in detail in Tables 1 to 3.
The input parameters for morphological
study such as area, perimeter, elevation,
stream length and others, were obtained
directly in ArcGIS software. Others
morphological parameters were
calculated using standard methods with
input values (12-15). The drainage
network of the micro-watersheds was
analyzed per Horton’s laws (16) and
the stream ordering was made after
with Strahler method (5). The drainage
network of each micro-watershed
was derived from DEM and it was
delineated with the Stream Order tool.
The hypsometric curve of the micro-
watersheds was made and analyzed per
Strahler method (17) and with Reclassify
tool were determined the areas between
the curves.



Parameter Formula Reference
Geometric -
Area (A) calculation
ArcGIS 10.1
Geometric -
Perimeter (P) calculation
ArcGIS 10.1
Geometric -
Watershed length (L) calculation
ArcGIS 10.1
Watershed width (W) w =§ -
Form factor (Ff) A (Horton,
Ff=—
L2 1932)
Compactness - P (Gravelius
coefficient (Cc) 2/nxA , 1914)
Circularity index (Ci) oA (Miller,
p2 1953)
. . (Schumm,
Elongation ratio (Er) Er = 1123# 1956)
Table 1. Geometric parameters.
Parameter Formula  Reference
. I(Hi*Ad
Mean height(H) H = ———=
A
Basin relief (Br) H-h -
Hi = H=h  pieand

Hypsometric

integral (Hi)

H—h Wilson, 1971)

H: maximum height; h: minimum height.
Table 2. Relief parameters.

Parameter

Length of

main river (L)

Drainage

density (Dd)

Area density (Ad)

Sinuosity (S)

Formula Reference
Geometric -
calculation in
ArcGIS 10.1
Dd = L¢ (Horton, 1945)
A
N
Ad = — (Horton, 1945)
A
Ly
S=— (Schumm, 1963)
L.

Lr’: Longest dimension parallel to the principal drainage

line; L, total length of
total number of stream

the stream segment of all orders; N:
segments of all orders.

Table 3. Drainage network parameters.
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Results and Discussion

The total drainage area of Achupallas was divided
into four micro-watersheds for the analysis: Zula (A),
Ozogoche (B), Jubal (C) and Pulpito (D) (Figure 2.). The
drainage networks of the four micro-watersheds feed
three of the most important watersheds in the country.
The micro-watershed of Zula River forms part of the
upper area of Guayas River watershed and subsequently
flows into the Pacific Ocean.

The micro-watershed of Ozogoche River, form part of
the upper area of Pastaza River watershed and the micro-
watersheds of Jubal and Pulpito Rivers are part of the
upper area of Santiago River watershed. The last three
micro-watersheds flow into Amazonas River. Jubal,
Ozogoche and Pulpito micro-watersheds are within the
limits of Sangay National Park, in a transition zone,
where the warm and moisture currents of the Amazon
converge with cold and dry currents of the Andean
mountains, reason why this zone have a high level of
rainfall, while Zula micro-watershed is far from this site
convergence. It is characterized by the presence of cold
and dry currents with low rainfall (18). The results of
morphometric study are summarized in
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Figure 2. Ozogoche, Zula, Jubal and Pulpito Micro-watersheds inside the
Sangay National Park
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1 Area

The watershed area is perfectly defined by its contour
and it is drained area from the division line of water or
divisorium aquarium to the agreed point or mouth. The
areas of each micro-watershed are shown in Table 4.
Ozogoche is the smaller micro-watershed (A<150 km?)
and Jubal is bigger (A>400 km?) than the others.

2 Perimeter

Watershed perimeter is the outer boundary of the
watershed that enclosed its area (19). The perimeter of
the four micro-watersheds is shown in Table 4. Jubal
has the higher value (P>115 km) and coincides with the
higher value of area, while the perimeter of Ozogoche is
less (P<60 km) than the other micro-watersheds.

3 Basin length

The basin length corresponds to the maximum length of
the watershed measured parallel to the main drainage line
(20). The basin length values are shown in Table 4. Jubal
and Pulpito are the longer micro-watersheds (L>20 km)
while Ozogoche has the minimum value of length (L=15
km).

4 Form factor

Form factor was proposed by Horton (16) to predict the
flow intensity of a watershed of a defined area. The Ff of
a drainage watershed is expressed as the ratio between the
area of the watershed and the squared of the basin length.
The value of form factor must be always less than 0.754
for a perfectly circular watershed (19). In our case Jubal
and Pulpito micro-watersheds have values of 0.39 and
0.35 respectively these are lower than 0.754 indicating
them to be elongated in shape and suggesting flatter peak
flow for longer duration. The Ozogoche and Zula micro-
watersheds are similar to the circular shape. Flood flows
in elongated watersheds are easier to manage than in the
circular watersheds (10).

5 Compactness Coefficient

According to Gravelius (21), compactness coefficient
of a watershed is the ratio of perimeter of watershed to
circumference of circular area, which equals the area
of the watershed. When the index is closets to the unit,
the watersheds has a circular shape and therefore is
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more compact (10). Cc increases when
decreasing compactness. In our case
the compactness coefficient of the four
micro-watersheds is greater than 1.37
indicating that the micro-watersheds are
a somewhat oval, and compactness is
not high. Considering that in a circular
watershed the flood wave takes more
time to reach the mouth and the peak
flow is more pronounced (10), Cc in our
case does not intensify the flood effects,
at least in the mouth.

6 Elongation Ratio

Elongation ratio was defined by
Schumm (20) as the ratio between the
diameter of a circle of the same area
as the watershed and watershed length.
The value of elongation ratio generally
varies from 0.6 to 1.0 associated with a
wide variety of climate and geology (3).
These values can be grouped into three
categories, namely circular (>0.9), oval
(09-0.8) and elongated (<0.7) (19). Er
values indicate that Ozogoche and Zula
have circular shape while Jubal and
Pulpito have elongate shape. The high
elongated of micro-watersheds does not
intensify the river floods (10).

7 Circularity index

The circularity index (5, 13) is expressed
as the ratio of the watershed area and the
area of a circle with the same perimeter
as that of the watershed. Circularity
index range from 0.4 to 0.5 indicates
watersheds strongly elongated with
homogenous geologic materials highly
permeable (13). In this case, circularity
index values vary between 0.38 to 0.53,
indicating that the area is characterized
by high relief and the drainage system is

structurally controlled.

8 Mean height

The mean height is referred to sea
level. This value can be found using the
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Parameters
Area (km?)

Perimeter (km)
Watershed length (km)
Watershed width (km)
Length of main river (km)
Form factor

Compactness coefficient
Circularity index
Elongation Ratio
Maximum height (km)
Minimum height (km)
Mean height (km)
Watershed Relief (km)
Coefficient of massiveness
Hypsometric integral (%)
Stream order

Stream lenght (km)
Length of main river (km)
Drainage density (km™)
Stream frecuency (km)

Sinuosity

Ozogoche Zula Jubal Pulpito
149.97 268.16 429.66 168.46
59.43 93.67 119.48 71.12

15 17.60 33.25 22
10.00 15.24 12.92 7.66
20.60 25 46.8 29.7
0.67 0.87 0.39 0.35
1.37 1.61 1.63 1.55
0.53 0.38 0.38 0.42
0.92 1.05 0.70 0.67
4.585 4.431 4.635 4.637
3.521 2.482 1.930 1.930
4.119 3.764 3.760 3.575
1.064 1.949 2.705 2.707
30.64 15.68 6.30 23.19

56 66 68 61

\% \% v \%
92.94 233.18 161.27 39291
20.59 24.96 46.81 29.74
0.62 0.87 0.91 0.96
1.66 1.93 2.66 2.67
2.18 1.89 1.32 1.40

Table 4. Results of morphometric analysis.

hypsometric curve calculating the area
under the curve and dividing by the total
area of the watershed (Table 2). The H
of the four micro-watersheds is shown
in Table 4. Ozogoche micro-watershed
presents the highest value of mean
height (4119 m).

9 Basin Relief

Basin relief is the difference in the
elevation between the highest point of
a watershed and the lowest point on the
valley floor (22). In this study, Jubal
and Pulpito micro-watersheds present
values above to 2700 m of watershed
relief. These values confirm the variety
of altitudinal levels and the many
ecosystems in the area. Since by each 500
m of basin relief is evident a variation
of ecological systems presenting
important variations in precipitation and
temperature (23).

10 Hypsometric curve

Hypsometric analysis, or the relation of horizontal cross-
sectional drainage watershed area to elevation, was
developed in its modern dimensionless form by Langbein
(24). This curve determines how the mass is distributed
within a watershed from base to top (13, 20, 25). The
shape of the hypsometric curve varies in early geologic
stages of development of the drainage watershed, but
once having attained an equilibrium, or mature stage,
tends to vary little thereafter (15). Generally the curve
properties tend to be stable in homogeneous rock masses
and to adhere generally to the same curve family for a
given geologic and climatic combination (17).

The hypsometric curves of Jubal, Pulpito and Zula micro-
watersheds have convex shape (Figure 3) indicating that
its territory is composed of a set of geologically young
landscapes characterized by mountainous and rugged
areas. Also these curves indicate that the rivers are in
constant erosion of their channels, with the subsequent
transport of solid material. While Ozogoche watershed
is formed by less high mountains and vast plains also
this micro-watershed is characterized by the presence
of wetlands and marshes, being Ozogoche the most
important lake system. Its rivers are in a transitory state
between the young and equilibrium so the erosion is less.
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Figure 3. Hypsometric curves.

