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Aspergillus e infecciones quirurgicas

Angel Asensio
Servicio de Medicina Preventiva, Hospital Ramoén y Cajal. Ctra. de Colmenar, Km 9,1 - 28034 - MADRID

A spergillus spp. es un hongo con gran presencia
en la naturaleza. Se encuentra facilmente en
el suelo, en el agua y en los restos vegetales y
representa hasta el 40% de la flora fangica del
ambiente doméstico y hospitalario. En los hospitales
puede cultivarse a partir de muestras del
aire, de los sistemas de ventilacion, del polvo
contaminado generado durante las obras de
remodelaciéon y construccion, de las moquetas, de
los alimentos, de las plantas ornamentales, y
también puede aislarse facilmente en las muestras
del aire exterior. Las esporas de Aspergillus
fumigatus, que junto a Aspergillus flavus son las
causas mas comunes de aspergillosis en humanos,
tienen un didmetro entre 2 y 3,5 mm, lo que les
permite penetrar en profundidad en las vias
respiratorias. El contacto cotidiano con el hongo
no causa enfermedad a la mayoria de las
personas; sin embargo, algunos grupos especiales de
pacientes pueden verse afectados por él en
determinadas condiciones. De ahi que hablemos
de infecciones por hongos oportunistas.

Las formas clinicas de infecciéon por Aspergillus
van desde las frecuentes y leves colonizaciones de
vias aéreas de los pacientes con patologia
respiratoria cronica, hasta las formas invasivas
de origen respiratorio, con diseminaciéon hematégena
a otros 6rganos del cuerpo, caracteristicas de los
pacientes inmunodeprimidos, pasando por otras
entidades clinicas, afortunadamente raras, como
son las infecciones de la zona quirtargica.

Epidemiologia

S e han descrito brotes de aspergilosis nosocomial
especialmente en pacientes neutropénicos y
se ha observado que estos brotes estaban asociados a
alteraciones ambientales tales como actividades
de construccion, filtros de aire del sistema de
ventilaciéon del hospital y materiales ignifugos
contaminados, y moquetas contaminadas.

La infeccién clinica por Aspergillus es pre-
dominantemente de origen respiratorio y de
hecho, en las dos ultimas décadas, la incidencia

de aspergillosis invasiva de origen respiratorio
ha venido creciendo debido al gran aumento de
pacientes gravemente inmunodeprimidos
susceptibles a esta infeccion: pacientes neoplasi-
cos que reciben tratamientos quimioterapicos,
pacientes receptores de trasplantes de 6rganos y
pacientes con SIDA.

Las infecciones quirtrgicas por Aspergillus spp.
son infrecuentes. Pueden presentarse en forma de
endocarditis, mediastinitis, y en general asociadas
a intervenciones quirargicas con implante de
cuerpos extrafios como son las proétesis
valvulares, los catéteres peritoneales, y las lentes
intraoculares entre otros.

Aspergillus spp. representa menos del 2% de los
aislamientos microbiologicos de infecciones quirtirgicas
ocurridas durante el periodo 1986-1996 declarados
al Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones
Nosocomiales de E.E.U.U. [1], y menos del 1% de
esos mismos aislamientos en los hospitales
espafioles durante el periodo 1990-1997 [2]. No
obstante, cuando estas infecciones ocurren sus
consecuencias son gravisimas. Estas infecciones
quirargicas suelen aparecer esporadicamente,
pero la presentacion de varios casos agrupados en
el tiempo y en el espacio deben hacernos sospechar
una epidemia de fuente comun. Es entonces
cuando debemos poner rapidamente en marcha
mecanismos para la identificacion de la fuente
infecciosa y para la prevencién de nuevos casos de
infeccion.

Generalmente se asume que la mayor parte de
las infecciones de la zona quirtrgica que ocurren
en pacientes en los que se ha realizado un
cierre primario de la herida, son debidas a
la contaminacién que se produce durante el acto
quirargico. Si dentro del quiréfano existen esporas
de Aspergillus, estas podrian llegan por el aire
hasta la zona quirtirgica del paciente y contaminarla.
Si el paciente va a recibir algin material que actue
como cuerpo extrano (prétesis valvulares,
articulares, alambres...) la probabilidad de
desarrollar infeccién, aun en presencia de
pequenas dosis de microorganismos, va a verse
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incrementada [3]. Esta contaminacién por via
aérea es el mecanismo de transmisiébn mas probable,
pero no pueden descartarse otros. Otro posible
mecanismo de transmisién dentro del quiréfano se
produciria por la utilizacion de materiales
contaminados por el hongo, tales como alambres
u otros materiales de sutura, ceras o6seas o los
liquidos de irrigacién. Y, en algunas ocasiones,
tampoco se podria descartar el paso de A.
fumigatus desde el parénquima pulmonar
colonizado, de pacientes con enfermedades
respiratorias cronicas, hasta la cavidad mediastinica
durante la incisiébn o puncién de la pleura en las
intervenciones a corazon abierto [4].

