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GEFIME, Facultad de salud, Universidad Santiago de Cali, Calle 5 # 62-00, Santiago de Cali,
Colombia.

RESUMEN

Se evaluaron diferentes medios de cultivos para la toma de muestras ambientales (Agar Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol, CHROMagar Candida, Agar Avena y Sabouraud Dextrosa Agar +
5% NaCl) y muestras de fosas nasales (Agar semilla de girasol, Sabouraud Dextrosa Agar + 5%
NaCl y CHROMagar Candida) de trabajadores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali.
Se encontré6 que hubo diferencias estadisticas, p>0.05, cuando se compararon CHROMagar
Candiday DRBC con el método volumétrico. Sabouraud Dextrosa Agar + 5% NaCl recupero el menor
nimero de UFC/m? p<0,0001, cuando se compararon con los otros medios utilizados con el método
gravimétrico y en el estudio de fosas nasales se encontr6 que Dextrosa Agar + 5% NacCl fue el medio
de cultivo donde se obtuvieron los mayores recuentos. En este estudio el medio de cultivo Agar
Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol demostré que es el medio de eleccion para el aislamiento
de hongos a partir de muestras ambientales y el agar Sabouraud para las muestras clinicas.

Palabras clave: Biodiversidad fungica, medios de cultivo para hongos, ANOVA de Friedman.

SUMMARY

Different culture media were evaluated for the collection of environmental samples (Agar Dicloran
Rosa de Bengala Cloranfenicol, CHROMagar Candida, Avena Agar and , Sabouraud Dextrosa Agar
+ 5% NaCl) and nasal fossa samples (Sunflower seed agar, SDA and CHROMagar Candida) of
workers from three University buildings Santiago from cali. It was found that there were statistical
differences, p>0.05, when CHROMagar Candida and Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol
were compared with the volumetric method. , Sabouraud Dextrosa Agar + 5% NaCl recovered the
lowest number of UFC / m3, p <0.0001 when compared with the other media used with the gravimetric
method and in the study of nostrils it was found that SDA was the culture medium where the higher
counts P<0.0001. In this study, the Agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol culture medium
demonstrated that it is the medium of choice for the isolation of fungi from environmental samples and
Sabouraud agar for clinical samples.

Keywords: fungi biodiversity, fungal culture media, Friedman ANOVA
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1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos eucariotas, ubicuos, heterétrofos y aclorofilicos. Al tener formas
especializadas, pueden dispersarse en espacios abiertos o confinados mediante corrientes de aire
gue los transportan desde y hacia el suelo, agua, plantas, animales y seres humanos [1][2][3]. Los
lugares cerrados se ven expuestos a estos microorganismos y pueden presentar las condiciones
adecuadas de humedad, pH, temperatura y sustratos para el crecimiento 6ptimo de éstos [4].

Los estudios a nivel mundial sobre contaminacioén flingica en ambientes extramurales e intramurales
son numerosos, Sin embargo, investigaciones que aborden la comparacién de medios de cultivo para
una mejor captacion de esporas del aire son escasos, [5]. En Colombia existen algunos estudios
relacionados con hongos ambientales [6][7][8] [9], los Unicos realizados en la ciudad de Cali fueron
en el afio 1965, 2009, 2015 y 2018 [10] [11] [12]. La microbiota presente en la mucosa nasal es poco
conocida, y al ser el lugar de entrada del aire exterior, se convierte en el reservorio inicial de los
hongos ambientales, de alli que la relacién existente entre hongos alérgenos presentes en la mucosa
nasal y reacciones alérgicas alin son motivo de estudio [13].

Las personas que laboran en lugares cerrados o confinados permanecen un promedio de 80% del
tiempo en el interior de estas areas [14], lo que los deja expuestos a contaminantes quimicos, fisicos
y biolégicos, entre éstos los hongos, que tienen el potencial de afectar la salud cuando sus esporas
se multiplican y propagan a través del aire. Estos microorganismos han ido cobrando importancia en
los dltimos afios, produciendo en personas susceptibles o inmunosuprimidas alergias respiratorias,
micotoxicosis y en el peor de los casos enfermedades fangicas invasoras (EFIs) [15].

La prevalencia de alergia respiratoria se ha incrementado y se estima que en el 2025 afectara al 50%
de la poblaciébn mundial [16]. Las manifestaciones clinicas de estas patologias tienen un impacto
negativo en la calidad de vida de los pacientes con una disminucion importante de su productividad
laboral. Por tanto, no solo tiene grandes costos directos de atencién médica relacionados con el
tratamiento, sino también tiene costos indirectos para la sociedad como resultado de la pérdida de
la capacidad laboral [8]. Investigaciones que apunten a encontrar las fuentes de exposicion y los
métodos mas precisos para identificar y cuantificar los hongos pueden ayudar a responder algunas
preguntas que estan aln por resolver como la relacién entre concentracién de hongos en ambientes

y fosas nasales, que puedan inducir cuadros de alergia respiratoria.

Por lo anterior, se consider6 importante conocer qué medios de cultivo podrian ser utilizados para
encontrar las mejores condiciones de aislamiento de hongos alergénicos con los métodos
gravimétrico y volumétrico, especialmente de ambientes interiores; ademas, se hizo lacomparacion
de diferentes medios de cultivo para el aislamiento de hongos alergénicos a partir de la siembra de
microorganismos obtenidos a partir de las fosas nasales de los trabajadores que alli se desempenfan.
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2. MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion de los lugares de muestreo

Los edificios de la Universidad Santiago de Cali estan situados en una zona urbana, en el barrio
Pampalinda en el sur de la ciudad Santiago de Cali (Valle del Cuaca), caracterizado por tener
construcciones de aproximadamente 35 afios, aunque recientemente en construccion y
modernizacién de algunos bloques; medianamente arborizado y de mucho trafico vehicular, cerca de
un area montafiosa, fresco y ventilado en las horas de la tarde; la mayoria de espacios tienen aire
acondicionado central (Chiller). Se tomaron muestras en el interior de 3 bloques de la universidad
blogue 1 (Fundadores), bloque 3 (Trabajadores) y bloque 4 (Laboratorios).