11 Hypsometric integral

The hypsometric integral is a geomorphological
parameter classified under the geologic stages of
watershed development (26). The hypsometric integral is
also an indication of the cycle of erosion (25, 27). The
erosion cycle can be divided into three stages monadnock
(old) (Hi < 0.3), in which the watershed is fully
stabilized; equilibrium or mature stage (0.3 < Hi < 0.6);
and inequilibrium or young stage (Hi > 0.6), in which the
watershed is highly susceptible to erosion (25, 26, 28).
In this case Zula, Jubal and Pulpito micro-watersheds
present values of Hi above 60% indicating that these
micro-watersheds are in inequilibrium stage and the
erosion process is very high. While Ozogoche micro-
watershed is finishing the young stage and approaches
equilibrium because the Hi is equal to 56%. Hi values
confirm the observed in the hypsometric curves.

12 Stream Order

The designation of stream order is based on hierarchic
ranking of streams proposed by Strahler (5). The first order
streams have no tributaries. The second order streams
have only first order streams as tributaries. Similarly,
third order streams have first and second order streams
as tributaries and so on (3). The stream order dates (Table
5) indicate that Ozogoche, Zula and Jubal are designated
as fifth order micro-watersheds having a total of 249, 517
and 1145 stream segments of different orders respectively
(Figure 4). These values of stream order indicate that each
micro-watershed possess a structured drainage network
with perennial rivers that empty quickly the water of the
constant rainfall originated in the transition zone between
the paramo and Andean forest.

5000 P00 Scale 1:250.000

74080 750080 760000 770080 7a0080

Figure 4. Hydrometric classification according the
Strahler (1957) method.

13 Stream Length

Stream length is the total length of
streams in a particular order (3). The
number of streams of various orders
in the micro-watersheds were counted
and their lengths measured based on the
Horton’s law. Generally, the total len-
gth of stream segments is maximum in
first order streams and decreases as the
stream order increases (29). Deviation
from its general behavior indicates that
the terrain is characterized by high relief
and/or moderately steep slopes, under-
lain by varying lithology and probable
uplift across the watershed (30). In the
present study only the Zula micro-wa-
tershed confirms Horton’s second law
(1945) showing a linear relationship be-
tween the stream order and the stream
length (Table 5). The others three mi-
cro-watersheds present a small deviation
of a straight line in superior orders.

14 Drainage Density

Drainage density is the measure of the
total length of the stream segments of all
orders per unit area (31). Dd is influen-
ced by numerous factors, among which
resistance to erosion of rocks, infiltra-
tion capacity of the land and climatic
conditions high rank (32). The drainage
density of the micro-watersheds varies
between 0.62 to 0.96 km/km? indica-
ting a very low drainage density. This
suggests that micro-watershed soils are
highly permeable and covered by thick



vegetation (33).

15 Stream Frequency

Stream frequency is the total number of
stream segments of all orders per unit
area (12). For the present study stream
frequency is low varying between 1.66
and 2.67. This indicates a relatively low
run-off. Table 4 shows close correlation
with the drainage density values of four
micro-watersheds indicating the increa-
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se in streams population with respect to increase in drai-
nage density.

16 Sinuosity

Sinuosity has been defined as the ratio of channel length
to down valley distance (34). In general, its value varies
from 1 to 4 or more. Rivers with a sinuosity of 1.5 are
called sinuous, and above 1.5 are called meandering (35).
Values of Ozogoche and Zula micro-watersheds are abo-

ve to 1.5 indicating that these rivers are meandering and
other two are sinuous because the values are less 1.5.

Micro-watersheds Stream Order Stream length (km)

| 11 | 1rv| v| Total | 11 I v \% Total
Ozogoche 135 49 13| 48 4 249 42,6 2941 7.79] 124 0.78 92.94
Zula 282 107 931 31 4 517 101 | 73.2 391 16.5 4.05 233.18
Jubal 555 282 200 24| 84 1145 190 99.8] 68.7] 9.08| 25.02 392.91
Pulpito 225 126 21 77 - 449 853 475 5.69| 22.8 - 161.27

Table 5. Stream order and stream length.
Conclusions

Fluvial morphometric analysis using
geospatial tools derives quantitative
information on the geometry of the
watersheds in less time and cost, this
information can be correlated with
hydrological data for appropriate
management of them.

The relief parameters and hypsometric
curves of Zula, Jubal and Pulpito
micro-watersheds defined mountainous
areas with high altitudinal gradient and
rivers in continued erosion by natural
or anthropogenic effects. Also these
micro-watersheds  have landscapes
geologically young that after long time
they will reach equilibrium increasing
the inter-Andean plains.

While hypsometric curve of the
Ozogoche watershed indicates that its
territory is in a transitory state between
the young stage and the equilibrium.
Its relief is formed by less high
mountains and vast plains, also, this
micro-watershed is characterized by
the presence of wetlands and marshes,
being Ozogoche the most important

lake system. The shape parameters also reveal the
elongation of the Jubal and Pulpito micro-watersheds
and the almost circular shape of the Zula and Ozogoche
micro-watersheds. Due to this characteristic, the two first
micro-watersheds will have flows flood longer lasting
but smaller peak flows compared to Zula and Ozogoche
micro-watersheds that present higher risk of flood by the
most pronounced peak flows.

The drainage density indicates a wide vegetation cover
and hard lithology, also high infiltration rates that feed the
underground flow favoring the increase of concentration
time and peak flow decrease.

In general we can conclude that the morphometric
characteristics not increase rather attenuate the effects
and vigor of floods. Only the circular shape of Zula and
Ozogoche micro-watersheds can increase the flood risk.
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PREVALENCIA Y DISTRIBUCION DE LA INFECCION POR
VIRUS PAPILOMA HUMANO (HPV) EN ANORMALIDADES EN
CELULAS EPITELIALES DEL CUELLO UTERINO
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Grupo de investigaciones Citologicas. Catedra de Citologia'. Facultad de Farmacia y
Bioanalisis. Universidad de Los Andes. Mérida. Venezuela.
Contacto: tmorelva@ula.ve

(R caumen N

Se evaluo la prevalencia y distribucion de la infeccion por HPV en pacientes para pesquisa de cancer
de cuello uterino. Todas las pacientes tenian una citologia y una prueba para HPV. Se procesaron 3.883
muestras citologicas: 3.651 (94,0%) eran normales (NILM) y 201(5,3%) con anormalidades (AEC):
90 células escamosas atipicas (2,32%), 77 lesiones intraepiteliales escamosas (1,97%), 5 carcinomas
invasores (0,3%) y 29 citologias con células glandulares atipicas (0,75%). La prevalencia general
de HPV fue de 32,0%. El 60,5% de AEC fueron HPV positivas. Los HPV-AR fueron detectados
en cancer (60,0%), HSIL (59,3%), LSIL (37,7%). Secuencias HPVX fueron detectadas en 30,0%
de ASC-H, 22,9% de ASC-US y 20,0% de LSIL y cancer. Los HPV mas frecuentes fueron: HPV6
(17,3%), HPV31 (16,0%), HPV16 (13,3%) y HPV18 y 56 en la misma proporcion (6,7%). ELHPV16
fue mas frecuente en las ASC-US (23,8%), HPV6 (19,0%) y HPVS51 (9,5%). En las LSIL: HPV31
(19,2%), HPV6 (19,2%) y HPV56 (15,4%); en las HSIL: HPV31 (33,3%). El HPV16 se detectd en
el 100% de los canceres cervicales. Es necesario establecer las caracteristicas epidemioldgicas de
la infeccion por HPV en el resto de la poblacion venezolana, antes de implementar estrategias de
prevencion del cancer cervical.

Palabras claves: citologia de cuello uterino, anormalidades celulares, hpv, prevalencia

O=

The prevalence and distribution of HPV infection in patients consulting screening for cervical cancer
was evaluated. All patients had a smear and HPV test (PCR-RFLP). 3,883 cytological specimens
were processed: 3,651 (94.0%) smears were normal (NILM) and 201 (5.3%) had abnormalities
(AEC): 90 atypical squamous cells (2,32%), 77 squamous intraepithelial lesions (1.97%), 5 invasive
carcinomas (0.3%) and 29 smears with atypical glandular cells (0.75%). The overall prevalence of
HPV was 32.0%. 60.5% were HPV positive AEC. The HR-HPV was more frequently detected in
cancer (60.0%), HSIL (59.3%), LSIL (37.7%). HPVX sequences were detected in 30.0% of ASC-H,
22.9% of ASC-US and LSIL and 20.0% of cancer. The most common HPV were: HPV6 (17.3%),
HPV31 (16.0%), HPV16 (13.3%) and HPV 18 and 56 genotypes in the same proportion (6.7%). The
HPV16 was more frequent in the ASC-US (23.8%), HPV6 (19.0%) and HPVS51 (9.5%). In LSIL,
HPV31 (19.2%), HPV6 (19.2%) and HPVS56 (15.4%); the HPV31 (33.3%) in HSIL, The HPV16
was detected in 100% of cervical cancers. It is necessary to establish epidemiology characteristics
of HPV infection in the rest of the Venezuelan population before implementing strategies to prevent
cervical cancer.

Keywords: solar sterilizer by dry process, design, construction, evaluation
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Significado de las siglas utilizadas en
este articulo:

NILM negativa para lesion intraepitelial
escamosa o malignidad.
AEC anormalidades en
epiteliales.

AGC células glandulares atipicas.
ASC-H células con atipias que no

células

excluyen una lesiéon intraepitelial
escamosa de alto grado.
ASC-US células con atipias de

significado indeterminado.

CIN neoplasia intraepitelial cervical.
SIL lesion intraepitelial escamosa.
LSIL lesion intraepitelial escamosa de
bajo grado.

HSIL lesion intraepitelial escamosa de
alto grado.

HPYV virus papiloma humano.
HPV-BR virus papiloma humano de
bajo riesgo oncogénico.

