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El Laboratorio de Taxonomia (desde 1996,
fecha de su creacion) se enmarca en las acti-
vidades de diagnostico, referencia e investi-
gacion del Area de Bacteriologia del Centro
Nacional de Microbiologia. Asi, se reciben
cepas bacterianas y muestras para diagnosti-
cos especiales de 270 laboratorios de micro-
biologia de hospitales, delegaciones territoria-
les de salud, departamentos universitarios y de
otros centros de investigacion. Las actividades
desarrolladas son: identificacion feno- y geno-
tipica de especies bacterianas productoras
de patologia humana emergentes, inusuales
y de dificil identificacion; caracterizacion de
brotes comunitarios y nosocomiales produci-
dos por bacterias inusuales; descripcion de
nuevas especies; determinacion de marcado-
res fenotipicos y moleculares de variabilidad,
virulencia y resistencia a antimicrobianos en
bacterias emergentes e inusuales; diagndstico
de botulismo. Nuestro grupo también integra el
laboratorio de Referencia Nacional de estrepto-
cocos B-hemoliticos, en el cual se desarrollan
las siguientes actividades: vigilancia microbio-

I6gica de las cepas de Streptococcus pyoge-
nes (SGA) y otros estreptococos B-hemoliticos
(grupos, Cy G), productoras de cuadros inva-
sivos graves y otros sindromes; determinacion
de serotipos, susceptibilidad a los antibidticos
utilizados para el tratamiento y control de la
infeccion; deteccion de los principales factores
de virulencia (toxinas y superantigenos) de las
cepas circulantes.

METODOLOGIA APLICADA
A ESTAS ACTIVIDADES

En Taxonomia:

e Pruebas bioquimicas/fisioldgicas con-
vencionales: paneles de identificacion
bioguimica y metabolica.

e Secuenciacion de genes con fines taxo-
nomicos y de factores de virulencia: 16S
RNA, 23S RNA, rooB, recA, gyiB, hpseb,
secA1, tuf, mpaD, y otros genes metabdlicos”
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housekeeping” integrados en los diferentes
esquemas de MLST “multilocus sequence
typing, genes codificantes de neurotoxinas
de Clostricium botulinum y Clostridium per-
fringens y otros genes de virulencia.

e (Caracterizacion molecular (brotes y
estudios de poblaciones): identificacion
de genotipos mediante electroforesis
en campo pulsado (PFGE); “Multilocus
sequence-typing” (MLST); Multilocus
variable number tandem analysis” (MLVA).

e Estudio feno- y genotipico de la resis-
tencia a antibidticos: antibiograma
(E-test, difusion en disco, dilucion en
placa y microdilucion); genes de resis-
tencia a B-lactamicos, macrolidos, ami-
noglicosidos, quinolonas, tetraciclinas,
glicopéptidos, principalmente.

e Diagnostico y deteccion de los serotipos
de Clostridium botulinum; tipado y sub-
tipado de neurotoxinas
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e Analisis y secuenciacion de genomas com-
pletos en cepas de Nocardia, Burkholderia,
Xanthobacter, Paenibacillus y Saezia.

En S. pyogenesy otros beta-hemoliticos:

e Pruebas bioquimicas convencionales,
paneles de identificacion fenotipica y
molecular del género Streptococcus
(94 especies).

e Aglutinacion del latex con serogrupo-es-
pecificos para la determinacion del gru-
po de Lancefield (3-hemoliticos)

e Secuenciacion del gen emm (tipos de
la proteina M) y deteccion de genes de
toxinas y superantigenos de SGA (speA,
speB, speC, speF, speG, sped, speH,
SmeZ y $sa).

e Estudio de brotes por PFGE y MLST.

e Sensibilidad a antimicrobianos (E-test)
y fenotipos de resistencia a macrolidos
(DDS).

e Deteccion de genes de resistencia a
macrolidos, tetraciclina (erm, msr, mef,
tetM, tetO.

Ademés de la actividad de referencia
mencionada, se desarrollan varias lineas de
investigacion:

a. Caracterizacion de nuevas especies
implicadas en infeccion humana

Desde 1996 en el que se creo el grupo
hasta la actualidad se han estudiado
15.000 cepas aisladas de infeccion y
de muestras ambientales relacionadas
con brotes. Las cepas pertenecieron
a 168 géneros y 501 especies de
gram-negativas y 127 géneros y 656
especies de gram-positivas. De estas,
155 cepas pertenecientes a los phyla:
Proteobacteria, (a, B,y) Bacteroidetes,
Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacte-
ria y Synergistetes) no se adscribieron
a los géneros y/o especies existentes.
Por lo que englobarian a posibles nue-
vas especies implicadas en infeccion
humana. Actualmente el grupo esta
investigacion las cepascadidatas a nue-
vas especies de Bacillus sp., Paeniba-