Método de muestreo ambiental y de fosas nasales

Por ser un estudio de tipo relacional, observacional de corte trasversal, cada toma de muestra se
hizo trimestralmente durante un afio (marzo/18, julio/18, noviembre/18, marzo/19). Estas se tomaron
de lunes a sabado, en un horario de 9:00 A.M. a 12:30 P.M., para garantizar que el personal estuviera
dentro de las instalaciones a analizar. En el periodo de muestreo, equivalente a un mes, la toma de
muestras se realizé con una diferencia de una semana por edificio. Se escogieron diez espacios del
interior de cada bloque, teniendo en cuenta una distribucion homogénea de andlisis por piso, también
se tomaron dos muestras exteriores en cada edificio. Para el muestreo de ambientes se emplearon
dos métodos: el volumétrico, el cual hace impactar aire al medio de cultivo durante 1 minuto para un
total de 100L de aire, segun instrucciones del equipo muestreador de Air ideal 3p (BioMérieux). Antes
de cada ensayo, la rejilla se desinfecto con alcohol al 75%, hasta que este se evaporo, para proceder
a la toma de la muestra; el gravimétrico, consistié en dejar caer las esporas de los microorganismos
en la caja de Petri con ayuda de la gravedad, se dej6 cada medio de cultivo aproximadamente veinte
minutos. En los dos estudios se tomaron en total 576 muestras (24 por edificio * 3 edificios * 4
muestreos * las dos metodologias utilizadas) [17]. Cada uno de los ensayos se ejecutaron de manera
simultanea en el sitio de muestreo a 1 m del suelo, fueron correctamente codificadas y transportadas
al laboratorio a través de contenedores de poliestireno expandido (EPS). El muestreo de fosas
nasales fue realizado en trabajadores de tres edificios de la Universidad, que permanecian por
tiempo prolongado en su espacio laboral. En total fueron 1512 muestras (126 trabajadores * 3 medios
de cultivo* 4 muestreos). Para obtener las muestras cada trabajador introdujo un escobillon estéril
en ambas coanas, penetrando un minimo de 15 mm y rotandolo con suavidad para conseguir una
muestra representativa. Los escobillones se conservaron en 1 mL de solucién fisioldgica estéril hasta
su cultivo posterior, que se realizé en un maximo de 18 horas después de la recoleccion.

Los datos ambientales de humedad relativa y temperatura se realizaron en el momento de la toma
de la muestra con un termohigrometro digital (TERMO-METER TA218) en cada punto de muestreo
durante toda la toma de muestras. Los datos meteorolégicos fueron tomados del Edificio Cafiaveralejo
CVC -AUT

Aislamiento de hongos:

Los medios de cultivo utilizados para la toma de muestras ambientales con el método volumétrico
fueron agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC) (Charlau) y ChromAgar Candida (BBL)
y con el método gravimétrico DRBC, agar Sabouraud (Merck) con 5% de cloruro de sodio y agar
Avena, preparacion casera (50 g de avena molida (Quaker), 5 g de extracto de levadura (Merck), 20
g de agar bacteriolégico y 50 mg de Cloranfenicol (Colmed International) para un litro de agua
destilada. En cada muestreo, lascajas de Petri fueron transportadas a los sitios de muestreo dentro de
neveras de icopor, luego llevadas de nuevo al laboratorio para su posterior incubacion.
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Los medios de cultivo utilizados para el barrido de fosas nasales fueron Sabouraud Dextrosa Agar
(Merck) Agar semilla de Girasol, segun Pal y Baxtery en CHROM agar™ Candida. En cada muestreo,
los tubos de ensayo con las muestras, fueron debidamente marcados y transportados dentro de
neveras de icopor para su posterior siembra e incubacion. De cada vial se sembré en superficie 0,1
mL en los medios seleccionados. Las muestras ambientales y de fosas nasales se incubaron a 25 +
2 °C durante un periodo de 5 a 8 dias, observandose diariamente para determinar la presencia de
hongos. A todas las cajas Petri con los medios de cultivo se les realizo control de esterilidad, dejando
las cajas a temperatura ambiente durante 5 dias, tiempo en el cual no se observé crecimiento
microbiano.

Recuento del niumero de colonias e identificacion de hongos

Se realizé el recuento definitivo del nimero de colonias desarrolladas y la cantidad de éstas fue
expresada en unidades formadoras de colonias (UFC/m® o mL) [18]. Para la identificacion y
descripcion de los hongos se tuvo en cuenta las caracteristicas macroscopicas, textura, topografia y
color observados a través de un estereomicroscopio (Serie SMZ 161 LED). Las observaciones
microscopicas se hicieron por disociacion de las colonias mediante el sistema de la cinta adherente,
ambos en azul de lactofenol. Las observaciones se realizaron en dos microscopios, uno marca
Olympus BH2 de doble cabezal y otra marca Olympus HX 21. Para la identificacién morfoldgica se
utilizé las descripciones y claves Hoog [39] y de otros investigadores [19] [35]. De igual forma la
verificacion de las colonias identificadas, enviando un niumero representativo de éstas a la Escuela
de Microbiologia de la Universidad de Antioquia, para ser caracterizadas por un segundo evaluador.

Base de datos y analisis estadistico

Se realiz6 la prueba de Shapiro-Wilks para ver la normalidad de los datos; lo cual permite saber que
método estadistico utilizar (Paramétricos o no paramétricos). Para comparaciones multiples se aplicé
el indice de Friedman (IF) el cual compara la suma de rangos; del mismo modo se hicieron los graficos
de cajas y bigotes para observar las diferencias significativas. Para describir, comparary representar
gréficamente las variables se utiliz6 el programa InfoStat versién 2018 (Version libre) [20]. El software
Excel se usé para la confeccion de algunos graficos y ordenar las matrices de datos. Se acept6é un
nivel de significancia con un error a = 0.05. Por dltimo, Se efectud la clasificacién de Yadad y Madelin
[21], para determinar la frecuencia de aparicion y biodiversidad de los hongos.