Medidas de Prevencion

A si pues, el mejor método para prevenir las
infecciones quirtrgicas transmitidas por
esporas flungicas por via aérea va a ser el
proporcionar y mantener el aire del quiréfano libre
de esporas, mediante un adecuado sistema de
ventilacion y filtracion.

Al ser los pacientes quirtiirgicos que van a recibir
protesis (pacientes cardiacos, neuroquirurgicos,
traumatolégicos) y los que van a recibir transplantes
de 6rganos, especialmente hepatico y pulmonar, el
grupo de pacientes con mayor riesgo de infeccion
quirurgica por Aspergillus, son los quiréfanos
donde se intervienen a estos grupos de pacientes
los que deben cumplir unos niveles de calidad de
climatizacién mas exigentes.

Estos quiréfanos deben cumplir con una serie
de requisitos técnicos y de procedimientos
destinados a impedir el paso de esporas del hongo
hasta la herida quirargica, que incluyen las
siguientes medidas:

Condiciones técnicas de los sistemas de
climatizacion.

1 aire del quiréfano debe mantenerse entre

18°C y 26 °C, con una humedad relativa
entre el 40% y 60%. Dentro del quir6fano debe
existir un gradiente de presion positiva con
respecto a los pasillos y areas adyacentes, de
forma que cuando alguna puerta o comunicacion
se abra, el aire circule desde el quir6fano hacia el
exterior impidiendo la entrada de aire exterior
contaminado. Esta presién positiva se consigue
manteniendo flujos de entrada de aire al quiréfano
superiores a los flujos de extraccién de aire del
mismo. Ademas, el aire que entra al quiréfano
proveniente del exterior va a atravesar unos
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sistemas de filtrado, que consisten en prefiltros y
filtros de alta eficiencia HEPA (High effciciency
particulate air) disenados para impedir el paso de
mas del 99,97% de las particulas de 0,3 mm de
diametro. Este sistema de climatizacion debe fun-
cionar de forma ininterrumpida durante toda la
actividad quirargica, manteniendo un minimo de
15-20 renovaciones del total del aire del quiréfano
cada hora y en caso de existir recirculacién, al
menos un 20% del aire debe proceder del exterior.

El sistema de ventilacion debe estar integro, de
forma que no existan fugas ni rupturas que
puedan contaminar las canalizaciones de aire de
entrada a los quiréfanos.

Los sistemas de ventilacion deben verificarse y
controlarse periodicamente. Su inspeccion rutinaria
permite identificar averias o anomalias en el
mantenimiento del sistema de climatizacién. Asi
mismo, los filtros se deben someter a limpieza y
desinfeccion periédica o a su sustitucién por otros
nuevos si son desechables.

Procedimientos de limpieza

L a limpieza y desinfeccion del quiréfano tiene
como objetivo eliminar los microorganismos
que puedan existir en las superficies o aparatos
del quir6fano y que ocasionalmente podrian llegar
hasta la zona quirtrgica, mediante corrientes de
aire o por la contaminacion de objetos. Esta limpieza
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se realiza al iniciar y tras acabar la actividad
quirurgica mediante agua, detergentes y
desinfectantes.

Otro aspecto clave para asegurar un ambiente
de quiréfano libre de microorganismos en general
y de Aspergillus en particular es la disciplina dentro del
quiréfano. Las puertas y ventanas de comunicacion
del quiréfano deben permanecer cerradas la
mayor parte del tiempo posible para garantizar que la
presion positiva se mantiene en todo momento y
no se crean corrientes de aire que puedan arrastrar
al interior organismos patégenos. Dentro del
quir6ofano, el personal debe ser el minimo
indispensable y los movimientos deben restringirse
a los imprescindibles. Ademas, todas las personas
deben vestir ropa adecuada, especifica para el
quiréfano, con un gorro que les cubra el cabello y
una mascarilla que cubra totalmente nariz y boca.

la utilizacién de métodos volumeétricos. Estos
ultimos son los preferidos, pues tienen la ventaja
de permitirnos cuantificar la cantidad de esporas
(o de u.f.c. de otros microorganismos) por m?® de
aire. En esencia constan de un pequeno aspirador
que hace circular un volumen de aire ambiental
prefijado sobre un medio de cultivo donde van a
impactar los microorganismos que luego se van a
cultivar, cuantificar e identificar. Estas muestras
de aire deben recogerse de los lugares potencialmente
contaminados como son las cercanias a las rejillas
de entrada de aire al quir6fano y en la proximidad
al paciente, y durante el periodo de actividad
quirargica del quiréfano. En el caso de detectar
contaminaciéon por hongos en el quir6fano habra
que proceder a su limpieza y desinfeccion y a la
investigacion de la fuente de contaminacién de
donde procede el hongo.