HPV-AR virus papiloma humano de
alto riesgo oncogénico.

HPVX virus papiloma humano no
identificado.

PCR reacciéon en
polimerasa.

RFLP Restriction Fragment Length
Polymorphism / Polimorfismos de
longitud de fragmentos de restriccion.

cadena de la

Intoduccion

El cancer de cuello uterino constituye la
segunda causa de mortalidad femenina a
nivel mundial (1). Se ha informado que
en Venezuela, para el afo 2008, fueron
diagnosticados 3.785 nuevos casos de
cancer cervical y 1.571 muertes por
esta neoplasia (2). El cancer de cuello
uterino se encuentra precedido por
un espectro de lesiones precursoras
denominadas histopatologicamente
Neoplasia Intraepitelial Cervical (CIN)
y en citologia de cuello uterino, Lesion
Intraepitelial Escamosa (SIL), segun el
Sistema Bethesda 2001 (3).

La infeccion persistente por genotipos
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de alto riesgo oncogénico de Virus Papiloma Humano
(HPV) es considerada actualmente el principal factor de
riesgo necesario para el desarrollo de cancer invasor de
cuello uterino y sus lesiones precursoras (4,5,6,7). Se
han identificado alrededor de 170 genotipos especificos
de HPV vy clasificado, de acuerdo a su asociacion con
cancer y lesiones precursoras, en: de bajo riesgo (BR) y
de alto riesgo (AR). Entre los HPV-AR se incluyen los
genotipos HPV16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56,
58, 59, 66, 68, 70, 73 y 82, mientras que entre los HPV-
BR estan incluidos los genotipos HPV 6, 11, 42, 43, 44
y 55, entre otros (8, 9,10). La prevalencia y distribucion
de la infeccion por HPV varia de manera considerable
geograficamente, dependiendo de la poblacion estudiada,
en particular de sus caracteristicas inmunologicas,
la existencia o no de lesiones en cuello uterino y
fundamentalmente del método molecular que se utilice
para detectar y genotipificar el ADN viral (11,12,13,14).

Asi tenemos que la infeccion por HPV puede presentarse
en el 10,7% de las pacientes con citologia normal (4),
cerca del 90% de los céanceres de cuello uterino (6),
mientras que en pacientes con citologia compatible con
atipias en células escamosas de significado indeterminado
(ASC-US) y lesion intraepitelial escamosa de bajo grado
(LSIL) puede alcanzar el 82,9% (15) y en las pacientes
con lesion intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL)
se presenta en mas del 50% (4,12,16).

En Venezuela, el cancer de cuello uterino contintia siendo
un problema de salud publica relevante, cuyo diagnostico
inicial se basa en el estudio morfolégico de las células
que se descaman de este 6rgano. A pesar de ello, en este
pais no se han llevado a cabo estudios de poblacion a
gran escala, que incluyan casos-controles, para conocer
la prevalencia real y el patron de distribucion de los
genotipos de HPV mas frecuentes.

Las escasas investigaciones que se han realizado
incluyen poblaciones muy particulares, como pacientes
con citologias anormales (17,18,19,20) o con lesiones en
cuello uterino confirmadas por estudio histopatoldgico
(21,22). Segun estas investigaciones, la prevalencia
general de infeccion por HPV oscila entre el 53,4%
y 98,9% y la prevalencia del HPV-AR es de 82,9%
a 98,9% (17, 21,22). El HPV16 es el genotipo viral
oncogénico mas frecuentemente detectado, alcanzando
hasta el 63,3% en las lesiones consistentes con neoplasia
intraepitelial cervical grado 3/CIN3 y 68,4% en cancer
invasor (22).
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Es imperioso entonces contribuir en el establecimiento
de las caracteristicas epidemiolédgicas de la poblacion
venezolana que permita, de manera efectiva, la
planificacion eficaz de estrategias de prevencion del
cancer de cuello uterino, basado en una metodologia de
deteccion y genotipificacion de HPV complementaria
al estudio citoldgico.

El objetivo de este estudio fue evaluar la prevalencia
de infeccion por HPV y distribucion de los genotipos
virales que frecuentemente infectaron a las pacientes
meridefias que acudieron a la consulta de pesquisa de
cancer de cuello uterino.

Materiales y Métodos

Material. Durante el periodo comprendido entre
marzo de 2006 y febrero de 2012, se analizaron e
informaron las citologias de cuello uterino, segun los
criterios establecidos por el Sistema Bethesda 2001
(3), provenientes de las pacientes que acudieron a la
consulta de rutina de pesquisa de cancer de cuello
uterino y atendidas por el programa Mision Barrio
Adentro, pertenecientes acomunidades rurales y del area
metropolitana del Estado Mérida, Venezuela. A toda la
poblacién estudiada se le realizo simultaneamente, un
hisopado cervical para la deteccion y genotipificacion
molecular de HPV, mediante la metodologia PCR-
RFLP  (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism).

Me¢étodo. Las muestras celulares de cuello uterino
para pesquisa de cancer fueron tomadas de forma
convencional, utilizando espatula de Ayre y cepillo
endocervical, luego fueron fijadas con cytofix
y posteriormente coloreadas con la técnica de
Papanicolaou, en el Laboratorio Docente, Asistencial
y de Investigacion “Licda. Celina Sanchez Rincon” de
la Catedra de Citologia de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis, Universidad de Los Andes.

Parala deteccion y genotipificacion del HPV se tomaron
muestras de cuello uterino con hisopo, las cuales se
procesaron y analizaron en el Laboratorio de Biologia
y Medicina Experimental (LABIOMEX) de la Facultad
de Medicina, Universidad de Los Andes, para extraer
el ADN mediante el método clasico de precipitacion
con fenol-cloroformo con algunas modificaciones.
Brevemente, a los hisopados se les anadid soluciéon
salina al 0,8 % y se incubd por 2 horas a 37° C y luego
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se retird el hisopo o cepillo cervical.
Después de centrifugar a alta velocidad,
al paquete celular se le afiadio 400uL de
tampon de extraccion (Tris-HCI 0,2 M
pH 8; EDTA 0,025 M; NaCl 0,1 M; y
SDS 0,2 %), proteinasa K 0,2 mg (20
mg/mL) y 20uL de SDS 10 %. Se incub6
toda la noche a 55° C. Posteriormente
se anadié 100uL de Chelex-100 al 5
% y se calentd por 10 minutos a 95° C.
A continuacion se afiadid un volumen
de fenol-cloroformo-isoamilalcohol
(24:23:1) y se agitd en vortex, a la fase
acuosa separada se le anadieron dos
volimenes de etanol absoluto y 0,2
volumenes de acetato de amonio 10 M.

Se dejo precipitar el ADN por 48 horas
a -20° C, y se procedid a centrifugar
para bajar el precipitado. El ADN fue
resuspendido en 50uL. de tampon TE 10
mM pH 8.

Las muestras de ADN fueron sometidas a
una reaccion en cadena de la polimerasa
(siglas en inglés, PCR) que amplifica un
fragmento del gen delabeta-globina, para
determinar la calidad del ADN. Para la
PCR de deteccion de HPV, se utilizaron
3 a 5uL de la preparacion de ADN. La
mezcla de reaccion consistido de tampdon
de PCR 1X, 5,5 mM de MgCl, 200uM de
dNTP*s, 50 picomoles de cada uno de los
iniciadores MY09/MY 11y 2,5 U de Taq
Polimerasa (Invitrogen). La reaccion se
sometio a amplificacién utilizando un
termociclador PTC-100 MJ Researchs
con el siguiente programa: 1 min a 94°
C,30sa55°Cy 1 mina72°C.

Los amplificados fueron sometidos a
analisis de restriccion con las enzimas
endonucleasas Ddel, Rsal, Pstl, y
Hindfl. La mezcla consisti6 de: 10uL
del amplificado, 2 unidades de enzima,
tampon de reaccion 1X y agua estéril
para un volumen final de 20uL. La
mezcla se incubd por 1 hora a 37°Cy
se inactivo la enzima por calentamiento
a 65° C por un minuto. Para visualizar



el patron de bandas digeridas, Syl del
digerido se sometid a electroforesis en
gel de agarosa 2,5 % en tampoén TBE
1X. El patrén fue comparado contra
patrones de digestion conocidos para
su identificacion (23). Las secuencias
virales no identificadas se sefialaron
como HPVX.

La deteccion de dos o mas secuencias de
ADN HPV detectadas simultaneamente
en una misma muestra se considerd una
infeccion multiple por HPV. Los datos
fueron analizados con el programa
estadistico SPSS version 17,0 y los
resultados se presentan en cuadros y
figuras.

Resultados

Se procesaron 3.883 muestras citolo-
gicas de cuello uterino. La edad de las
pacientes estudiadas estaba comprendi-
da en el rango de 13 a 89 afios, con una
media de 34,8 anos + 12,2 afios.

Se obtuvieron 3.651 (94,0%) citolo-
gias negativas para lesion intraepite-
lial o malignidad (NILM) y 201(5,3%)
casos tenian anormalidades en células
epiteliales (AEC), distribuidos asi: 90
células escamosas atipicas (2,32%): 80
ASC-US (2,06%) y 10 ASC-H (0,25%),
77 lesiones intraepiteliales escamosas
(1,97%): 50 LSIL (1,28%) y 27 HSIL
(0,69%), 5 canceres invasores (0,3%) y
29 casos con células glandulares atipi-
cas (0,75%). 31 muestras celulares fue-
ron inadecuadas para estudio citologico
(1,0%).

