EL DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE ASPERGILLUS FUMIGATUS ES UNA
NECESIDAD EN AMBIENTES CARBONIFEROS

THE DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF ASPERGILLUS FUMIGATUS IS A
MUST IN COAL ENVIRONMENTS

Ibis Margarita De La Hoz De la Hoz!, Aracely Garcia Cudn?

RESUMEN

El objetivo de ésta investigacidn fue determinar la importancia del diagndstico diferencial de Aspergillus
fumigatus como agente patégeno causante de afecciones respiratorias en ambientes carboniferos,
mediante la identificacion del gen gliotoxina P como marcador de patogenicidad puesto que en la
actualidad los datos epidemioldgicos son pocos, ademads no existen valores establecidos que evidencien
el grado de contaminacidon microbioldgica en el ambiente, ni tampoco su relacién con pacientes enfermos
del tracto respiratorio. Se realizé una revision bibliografica buscando la asociacién de concentraciones
de Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) como agente patégeno en el ambiente con el desarrollo de
enfermedades bronquiales sobre todo en zonas carboniferas. También se desconocen los valores limite
de exposicidn en bioaerosoles para prevenir las respuestas toxicas o alérgicas pues los Unicos estudios
encontrados son muy obsoletos. Esta investigacidon permitird, a través de la adopcion de nuevas
perspectivas de andlisis, replantear criterios diagndsticos de las patologias infecciosas respiratorias,
en busqueda de identificar posibles agentes patégenos causantes de afecciones respiratorias como el
Aspergillus fumigatus.

Palabras Clave: Aspergillus fumigatus, Ambientes carboniferos, Criterios diagndsticos, Afecciones
respiratorias, Contaminacion microbioldgica.

ABSTRACT

The objective of this research was to determine the importance of the differential diagnosis of Aspergillus
fumigatus as pathogen causing respiratory diseases in coal environments, gliotoxin by identifying
the marker gene as pathogenicity P since at present epidemiological data are few, and there are no
established values that demonstrate the degree of microbiological contamination environment nor their
relationship with patients suffering from respiratory tract. A literature review was conducted seeking
partnerships concentrations Aspergillus fumigatus (A. fumigatus) as a pathogen in the environment
with the development of bronchial diseases particularly in coal areas. The exposure limit values are also
unknown in bioaerosols to prevent toxic or allergic responses because the only studies found are very
outdated. This research will through the adoption of new analytical perspectives, rethink diagnostic
criteria for respiratory infectious diseases, seeking to identify possible pathogens causing respiratory
conditions such as Aspergillus fumigatus.

Keywords: Aspergillus fumigatus, Coal environments, Diagnostic criteria, Respiratory conditions,
Microbiological contamination
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INTRODUCCION

El género Aspergillus es un organismo de distribucion
ubicua, se encuentra en el agua, el suelo, el aire, en
material en descomposicidn y otras localizaciones.
Esta revision de la literatura tiene como propdsito
establecer la distribucion del hongo Aspergillus
fumigatusylaimportancia de su determinacién como
diagndstico diferencial en las patologias reportadas
por los laboratorios pues su sintomatologia es muy
similar a otras del aparato respiratorio.

En este documento se muestra una revision del
tema sobre el Aspergillus fumigatus, describiendo
las patologias que produce, la asociacién ambiental
principalmente en los ambientes carboniferos, los
criterios diagndstico, y por ultimo las técnicas de
identificacidon o aislamiento del gen Glip, marcador
de patogenicidad,
los pacientes expuestos no son evaluados para

pues desafortunadamente
la deteccién de este patdgeno, debido a que su
manifestacion clinica no es especifica; sin embargo
ejerce un impacto muy importante en morbilidad y
mortalidad, especialmente en pacientes inmunosu-
primidos

Segun el Instituto Nacional de Higiene y Seguridad
en el Trabajo en Espafia en muchas ocasiones “la
determinacion de hongos cultivables se utilizan solo
para representar la exposicién a los alérgenos, y la
mayor parte de las determinaciones proceden de
los puntos de acumulacidn de estos agentes o de las