Controles microbiolégicos del ambiente de
quirdéfano

unque no existe una recomendacion formal

de realizarlos rutinariamente, si que estan
indicados tras la aparicion de un caso de infeccién
quirargica por Aspergillus spp., si en la inspeccion
habitual exista alguna incidencia que haga
sospechar la existencia de contaminacion por el
hongo, y durante periodos de obras de remodelacion
cercanas al quir6éfano o previo a su apertura.

Los métodos de muestreo para identificaciéon de
Aspergillus pueden realizarse mediante la exposicion
durante un periodo de tiempo constante de placas
de sedimentacion o mas preferiblemente mediante

Figura 1. Tomas de muestras con aspirador bajo la
rejilla de entrada de aire.

Actividades de construccion

na atencion especial merecen las obras de

remodelacion del edificio hospitalario [5].
Existen numerosas referencias en la literatura
poniendo de manifiesto la aparicion de epidemias
por Aspergillus durante las tareas de remodelacion
y construccién en los hospitales. En efecto, el
polvo generado en estas obras puede ir contaminado
con grandes cantidades de esporas.

Cuando van a realizarse obras en los hospitales
deben realizarse todos los esfuerzos para garantizar
que las zonas que alojan pacientes de alto riesgo
no se vean expuestas al polvo contaminado por las
esporas. En algunas ocasiones habra que recurrir
al cierre temporal de determinadas instalaciones,
trasladando a los pacientes a otras unidades. En
otras, habra que aislar fisicamente los lugares de
obras separandoles de las zonas de atencién a
pacientes. Para ello han de clausurarse puertas o
ventanas, levantar tabiques aislantes y remodelar
los flujos de trafico del personal y los pacientes.
Ademas, ha de procurarse que el personal de
limpieza mantenga las zonas permanentemente
limpias de polvo. La mayor parte de las veces estas
situaciones provocan una gran disfunciéon en el
trabajo habitual hospitalario creando incomodidad
tanto en los pacientes como en el personal.

n resumen, la frecuencia de las infecciones

por hongos oportunistas como Aspergillus
spp. va a seguir aumentando debido a una mayor
supervivencia de los pacientes gracias a las
nuevas técnicas de tratamiento. Pero esta mayor
supervivencia se acompanara de una mayor
fragilidad frente a microorganismos que se
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comportan como oportunistas. La aparicién de
infecciones quirurgicas por Aspergillus debe ser
un hecho esporadico, y su presentaciéon en brotes
debe alertarnos sobre la posible existencia
de problemas en el medio ambiente hospitalario.
Un mayor control de las instalaciones, un mejor
mantenimiento de los sistemas de climatizacion y
una mejor observancia de las normas de prevencion
de infecciones deberian permitir mantener la
incidencia de infecciones quirtargicas por el hongo
Aspergillus en valores muy bajos.

Bibliografia

1. Wong ES. Surgical Site infections. En: Mayhall CG
(ed.) Hospital Epidemiology and Infection Control. 12
ed. Baltimore: Williams and Wilkins, 1996:154-174.

2. Diagnésticos etiolégicos. En: Vaqué J y Grupo de tra-
bajo EPINE (eds.) Evolucion de la prevalencia de las
infecciones nosocomiales en los hospitales espano-
les. Proyecto  EPINE 1990-1997. Madrid: Sociedad
Espanola de Higiene y Medicina Preventiva
Hospitalarias, 1998: 231-278.

3. Waldvogel FA, Vaudaux PE, Pittet D, Lew PD. (1991)
Perioperative antibiotic prophylaxis of wound and
foreign body infections: microbial factors affecting
efficacy. Rev Infect Dis 13 (Suppl 10): S782-S789.

4. Richet HM, McNeil MM, Davis VJ, Duncan E,
Strickler J, Nunley D, Jarvis WR, Tablan OC. (1992)
Aspergillus fumigatus sternal wound infections in
patients undergoing open heart surgery. Am J
Epidemiol 135: 48-58.