Aspectos éticos legales:

En el presente estudio se respetd la privacidad del participante y se cumplieron los preceptos de
investigacién en seres humanos, segun la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de
Colombia [22], por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacién en salud. Al trabajador se le invit6 a participar del estudio en forma voluntaria y los que
aceptaron, firmaron un consentimiento para mayores de 18 afios (anexo 2). Con la firma del
consentimiento informado el participante autoriz6 a la investigadora principal a tener acceso a la
informacion suministrada en la encuesta. Se respet6 la confidencialidad de la informacién acorde a
las regulaciones legales establecidas para ello.
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3. RESULTADOS

Los resultados obtenidos en los muestreos de ambientes (Volumétricos y gravimétricos) y Fosas
nasales tomados en la universidad Santiago de Cali en los bloques 1, 3y 4, se evaluaron con el test
de Shapiro-Wilk, para determinar si los datos seguian una distribucién paramétrica o no paramétrica,
esta prueba se realiz6 por método de muestreo, comparando los recuentos totales de los medios de
cultivo (UFC/m30 mL), en cada uno de ellos nos dio como resultado un p <0.0001, en este caso hay
evidencias para rechazar la Ho la cual sostenia que los datos obtenidos tienen una distribucion
normal, aceptando la Hipotesis alternativa H1 que nos indica lo contrario [18].

Comparacion de medios de cultivo para el aislamiento de hongos ambientales con el método
volumeétrico:

Al comparar el nimero total de UFC/m3de hongos obtenidas en los dos medios de cultivo se encontré

que hubo diferencias estadisticas significativas con un p=0.0114, siendo los recuentos en
CHROMagar Candida mayores que los del medio de cultivo DRBC (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama de Cajas de los valores totales de UFC/m3 obtenidos a partir del estudio de
ambientes de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali, con la técnica volumétrica y
comparando dos medios de cultivos diferentes.

Al comparar los medios de cultivo para el aislamiento de hongos alergénicos de interiores y
exteriores, se encontrd que en ambientes exteriores los medios de cultivo se comportan de manera
similar y las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p= 0.

F 2074, Friedman), sin embargo, en ambientes interiores el medio de cultivo DRBC recuper6 un
namero menor de UFC/m?3 de hongos y estas diferencias fueron significativas (p = 0.0287, Friedman)
(Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m?3 de hongos encontrados en el estudio de
ambientes de interiores y exteriores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali, con la
técnica volumétrica y comparando dos medios de cultivos diferentes.

Al comparar los medios de cultivos en los aislamientos de hongos en los ambientes de los diferentes
edificios se logr6 determinar que no hubo diferencias estadisticas significativas entre los bloques 1y
3 (p= 0.2909 Friedman) pero si en el bloque 4 (p = 0.0212 Friedman) siendo los recuentos de UFC/m3
mayores en el medio de cultivo CHROMagar Candida (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m? de hongos aislados en ambientes de tres
edificios de la Universidad Santiago de Cali, con la técnica volumétrica y comparando dos medios de
cultivo.
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Al comparar los valores obtenidos en los medios de cultivos en los diferentes tiempos estudiados se
logré establecer que solo hubo diferencias significativas en el segundo muestreo, mes de julio de
2018 (p= 0.0002 Friedman) encontrdndose mayores recuentos de UFC/m?® en el medio de cultivo
CHROMagar Candida (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m?3 de hongos obtenidos en los diferentes
tiempos estudiados (marzo/18 a Marzo/19) con la técnica volumétrica y comparando dos medios de

cultivo.

Comparacion de medios de cultivo para el aislamiento de hongos ambientales con el método
gravimétrico:

Al comparar el nimero total de UFC/m3de hongos obtenidas en los tres medios de cultivo se encontrd
que hubo diferencias estadisticas significativas (p=<0,0001, Friedman) para el medio de cultivo agar
Sabouraud con 5% de NacCl, en el cual se observé la menor cantidad de colonias de hongos, pero
no para el agar DRBC y agar Avena, que son similares y mejores en la recuperaciéon de UFC/m3 de
hongos (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de Cajas de los valores totales de UFC/m?3 obtenidos a partir del estudio de
ambientes de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali, con la técnica gravimétrica y
comparando tres medios de cultivos diferentes.
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Al comparar los medios de cultivo, para el aislamiento de hongos alergénicos de interiores y
exteriores, se encontré que, para los recuentos de exteriores, no hubo diferencias significativas, a
diferencias del interior en el cual el medio DRBC no mostro diferencias estadisticas significativas,
cuando se compar6 con el agar avena (P=0,6390 Friedman), pero si con agar Sabouraud con 5% de
NaCl (P=<0.0001 Friedman) el cual presenta los menores valores de UFC/m? (Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m3 de hongos encontrados en el estudio de
ambientes de interiores y exteriores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali, con la

técnica gravimétrica y comparando tres medios de cultivos diferentes.
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Al comparar los medios de cultivos en los aislamientos de hongos en los ambientes de los diferentes
edificios se logré determinar que no hubo diferencias estadisticas significativas en el edificio 3 (p=
0.3280 Friedman) pero si en el 1(p=0.0012, Friedman) y el 4 (p=<0.0001, Friedman) con menores
recuentos el agar Sabouraud con 5% NaCl. No hubo diferencias significativas entre los otros medios
de cultivos. Agar CHROMagar Candida y agar DRBC (Figura 7).
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Figura 7. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m3 de hongos aislados en ambientes de tres
edificios de la Universidad Santiago de Cali, con la técnica gravimétrica y comparando tres medios
de cultivo.
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Al comparar los valores obtenidos en los medios de cultivos en los diferentes tiempos estudiados, se
logro establecer que hubo diferencias significativas en el primer muestreo, marzo de 2018 (p=0.0027
Friedman) y en el tercer muestreo, noviembre de 2018 (p= 0.0003 Friedman) encontrandose los
menores recuentos de UFC/m?2 en el medio de cultivo agar Sabouraud con 5% de NaCl (Figura8).
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Figura 8. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m3 de hongos obtenidos en los diferentes
tiempos estudiados (marzo/18 a Marzo/19) con la técnica gravimétrica y comparando tres medios de
cultivo.