cillus sp. y géneros afines a Nocardia
(Actinomadura, Streptomyces y Acti-
nomyces). En gram-negativos se inves-
tigan nuevas especies de Acinetobac-
ter, Ralstonia y Chryseobacterium,. Asi
como en géneros poco habituales en
infeccion humana como: Paracoccus,
Brevundimonas, Xanthobacter y otros
(a-Proteobacteria), Massilia, Ottowia
(B-Proteobacteria), Pseudoxanthomo-
nas, Idiomarina (y-Proteobacteria).
Recientemente el grupo ha descrito un
nuevo Género perteneciente a B-pro-
teobacteria, aislado de un hemocultivo,
en el Hospital Clinico de San Carlos de
Madrid: “Saezia sanguinis” asi como
11 nuevas especies del género Paeni-
bacillus, aisladas de muestras clinicas
en diversos hospitales. Actualmente se
analiza el genoma completo de diver-
sas candidatas a nuevas especies de
Paenibacillus, Xanthobactery Saezia
(género descrito en nuestro laboratorio
recientemente).

. Filogenia de los géneros Nocardia y

Brucella

Actualmente se realiza estudios compa-
rativos de identificacion, tipado y filoge-
nias de las especies de Nocardia mas
frecuentes en Espafia: N. abscessus, N.
cyriacigeorgica, N. farcinica’y N. nova,
mediante analisis del 16S, rpoB, y gy/B,
asi como de otras especies. Otro aspec-
to importante que se ha desarrollado es
el estudio de caracterizacion molecular
de cepas de Nocardia con elevada resis-
tencia a antimicrobianos.

En el caso de Brucella melitensis, res-
ponsable del 97% de los casos humanos
de brucelosis, se han aplicado diferentes
marcadores moleculares para el estudio
de poblaciones circulantes: MLST, MLVA-
16 y HOOF-Print (Hypervariable Octame-
ric Oligonucleotide Finfger-Print). Las dos
Ultimas técnicas nos han permitido: esta-
blecer la estructura de la poblacion de las
cepas circulantes en Espania, agrupan-
dose en tres clusters principales: grupo
Americano, Mediterraneo Este y Medite-
rraneo Oeste; su correlacion con los tipos
rpoB1, roB2 y moB3, respectivamente;
predominando el genotipo 42, del grupo
Mediterraneo Este.
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PRESENTACION DEL GRUPO

El grupo de Ecologia Microbiana Molecular
de la Universidad de Alicante empez6 a fun-
cionar en 1999, cuando estaba constituido
por un par de estudiantes de doctorado recién
licenciados, Fernando Santos y Arantxa Pefia,
y su fundadora, Pepa Anton que acababa de
obtener su plaza de profesora titular de Micro-
biologia. Poco después el grupo consiguid sus
primeros proyectos financiados (uno de ellos
coordinado con Ramon Rosselld-Mdra, del
IMEDEA, con el que desde entonces mante-
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Miembros del grupo de Ecologia Microbiana
Molecular desde sus inicios hasta la
actualidad, ordenados cronoldgicamente.

De izquierda a derecha empezando por

la fila superior: Pepa Antén, Fernando

Santos, Arantxa Pefia, Lenin Maturrano,
Manuel Martinez-Garcia, Mehmet Burgin
Mutlu, Cristina Lopez, Débora Nercessian,
Maria Gomariz, Ines Boujelben, Inmaculada
Meseguer, Esther Rubio-Portillo, Judith
Villamor, Ece Albayrak, Pedro Gonzalez-Torres,
Loles Ramos-Barbero, Nuria Sarrias, Borja
Aldeguer-Riquelme, Monica LLuesma, Fran
Martinez-Hernandez, Ana B. Martin-Cuadrado,
Inmaculada Garcia-Heredia y Lucia Maestre.

nemos una fructifera y estable colaboracion)
y se incorporaron al mismo dos nuevos estu-
diantes, Lenin Maturrano y Manuel Martinez
Garcia, que empezaron también a desarrollar
sus tesis doctorales. Estas cuatro primeras
tesis (de Fernando, Lenin, Arantxa, y Manuel)
fueron la semilla de lo que luego serian nues-
tras principales lineas de investigacion duran-
te gran parte de nuestra trayectoria: virus en
ambientes hipersalinos, diversidad procarid-
tica de ambientes hipersalinos, Salinibacter
rubery microbiota de invertebrados marinos,
respectivamente.
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Durante estos casi 20 afios de trayectoria,
son muchos 10s investigadores que han pasa-
do por nuestro grupo para realizar estancias
cortas 0 hacer sus tesis doctorales (la figura
1 muestra a gran parte de ellos), ademéas de
numerosos estudiantes que han llevado a
cabo con nosotros sus DEAs, TFMs y TFGs.
Algunos de los miembros iniciales siguen en el
grupoy ya han empezado a formar sus grupos
independientes pero todavia englobados en el
de Ecologia Microbiana Molecular, ya que una
parte esencial de nuestra labor cientifica se
basa en la cooperacion y la optimizacion de