S. Carter CD, Barr BA. (1997) Infection control issues in
construction and renovation. Infect Control Hosp
Epidemiol ;18:587-596.



27:18

Actualidad éggm

Sobre el concepto de especie en Microbiologia
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Papé, ¢cuantos pelos tenemos en la cabeza?
iVaya pregunta! ¢Qué contestar? ¢Una
barbaridad? ¢Decirle que estas cosas no se
preguntan? La respuesta, me imagino, dependera
de la capacidad de improvisacién de cada
progenitor, pero probablemente no sera capaz de
contestarla correctamente.

En la misma situacion nos encontramos
frecuentemente los microbiélogos cuando se nos
pregunta por el nimero total de especies de
procariotas sobre la tierra. Muchas, pero
¢muchas muchas, o s6lo muchas? Especie, entre
otras, es una de las unidades mas utilizadas para
medir biodiversidad, algo que esta tan de moda
ultimamente. En todos los intentos realizados
para medir la diversidad total de organismos en la
tierra parece que los microbidlogos estamos en
desventaja. El total de casi 5000 especies de
microorganismos clasificadas hasta el momento
es irrisorio si lo comparamos con el casi un millén
de especies de insectos catalogadas. Y es que
estos numeros, que todos los microbiélogos
sabemos que son fruto de un sesgo, juegan
un papel primordial a la hora de repartir los
royalties que genera el negocio de la biodiversidad.

Se ha calculado que en la biosfera se encuentran
un total de 4 a 6 x 10%® células procariotas, y que
el total de su biomasa protoplasmatica supera con
creces la supuesta para eucariotas. Lo mas curioso
del asunto es que el 90% de los procariotas habitan
en el subsuelo, y por tanto, el 10% restante lo
conforman todos aquellos que se encuentran
habitando suelos, sedimentos, masas de agua,
aire, y los parasitos, simbiontes y comensales de
eucariotas; en fin, los que centran nuestro interés.
Existiendo tal numero de procariotas es de
esperar, tal y como lo demuestran indirectamente
los estudios realizados mediante técnicas
moleculares, que el nimero de especies sea enorme.
Diversos calculos llevados a cabo por algunos
ecologos apuntan a que tirando por lo bajo
existirian un total de 10° especies de procariotas.
Y consideran este niimero una infravaloracion de
la verdadera diversidad, debido a que el concepto
actual de especie en microbiologia puede ser
demasiado general.

¢Qué importan uno, dos o incluso tres 6rdenes

de magnitud en el calculo, si no somos capaces de
ponernos de acuerdo sobre cual es nuestra
unidad de referencia? Y es que al ojear la literatura
parece que los microbiologos ecologos hablan de
peras cuando los taxénomos hablamos de manzanas.
Lo que ocurre es que tenemos basicamente dos
problemas: uno, que pocos son los microbidlogos
no taxénomos que entienden cual es el concepto
de especie que hemos disenado; y dos, que los
taxénomos estamos asistiendo a un periodo de
incertidumbre y desacuerdo sobre como definimos
una especie.

Los taxénomos tenemos como mision el generar
un codigo de comunicacioén entre cientificos que
facilite el intercambio de conocimientos. Este codigo
tiene que ser Util en todos los ambitos en que se
desarrolla nuestra especialidad, y no tiene que
responder solamente a las necesidades especificas
de algunos. Taxonomia es el estudio teérico de la
clasificacion de los organismos, incluyendo sus
bases, principios, procedimientos y reglas.
El sistema que se genera tras la aplicacion de sus
fundamentos teoricos es el esquema de clasificacion
o simplemente, 'la clasificacion'. Creo que es
importante entender que siempre sera artificial, a
pesar de que existe la tendencia de reflejar de una
manera lo mas fiel posible las relaciones de
parentesco entre organismos. Seria ideal contar
con un sistema de clasificacién valido para todos
los seres vivos, y que por tanto nos permitiera
poder establecer comparaciones entre eucariotas
y procariotas, algo que hasta la fecha no es posi-
ble. Los niveles jerarquicos supraespecificos
(género, familia, orden, clase...) son entidades
abstractas que pueden ser comparadas con las
establecidas para eucariotas. Las especies, sin
embargo, son entidades practicas y los requi-
sitos para su circunscripcion dependen del tipo
de concepto adoptado en cada uno de los
esquemas de clasificacion (biologico, fenético,
evolutivo...).