Comparacion de diferentes medios de cultivo para el aislamiento de hongos a partir de las
fosas nasales:
Al comparar el nimero total de UFC/mL de hongos aislados a partir de muestras de fosas nasales
en tres medios de cultivos se logr6 establecer que hubo diferencias estadisticas significativas entre
CHROMagar Candida y los medios de cultivos agar Sabouraud y agar semilla de Girasol (p <0.0001,
Friedman), siendo éstos ultimos los que obtuvieron mayores recuentos de UFC/m3 de hongos (Figura
9).
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Figura 9. Diagrama de Cajas de los valores totales de UFC/m3 obtenidos a partir muestras de fosas
nasales en tres medios de cultivos diferentes.
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Al comparar los medios de cultivos utilizados en los aislamientos de hongos a partir de las fosas nasales de los
trabajadores de los tres edificios se encontrd que sélo hubo diferencias significativas entre los medios utilizados
para los aislamientos hechos a los trabajadores del bloque 1 (p= 0.0457, Friedman) con los otros medios no se
presentaron diferencias significativas en este edificio. En los trabajadores de los otros edificios 3 y 4 no hubo
diferencias entre los diferentes medios utilizados (Figura 10)
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Figura 10. Diagrama de cajas de los valores de UFC/m3 de hongos aislados a partir de las fosas
nasales de los trabajadores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali, con diferentes
medios de cultivo.

Al comparar los valores obtenidos en los medios de cultivos en los diferentes tiempos estudiados se
logré establecer que sélo hubo diferencias significativas en el segundo muestreo, julio de 2018 (p=
0.0152 Friedman) encontrandose los menores recuentos de UFC/m3 en el medio de cultivo agar
CHROMagar Candida (Figura 11).
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Figura 11. Diagrama de Cajas de los valores de UFC/m3 de hongos obtenidos en los diferentes
tiempos estudiados (marzo/18 a Marzo/19) comparando tres medios de cultivo en el aislamiento de
hongos de las fosas nasales de los trabajadores de la Universidad Santiago de Cali.
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Se aislaron e identificaron morfolégicamente aproximadamente 37 géneros de hongos en los
Bloques 1,3 y 4, con mayor prevalencia en todos los medios de cultivo del género Cladosporium,
Penicillium y Aspergillus.

Los hongos aislados en los diferentes ensayos, estudio de ambientes con el método volumétrico,
estudio de ambientes con el método gravimétrico y el estudio de las fosas nasales se clasificaron en
categorias con base en su frecuencia de aislamiento segun el criterio propuesto por Yadad &
Madelin, (Tabla 1, 2y 3).

Tabla 1 Clasificacion de Yadad y Madelin

Clasicicacidn de Yadavy Madelin

Categoria Frecuencia de aparicidn
MUy comriun 80-100%
Comun 61-80 2%
Frecuente A41-80 %
Ocasional 21-40 9%
Raro 0.1-20%

MNo encontrado

Tabla 2 Frecuencia de aislamiento de hongos ambientales para el muestreo volumétrico de
ambientes de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali.

Muestreo VVolumeétrico
AGAR DRBC CHROMagar Candida

N % N %
Cladosporium 106 83.5% h 111 87.4%
Aspergillus 52 40.9% 68 53.5%
Penicillium 71 55.9% a4 34.6%
Micelio estéril 88 69.3% 88 69.3%
levadura 40 31.5% 46 36.2%
Fusarium 31 24.4% 29 22.8%
Chrysonilia 18 14.2% 23 18.1%
Paecilomyces 20 15.7% 15 11.8%
Curvularia 12 9.4% 6 4.7%
Eurotium 6 4.7% 1 0.8%
Rhodotorula S 3.9% 3 2.4%
Acremonium 4 3.1% 8 6.3%0
Sin identificar 3 2.4% 4 3.1%
Nigrospora 1 0.8% 1 0.8%
Cylindrocarpon - - 1 0.8%
Mucor - - N -
Aureobasidium - - - -
Alternaria 2 1.6% 1 0.8%
Rhizopus 1 0.8% - Z
Verticillium - - 1 0.8%
Trichosporon 1 0.8% - -
Phoma 1 0.8% 2 1.6%
Gliocladium - - - -
Neosartorya - - 2 1.6%
Beauveria 1 0.8% - -
Ustilago 4 3.1% 2 1.6%
Chaetomium 1 0.8% _ _
Trichoderma 1 0.8% 2 1.6%
Veronaea 1 0.8% - -
Syncephalastrum - - 1 0.8%
Acremonium - - - -
Zygosporium - - - -
Epicocum - - - -
Lomentospora - - - -
Exophiala - - - -
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Tabla 3 Frecuencia de aislamiento de hongos ambientales para el muestreo gravimétrico de
ambientes de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali.
Muestreo Gravimétrico
AGAR DRBC AGAR AVENA AGAR SDA + NaCl 5%
N % N % N %
Cladosporium 61 48.0% 62 48.8% 44.1%
Aspergillus 21 16.5% 24 18.9% 20.5%
Penicillum 24 18.9% 20 15.7% 16.5%
Micelio estéril 70 55.1% 73 57.5% 33.1%
levadura 22 17.3% 17 13.4% 13.4%
Fusarium 13 10.2% 14 11.0% 6.3%
Chrysonilia 23 18.1% 17 13.4% 7.1%
Paecilomyces 7 5.5% 3 2.4% 2.4%
Curvularia 7 5.5% 16 12.6% 1.6%
Trichoderma 6 4.7% 5 3.9% 0.8%
Rhodotorula 4 3.1% 1 0.8% 3.9%
Acremonium 3 2.4% 4 3.1% 3.9%
Sin Identificar 4 3.1% 2 1.6% -
Nigrospora 3 2.4% 9 7.1% 1.6%
Cylindrocarpon 1 0.8% 3 2.4% -
Mucor 1 0.8% 1 0.8% -
Aureobasidium - - 2 1.6% -
Alternaria - - 3 2.4%
Rhyzopus - - - -
Verticillium - - - -
Trichosporom - - 2 1.6% -
Phoma - - 6 4.7% -
Gliocladium - - 1 0.8% -
Neosartorya - - 1 0.8% -
Beauveria - - 1 0.8% -
Ustilago - - 1 0.8% -
Chaetomium 3 - - - -
Trichoderma 1 - - - -
Veronaea 2 - - - -
Syncephalastrum 1 - - -
Acremonium - - - - 2 1.6% -
Zygosporium - - 1 0.8% - -
Epicocum - - 2 1.6% - -
Lomentospora - - 1 0.8% - -
Exophiala 1 - - - -
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Tabla 4 Frecuencia de aislamiento de hongos a partir de las fosas nasales de los
trabajadores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali.