Imagenes citoldgicas de anormalida-
des celulares se muestran en la Figura 1.
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Figura 1
Imagenes citolodgicas de anormalidades en células epiteliales de las muestras
de cuello uterino de este estudio. Coloracion de Papanicoalou. A. Célula
escamosa de tipo intermedio atipica, con aumento del tamafio nuclear
y megalocitosis (20X). B. Células metaplasicas inmaduras atipicas, con
hipercromasia nuclear y megalocariosis discreta (40X). C. Lesion Intraepitelial
Escamosa de bajo grado (LSIL/HPV). Coilocitos asociados a infeccién por
HPV (20X). D. Lesion Intraepitelial Escamosa de alto grado (HSIL). Células
metaplasicas inmaduras discariéticas (40X). E. Células endocervicales
en empalizada atipicas, con anisocariosis y pleomorfismo nuclear (20X).
F. Células endocervicales en panal atipicas, destacando la anisocariosis
discreta y halos perinucleares rigidos, probablemente asociados a infeccion
por HPV (40X). G. Células pleomérficas con caracteristicas de malignidad,
sobre fondo diatésico, compatible con carcinoma invasor de cuello uterino

(40X).

La prueba molecular para deteccion y genotipificacion
de HPV se realizo a las 3.883 muestras cervicales. De
estas, fueron excluidas 113 porque no tenian resultado
de la prueba molecular y 137 porque fueron inadecuadas
para ese estudio.

La muestra final fue de 3.633 casos con citologia y
resultado de la prueba de HPV. Del total de muestras
analizadas (3.633) resultaron positivas para la prueba
de HPV 1.160 (32,0%). En el 10,4% se detecto HPV-
AR. Una secuencia viral no identificada (HPVX) estaba
presente en el 13,8% de las muestras. De los 201 casos
con anormalidades en células epiteliales, 185 tenian
disponible los resultados de la prueba de HPV, de los
cuales 112 fueron positivos (60,5%): 37 ASC-US, 4
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ASC-H, 36 LSIL, 23 HSIL, 4 cénceres y 8 AGC. Los
HPV-AR fueron mas frecuentemente detectados en
cancer (60,0%), HSIL (59,3%), LSIL (37,7%). En los
casos de atipias también fueron detectados: ASC-US
(17,1%) y AGC (10,7%). Secuencias de HPVX fueron
detectadas en 30,0% de ASC-H, 22,9% de ASC-US,
en el 20,0% de LSIL y cancer; en el 18,6% HSIL y
en el 3,7% de las AGC. El 20,0% de las LSIL tenian
positividad para un tipo de HPV-BR seguidas del 14,3%
de las AGC y ASC-US (12,9%). La infeccion multiple
por HPV fue poco frecuente: un caso de ASC-H y uno
de LSIL. Estos resultados se presentan en el Tabla I. La
distribucion porcentual de los genotipos especificos de
HPYV hallados en este estudio se presenta en la Figura 2.
En orden decreciente, los HPV mas frecuentes fueron:
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las diferentes anormalidades en células
epiteliales. En los casos categorizados
como ASC-US los tres genotipos virales
de mayor prevalencia fueron el HPV16
(23,8%), HPV6 (19,0%), HPVS51
(9,5%), en las LSIL: HPV31 (19,2%),
HPV6 (19,2%), HPV56 (15,4%) y en las
HSIL: HPV31 (33,3%) y en la misma
proporcion: HPV16, HPV18 y HPV58
(11,1%). El HPV16 se detecto en todos
los casos de cancer invasor (100%). Los
genotipos mas comunes en las citologias
con AGC fueron el HPV 6 (42,9%) y
HPV 52 (28,6%).

HPV6 (17’3%)’ HPV31 (16,0%), HPV16 (13,3%) y los ANORMALIDADES EN CELULAS EPITELIALES
HPV18 y HPV56, ambos en la misma proporcion (6,7%).
. L . . Genotipos | ASC-US | LSIL(%) | HSIL(%) | Ca(%) | AGC(%)
Enla Tabla II se aprecia la distribucion de los genotipos | Hpv (%)
especificos de HPV, observandose que ésta varia entre [wrve a(190) | 5192 | 166 [ o [ 3429
HPV 11 1(4,8) 27,7) 1(5,6) 0
Porcentaje G5
20 + HPV 54 1(4,8) 1(3,8) 0 0
18 173
16 HPV 61 1(4,8) 0 0 0
14
HPV 81 1(4,8) 1(3,8) 0 0
12
10 HPV 83 1(4,8) 0 0 0 1(14,3)
8
6 HPV 16 5(23,8) 0 2(11,1) | 3(100)
4
HPV 18 2(9,5) 13,8) | 2011,1) 0
2
0 HPV 31 1(4,8) 5(19,2) | 6(33,3) 0
w A = A < M O 0 A M 0 A &N MM O W0 ;w0 o~
)ﬂmmwwﬁﬂmmmmmmmmmmm
$238223z223z2zz2zz22zzz2zz2 HPV 33 0 138) | 168) | o0
I I I I I I T I T XTI I T T T XT T T I
Figura 2. Distribucion porcentual de los genotipos especificos de HPV en los HPV 39 1(4,8) 0 0 0
casos con anormalidades en células epiteliales.
HPV 51 2(9,5) 0 1(5,6) 0
Anormalidades en células epitelial HPV 52 0 1(3,8) 0 0 2(28,6)
Prueba HPV ASC-US  ASC-H LSIL(%) HSIL(%) Ca(%) AGC (%)
(%) (%) HPV 53 0 1(3,8) 0 0
HPV 56 0 4154) | 1(5,6) 0
Negativa 33(47,1)  6(60,0) 9(20,0) 4(14,8) 1(20,0) 20(71,4)
Positiva 37(52,9)  4(40,0) 36(80,0) 23(852) 4(80,0) 8(28,6) PV 50 5 e | 2 5
HPV BR 9(12,9) 0 9(200) 2(74) 0 4(14,3)
HPV 59 1(4,8) 0 1(5,6) 0
HPV AR 12 (17,1) 0 17(37,7) 16(59,3) 3(60,0) 3(10,7)
HPV X 16(22,9) 3(30,00 9(20,0) 5(186) 1(20,0) 1(3,7) HPV 66 0 3(11.5) 0 0
Infeccién maltiple 0 1(100)  1(23) 0 0 0 Sy 5 o o p T143)

TABLA I. Infeccién por HPV en citologias con anormalidades en células
epiteliales.

TABLA II: Prevalencia de los genotipos especificos de
HPV en las anormalidades en células epiteliales.



Discusion

La genotipificacion de HPV se ha ido
incorporando a la pesquisa de rutina de
cancer de cuello uterino y actualmente
este resultado es considerado en los
diferentes algoritmos de manejo clinico
durante las consultas ginecologicas (24).
Asi mismo, el conocimiento del patrén
de infeccion por HPV es de interés para
el disefio de estrategias de prevencion
como vacunas especificas, de mayor
eficacia para las diferentes poblaciones,
de acuerdo con sus caracteristicas
epidemiologicas (25).

La determinacion de la prevalencia
de infeccion por HPV es util en la
clasificacion de las pacientes que
presentan resultados citoldgicos con
AEC, especialmente en el triage
de ASC-US/LSIL y que requieren
tratamiento inmediato y vigilancia
periodica, para evaluar su verdadero
riesgo de desarrollar una lesion cervical
clinicamente significativa. El riesgo de
progresion a cancer de cuello uterino
varia dependiendo del genotipo de HPV
presente. Los HPV-AR como el HPV16
y HPVIS, entre otros de alto riesgo
oncogénico, son los mas asociados con
un riesgo elevado de desarrollar lesiones
de alto grado, como CIN2/3-carcinoma
in situ (4,6,8,16,25,26). La prevalencia
y distribucion de los genotipos de HPV
en las distintos investigaciones varia
considerablemente en las diferentes
regiones del mundo y nacionales,
sefialdndose bdsicamente que estas
variables dependen de aspectos que
se continan repitiendo, cuando se
consulta la literatura relacionada, como:
caracteristicas epidemioldgicas de la
poblacién que se estudia incluyendo el
estado inmunolégico y de los diferentes
métodos moleculares utilizados para la
deteccion y genotipificacion del ADN
HPV.

La prevalencia general de HPV en este

Toro de Méndez, Lépez de Sanchez

estudio fue de 32,0%, la cual es semejante al 34,2%
encontrada en el estudio de 60.775 pacientes realizado
en Korea por Lee y col en 2012 (27), quienes utilizaron
un procedimiento de tipificacion viral similar al de este
estudio y quienes ademads hallaron 16% de citologias con
anormalidades en células epiteliales.

También Argiry y col 2013 (28) obtuvieron una
prevalencia de HPV (33,1%) semejante a la del presente
estudio; su investigacion incluyd 3.170 pacientes
griegas con citologias normales y anormales, aunque la
metodologia utilizada fue ADN HPV-Chip.

En Venezuela, la presencia de HPV en pacientes con
citologias o biopsias anormales varia entre el 53,4% y
98,9% (17,19,21,22). Las variaciones en la prevalencia
podrian deberse a la inconstancia en el nimero y tipo
de lesiones incluidas en cada estudio, al namero y tipo
de interpretaciones citoldgicas o histopatoldgicas y a la
metodologia utilizada en estos, segiin explican Lee y col
2012 (27), Dunsun y col 2013 (29) y Zhou y col 2014
(30). En este estudio, se observd que el 60,5% de las
citologias categorizadas como AEC eran positivas para
la prueba de HPV, similar a lo informado por de Jonge y
col 2013 (31) y difiriendo ligeramente de otros estudios
desarrollados en Venezuela (17,21,22), coincidiendo
con otras investigaciones en que a medida que aumento
la severidad de la lesion, se incrementd también la
prevalencia de HPV (11, 28,32).