La taxonomia se debate entre los fundamentos
teoricos filosoficos y el pragmatismo. Y aqui es
donde encontramos la mayoria de los problemas,
al querer definir qué es una especie ¢Qué bagaje
teorico tiene que tener el concepto de especie? No
existe unanimidad. Hasta el momento se han
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conseguido establecer unos 22 conceptos distintos
de especie. Entre ellos existe toda una gradacion
que va desde el puro pragmatismo y ausencia de
carga teorica, el concepto fenético de especie, a un
concepto puramente teorico de dificil aplicacion
universal, el concepto evolutivo de especie. La
polémica sobre cual es el concepto de especie a
adoptar afecta predominantemente a los esquemas
de clasificacion de eucariotas, para los cuales el
tradicional concepto biolégico de especie (aquella
poblaciéon de organismos capaces de intercambiar
material genético con descendencia fértil y que
sufre un aislamiento reproductivo, debido a
causas como el reconocimiento de pareja, la
infertilidad o el aislamiento geografico) parece
resultar cada dia mas impracticable.

Los microbib6logos estamos relativamente alejados
de la polémica filoséfica que gira en torno al
concepto de especie. La razén principal hay que
buscarla en las caracteristicas intrinsecas de los
microorganismos. La simplicidad morfolégica, la
ausencia de ciclos ontogénicos, la ausencia de un
registro fosil 1til, entre otros aspectos, han hecho
que el estudio de las relaciones de parentesco
entre microorganismos sea una tarea ardua,
subordinada al desarrollo de técnicas de analisis.
Tal es asi, que durante el presente siglo el
concepto de especie para procariotas, y por tanto
el esquema de clasificacion, se ha ido modificando
a medida que han ido evolucionando los métodos
de obtencion de informacion. Todos podemos coin-
cidir en que hoy en dia la microbiologia es una de
las disciplinas técnicamente mas avanzadas, y
que por ello podemos obtener un volumen enorme
de informacién sobre nuestros microorganismos,
tanto de su fenotipo como de su genotipo. El
establecimiento de relaciones de parentesco
entre microorganismos se realiza tras el analisis
de todos los datos obtenidos en un estudio que
todos conocemos como taxonomia numérica, y
que permite el manejo de grandes cantidades de
informacion.

Es muy importante entender el significado de
los tipos de relaciones que se generan tras los
analisis de taxonomia numeérica. Tenemos
basicamente dos posibilidades para el establecimiento
de relaciones:

1. Relaciones fenéticas
Muy frecuente es la errénea confusién entre
fenético y fenotipico. Las relaciones fenéticas
estan basadas en la comparacion del numero
mayor posible de caracteres independientes (tanto
fenotipicos como genotipicos), a los que en general
se les atribuye el mismo peso. La unidad de medida

es el porcentaje de similitud o disimilitud, y tras el
analisis se produce una agrupacion de los
individuos en funcion de sus semejanzas. Los
resultados se suelen expresar en forma de
dendrogramas. De la topologia de estos arboles no
se puede deducir ningun tipo de relaciones evolu-
tivas ni filogenéticas. No se puede, por ejemplo,
hablar de lineas de descendencia, ya que los
nodos en el dendrograma no indican ningin tipo
de evento en la historia de la evolucién, sino tan
s6lo puntos de agrupacion por similitud. Este tipo
de tratamiento es un fallo frecuente entre
investigadores que debe evitarse, ya que puede
generar conclusiones falsas. Los estudios fenéti-
cos son frecuentes en analisis fenotipicos, analisis
de patrones electroforéticos de ADN (Ribotyping,
RFLP, PFGE, ARDRA, ERIC, RAPD...), en
Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE), etc.

2. Relaciones cladisticas.

Se trata basicamente de inferir relaciones de
ascendencia-descendencia entre organismos.
Este tipo de analisis se basa en la existencia
previa de un modelo de evolucion de caracteres
homoélogos. En microbiologia las relaciones
cladisticas se basan generalmente en la comparacion
de secuencias genomicas, y el gen que codifica el
ARN ribosémico 16S es el mas utilizado. Seria
ideal poder expresar estas relaciones en unidades
de tiempo. Sin embargo, la falta de un registro
fosil Gtil no permite dar una dimension temporal a
los resultados de los analisis cladisticos en
procariotas. Los resultados se expresan en
porcentaje de similitud o identidad de secuencias,
y nunca en porcentajes de homologia. Dos genes o
caracteres son homologos o no, pero no existe
ninguna gradacién. De los resultados de un
analisis cladistico de secuencias de genes
homodlogos se produce un arbol o cladograma
que es fundamentalmente la reconstrucciéon de
las relaciones genealégicas o filogenéticas entre
éstos, y los nodos representan puntos de
diversificacion. Se supone que el analisis del gen
del ARNr 16S refleja la filogenia de los
microorganismos, al asumir que su tasa de
mutaciéon es muy baja, ya que se encuentra
bajo una fuerte presiéon conservadora. Con
los resultados de este tipo de analisis no podemos
hablar de evolucién de microorganismos, ya que
nada nos indica la trayectoria evolutiva de un
organismo, sino tan sélo la afiliacién filogenética
de un organismo o secuencia con respecto a otros.
En resumen, este analisis nos indica el camino
seguido, pero no lo que ha ocurrido durante
ese camino.
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na vez aclarados estos puntos, podemos