Muestreo de Fosas Nasales

AGAR SDA + NaCl 5% | AGARSEMILLADE GIRASOL CHROMagar Candida

N % N N %
Cladosporium 152 39.9% 132 153 40.2%
Aspergillus 83 21.8% 80 76 19.9%
Penicillum 33 8.7% 59 75 19.7%
Micelio estéril 175 45.9% 152 153 40.2%
Levadura 42 11.0% 28 52 13.6%
Fusarium 48 12.6% 61 50 13.1%
Chrysonilia 13 3.4% 10 9 2.4%
Paecilomyces 7 1.8% 8 12 3.1%
Curvularia 9 2.4% 12 4 1.0%
Eurotium - - - - -
Rhodotorula 3 0.8% 6 6 1.6%
Acremonium 9 2.4% 15 6 1.6%
Sin identificar -
Nigrospora - - 1
Cylindrocarpon 1 0.3% - -
Mucor 1 0.3% 2 3
Aureobasidium 4 1.0% 1 1
Alternaria 1 0.3% 1 1
Rhizopus 2 0.5% 1 2
Verticillium -
Trichosporon - - - -
Phoma - - 2 3
Gliocladium -
Neosartorya -
Beauveria -
Ustilago - -
Chaetomium - - 3 -
Trichoderma 7 1.8% 7 7 1.8% -
Veronaea - - -
Syncephalastrum 1 0.3% -
Acremonium - - 2 6 1.6%
Zygosporium - - 4 1 0.3%
Epicocum - - - -
Lomentospora 1 0.3% 1 -
Exophiala - - - -
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Al comparar los diferentes medios de cultivo utilizados para el aislamiento de hongos alergénicos a
partir de muestras de ambientes exteriores e interiores con el método gravimétrico se encontr6 sélo
hubo diferencias significativas para el género Cladosporium y Penicillium, presentando los mayores
valores el medio de cultivo DRBC (Tabla 4).

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,0500)

Hongos MEDIA (rangos)
alergénicos Agar Sabouraud Agar Avena Agar DRBC p - Friedman
+5% NaCl

Cladosporium 1,87a 1,99b 2,14b 0,0380
Aspergillus 1,96a 1,98a 2,06a 0,1851
Penicillium 1,96a 2,01a 2,02a 0,7720
Fusarium 2,00a 2,09a 2,03a 0,3831
Alternaria 1,48a 1,51a 1,49a 0,3192

Tabla 5. Comparacién de la media de rangos de las UFC/m3 de los principales hongos alergénicos
aislados en agar Sabouraud, agar semilla de girasol y CHROMagar Candida a partir de las fosas
nasales de los trabajadores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali

Al comparar los diferentes medios de cultivo utilizados para el aislamiento de hongos alergénicos a
partir de muestras de ambientes exteriores e interiores con el método volumeétrico se encontré sélo
hubo diferencias significativas para los géneros Aspergillus y Penicillium presentando los mayores
valores el medio de cultivo DRBC. Tabla 5.

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,0500)

Hongos MEDIA (rangos)

alergénicos Agar DRBC CHROMagar Candida p - Friedman
Cladosporium 1,43a 1,47a 0,0763
Aspergillus 1,59a 1,41b 0,0020
Penicillium 1,60a 1,40b 0,0050
Fusarium 1,51a 1,493 0,7532
Alternaria 1,50a 1,50a 0,5657

Tabla 6. Comparacion de la media de rangos de las UFC/m?2 de los principales hongos alergénicos
aislados en agar Sabouraud 5% NaCl, agar avena y agar DRBC a partir de ambientes interiores y
exteriores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali utilizando el método gravimétrico con
la formula de Omeliansky.

Al comparar los diferentes medios de cultivo utilizados para el aislamiento de hongos alergénicos a
partir de muestras de fosas nasales de los trabajadores de tres edificios de la Universidad Santiago
de Cali se encontro sélo hubo diferencias significativas para los géneros Aspergillus y Penicillium
presentando los mayores valores el medio de cultivo DRBC (Tabla 6).
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Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p>0,0500)

Hongos MEDIA (rangos)
alergénicos Agar Sabouraud Agar Semillade | CHROMagar p - Friedman
Girasol Candida

Cladosporium 2,002 1,99b 1,91b 0,0001
Aspergillus 2,04a 2,03a 1,94b 0,0045
Penicillium 2,06a 1,96b 1,99b 0,0108
Fusarium 2,00a 2,09b 1,92c <0,0001
Alternaria 2,00a 2,00a 2,00a >0,9999

Tabla 7. Comparacién de la media de rangos de las UFC/m3 de los principales hongos alergénicos
aislados en agar DRBC y CHROMagar Candida a partir de ambientes interiores y exteriores de tres
edificios de la Universidad Santiago de Cali utilizando el método volumétrico.

En la tabla 8 se describen los promedios de los datos de temperatura y humedad relativa encontrada
en los diferentes ambientes de los tres edificios de la Universidad Santiago de Cali en los diferentes
tiempos de muestreo.

Tabla 8 Comparacion de Temperatura de los tres edificios de la universidad Santiago de Cali

Edificio Temperatura Promedio (DE) Humedad Relativa promedio
(DE)

Blogue 1 255°C £1.14°C 549 % £295°C

Blogue 3 269°C 11,69 °C 550%21.782°C

Bloque 4 243°C+193°C 57.3®t 475 °C

Tabla 9 descripcion de los valores de los datos meteoroldgicos encontrados en la ciudad de Cali durante el desarrollo
del estudio. Marzo 2018 — Marzo 2019.