La distribucion de los genotipos especificos de HPV
también muestra variacion geograficamente (33,34).
Esta variacion posiblemente se debe al tipo de lesiones
cervicales estudiadas, a la heterogeneidad en las
caracteristicas epidemioldgicas de las poblaciones y a la
de los protocolos de deteccion y genotipificacion de HPV
utilizados en los diferentes estudios (27). E1 HPV 16 es
el genotipo de HPV oncogénico mas frecuentemente
detectado en pacientes con cancer y lesiones premalignas
de cuello uterino, tanto por citologia como por biopsia
(7,14, 21,22,35), asi como en pacientes con citologias
normales (33).

En las pacientes con cancer cervical del presente
estudio, el HPV16 fue el unico genotipo viral detectado
(100%). Esto indica que aun cuando hay marcadas
diferencias en la prevalencia de HPV en las diferentes
categorias citoldgicas (ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL)
entre regiones y paises, el HPV16 contintia siendo el
principalmente asociado al cancer de cuello uterino (31).
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Contrario a lo reflejado en la mayoria
de los estudios, tanto a nivel mundial
como en Venezuela, en este estudio,
el HPV31 fue detectado con mayor
frecuencia que el HPV16, sobre todo
en los casos de lesiones premalignas
(LSIL y HSIL). El HPV31 también fue
hallado en otros estudios que incluyeron
cancer y CIN2/3 del cuello uterino
(4,13,16,21,22,25,31,36).

Segun Halfon y col 2013 (16), el 52%
de las pacientes con HPV31 podria tener
mayor riesgo a desarrollar una lesion
intraepitelial cervical grado 2 o mas
(CIN2+) en comparacion con el 58% si
fuese HPV16 6 28% si fuese HPV18.
La inclusion de genotipos de HPVAR
diferentes a los HPV16 y 18, como los
HPV31, 33, 45, 52, 56 y 58, en vacunas
de segunda generacion, actualmente en
desarrollo (37), podrian prevenir casi el
90% de los canceres invasores de cuello
uterino a nivel mundial. También los
genotipos HPVS51, 52, 56 y 58 fueron
frecuentes en algunas de las categorias
citologicas de este estudio, coincidiendo
con otros estudios venezolanos (21,22).
El HPV52 ha sido detectado con
frecuencia en casos de cancer y CIN2/3
en pacientes venezolanas (21,22).

Por ello, debe investigarse la
participacion de estos otros
genotipos oncogénicos de HPV en la
carcinogénesis del cuello uterino de las
pacientes de este medio, para determinar
si es necesaria su inclusion o no en las
futuras vacunas polivalentes de segunda
generacion (25,27,29). Asi como si son
de interés local para el manejo clinico
conveniente de las pacientes y en el
disefio de metodologias de deteccion de
HPV.

En este estudio, de manera llamativa,
se obtuvo un 18,9% de secuencias
virales que no pudieron ser identificadas
(HPVX), porcentaje mayor al informado
por Aedo y col 2007, el cual fue igual
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a 10% (38), quienes usaron el mismo método de
genotipificacion que en este estudio. Se deben realizar
investigaciones futuras con técnicas moleculares
como la secuenciacion, que permitan identificar estos
genotipos desconocidos de HPV a fin de establecer el
verdadero patron de infeccion por HPV en esta region.
El 28,6% de las atipias en células glandulares (AGC)
de cuello uterino incluidas en este estudio fue positivos
para HPV.

El rango de infeccion por HPV en pacientes con AGC
oscila entre 25,0% y 38,0% (39,40,41). La presencia
de AGC es un hallazgo citolégico infrecuente, pero
su importancia clinica radica en que un elevado
porcentaje de pacientes HPV positivas con este tipo de
resultado citoldgico esta asociado a un mayor riesgo
de adenocarcinoma endocervical (40). Ademas, un
porcentaje significativo de pacientes con AGC podria
presentar una biopsia positiva para HSIL o cancer
invasor, asi como neoplasia extrauterina (42,43,44).
Por ello, en las recomendaciones para el manejo clinico
de las pacientes con AGC se incluye especificamente
la deteccion de HPV-AR, para identificar aquellas con

un riesgo elevado de padecer una lesion significativa
(24,45,46).

En el estudio de Namugenyi y col 2013 (40),
quienes estudiaron 53 casos de AGC y 338 controles
encontraron que el 13,2% era positivo para HPV-BR y
el 20,8% para HPV-AR, mientras que en este estudio
correspondid a 14,3% (HPV6 y HPV83) y 10,7%,
(HPV16 y HPVS52), respectivamente. En otro estudio
que incluy6 aproximadamente 10.000 citologias en
base liquida, obtenidas de pacientes de un programa
de pesquisa de cancer cervical en Bélgica, hallaron
positividad para HPV-AR en el 32,0% de las citologias
cervicales con AGC (36). Aunque el namero de casos
con AGC de este estudio era bajo, se recomienda realizar
estudios en este tipo de pacientes para establecer sus
caracteristicas y riesgos de desarrollar neoplasia. En
este estudio, el HPV6 fue el genotipo de HP-BR mas
frecuente (17,3%). Los HPV de bajo riesgo oncogénico
son la causa mas frecuente de una elevada proporcion
de verrugas genitales, cuyas citologias cervicales
muestran compatibilidad con ASC-US/LSIL (14,47).

Los hallazgos de este estudio deben interpretarse con
mesura debido a las siguientes limitaciones: en primer
lugar, se estudid sélo una parte de la poblacion, no
siendo representativa de toda la region meridefia, por lo



que seria necesario ampliar la cobertura,
de manera que se pueda disponer de
datos mas precisos, tanto a nivel regional
como nacional. En segundo lugar,
no se dispuso de suficientes datos de
seguimiento de la poblacién estudiada
para complementar la informacion.
Y finalmente, la comparacion de
prevalencia y distribucion de los
genotipos de HPV en esta region con
la global se vio afectada debido a
que la metodologia utilizada en este
estudio fue diferente a la que se utiliza
frecuentemente en las investigaciones,
tanto nacionales como internacionales.

Ademas, hubo una alta proporcion de
HPVX, no identificados, impidiendo
el establecimiento mas exacto de la
prevalencia de genotipos especificos
de HPV. En base a estas limitaciones,
recomendamos ampliar la poblacion
estudiada, identificar el genotipo viral
especifico en los casos positivos para
HPVX y determinar la prevalencia
general de esta infeccion incluyendo
casos y controles. De ser posible, realizar
seguimiento a los casos con ACE por
biopsia, que permitan correlacionar
la oncogenicidad del genotipo viral
detectado con la presencia de lesiones
en cuello uterino  clinicamente
significativas. Los hallazgos de este
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estudio permiten concluir que en esta region, la infeccion
por HPV oncogénico es elevada en pacientes con
anormalidades en células epiteliales del cuello uterino.
El HPV31 es un genotipo oncogénico bastante frecuente
en pacientes con citologias anormales, ademas de los
genotipos HPV16, 18y 56, porlo que antes de implementar
cualquier estrategia de prevencion del cancer de cuello
uterino, como un programa de vacunacioén nacional, es
necesario establecer las caracteristicas epidemiologicas
de la infeccion por HPV en la poblacion venezolana,
utilizando protocolos moleculares estandarizados para
su deteccion y genotipificacion, para caracterizar con
mayor exactitud a la poblacién y determinar el impacto
de las vacunas existentes y de segunda generacion, en la
poblacién venezolana.
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(R caumen N

La espectroscopia de microondas convencional no provee una apropiada descripcion de los
complejos intermoleculares porque no puede producir una cantidad representativa de tales sistemas.
El uso de inyeccion pulsada supera esta limitacion, ya que ella genera un haz supersénico de gas
rico en complejos moleculares que pueden ser aislados y detectados. Esto permite obtener espectros
de microondas de alta calidad. Las constantes espectroscopicas derivadas de estos espectros
proporcionan una descripcion exacta de la simetria, geometria y fuerza del enlace intermolecular
de tales complejos. En este trabajo se analizaron las constantes espectroscopicas de los dimeros
NH, — HX (X = Cl, Br, I) en fase gaseosa. Para el NH,-HC, las constantes rotacionales A , B, y
C, fueron 188.76, 4.24 y 4.24 GHz, respectivamente. Estos valores indican que este dimero es un
rotor simétrico con simetria C3v. La constante de cuadrupolo nuclear, y(35Cl), y la constante de
estiramiento inter-nuclear, ko, fueron -47.61 MHz, and 17.6 Nm-1, respectivamente. Estos valores
son proximos a los de un modelo enlazado por un puente de hidrégeno. Se concluye que, en fase
gaseosa, el dimero NH3-HCI se comporta como un complejo débilmente enlazado. Los dimeros
NH,-HB, y NH, — HI dieron resultados similares.

Palabras claves: espectroscopia de microondas, complejos intermoleculares

O=

v Conventional microwave spectroscopy does not provide a proper description of intermolecular
complexes since it can not produce a representative amount of such systems. The use of a pulsed
nozzle overcomes this limitation because it generates a supersonic beam of gas rich in molecular
complexes that can be isolated and detected. This allows it to obtain high-quality microwave spectra.
Spectroscopic constants derived from these spectra generate an accurate description of the symme-
try, geometry, and intermolecular bond stiffness of such complexes. In this work, the spectroscopic
constants of the gas-phase dimers NH3 — HX (X = Cl, Br, I) were analyzed. For NH, — HC,, the
rotational constants, A , B, and C,were found to be 188.76, 4.24 and 4.24 GHz, respectively. These
values indicate that the system is a symmetric rotor with C3v symmetry. The nuclear quadrupole
constant, x(35Cl), and the intermolecular stretching constant, ko, were -47.61 MHz, and 17.6 Nm-
1, respectively. These values are close to those of a hydrogen-bonded model. It is concluded that, in
the gas phase, the NH,—HC, dimer behaves as a weakly bound complex. The NH,~HB_and NH, — HI
dimers gave similar results.