I”

muestras del aire ambiental” (1) En una investigacidn
realizada en el departamento del Cesar, Colombia en
2013, se aisld la cepa de Aspergillus fumigatus, agente
causante de aspergilosis pulmonar invasiva en 85%
de los filtros de los equipos de monitoreo ambiental
(2). De igual forma, un estudio realizado en Medellin
en 2010 mostrd la asociacién de concentraciones

de Aspergillus fumigatus como agente patdgeno
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en el ambiente con el desarrollo de enfermedades
bronquiales (3)
nacional

Actualmente a nivel las politicas de

aseguramiento de la calidad ambiental estan
orientadas a monitorear el ambiente en las distintas
regiones del pais en lo concerniente al Material
Particulado(PM10yPM2,5)(4), es decir,contaminante
complejo por sus caracteristicas fisicas (distribucion
de tamanio de particula, morfologia y densidad) y por
sus caracteristicas quimicas (compuestos organicos
e inorganicos, metales, contaminantes primarios y
secundarios), especialmente en aquellas donde se
desarrollan actividades de explotacion minera (5),
dejando de lado la contaminacién microbioldgica,
pues no incluyen dentro de sus pardmetros los niveles
de contaminacién por microorganismos conocidos
con el nombre de bioaerosoles, pues en la actualidad
no estan establecidos los rangos o concentraciones

que especifiquen si es alarmante o no su presencia.

ASPERGILLUS FUMIGATUS

El Aspergillus fumigatus es un hongo filamentoso
hialino, ubicuo en la materia orgdanica, saprofito,
perteneciente al filo Ascomycota. Su nombre se
deriva del latin aspergillus-i (aspergilo, hisopo para
rociar agua bendita) y fumigatus-a-um (ahumado)
hifas
septadas, puede tener reproduccidon sexual (con

(6); se encuentra formado por hialinas
formacion de ascosporas en el interior de ascas) y
asexual (con formacidn de conidios) (7). Se conocen
unas 900 especies de Aspergillus (8) que Rapper y
Fennell clasifican en 18 grupos, de los que sélo 12 de
ellos, se relacionan con enfermedad humana, entre
estos el Aspergillus fumigatus que es la especie mas
patégena y la mas frecuentemente aislada en los
cuadros invasivos (9), cuya transmisidn se produce
generalmente por inhalacion de esporas (10).
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PATOLOGIAS DEL ASPERGILLUS

En la especie humana el hongo puede producir un
amplio espectro de sintomatologias correlacionado
con el tipo e intensidad de la respuesta inmune
del paciente que condiciona la invasividad del
microorganismo, agrupables en cuatro sindromes
principales: Aspergilosis broncopulmonar alérgica,
Aspergiloma, Aspergilosis pulmonar necrotizante
crénica y Aspergilosis invasiva, ademdas de otras
formas de infeccidon tras diseminacion hematdgena
o contaminacién periquirurgica (11).

Uno de los microorganismos que se puede encontrar
como contaminante ambiental en una alta incidencia
es el Aspergillus fumigatus el cual es considerado
como un hongo emergente que tiene incidencia
del 90% en infecciones fungicas invasoras (12). La
importancia de efectuar investigaciones radica
en que la Aspergilosis es una enfermedad con
prevalencia de 1 a 2 % a nivel mundial, aunque esta
cifra realmente no es alarmante, los estragos que
causa este microorganismo en casos de enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) marca un
alto indice de aparicion para Aspergilosis pulmonar
invasiva que es una enfermedad grave, con tasa de
mortalidad elevada, entre 91% y 95%. Un factor
relevante son las dificultades diagndsticas, derivadas
de lainespecificidad de la presentacidn clinicay de la
ausencia de pruebas complementarias no invasivas

gue puedan considerarse definitivas (13).

El mecanismo molecular por el cual el hongo
se establece y causa la infeccion aun no ha sido
totalmente elucidado, aunque se han realizado
estudios in vitro, en donde se ha demostrado que
al emplear filtrados de cultivo de A. fumigatus se
producen dafios en el epitelio respiratorio humano.
Se considera que este dafio estd asociado a la
existencia de un compuesto de bajo peso molecular
identificado como Gliotoxina (14).