meteE:otlc?gicos Marzo/2018 Julio/2018 | Noviembre/2018 | Marzo/2018

T=C 243 23,9 23,8 247
TM=C 31 29,8 30 325
Tm*C 19,2 19.3 19 19,7

H% 73,5 75,6 72,3 71,6
PPmm 20,07 2,28 42 92 35,36

WV Km'h 9.8 10,2 10 9.5

W Kmdh 248 21,6 23,2 23,5

T=C: Promedio de temperatura; TM=C: Temperatura maxima; Tm*~C: Temperatura minima; H%: Porcentaje de
humedad; PPmm: Precipitacion pluvial en mm; vV Km/h: Velocidad en kilometros/hora v VM Km/h: Velocidad
maxima en kildmetros/hora.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, no se presentd contaminacion bacteriana en
ninguno de los dos medios de cultivos utilizados con el método volumétrico, de igual forma,
las levaduras segun la clasificacion de Yadad y Madelin[21][29] se presentaron de manera
ocasional (pendientes de identificar) con mayor variabilidad de géneros de mohos en
CHROMagar Candida; el micelio estéril, (Mycelia sterilia), se aisl6 el mismo niumero de
veces en los dos medios y Chrysonilia sitophila (hongo no deseado en el laboratorio) se
aislé un poco mas en CHROMagar Candida, sin llegar a ser significativo. Cuando se
realizaron los andlisis estadisticos se encontr6 que hubo diferencias estadisticas
significativas (P=0.0114) cuando se comparé el nimero total de UFC/m? de hongos aisladas
en los dos medios de cultivo a partir de ambientes externos e internos de la Universidad
Santiago de Cali en los diferentes tiempos estudiados. El promedio de aislamiento de
UFC/m3fue superior al encontrado con DRBC, aunque la mediana fue similar; de igual forma
en este medio se encontraron mayores valores por encima de 500 UFC/m?®y datos atipicos,
los cuales se tuvieron en cuenta porque eran reales y las diferencias estadisticas sin
tenerlos en cuenta continuaba siendo significativa. En DRBC, las colonias de levaduras
presentar formas y colores similares, excepto el género Rhodotorula, lo que le da una
ventaja al CHROMagar Candida.

4. DISCUSION

El conocimiento de la carga fungica alergénica en espacios interiores y exteriores es
esencial para establecer si existe un factor de riesgo ocupacional y tomar las medidas
necesarias para evitar los problemas relacionados con la salud de las personas que ocupan
estos espacios [23]. En este trabajo se comparan diferentes medios de cultivo para la toma
de muestras de ambientes con dos métodos de muestreo, volumétrico y gravimétrico y los
medios para la toma de muestras de fosas nasales en trabajadores de tres edificios de la
Universidad Santiago de Cali.

Uno de los medios utilizados fue CHROMagar Candida es un medio de cultivo diferencial
gue permite el aislamiento y la identificacion presuntiva de algunas especies de Candida,
especialmente de Candida albicans, Candida tropicalis Candida krusei[24][25]; es
ampliamente usado para muestras clinicas, ya que facilita el reconocimiento de infecciones
mixtas en un mismo paciente y es un medio de cultivo que fue probado para el crecimiento
de 19 de 23 hongos dermatofitos, 41 de 43 mohos patdgenos y/o contaminantes como
Aspergillus, Acremonium, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium, Scopulariopsis,
Trichoderma, Verticillium, Cunninghamella, Chaetomium, Curvularia, Hendersonula,
Madurella, Phoma, Pseudallescheria, Neoscytalidium, Ustilago, entre otros (a) muchos de
éstos aislados en ambientes internos y externos[25][26]. Ademas, ninguna de las bacterias
gue fueron probadas en este medio de cultivo crecieron después de 72 horas de incubacion
a 37°C, entre éstas Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Morganella morganii, y Streptomyces
albidus y de las 339 muestras clinicas de flujo vaginal, cavidad oral y anorectal, solo se
aislaron 4 cepas de E. coli (0,01%). En términos generales el medio CHROMagar Candida
es un método rapido y con alta sensibilidad y especificidad para la identificacién de algunas
especies de Candida, ademés permite el crecimiento de una variedad de hongos
patégenos, saprofitos ambientales y alergénicos; aunque su costo puede ser una limitante
para su uso de rutina en el laboratorio de micologia. De acuerdo a las cualidades de este
medio de cultivo se decidi6é usarlo, porque ademas permitiria conocer si en una misma
muestra habia especies de levaduras diferentes.
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DRBC es un medio utilizado para el recuento de células viables de mohos y levaduras con
actividad de agua mayor de 0.95, normalizado para control de calidad en alimentos segun
Norma ISO 21527-1:2008; La combinacion de Dicloran (2,6-dicloro-4-nitroanilina) y rosa de
bengala (4,5,6,7-tetrachloro-2', 4', 5', 7'-tetrayodofluoresceina) limita el desarrollo de las
colonias de los hongos filamentosos de esta forma se reprime el crecimiento exacerbado
de algunas colonias y que enmascare a las mas lentas y, al mismo tiempo, facilita el
recuento. El cloranfenicol y el pH 5,6 impiden notablemente el crecimiento bacteriano[27].
El diametro ideal de las colonias de mohos aisladas de ambientes y alimentos deberia ser
de 10 mm, con la formulaciéon del DRBC, pH 5,6 los investigadores lograron este equilibrio
entre crecimiento e inhibicion de los hongos en este tipo de muestras[7][28].

Cuando se compararon los aislamientos de hongos en los dos medios de cultivos en
ambientes exteriores e interiores se encontrd gue solo hubo significancia estadistica en el
ambiente interior (P=0.0287), lo que podria explicarse por el mayor nimero de UFC/m3. De
igual forma se podria explicar los datos obtenidos en los tres edificios, donde s6lo hubo
diferencias significativas (P=0.0212) en el bloque 4. Resultados que podrian explicarse por
las condiciones ambientales de mayor humedad relativa y menor temperaturaencontradas
en el edificio 4 en el mes de julio/18, lo que posiblemente condicioné un mayor nimero de
UFC/m3de hongos que fueron mejor captadas en CHROMagar Candida.