Keywords: microwave spectroscopy, intermolecular complexes
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Introduccion

La espectroscopia rotacional de microondas es el método
estandar para analizar las propiedades de moléculas en
fase gaseosa (1), sin embargo, esta técnica adolece de
una limitaciéon importante. Complejos moleculares
débilmente enlazados, los cuales ocurren como
intermedios en reacciones en fase gaseosa, no pueden ser
estudiados apropiadamente mediante la espectroscopia
de microondas convencional debido a las bajas
concentraciones que pueden ser generadas (2).

Una variante del método, que emplea un sistema de
inyeccion pulsada para generar una corriente supersonica
de gas rica en complejos moleculares supera esta
limitacion y permite el aislamiento y deteccion de tales
especies; en consecuencia es posible obtener espectros
rotacionales de alta calidad de estos elusivos compuestos
(3, 4).

El sistema de inyeccion pulsada también garantiza la
formacion de una alta proporcion de los complejos con
las consecuencias ya discutidas.

En el presente trabajo, las constantes espectroscopicas

derivadas de los espectros rotacionales de los dimeros
NH3 - HX (X = CL, Br, I) obtenidos mediante el método
descrito fueron analizados para entender la naturaleza
quimica del enlazamiento intermolecular de estas
especies.

El objetivo del estudio fue establecer si tales dimeros

ocurren en fase gaseosa como simples complejos
enlazados por puentes de hidrégeno o son capaces de
formar pares i0nicos.

Materiales y métodos

Los espectros de los complejos bajo investigacion fueron
registrados utilizando un espectrometro de microondas
con transformadas de Fourier que emplea una boquilla
pulsada. Los principales elementos del instrumento son la
fuente de radiacion (un oscilador de ondas invertido), la
boquilla, una cavidad evacuada y el sistema de deteccion.

La operacion para la formacion de los complejos es
como sigue: un pulso corto (de aproximadamente 1
milisegundo) de la mezcla gaseosa diluida en argdén es
expandido por medio de la boquilla en el interior de la
cavidad evacuada; esto genera una alta proporcion de
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complejos.

En la camara evacuada las traslaciones,

rotaciones y vibraciones aleatorias de las
especies son convertidas a flujo de masa
dirigido y la muy baja temperatura a la
que se mantiene la cdmara (alrededor
de 1 Kelvin) garantiza su expansion
ausente de colisiones en un lapso de
unos 10 microsegundos.

A continuacion, el gas rico en complejos
interacciona con un pulso de radiacion de
microondas proveniente de la fuente que
dura alrededor de 1 microsegundo; esto
induce una polarizacién macroscopica
de los complejos.

El gas polarizado emite radiacién de
microondas espontaneamente y esta es la
senal que el sistema de deteccion recoge
y amplifica. La sefal es promediada y
procesada mediante transformadas de
Fourier y el espectro es registrado.

Un requerimiento critico de operacion
es que el tiempo de decaimiento de la
polarizacion debe ser mucho mayor
que el tiempo para la disipacion del
pulso de microondas. Tipicamente,
la polarizacion dura alrededor de 100
microsegundos en tanto que el pulso de
radiacion se disipa en alrededor de 0.2
microsegundos, tal hecho asegura la
ausencia de radiacion de fondo.

Resultados y discusion

Los espectros de microondas proveen un
numero de constantes espectroscopicas
que contienen informacion respecto a
diferentes propiedades moleculares de
una especie quimica (5).

Aspectos tales como la simetria y
geometria molecular, fuerza de enlace
intermolecular y ciertas propiedades
eléctricas pueden ser deducidos a partir
de aquellas constantes (6).



La tabla I presenta las principales
constantes de espectroscopia rotacional
y propiedades moleculares.

Tabla 1. Constantes espectroscopicas
obtenidas por espectroscopia rotacional
y propiedades moleculares.

Constante Espectrosco- | Propiedad Molecular
pica
Naturaleza del espectro | Simetria

Constantes rotacionales

A, B, C,

Geometria radial y
angular

Fuerza de estiramiento
intermolecular ko de
un complejo débilmen-
te enlazado

Constante de distorsion
centrifuga D,

Gradiente de campo

Constantes de acopla-
miento de cuadrupolo
nuclear ng(X)

eléctrico para un ni-
cleo X con momento
de cuadrupolo diferen-

te de cero
abla I. Constantes espectroscopicas obtenidas por
espectroscopia rotacional y propiedades moleculares.

Las constantes espectroscopicas
descritas en la Tabla I fueron recabadas
de los espectros rotacionales de las
especies bajo estudio, los cuales fueron
registrados mediante la técnica discutida
en la seccion anterior. La Tabla I recoge
los resultados para el sistema NH, —
HC,. De los valores obtenidos de las
constantes rotacionales (A,> B, = C))
se puede inferir que tal complejo es un
rotor simétrico perteneciente al grupo de
simetria C,V.

Constantes Espectroscopicas | NH, — HCl
A, /MHz 188762.3
B,/MHz 42433
C,/MHz 42433
D, /kHz 12.8
x(Cl) /MHz -47.6
x(**N) /MHz 33

Tabla Il. Constantes espectroscopicas del sistema

NH, - HC,

Cazar

La tabla III presenta los valores de las constantes
de acoplamiento de cuadrupolo x(Cl) y de fuerza de
estiramiento inter-nuclear ko de los sistemas NH, —
HX, HCN — HX y Na" X- (X = CI, Br, I). De los datos
reportados se establece que las constantes de las especies
son mucho mas cercanas a las del modelo con enlace
hidrogeno (HCN — HX) que a las del modelo del par
ionico (Na"X"). Por tanto, es razonable caracterizar a
los sistemas NH, — HX como complejos en los que sus
subunidades estan débilmente enlazadas por puentes de

hidrogeno.

Sistema molecular x(Cl)/MHz k /Nm'

NH, - HCI -47.61 17.6
HCN - HCI -53.72 9.12
Na* CI -5.64 108.6
NH, — HBr 301.78 13.4
HCN - HBr 356.23 8.1

Na* Br 48.51 93.7
NH, - HI -1324.89 7.18
HCN - HI -1475.70 4.56
Na* I -262.14 77.00

Tabla Ill. Constantes de acoplamiento de cuadrupolo y constantes de fuerza
de estiramiento intermolecular de las especies NH, — HX, HCN — HX 'y Na* X-.

Conclusiones

En este trabajo se han analizado las constantes espectros-
copicas extraidas de espectros de microondas obtenidos
con una técnica de inyeccion pulsada de los dimeros
NH3-HX (X = Cl, Br, I) en fase gaseosa para entender la
naturaleza del enlace intermolecular de estas especies. Se
ha evidenciado que los tres dimeros bajo estudio ocurren
en fase gaseosa como complejos débilmente enlazados
mediante puentes de hidrogeno.
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R coumen §

Este articulo describe el desarrollo de un robot jugador de futbol, el cual integra un prototipo de
disparo o patada, basado en el principio de la curva tangencial, el cual genera un arco para realizar
el disparo. Este efecto se produce debido a la aceleracion tangencial que se genera debido el angulo
de la patada o disparo, y lleva el objeto a moverse a través de una zona con diferentes posiciones
Optimas para disparar. La patada alcanzada incrementa el grado de libertad del robot y a su vez
mejora la eficiencia de tiro, facilitando el control del robot por parte del teleoperador en momentos
criticos durante el juego. El control de teleoperacion se consigue a través de un dispositivo movil el
cual esta conectado al robot mediante bluetooth. El control que el operario realiza permite realizar
movimientos adelante-atras, girar hacia izquierda y derecha, patear la bola. Estos movimientos se
rigen a los principios de odometria que corroboran el rendimiento tedrico del disefio. Resumiendo,
este disefio proporciona al teleoperador aumentar su porcentaje de aciertos (goles) luego de ejecutar
un tiro, esto comprandolo con un modelo convencional.

palabras claves: robot jugador de futbol, patada tangencial, robot teleoperado, odometria

O=—

This paper describes the development of a soccer robot, which integrates a prototype of shooting
based on the principle of the tangential curve, leading to perform such action into an arch. This effect
is caused by the tangential acceleration formed by the angle at the kick, and leads the object to move
over an area with different optimal positions for shooting. The kick is aimed at increasing the number
of the robot degrees of freedom while improving the efficiency of shooting, thus facilitating control
of the device for the tele-operator at crucial moments where the described mechanism is required.
Tele-operation control is achieved by Bluetooth technology and allows the device to make different
movements, e.g. go forward, turn to the left or right, go back and eventually kicking, all of them
referred to odometry principles that corroborate the theoretical performance of the design. To sum
up, this robot design provides the teleoperator with a more effective and simpler shooting, compared
to a conventional model.

keywords: soccer robot, tangential kick, tele-operated robot, odometry

Introduction which depends on the design of each user / developer.
It is managed at distance by different methods, such as
A soccer robot a remotely-operated radio frequency control and its related technologies, e.g.

electronic device designed to perform Bluetooth and WIFT (2).
movements in two dimensions. In The design can be limited to different rules that usually

addition, the present approach has 4 have each contest. The pI'OpLIlSiOI'l system can be
Degrees Of Freedom (DOF) (1). It is elaborated with micro-motors or others types of engines,
used in robot soccer Competitions with such as servomotors and bushels. All of them are driven
two teams of three members each one. by a Motor-Driver controller (3), commonly interpreted as H.