discutir cual es el tipo de concepto de especie
que podemos adoptar en microbiologia. Existen
basicamente tres conceptos que se consideran,
entre los filésofos, como los mas adecuados para
servir como conceptos universales:

Concepto evolutivo de especie: Es el concepto
con mas carga tedrica, y se basa en la definicion
de especie como una linea de desarrollo, donde se
puede reconocer una trayectoria evolutiva.

Concepto fenético de especie: Es el concepto
mas pragmatico y con menos carga teorica; se
concibe la especie como una unidad basada en el
grado de semejanza entre los organismos que lo
conforman.

Concepto filogenético de especie: Algo cargado
de teoria, se basa en el reconocimiento de grupos
monofiléticos que se pueden definir por un niimero
determinado de caracteres, en principio
autapomorfos (Gnicos y exclusivos del taxén).

o podemos conocer, hasta ahora, una
trayectoria evolutiva de los microorganismos,
y ademas el ARNr 16S carece de resolucién
cuando tratamos de circunscribir una especie
procariota tal y como esta en este momento
concebida. Por tanto, sélo podemos adoptar el
concepto fenético de especie para procariotas.
Puede resultar sorprendente, pero el concepto
que en este momento esta aceptado para
procariotas es puramente fenético. La especie
procariota esta circunscrita por la combinacion de
un buen numero (desgraciadamente, hoy la
tendencia es la de minimizarlo) de caracteres
independientes, tanto fenotipicos como genotipicos.
Es lo que entre los microbiélogos se conoce como
especie polifasica (fruto de un estudio taxonémico
polifasico) que no es mas que un sinénimo
inadecuado de concepto fenético o politético de
especie. La presente circunscripciéon de especie
resulta mas del empirismo que de una discusion
filosé6fica de lo que debe significar esta unidad. Y
creo que por este motivo hemos disenado
una unidad pragmatica que carece de una base
tedrica significativa. Es por tanto el mejor concepto
que hemos podido disenar, y resulta valido (siempre
con limitaciones) en todos los ambitos de la
microbiologia.

na especie procariota es aquel grupo de

organismos que muestran un elevado grado
de similitud global, y que se diferencian conside-
rablemente de otros grupos relacionados con
respecto a muchos caracteres fenotipicos y
genotipicos independientes. Las fronteras de
especie se estan demarcando basicamente en
funcion del grado de similitud genoémica que se

obtiene por hibridaciones ADN-ADN. Los resultados
de este analisis se expresan en porcentaje de
hibridacién (RBR) o en diferencias en grados centi-
grados de temperatura de fusién homoélogo-hibri-
do (ATm). Es importante entender que ésta es una
medida indirecta de la semejanza de secuencia entre
genomas, y que para que dos ADN muestren un
minimo grado de hibridacién es necesario que
ambas secuencias compartan al menos un 80% de
identidad. Por tanto, entre O y 100% de similitud
se distribuyen genomas que comparten entre el 80
y el 100% de identidad en las secuencias. De
forma empirica se ha observado que una especie
procariota agrupa organismos con una similitud
interna superior al 70% de RBR o inferior a 5°C de
ATm. Sin embargo, es muy importante tener en
cuenta que estos limites numeéricos no son
absolutos, y que pueden oscilar entre 50%
RBR (+ 9°C ATm) y 80% RBR (+ 3°C ATm). Es por
tanto un error intentar forzar la clasificacion de
especies nuevas utilizando el 70% de RBR (o 5°C
ATm) o reclasificacién de especies son, ademas de
los datos de hibridacion ADN-ADN, el reconocimiento
de un fenotipo caracteristico e identificativo del
grupo en cuestion, asi como encontrar una
coherencia con otros datos genotipicos (por ejem-
plo el contenido G+C).