Para el muestreo ambiental con el método gravimétrico se utilizaron tres medios de cultivos,
agar DRBC, agar Avena y Agar Sabouraud con 5% de NaCl. El agar avena se suplemento
con 0,5% extracto de levadura, brindandole las condiciones adecuadas de nitrégeno,
carbono, proteinas, vitaminas y nutrientes esenciales para el crecimiento y esporulacion de
los hongos[26]. Ademas, se encontrd que permite una buena recuperacion de estructuras
de reproduccion sexual como cleistotecios, peritecios, gimnotecios entre otros y de
reproduccion asexual como picnidios y sinemas o coremios. El medio de cultivo agar
Sabouraud, es un medio simple, confiable, de bajo costo, muy utilizado en clinica y en la
industria[30][31] con una fuente de Carbono y nitrdgeno en una relacion 2:1[26] que se
convierte en diferencial cuando se agrega antibioticos que inhiben el crecimiento bacteriano
y cuando se le agrega NaCl en diferentes concentraciones, reprime el crecimiento de
algunos hongos fastidiosos como Chrysonilia sitophila que enmascaran la presencia de
otros. Por esta razén es un medio util para aislamiento de ambientes que puedan estar
contaminados con Chrysonilia, sin embargo, no se puede utilizar s6lo por que inhibe a otros
hongos saprofitos, mohos y levaduras interfiriendo con los resultados. EI NaCl disminuye la
actividad del agua (aw) y algunos autores consideran que aw es el factor que mas influye
sobre el crecimiento de los microorganismos[32] y que juega un papel importante en la
estabilidad de los mismos[33].
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Al comparar los resultados obtenidos con los tres medios de cultivo se encontré que no
hubo contaminacion bacteriana y que el cloranfenicol a una concentracion de 100mg/L es
eficaz para inhibir el crecimiento de estos microorganismos, esta concentracion es la que
se usa habitualmente en la preparacion de medios de cultivo. Cuando se compararon los
valores totales de UFC/m? se logr6 determinar que hubo diferencias significativas entre los
medios de cultivo, siendo el agar Sabouraud con NaCl donde se obtuvieron los menores
recuentos, p=<0,0001, resultados que podrian explicarse por la baja aw de este medio que
induce una alta concentracion de sales para prevenir el crecimiento y el metabolismo
fungico debido a alteraciones en las propiedades del citosol, cambios en la turgencia y la
energia requerida para sintetizar y retener solutos compatibles. [Araujo et al., 2019]. Entre
los medios de cultivo DRBC y avena no se presentaron diferencias estadisticas
significativas. Un comportamiento similar se encontr6é cuando se analizaron los tres medios
en ambientes exteriores e interiores. Al analizar el comportamiento de los medios de cultivo
en los tres edificios se encontr6 que hubo diferencias significativas en los bloques 1y 4,
pero no en el bloque 3, posiblemente por la mayor carga fungica xeréfila encontrada en este
edificio como especies de Aspergillus y Penicillium. Al comparar los medios de cultivo en
los cuatro tiempos estudiados se encontraron diferencias significativas entre agar Sabouraud
5% NacCl y los otros dos medios en los meses de marzo y noviembre de 2018, periodo en
los cuales se alcanzaron temperaturas entre 30 y 31°C, que posiblemente influyeron en una
mayor presencia de hongos xerdfilos. Agar avena suplementado con antibiético es un buen
medio de cultivo para estudios de hongos patdégenos y/o ambientales y podria servir para
tener una mejor captacion de estados sexuales y algunas estructuras que generalmente no
se presentan en el agar Sabouraud, medio de cultivo utilizado de rutina en los laboratorios
de micologia.

Agar semilla de girasol, es utilizado en el laboratorio de micologia, para diferenciar C.
albicans de C. dubliniensis, para la busqueda del complejo Cryptococcus neoformans, entre
otros[34]. Contiene sustratos fendlicos o polifendlicos que son utilizados por el complejo
Cryptococcus neoformans y otras especies de Cryptococcus mediante la enzima
feniloxidasa para producir melanina [34]. La lacasa enzimatica presente en la levadura
actla sobre estos sustratos fendlicos generando quinonas, que se someten a un proceso
de autopolimerizacién y se convierten en melanina [35][36]. El objetivo de la utilizacién de
este medio de cultivo fue determinar la posible presencia de C. neoformans en las fosas
nasales de los trabajadores, de igual forma es un medio que permite una buena
esporulacién de los hongos ambientales. Al comparar los tres medios de cultivo con el
recuento total de mohos y levaduras se logr6 determinar que solo hubo diferencias
significativas en el bloque 1 para agar semilla de girasol y durante el mes de julio/18 para
CHROMagar Candida. A pesar de las pequefias diferencias que se presentaron entre los
tres medios de cultivo, es importante recalcar que permitieron el aislamiento de un buen
namero de UFC/mL y una buena diversidad de especies y para estudios similares se
recomienda usar por los menos dos o tres medios de cultivo, uno simple y otros
diferenciales.

Los géneros de hongos encontrados en los diferentes ensayos concuerdan con los trabajos
realizados por) [1][19][16][4]; Cladosporium fue el género de mayor frecuencia en todos los
medios de cultivo evaluados, esto se puede relacionar a la temperatura y humedad la cual
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tuvieron una mediana de 25.8 °C y 56% respectivamente, estos valores fueron menores
que los obtenidos por el trabajo [19] y similares a los que dieron en los trabajos [1], [21].

Al comparar el crecimiento de los principales hongos alergénicos de ambientes utilizando
los métodos gravimétricos y volumétricos y los aislamientos de a partir de muestras de fosas
nasales de los trabajadores de tres edificios de la Universidad Santiago de Cali se encontré
que el agar semilla de girasol posiblemente por su contenido de nutrientes estimulo una
buena esporulacion de algunos hongos entre éstos el género Fusarium. El género
Alternaria, no se encontr6 o fue un hallazgo muy raro segun la clasificaciéon de Yadav y
Madelin, por esta razén los datos estadisticos no permitieron establecer bien la significancia
estadistica. Los géneros Cladosporium, Aspergillus y Penicillium presentaron los mayores
valores de UFC/m?3en los medios de cultivo tradicionales, agar Sabouraud y DRBC
[71[37][27], datos que confirman la importancia de estos medios de cultivo para el
aislamiento de hongos a partir de muestras clinicas, de alimentos y diferentes ambientes.
Los géneros Cladosporium, Penicillium y Aspergillus, fueron los hongos alergénicos que
presentaron los mayores recuentos de UFC, se les ha asociado con signos y sintomas de
fatiga, conjuntivitis, rinitis, asma, entre otras enfermedades alérgicas[13], pueden liberar
esporas 0 moléculas quimicas relacionadas con el Sindrome del edificio enfermoy
micotoxicosis[6][8][38]. La biodiversidad de los géneros de hongos encontrados en los tres
ensayos con los diferentes medios de cultivo fue similar.
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5. CONCLUSIONES

Los géneros de hongos alergénicos, Cladosporium, Aspergillus y Penicillium presentaron
los mayores valores de UFC/m?®en los medios de cultivo tradicionales, agar Sabouraud para
las muestras de fosas nasales y DRBC para las muestras ambientales, demostrando en
este estudio que son los medios de cultivo mas adecuados para la realizacion de estudios
similares.