Por otro lado, no se debe desconocer la relevancia
de estas enfermedades como causas predisponentes
a diferentes tipos de cancer pulmonar y de la
pleura, de manera independiente y sinérgica a otros
cancerigenos (15), con base en esto en la actualidad
se ha tratado de incluir la identificacién de éste
microorganismo en muestras ambientales y en
pacientes con sintomatologia de afeccién respiratoria
(16), pues hoy en dia se desconocen las relaciones
dosis-respuesta entre muchos contaminantes
bioldgicos y enfermedades en los seres humanos,
y este quizds, sea el mayor obstdculo a la hora de
establecer criterios que faciliten la evaluacion de las

personas expuestas a dichos contaminantes (17).

ASOCIACION CON AMBIENTES CARBONIFEROS

El impacto ambiental producido por las esporas
del hongo Aspergillus spp. tiene gran relevancia,
si se orienta a que las afecciones respiratorias
causan discapacidad laboral y genera incremento
en los gastos en el sector salud, definidos en los
tratamientos para las infecciones

agudas(18).

respiratorias

En la ultima década el departamento del Cesar ha
incrementado su economia basada en la explotacién
de minas de carbén a cielo abierto liderada por
empresas multinacionales como Drummond, y otras
mas, principalmente en el municipio de El Paso y La
Jagua de Ibirico.(19)

Este sector supera ampliamente al agropecuario
36,4% vs. 18,9% (PIB departamental en 2005). Por
otro lado esta explotacién minera en el centro del
Cesar ha disparado los indicadores de enfermedades
asociadas con la alta polucién generada por micro
particulas de carbén suspendidas en el ambiente
del area de influencia del complejo minero, muchas
de las cuales demandan la intervencion de los

profesionales en el area de la salud (20).
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El Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial (MAVDT) es la autoridad encargada de
tomar las medidas de caracter normativo y politico
para controlar la contaminacion ambiental, y para
el caso del departamento del Cesar la autoridad
ambiental es CORPOCESAR la cual se encuentra
encargada de operar el Sistema Especial de Vigilancia
de la Calidad del Aire de la Zona Carbonifera del Cesar
SEVCA_ZCC, este sistema cuenta con un laboratorio
en La Jagua de Ibirico (21).

Existen numerosas investigaciones sobre los
contaminantesdelaire ocasionados porlaexplotacion
minera, las cuales han establecido que dependiendo
del periodo de andlisis o tiempo de exposicidn, existe
un mayor riesgo de enfermar y morir por patologias
respiratorias y cardiovasculares de las personas
expuestas a este ambiente (19). Aunque hasta el
momento no se ha considerado el estudio ambiental
de los niveles de contaminacién por microorga-
nismos causantes de patologias respiratorias en esas
zonas, si existen estudios que demuestran que el
Aspergillus se encuentra disperso en el ambiente y
que éste puede ser detectado en el aire no filtrado,
en los sistemas de ventilacion contaminados, en
plantas ornamentales y en alimentos, por lo que
existen también equipos con colector de aire tipo
ciclén, para la deteccion de Aspergillus fumigatus
mediante Q-PCR o PCR en tiempo real (real time

PCR), en muestras de aire(22).

Un estudio publicado por la Revista de Informacion
Minera de Colombia 2008, reveld que en 600
habitantes del municipio de la Jagua de Ibirico
fueron detectadas deficiencias a nivel pulmonar
(asma, faringitis, bronquitis), lo cual hace probable
que hongos como Aspergillum fumigatus esten entre
los agentes etioldgicos, pués estos microorganismos
se encuentran incluidos en el rango de diametro de
las particulas de la fraccién inhalable (23).
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En la Universidad de Santander sede Valledupar
se llevd a cabo un estudio de aislamiento e
identificacion de bacterias, hongos y macroparticulas
en ambientes carboniferos de la Jagua de lbirico —
Cesar. Este demostrdé que el mayor porcentaje 85%
de microorganismo aislados los filtros de monitoreo
ambiental en esta zona corresponde a Aspergillus
fumigatus, lo cual es alarmante para esta poblacién
considerando las patologias ocasionadas por este
agente etioldgico.