The robot can have two or more wheels, Bridge based on the geometric plane.
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A system of tangential kicking is a method to optimize
point shooting between a soccer robot and its rivals
(obstacles to beat), which has demonstrated effectiveness
when being implemented (4). By applying this concept,
the robot is able to solve a state of high speed by a route
planning and within a specific area of shot. The objective
is chosen according to the principle of least variation.

The trajectory takes place along a circular arc path, i.e. the
formation of the tangential shots is performed between
the original angle of the robot and the transition from the
straight line of curve, after the shot is made. It is worth
mentioning that the oscillation induced by the coup at
the robot is deleted with original angle adjustment. The

tangential cases are shown in Figure 1 (4).

Figure 1. Cases of a tangential curve

Implementing this kicking system provides the tele-ope-
rator with a better control of the shot during a game ses-
sion, thus increasing the robot chances of scoring a “goal”
in the opposite arch. A greater number of trajectories at
different ways of shooting are generated, by means of
the tangential trajectory and the semi-effect of rotation,
affecting the impact and displacement.

Methodology
Simple path shooting

A specific contact kicking point of the ball is usually used
at the robot mechanism, which is strategically designed
so that, at the time of the contact, the ball would meet
the principle of the tangential trajectory. The following
5 steps are required to apply the simple path shooting

algorithm (4), as it is shown in Figure 2.

Numero 15 Vol. 1 (2016)
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goal
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A

Figure 2. Simple path shooting.

Step 1. The robot shooting points must
be calculated. In order to do so, the
following equations must be computed:

0 = arctan[(Y; — Y)/(Xg — Xp)]
X4, =Xg — K - cosf
Y, =Yy — K-sinf

Step 2. The robot R should move to
point of shooting A.

Step 3. The robot R adjust the angle of
shooting

Step 4. The robot R kicks the ball

Step 5. Return to step 1.

Tangential path shooting

This algorithm is useful in complex
game environments, which has several
obstacles, so both a path planning and
a strategy are required. Figure 3 shows
the path generation. The steps below
are required to apply the tangential path
shooting algorithm (4), as it is shown in
Figure 3.

O Target point
'

Target point
\
(Xd,Yd)

C1 C2

Figure 3. Tangential Path shooting.

Step 1. Set the obstacle as the center of
the equation and the parameter W as it
radius. Calculate the shortest path and
intersect the circumference at the points
C1 and C3. Set the shortest vertical path
over the center of the obstacles and



calculates the intersection of the points
C2 and C4 between the vertical path and
the circumference.

Step 2. Check the distance between C2
and the boundary.

. If it allows the robot to reach
its goal, the next step is to connect the
points C1, C2 and C3, generating the
path.

. If it does not allow the robot to
reach the goal, then connect the point
C4, the robot and the target to generate
the path.

Soccer Robot design

The soccer robot has 4 actuators (DC
motors): 2 of them are intended to move
the robot by a mobile base, whereas the
other 2 actuators are aimed at setting the
kick. The actuators are commanded by
a driver that has been installed in the
main microcontroller. A Bluetooth mo-
dule has also been mounted on the main
board of the robot, enabling the commu-
nication with the mobile device. The ro-
bot design is composed of hardware and
software modules, which are described
in Figure 4.

[ Shooting algorithm |

[ Batteries | [ Micro controller o Driver | |~~~ _ | Mobile Device

| [User Interface |

Mobile Base
[ Kick Actuator |

[ Actuators
| |(one for each wheel)

Figure 4. Soccer Rot;ot system

Robot Operation

In order to allow the user to operate the
robot, a user application for a mobile
device has been elaborated. This appli-
cation establishes a Bluetooth connec-
tion with the mobile device. When the
connection between the robot and the
mobile is created, the robot can receive
data from the mobile application. The
data are interpreted by the microcontro-
ller, which also command the actuators
of the kicking and the mobile base.

Vélez, Andrade, Guevara

The user can send the followings commands from
the mobile application: ahead, go back, turn left, turn
right, right kick, left kick and dual kick. The mobile
device establishes the communication with the robot
by a bluetooth module. When the communications are
established, the robot starts to get commands from the
mobile application and the micro controller executes
them. This is shown in Figure 5.

Maobile Device

Mobile Base options — = Bluetooth CX

Ahead Left J}

Kick Options

Right Kick |u.-n Kick | | Dual Kick|

Figure 5: Functionality of the mobile application

Robot Movements

In order to generate the robot movements, a Tri-cycle
drive combining steering and driving has been used (5).
As the figure 6 shows (5), according to this design, each
speed motor defines the trajectory the robot will take.

Figure 6. Try-cycle drive.
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The Odometry of the robot simplifies the problem in
determining the position (6) (7). In addition, the control
path is based on speed differences between the wheels.
The function of the system can be tested using numerical
values of the system. Following a differential drive, as
is shown in the figure 7, the robot is able to define it
trajectory.

A

>

Figure 7. Robot configuration for Mobile differential model

It is required to comply with the 4 steps below (8) for the
differential drive (9) to be implemented:

Step 1. Based on the model of the robot, it is necessary to
set the relation between the inputs v_Land v_ R and the
system X, Y and ¢, where v_L stands for speed control of
the left wheel and v_R stands for speed control of right
wheel.

Step 2. Establish the robot movements, considering that
the robot can translate itself with linear speed v and rotate
with an angular speed w, which are defined by the equa-
tions below:t

v=R-[(v_L+v_R)/2]
w=R-[(v_L+v_R)/b]

where b is the separation between both wheels and R
stands for the wheel radius.

Step 3. Compute the Integral of v and w, in order to define
the robot dynamics, according to the following equation:

X =v-sinf
y =v-cos0
o =w

Numero 15 Vol. 1 (2016)

Step 4. The robot kinematic
system is defined next:

cosf cosO
# 2 2
o\ RsinQ sin0 (UR)
o) |7
¢ R R

L L

Results and Discussion

Figure 8 shows the developed robot. This
prototype has been tested in various real
competitions. The mobile application
also has been tested in different mobile
devices, such as cellphones and tablets.

Tests on the robot were carried out by

Figure 8. Soccer.robot prototype.

means of both the conventional and
tangential models, whose aim was
to compare the hits between them.
According to the results, the latter
model makes the robot reach a higher
percentage in scored penalty kicks than
the former. In fact, Table 1 shows that the
tangential model achieves an increase of
30% in effectiveness with respect to the
conventional model.
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A sample of 10 shots Tanlgentia] Normal This increase at the shooting angle allows the robot to get
ick kick a greater number of fine shots (successes), for both penalty
phot speed with motionless | ) 3 /g 1 m/s kicks and shots performed in the middle of the game.
Reception angle 90° 00° Therefore, its precision improves 2 points in comparison
Angle shot 110° 750 with a shooting without applying the tangential kick.
Scored penalty kicks 7 5
Percentage of score penalty 00 - Finally, as it can also be seen at Table 1, the tangential
kicks model provides the tele-operator with a broader angle
::fnr:d penalty kicks in a 7 4 shot, thus making the robot handling and operation much
Hits percentage in a game 70% 40% easier.

Table 1: Results of the subjective analysis

The kicking speed increases 0.3m/swhen ~ Conclusions

the tangential algorithm is applied, while
the reception angle keeps the same value.  Implementing the tangential kick algorithm on a Soccer

Another advantage for the tangential Robot leads to an increase of the number of scored
kick is the increase of the shooting angle, ~ goals (fine shots) during the match, hence the success
i.e. without implementing the tangential ~ percentage moves from 40% to 70% after implementing

kick the angle saturates at 75°, whereas ~the tangential algorithm.
it goes up to 110° when the tangential
path algorithm is applied.
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Si el autor es una organizacién escribiremos el nombre
de la organizacion en el lugar donde aparece el autor/es.
Ejemplo: Organizacion Mundial de la Salud. Estudio epi-
demioldgico de la leishmaniosis en el sur de Almeria. J
Parasitol. 2012; 3: 14-18.

Cuando lo que citamos es el suplemento de un volumen
de una revista se indica después del volumen:

Ejemplo: Romero C, Baron SD, Morales M, Pazmifio
JR, Figueroa B, Fernandez F, et al. Estudio epidemiold-
gico de la leishmaniosis en el sur de Almeria. J Parasitol.
2012; 3 Suppl 1: 14-18.

Si estamos citando es revista que no tiene nimero ni vo-
limenes se indica el afio: paginas.

Ejemplo: Romero C, Baron SD, Morales M, Pazmifio
JR, Figueroa B, Fernandez F, et al. Estudio epidemiold-
gico de la leishmaniosis en el sur de Almeria. J Parasitol.
2012: 14-18.

Articulos de revistas disponibles en internet:

Debe indicarse entre corchetes después del nombre de la
revista [internet] y después del afio [fecha de consulta].
Al final se indica “Disponible en: URL”

Ejemplo: Morales M, Pazmifio JR. Estudio epidemiold-
gico de la leishmaniosis en el sur de Almeria. J Parasitol
[Internet]. 2012 [citado 14 Enero 2004]; 3: 14-18. Dispo-
nible en: http://www.sciencedirect.com/science/article/
pii/....

Libros o monografias disponibles en internet:

Autor/es. Titulo. [Internet]. Edicion. Lugar de publica-
cion: Editorial; fecha de publicacion. [fecha de ultima
actualizacion; fecha de consulta]. Disponible en: URL.
Ejemplo: Morales M. Instituciones publicas y su direc-
cion. [Internet]. 53* ed. Barcelona: Alba Editorial; 2006
[actualizado 12 Enero 2010; citado 14 Enero 2014]. Dis-
ponible en: http://www.albaeditorial.com/science/book/
pii/....



Pagina web de una sede oficial:

Sede Web [Internet]. Lugar de publicacion: Editor; Fe-
cha de comienzo [fecha de ultima actualizacion; fecha de
consulta]. Paginas [o pantallas aproximadas]. Disponible
en: URL.