La Biodiversidad de hongos encontrados en los diferentes medios de cultivo, tanto para el
estudio de ambientes y de fosas nasales fue similar, sin embargo, la utilizacién de dos o
tres medios permitiria recuperar un mayor nimero de UFC y una mayor diversidad,
incluyendo los aislamientos de hongos con estructuras de reproduccion sexual como
cleistotecios, peritecios y de reproduccion asexual como sinemas o coremios y picnidios.

El medio de cultivo SDA 5% NaCl, present6 los menores valores de UFC de Chrysonilia,
hongo muy contaminante, sin embargo, es importante acompafarlo de otro medio de
cultivo, ya que el NaCl puede inhibir algunos hongos ambientales. De igual forma el agar
avena mostré ventajas en la esporulacién de los hongos, en especial de los mohos negros
y en obtener una mayor biodiversidad.
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ANEXOS
ANEXO 1. Cuestionario adaptado a partir de un modelo estandarizado (El
International Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) en su version
validada al espafiol

SOBRE LA CALIDAD DEL AIRE DEL ENTORNO DE TRABAJO
RELACIONADA CON POSIBLES REACCIONES ALERGICAS PROVOCADAS
POR HONGOS

Fecha: Edificio Laboratorio
Iniciales del nombre y apellidos Firma:
Cadigo:

1. Tienes el diagnéstico médico de padecer alergia: SI( ) NO( )

1.1 Asma bronquial ( ) 1.2 conjuntivitis ( ) 1.3 Rinitis( ) 1.4 Eccema o
urticaria: () 1.5otro ( ); especificar:
1.6 ¢ Te han especificado que alérgenos te afectan? () Indicar cual (es)

2. Si has marcado NO en la anterior pregunta:

2.1 ¢ Presentas algunos de estos sintomas fuera de los procesos gripales o
Resfrios comunes?

2.2 Estornudos: ( )

2.3 Secrecion abundante de moco nasal: ()

2.4 Obstruccién y congestién nasal: ()

2.5 Picorocular: ()

2.6 Lagrimeo: ()

2.7 Dificultad para respirar con ruidos (pititos) en el pecho: ( )

2.8 Oftros, sintomas: ()

2.9 Indicar cudles:

3. ¢ENTos ulfimos meses cuando ha presentado 10S sintomas anteriores?
3.1 Primer trimestre () 3.2 Segundo trimestre 3.3 Tercer trimestre ()
3.4 Cuarto semestre 3.5 Verano: ( ) 3.6 Invierno ()

4. Los sintomas indicados ¢,D6nde suelen presentarse con mayor frecuencia?
En ambientes exteriores 4.1.1 Urbano: ( ) 4.1.2 Rural: ()
En ambientes interiores 4.2.1 Casa: ( ) 4.2.2 Laboratorio ( )

5. Tienes interés en que te practiquen pruebas en piel (Prick test) para determinar
si eres alérgico a 5 antigenos de hongos: SI( ) NO ( )



] HEDRE
[ =] |
USC La Santiago N =EEE ==
b4 fransforma iy
FNeel tu mundo il
DE CALI
H B

ANEXO 2
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Lo invito a participar como voluntario en la investigacion “Hongos alergénicos en
ambientes internos y fosas nasales de trabajadores de la Universidad Santiago de Cali y su
relacion con los sintomas de alergias respiratorias que manifiestan los trabajadores”.

El objetivo es conocer los hongos ambientales de estos edificios y analizar su relacion
con la presencia de sintomas de alergias respiratorias en los docentes, empleados
y trabajadores que alli se desempefian. Participaran trabajadores, empleados y
docentes.

Si decide voluntariamente participar en esta investigacion, se le tomaran cuatro (4)
muestras (una cada dos meses) de las fosas nasales con un escobillon estéril que
se introducira con suavidad en ambas fosas y dependiendo de los resultados
obtenidos de éstas, a algunos individuos al final del estudio, un médico alerg6logo
les hara la prueba de Prick test que consiste en hacer una puncion artificial con una
lanceta especial para introducir una gota del extracto antigénico estéril. Todos los
materiales seran estériles, desechables, la lanceta tiene una punta de 1 mm de
longitud, lo cual facilita la penetracibn homogénea del alérgeno y evita el sangrado.
Ademas, debera responder por escrito cuatro (4) cuestionarios (uno cada tres
meses). Los procedimientos anteriores se llevaran a cabo en un tiempo aproximado
de 30 minutos por visita.

Su participacién ayudara a encontrar una respuesta a la pregunta de investigacion
y permitira completar la informacién existente para dar las recomendaciones
necesarias para mejorar el ambiente de trabajo. La investigacion no implica gastos
para el participante, no recibira contribucion econémica y no podra hacer exigencias
0 remuneracion por el mismo.

Su participacion en esta investigacién es totalmente voluntaria. Usted puede
retirarse en el momento que lo desee. Con la firma del consentimiento informado el
paciente autoriza al investigador a tener acceso a la informacién suministrada enla
encuesta, el cual respetara la confidencialidad de la informacién. Para las encuesta
se utilizara un cddigo asignado para el estudio y NO seran marcados con el nombre,
a esta informacién no podran acceder personas diferentes a la investigadora,
igualmente, en ningun caso el nombre aparecera en ninguna publicacién. Estas
encuestas seran guardadas bajo custodia en la oficina de la responsable, Luz Dary
Caicedo Bejarano.

Aceptacion: Si usted no entiende el propésito de este estudio o de la
informacion contenida en este documento, por favor pregunte. No participe si
algo no es claro para usted.

Su firma abajo indicara que usted ha leido este documento (o se lo han leido) y que
ha decido participar en el proyecto. Usted firmara dos copias de este formato y es
libre de guardar una copia de este documento.

Su firma indica que usted ha decidido participar voluntariamente en este estudio.
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Cddigo Nombre (en letra clara) Documento de | Lugar/fech [Firma
del Identidad a

trabajador

Testigo: Observé el proceso de consentimiento. El paciente leyo este formato (o le
ha sido leido), tuvo oportunidad de hacer preguntas, estuvo conforme con las
respuestas y firmoé para entrar al estudio.

Testigos | Nombre (en letra clara) Documento de | Lugar/fech [Firma
Identidad a

Testigo 1

Testigo 2
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