Determinar cudl es la capacidad de carga para un
contaminante es bastante dificil por la cantidad
de ensayos que deben realizarse; debido a esto se
toman los contaminantes considerados peligrosos
y se determina la capacidad de carga del medio
ambiente (24).

La evaluacion de la exposicion a contaminantes
biolégicos tiene el
el momento, no existen criterios de valoracion
numeéricos que permitan interpretar la situacién
analizada (25). En general, las temperaturas bajas
inhiben el crecimiento de muchos microorganismos;
no obstante, algunos de ellos (por ejemplo, mohos
y levaduras) se desarrollan bien en ambientes
frios, otras especies microbianas (por ejemplo,
Aspergillus, Legionella pneumophila o Thermoacti-
nomyces vulgaris), alcanzan su desarrollo éptimo a
temperaturas elevadas.

inconveniente de que, por

Una investigacion realizada en Aranda- Bogota
en 2005 demostré que no sélo son las bacterias
presentes en el responsables de las
enfermedades respiratorias, sino que hay un gran
numero importante de patdgenos oportunistas,
que pueden causar infecciones en los ojos, piel,
vias urinarias, articulaciones y meninges; cuando el
individuo esta inmunosuprimido (26).

aire las
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CRITERIOS DIAGNOSTICOS

El diagndstico hongo puede tardar varios dias ( 3-5)
puesto que debe crecer en un medio de cultivo en el
laboratorio para suidentificacidn, lo cual se convierte
en un riesgo para el paciente, debido a que esta
enfermedad puede ser mortal y el tratamiento debe
comenzar lo antes posible (27). Esta mortalidad varia
en relacidn con la inmunodepresién del paciente,
estimandose hasta un 95% en pacientes sometidos
a trasplante de médula désea y de un 13-80% en
leucemias. El A. fumigatus es responsable de apro-
ximadamente 30% de las infecciones por hongos
en pacientes que mueren de cancer y se estima
que la Aspergilosis invasiva ocurre entre el 10-25%
de los pacientes con leucemia en los que la tasa de
mortalidad es del 80 a 90%, incluso con tratamiento.

A nivel mundial este hongo ha sido causante del
cierre de quiréfanos y salas de hospitalizacidn por su
potencial peligrosidad (28), esto debido al tamafio de
Sus esporas y a su gran capacidad para permanecer
suspendidas en el aire, lo cual influye en que estas
permanezcan en el ambiente durante largos periodos
de tiempo.

Los criterios de diagndstico son varios, entre estos
estan: Episodios de obstruccidon bronquial (asma),
Eosinofilia periférica, Test de reactividad cutanea al
antigeno de Aspergillus, Precipitacion de anticuerpos
para el antigeno de Aspergillus, Elevacién de la Inmu-
noglobulina E en sangre (29).

Las formas agudas de presentacidn se caracterizan
por la aparicion de neuropatia intersticial con
infiltracién linfocitaria y granulomas. Clinicamente
con un cuadro de tos, disnea, fiebre elevada con
escalofrios, mialgias y malestar general. En las formas
cronicas la fibrosis pulmonar se hace progresiva,
difusa e irreversible, asociada a debilidad general,
pérdida de peso y disnea severa (30)

El diagndéstico de aspergiloma se realiza con base
en criterios de imagen “cavidad pulmonar con bola
redondeada”, tipicamente en Idbulos superiores,
y evidencia microbiolégica del Aspergillus como
agente causante (31)

Asi mismo dentro de los criterios de diagndstico
esta la clasificacién del Aspergillus, la cual se basa
en las siguientes caracteristicas morfoldgicas del
hongo: Tamafio y forma de las cabezas conidiales,
morfologia de los conidiéforos, fidlides y métulas,
presencia de células de Hille y de esclerocios (32),
caracteristicas macroscdpicas de las colonias de
Aspergillus fumigatus desarrolladas con rapidez
sobre medio de cultivo ASD o Czapek a 25°C, y
deteccion de actividades enzimaticas del Aspergillus
por el método API ZYM (33).