La secuencia del ARNr 16S es un parametro
adicional que aporta informacién importante. La
obtencion de estas secuencias es una tarea
relativamente facil y barata, y probablemente sea
imprescindible para futuras clasificaciones de
procariotas. E1l mayor problema, que no voy a
discutir aqui, es la confeccién de los arboles que
expresan la afiliacion filogenética de una secuencia
determinada. La reconstruccion filogenética no es
un trabajo sencillo, ya que requiere de la realizacién
de diversos calculos con distintos algoritmos y
variaciones en el nimero y tipos de secuencias. Es
recomendable el asesoramiento por un experto en
reconstrucciones filogenéticas si uno no esta muy
acostumbrado a este tipo de analisis, ya que
puede llevar facilmente a conclusiones erréneas.

La afiliacion filogenética de un organismo nos
aclara datos, como el parentesco de éste con otros
organismos ya secuenciados, asi como la
naturaleza monofilética de los taxones que uno
analiza. Sin embargo, la informacién que contiene
este gen es limitada, y se encuentra en el umbral
de resolucién en la circunscripcion de una especie
procariota. Podemos encontrar variaciones
sorprendentes en la secuencia de organismos
pertenecientes a una misma especie, asi como
especies claramente distintas con secuencias
practicamente idénticas. No es posible establecer
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unos valores numeéricos de similitud de secuencias
de ARNr 16S como frontera de una especie
bacteriana.

Por tanto, para la clasificacién de una especie
bacteriana nueva es necesario disponer al menos
de un fenotipo identificativo del grupo de cepas en
cuestion, del grado de similitud genémica interna
y al menos con las cepas tipo de las especies mas
cercanas, asi como disponer del grado de
oscilacién interno del porcentaje G+C. Al disponer
de la secuencia del ARNr 16S podemos conocer la
posicion de los organismos en un esquema de
relaciones genealogicas, asi como identificar
cuales son los taxones mas cercanos. La des-
cripcion ideal es aquella que se realiza con un
numero significativo de cepas, y en la que se
aporta el mayor numero de datos posible, tanto
fenotipicos como genotipicos, y en la cual queda
patente que este grupo se trata de una unidad
coherente, aislada del resto de organismos conocidos.

Me gustaria recomendar una serie de pautas a
seguir cuando uno quiere clasificar una especie
nueva. Estas son:

1.Hacer un esfuerzo por disponer de un
numero adecuado de cepas del taxén en estudio.
Es recomendable evitar, aunque a veces imposi-
ble, la descripcion de una especie basandose en
una sola cepa. Ello puede provocar dificultades
en la identificacion de futuros aislamientos.

2. Reconocer, mediante la afiliacién filogenética y
las caracteristicas fenotipicas, los taxones mas
cercanos y utilizar al menos las cepas tipo de
éstos en los analisis taxonomicos.

3. No cenirse exclusivamente a los valores de 70%
de RBR (0o 5°C ATm) para la circunscripcion de
una especie. Comprender que ésta puede estar
compuesta por distintos grupos genémicos (a los
que llamamos genomovares) que no necesa-
riamente deben ser clasificados como espe-
cies distintas.

4. Hacer un esfuerzo en la descripcion fenotipica del
grupo de organismos en estudio. A pesar de ser
utiles, los sistemas comerciales (por ejemplo,
API o BIOLOG) pueden ser insuficientes para la
descripcién de la variabilidad metabdlica.
El fenotipo no es s6lo el metabolismo, sino que
hay parametros como los perfiles de acidos gra-
sos, poliaminas, quinonas..., que pueden apor-
tar informacién importante en la clasificacion.

5. No ser tacanos en el tiempo ni en el esfuerzo a la
hora de analizar taxonémicamente un grupo de
organismos. La clasificacién de una especie no
es una tarea facil, y en muchas ocasiones se
encuentra infravalorada.

6. Seguir las normas de nomenclatura, que es la
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si estan las cosas. La taxonomia, asi como los

demas ambitos en la investigacion de
microorganismos, es una disciplina dinamica. Es
posible que con el tiempo, estos conceptos vayan
evolucionando y lo que consideramos ahora
valido, se considere en un futuro inadecuado.
Estamos entrando en la era genémica. Muchos
seran los genomas que se secuencien completamente.
Esta informacién va a suponer importantes
cambios en la concepcion de las relaciones de
parentesco entre microorganismos, e incluso es
posible aventurar un esquema de clasificacion
puramente basado en las secuencias de sus genomas.
Este futuro no esta muy lejos, pero para entonces
estaremos todos calvos, y esa pregunta de tan difi-
cil respuesta que se nos abordo6 al principio de este
manuscrito sera mucho mas facil de responder que
la que nos puedan seguir haciendo los ecélogos.
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Utilidad de los polisacaridos en la sistematica y
filogenia de los hongos
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a clasificacion de los hongos se ha basado fun-
damentalmente en la morfologia. La mayoria
de los hongos y en especial los que desarrollan
una fase sexual (teleomorfos), con pocas excepcio-