Ejemplo: Portal andaluz de economia [Pagina principal
en Internet], Andalucia: Moreira F; 2007 [actualizada en
febrero de 2011; acceso 16 febrero 2011]. [aprox. 3 pan-
tallas]. Disponible en: http://www.mnec.gob.es/

Programas informaticos:

Autor/es. Titulo [programa informdtico en “tipo de so-
porte”’]. Version del producto. Lugar: Empresa que lo ha
fabricado o programado; afio.

Ejemplo: Nuiiez R. Gestion integral de auditorias inter-
nas [programa informatico en CD-ROM]. Version 4.0.
Quito: Nufiez Entertainment; 1995.

Base de datos:

Autor/es. Titulo [base de datos en “tipo de soporte”]. Edi-
cion. Lugar: Empresa que lo ha fabricado o programado;
afno.

Ejemplo: Nufiez R. Datos generales sobre demografia
ecuatoriana [base de datos en CD-ROM]. 3* Ed. Quito:
Nuiiez Databases; 1995.

Actas de congresos o eventos:

Editor/es. Titulo del trabajo. Titulo del congreso; fecha
del congreso; lugar del congreso. Lugar de publicacion:
editor; fecha.

Ejemplo: Hoffern G, Longer TG, editores. Papel de las
células hepaticas en el estudio de los tumores. X Congre-
so Ibérico del Cancer; 2004 Sep 12-18; Madrid. Barcelo-
na: Springer; 2005.

Ponencias en congresos:

Autor/es. Titulo del trabajo. En: Editor/es. Titulo de la
obra. Titulo del congreso; fecha del congreso; lugar del
congreso. Lugar de la publicacion: editor; fecha. Paginas.
Ejemplo: Hoffern G, Longer TG. Papel de las células
hepaticas en el estudio de la leishmaniosis. En: Morales
M, Morillas F, editores. Parasitosis mas frecuentes en la
Peninsula Ibérica. X Congreso Ibérico de Parasitologia;
2004 Sep 12-18; Granada. Madrid: Springer; 2005. p.
236-240.

Tesis doctorales (tesis de posgrado o
PhD.):

Excepcionalmente se admitiran tesis de
posgrado con contenidos de gran rele-
vancia sobre los temas tratados y resul-
tados o conclusiones de tal originalidad
que no puedan encontrarse entre los arti-
culos disponibles en la web u otros me-
dios fisicos.

Autor/es. Titulo de la tesis [tesis docto-
ral]. Lugar de publicacion: editor; fecha.
Ejemplo: Fernandez-Ruiz L. Estudio de
la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales [tesis doctoral]. Riobamba:
ESPOCH; 2008.

Informes de patentes:

Autor/es, inventor/es; titular de la paten-
te, asignado. Titulo de la patente. Pais de
expedicion de la patente codigo del pais
numero de la patente. Fecha de publica-
cion.

Ejemplo: Morales-Martinez J, Navarro f,
inventores; Navarro Research SL, asig-
nado. Producto antimicrobiano obtenido
del aceite esencial de Thymus vulgaris.
Spanish patent ES 2536941. 2009 Mar 3

Otros tipos de publicaciones acepta-
das

Articulos de revision. La estructura de
las revisiones se adaptara a los conteni-
dos y tematica abordados, no siguiendo
la estructura de los articulos originales
(comentada en al anterior apartado). El
numero de referencias debe ser muy
superior al de los articulos originales
(entre 60 y 100 citas), de modo que to-
dos los temas desarrollados tengan su-
ficiente fundamento bibliografico como
para justificar los datos presentados. La
extension de este tipo de documentos se
situard entre 10 y 20 paginas.
Comunicaciones o articulos breves, co-
municaciones a congresos 0 seminarios.
La estructura de este tipo de manuscritos
serd igual o similar a la de los articulos
originales, diferenciandose solo en la ex-
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tension de los trabajos: méximo 3 pagi-
nas. En el caso de los informes técnicos
podrén llegar a 5 paginas, y su estructura
podré variar de la del articulo original en
funcion de los contenidos. En este tipo
de publicaciones el material adicional
(tablas, articulos, graficos, etc.) estara
limitado a 4 elementos.

Cartas al editor. Estos textos se caracte-
rizaran por contener informacion pun-
tual de interés general relacionada con
las lineas tematicas de la revista o con
la propia comunidad cientifica, asi como
reflexiones o correcciones de algun arti-
culo publicado en volimenes anteriores.
El nimero maximo de paginas para es-
tos trabajos serd de 1,5 a 2.

Seleccion, revision y correccion de los
manuscritos.
Criterios de evaluacidn inicial

* Los manuscritos recibidos seran some-
tidos a una valoracidn inicial por parte
del equipo editorial atendiendo a los si-
guientes criterios:

* Orden de recepcion. Los articulos se-
ran incorporados al proceso de valida-
cion en estricto orden de entrada. Esta
premisa se respetara a menos que su
contenido o relevancia justifiquen el in-
greso inmediato.

* Originalidad. Las producciones cien-
tificas con alto grado de originalidad
tendran prioridad. Un trabajo sera consi-
derado original cuando favorezca la am-
pliaciéon del conocimiento en campos no
cubiertos por trabajos anteriores.

* Extension de su aplicacion. Las publi-
caciones con resultados de utilidad e im-
pacto internacional prevaleceran sobre
aquellas cuyo contenido sea aplicable en
regiones concretas o mas restringidas.

* Grado de aplicacion. Los articulos cu-
yas conclusiones permitan solucionar
de forma directa problemas actuales y/o
proporcionen mejoras en la calidad de
vida predominaran sobre los que apor-
ten contenidos mas abstractos o menos
productivos para la colectividad.
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* Metodologia. Se valorard que la metodologia experi-
mental del articulo cumpla con los requisitos minimos
exigidos por la comunidad cientifica.

* Redaccion. Los textos que cumplan con los estanda-
res de calidad en redaccion cientifica seran selecciona-
dos antes que aquellos que comporten observaciones y/o
solicitudes de reedicion por parte del Comité Editorial.
Recomendaciones de redaccion:

* La sintaxis utilizada debe ser concisa y directa. Evitar
giros y redundancia de informacion. No utilizar comple-
mentos estéticos de la escritura mas propios del arte lite-
rario que de la comunicacion cientifica.

* Apropiada estructura y organizacion de contenidos. La
lectura debe seguir una secuencia logica y comprensible.
* Uso y redaccion correcta de la unidades de medida. En
lo posible deben utilizarse unidades del Sistema Inter-
nacional (S.I.). En aquellos casos en los que el trabajo
demande la utilizacién de otros sistemas alternativos -an-
glosajon, imperial, cegesimal, etc.- se recomienda que
los resultados incluyan la equivalencia en el S.I.

* No abusar del uso de abreviaturas. Las abreviaturas
deberan identificarse entre paréntesis () junto al término
original, la primera vez que aparezcan en el texto. Evitar
el uso de abreviaturas en el titulo.

» Las referencias se ajustaran a las normas establecidas
por el Comité Editorial de la revista PERFILES (estilo
Vancouver). Citar en la medida de lo posible articulos
publicados en revistas -impresas o en formato digital- y
evitar la referenciacion directa de paginas web o cual-
quier bibliografia de dudosa calidad o procedencia.
Estos elementos deberan ser verificados de forma detalla-
da por el/los autor/es de las publicaciones antes de su pre-
sentacion al Comité Editorial de la revista PERFILES.

Niveles de correccion

El equipo editorial de la revista PERFILES considera tres

niveles de edicion y/o correcciones en los contenidos:

* Correcciones minimas. Son pequeios errores que
pueden solucionarse de forma rapida y sencilla, y que
no interfieren de forma significativa con el proceso
de edicion.

* Correcciones de contenido. Implican la realizacion
de modificaciones relevantes en el texto antes de que
el manuscrito continiie con el proceso editorial, en
caso de ser aceptadas por el autor. El revisor debera
justificar dichas modificaciones mediante un escrito
dirigido al Comité Editorial.

* Correcciones mayores. Cuando la cantidad de obser-
vaciones indicadas es tal que el articulo es devuelto
en su totalidad sin posibilidad de edicion. Queda a



juicio del autor la decision de reescribir el documento
antes de volver a presentarlo.

Sobre la revision

Desde el grupo editorial de la revista PERFILES quere-
mos destacar la importancia de principios como la ca-
lidad de expresion, propiedad intelectual y rigor cienti-
fico. Estos elementos son requisitos indispensables en
una actividad profesional que evoluciona y se actualiza
de forma constante. Para mantener estos estandares de
calidad hemos establecido varias etapas de intervencion
o examen de los manuscritos recibidos:

1. Verificacion inicial de que el trabajo cumple con
todos los puntos de control establecidos por el cuerpo
editorial.

2. Analisis de similitudes con textos ya existentes
como medida de vigilancia antiplagio.

3. Revision preliminar de los contenidos del texto.
4. Si el Consejo Editorial presenta una valoracion

positiva el proceso de edicion continua. En caso negativo

Colaboradores:

se informara al autor sobre los motivos
de tales conclusiones.

5. Envio a dos revisores designados
por el Comité Editorial de forma anoni-
ma -revision por pares-. Los revisores
expondran un juicio profesional, critico
y constructivo sobre los aspectos valo-
rados que sera notificado al/los autor/es
en caso de necesidad. Los revisores sera
miembros externos seleccionados en
base a su conocimiento sobre la tematica
revisada.

6. Exploracion definitiva por parte
del Editor General orientada a cuestio-
nes puntuales de la presentacion como
son la gramatica, ortografia, abreviatu-
ras, signos, simbolos, unidades, etc.
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