TECNICAS DE AISLAMIENTO DEL GEN

Existen muchas metodologias para diferenciar un
microorganismo de otro, e identificarlos. Estas se
han basado tradicionalmente en la observacién
macro o microscdpica del microorganismo; si bien
es cierto, se han logrado importantes avances
en la identificacién de muchos de los hongos de
importancia médica, aun existen dificultades para
el adecuado reconocimiento de ciertos géneros vy
especies de este grupo de organismos. En los casos
en que se puede llegar a la identificacidn de especie,
los procedimientos microbiolégicos tradicionales
llegan a requerir (especialmente en el caso de
los hongos filamentosos), dias o semanas. Estas
circunstancias plantean la necesidad de desarrollar
métodos alternativos, que ofrezcan mayor rapidez en
la obtencién de resultados y ampliar la identificacién
de microorganismos de forma confiable. Las técnicas
moleculares son una de las opciones que cumplen
estos requisitos.

El avance en los estudios investigativos de las
ultimas tres décadas ha permitido la deteccién e
identificacion de microorganismos por técnicas
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moleculares que se basan en el analisis de los acidos
nucleicos extraidos de los microorganismos en forma
directa, o bien de una muestra que lo contenga (34).

Dentro de las ventajas de las técnicas moleculares
de deteccidén se encuentran: Especificidad (pueden
detectar solo la molécula o microorganismo de
interés), sensibilidad (son capaces de detectar la
presencia de un solo microorganismo), rapidez (se
puede identificar un microorganismo en menos
de 24 horas) y automatizacion (permiten tener un
diagndstico en un menor tiempo y reducir los costos)
(35).

Debido a la dificultad que representa detectar
antigenos o anticuerpos contra Aspergillus spp,
desde el ailo 2002 se ha intentado hacer diagndstico
molecular. En los primeros ensayos se utilizaba la
ampliacion por PCR de subunidades ribosomales
altamente conservadas en hongos filamentosos,
incluido el género Aspergillus; recientemente
se se logré secuenciar un fragmento de DNA de
A. fumigatus de un kb y con este PRIMER se ha
logrado detectar aspergilosis de manera temprana
(Méndez, 2003) y, de igual forma, se ha demostrado
el potencial hepatotdxico y cancerigeno de muchos
metabolitos como las aflatoxinas y ocratoxinas de
diversas especies de Aspergillus; y otras, como el gen
gliotoxina del Aspergillus fumigatus han mostrado

efecto inmunosupresor (36).

Lastécnicas deaislamiento del genoma son muy utiles
almomentoderealizarundiagndsticodeformarapida,
y para el caso del A. fumigatus mucho mas, pues la
demora en su identificacion complica la situacion del
paciente afectado (37), debido a que este patégeno
ha demostrado en los ultimos tiempos resistencia
a los agentes anti fungicos; asi mismo, estudios de
microbiologia molecular han logrado confirmar la
existencia de un teleomorfo de A. fumigatus que
podria tener grandes repercusiones desde un punto
de vista clinico, debido a que se podria originar una
descendencia con mayor virulencia y/o resistencia.
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(38). Una revisidon de las modalidades de analisis y
su uso en el establecimiento de un diagndstico de
Aspergilosis es muy oportuna teniendo en cuenta
la gravedad de la enfermedad (39). Ademas, la PCR
es una de las técnicas moleculares mds ventajosas
cuando la demostracion histopatoldgica es nula,
cuando los criterios de Aspergilosis y la presencia
de hifas concuerdan, pero los pacientes presentan
resultados de cultivos negativos (40).

Es preciso mencionar que el Aspergillus tiene sus
propios mecanismos para lesionar los tejidos y para
facilitar la invasidon en un organismo; las conidias de
los Aspergillus liberan ciertas toxinas que inhiben el
movimiento ciliar, un marcador de patogenicidad
es el gen de gliotoxina (41). Se ha demostrado que
la Gliotoxina disminuye el movimiento de los cilios
y produce lesiones en el epitelio de la mucosa.
Aunque la capacidad del Aspergillus fumigatus para
la produccidn de gliotoxina ha recibo atencion en
los Ultimos afos, no ha habido la suficiente difusidon
de los hallazgos. La gliotoxina ha demostrado tener
una potente actividad inmunodepresora in vitro ya
que inhibe la adherencia de macrdéfagos pulmonares
y peritoneales, y puede producir apoptosis de
los macrdfagos y algunas otras células de la linea
hematopoyética. (18)