nes, se han agrupado homogéneamente en géne-
ros. Las dificultades son mayores en los hongos
imperfectos o mitospéricos en los que, por carecer
de reproduccion sexual el especialista no dispone
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Figura 1. Zona anomérica de los espectros 'H-RMN y unidad repetitiva de los polisacaridos caracteristicos de diversos géneros.
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de los maultiples caracteres que aporta esta fase.
Penicillium, Paecilomyces, Acremonium, Aspergillus,
Verticillium, Myrothecium son ejemplos de géneros
mitosporicos mal delimitados. El hecho de que
algunos de estos géneros tengan varios estados
perfectos demuestra su heterogeneidad. Los teleo-
morfos de Penicillium son Eupenicillium, y
Talaromyces; los teleomorfos de Paecilomyces son
Talaromyces, Thermoascus y Byssochlamys.

Los hongos que no tienen fase sexual o es des-
conocida no pueden integrarse en el sistema de
clasificaciéon evolutivo. Se han clasificado en géne-
ros pero no pueden agruparse en taxones superio-
res. Para delimitar e integrar en grupos naturales
los hongos mitospéricos con sus correspondientes
teleomorfos, cuando no bastan los caracteres mor-
folégicos, se utiliza una gran variedad de caracte-
res quimicos: ADN, proteinas, isoenzimas, poli-
sacaridos, lipidos y metabolitos secundarios [2].
En el futuro la descripcion morfolégica de los
géneros complejos incluira alguno de los caracte-
res antes mencionados.

Los polisacaridos de la pared pueden definir
grupos taxonémicos y mostrar la evolucion de los
hongos [1]. Recientemente se han descrito diver-
sos polisacaridos solubles en agua obtenidos de
los extractos alcalinos de la pared. Estos polisaca-
ridos son similares en todas las especies de un
género mitosporico, que es homogéneo, y en las
del correspondiente teleomorfo y se han propues-
to como caracteres taxonoéomicos [3].

La Fig.1. muestra el espectro de resonancia
magnética nuclear de protén y la estructura de la
unidad repetitiva de los polisacaridos de diferen-
tes anamorfos y sus teleomorfos, ordenados por
su complejidad.

El a-(1—-6) manano de Nannizzia y Microsporum
esta mas ramificado en Aphanoascus. La evolucion

es mayor al incorporar residuos de galactofurano-
sa (Neurospora) y contintia cuando estos residuos
se convierten en cadenas y el a-manano se reduce
a menos del 10% de los polisacaridos no apre-
ciandose en los espectros de resonancia
(Eupenicillium, Penicillium expansum y
Neosartorya). La adicion de residuos de glucopira-
nosa y acido glucurénico a las cadenas de galac-
tofuranosa (Calonectria y Cylindrocladium) parece
indicar un paso mas en la evolucién de estas
moléculas. La Fig. 1. también muestra que el esta-
do perfecto (teleomorfo) y el imperfecto (anamorfo)
tienen el mismo polisacarido. Por ultimo hay que
resaltar que en el género Penicillium se han encon-
trado diferentes polisacaridos. Unas especies tie-
nen el polisacarido del teleomorfo Eupenicillium;
otras el de Talaromyces y P. expansum y P. digita-
tum otro diferente. Esto muestra la utilidad de los
polisacaridos para formar grupos naturales de
especies. Esta informacién es fundamental para
delimitar ciertos géneros y deberia incluirse como
un caracter mas en su descripcion.

Referencias

1. Bartnicki-Garcia, S. (1987). The cell wall: A crucial
structure in fungal evolution. In: "Evolutionary
Biology of the Fungi". Eds. Rayner, A.D.M., Brasier,
C.M., and Moore, D. pp. 389-403. Cambridge
University Press. Cambridge.

2. Frisvad, J.C., Bridge, P.D. and Arora, D.K. (1998).
Chemical fungal taxonomy. Marcel Dekker, Inc.
N.Y./Basel/Hong Kong.

3. Leal, J.A. and Bernabé, M. (1998). Taxonomic appli-
cations of polysaccharides. In: "Chemical fungal
taxonomy". Frisvad, J.C., Bridge, P.D. and Arora,
D.K., Eds. pp: 153-181. Marcel Dekker, Inc.
N.Y./Basel/Hong Kong.