DISCUSION

Recientemente, las técnicas moleculares han sido
aplicadas para el diagndstico de hongos y para
la identificacion de especies, lo que también ha
permitido hallar nuevas especies de hongos que son
morfolégicamente similares al A. fumigatus (42),
algunas de las cuales han sido implicadas en casos
graves de invasion dsea trabecular, cutanea, cerebral,
hepatica y Aspergilosis pulmonar (43); estas especies
podrian ser principalmente
fungicos, azoles o a la anfotericina B (44), mientras
que A. fumigatus es generalmente susceptible
a los anti fungicos que estan disponibles para el
tratamiento clinico(45). Esto ha permitido que se

resistentes a anti
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modifiquen los esquemas de tratamiento iniciando
con la identificacion del agente causal primero,
para establecer luego los criterios de tratamiento
adecuados (46). Teniendo en cuenta que A. fumigatus
puede representar una parte considerable de los
casos clinicos de Aspergilosis, su caracterizacion
molecular es esencial para la correcta identificacién
de las especies dentro de la seccién Fumigati.

El uso de estas herramientas moleculares para la
identificacion del genoma de Aspergillus, permite
identificar las subespecies en poco tiempo (47).
De igual forma, se han logrado aislar y purificar
compuestos genotoxicos y citotdxicos de moldes de
aire interior, contaminado por Aspergillus fumigatus
y uno de estos compuestos fue identificado como
gliotoxina, un metabolito secundario que le confiere
patogenicidad al Aspergillus (48).

Las técnicas moleculares para la deteccién de
microorganismos muy beneficiosas. Los

grandes avances de la biologia molecular han

son

permitido monitorear la cinética de reaccidn,
conocer la cantidad de ADN, y detectar la presencia
de variaciones genéticas, y detecta genes que le
confieren la virulencia y/o resistencia a anti fungicos
o antimicrobianos (49). Aunque se debe aclarar que
estos métodos no sustituyen los convencionales sino
gue los complementan, pues la integracion de ellos

lleva a resultados eficaces.

direccionar los trabajos de

de la

Es importante
investigacion
patogenicidad o virulencia de estos microorganismos

hacia la determinacion
a través de estudios moleculares donde se evidencie
la presencia del gen patogénico, puesto que de esta
forma se mostraria el impacto del hallazgo de éstos.

CONCLUSION
Hasta la fecha, la mayor parte de los trabajos de

investigacion realizados en calidad del aire, se centran
en estudiar la contaminacion atmosférica generada

por fuentes moviles y fuentes fijas en zonas urbanas,
sin embargo, son pocos los trabajos relacionados con
los contaminantes de procedencia bioldgica (bioaero-
soles),y/o fragmentos toxicos a partir de microorga-
nismos vivos. Aunque en el mundo existen multiples
paises con importantes dreas de explotacion minera
a cielo abierto, las cuales son fuente fugitiva de
material particulado con un gran impacto ambiental
sobre las poblaciones aledafias, no hay especifica-
ciones sobre los niveles que incluir estos pardmetros
en las mediciones de contaminacion.

Investigar mds sobre este patégeno ambiental ofrece
un aporte ala comunidad académico-cientificayalas
personas que trabajan en el sector salud (médicos,
bacteridlogos, microbidlogos entre otros), pues a
partir de ello se pretende incentivar la inclusiéon en
protocolos de diagndstico diferencial a los pacientes
que ingresen con afecciones respiratorias que
habiten en zonas de influencia minera o ambientes
carboniferos. Por otro lado el incluir los pardmetros
microbioldgicos en los monitoreos ambientales que
busquen la presencia del hongo Aspergillus fumigatus
seria de gran provecho para las comunidades donde
existe una alta contaminacidn por particulas, puesto
que permitiria establecer los valores de carga
microbiana ambiental como sistema de gestién de la
calidad del aire. Al tener otra opcién de diagndstico
de afecciones respiratorias se podrian establecer,
a tiempo, patologias de gran interés médico, como
también avanzar en estudios de comportamiento o
perfil epidemioldgico a través de la epidemiologia
molecular.
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