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El laboratorio de taxonomia del Servicio se enmarca
en las actividades de diagndstico, referencia e investiga-
cion del Servicio de Bacteriologia del CNM. Asi, se reciben
cepas bacterianas y muestras para diagndsticos especiales
de 250 laboratorios de microbiologia de hospitales, dele-
gaciones territoriales de salud, departamentos universita-
rios y de otros centros de investigacion. Las actividades
desarrolladas son: identificacion feno- y genotipica de
especies bacterianas productoras de patologias humanas
emergentes, inusuales y de dificil identificacion; caracteri-
zacion de brotes comunitarios y nosocomiales producidos
por bacterias inusuales; descripcion de nuevas especies;
determinacion de marcadores fenotipicos y moleculares de
variabilidad, virulencia y resistencia a antimicrobianos en
bacterias emergentes e inusuales; diagnostico de botulis-
mo. Nuestro grupo también se integra el laboratorio de
Referencia Nacional de estreptococos B-hemoliticos, en el
cual se desarrollan las siguientes actividades: vigilancia
microbioldgica de las cepas de Streptococcus pyogenes (St
A) y otros estreptococos B-hemoliticos (grupos Cy G),
productoras de cuadros invasivos graves y otros sindromes;
determinacion de serotipos, susceptibilidad a los antibioti-

cos 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/fisiolégicas convencionales:
paneles de identificacion bioquimica y metabdlica.

e Secuenciacion de genes con fines taxonomicos y
de factores de virulencia: 16S RNA, 23S RNA, rpoB,
recA, gyrB, genes housekeeping integrados en los
diferentes esquemas de MLST «multilocus sequence
variantsy, genes de neurotoxinas de Clostridium botu-
linum y Clostridium perfringens, entre otros.

e (aracterizacion molecular (brotes y estudios de
poblaciones): identificacién de genotipos mediante
electroforesis en camEpo pulsado (PFGE); «Multilocus
sequence-typing» (MLST); «Multilocus variable number
tandem analysis» (MLVA).
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e Estudio feno- y genotipico de la resistencia a antibi6-
ticos: antibiograma (e-test, difusién en disco, dilu-
ci6én en placa y microdilucién); genes de resistencia
a B-lactamicos, macrélidos, aminoglicésidos, quino-
lonas, tetraciclinas, glicopéptidos, principalmente.

e Diagnéstico y deteccion de los serotipos de Clostri-
dium botulinum: tipado y subtipado de neurotoxinas

En S. pyogenes y otros beta-hemoliticos:

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

e Coaglutinacién con sueros serogrupo-especificos
para la determinacion del grupo de Lancefield
(B-hemoliticos) y aglutinacion con sueros especificos
del antigeno T de Staphylococcus aureus.

e Secuenciacion del gen emm (tipos de la proteina M) y
deteccion de genes de toxinas y superantigenos de S. aureus
(speA, speB, speC, speF, speG, sped, speH, smeZ y ssa).

e Estudio de brotes por PFGE.

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

® Deteccion de genes de resistencia a macrélidos, tetra-
ciclina y rifampicina (erm, msr, mef, tetM, tetOy rpo.)

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

Caracterizacion de nuevas especies
implicadas en infeccion humana

Desde 1996 en el que se cre6 el grupo hasta la actualidad
se han identificado 11.964 cepas aisladas de infeccion y de
muestras ambientales relacionadas con brotes. Las cepas per-
tenecieron a 144 géneros y 399 especies de Gram-negativas
y 108 géneros y 517 especies de Gram-positivas. De estas,
308 cepas Gram-negativas pertenecientes a 50 géneros y 465
cepas Gram-positivas de 60 géneros, no se adscribieron a las
especies existentes. Por lo que englobarian un ndmero signi-
ficativo de posibles nuevas especies implicadas en infeccion
humana. Actualmente el grupo esta investigando las cepas
identificadas de Bacillus sp., Paenibacillus sp. y géneros afi-
nes a Nocardia (Actinomadura, Streptomyces y Actinomyces).
En gram-negativos se investigan nuevas especies de Acine-
tobacter, Ralstonia y Chryseobacterium.

Filogenia de los géneros Nocardia y Brucella

Actualmente se realizan estudios comparativos de iden-
tificacion, tipado y filogenias de las especies de Nocardia
mas frecuentes en Espaiia: N. abscessus, N. cyriacigeorgica,
N. farcinica y N. nova, mediante analisis del 16S, rpoB, y
gyrB. Estos dos altimos genes estdn mostrando un buen
comportamiento como herramientas en la caracterizacion
intraespecifica de estas poblaciones.

* Véase nuestro articulo el la pagina 38.

En el caso de Brucella melitensis, responsable del 97%
de los casos humanos de brucelosis, se han aplicado dife-
rentes marcadores moleculares para el estudio de poblacio-
nes circulantes: MLST, MLVA-16 y HOOF-Print (Hypervariable
Octameric Oligonucleotide Finfger-Print). Las dos dltimas
técnicas nos han permitido: establecer la estructura de la
poblacidn de las cepas circulantes en Espafia, agrupandose
en tres clusters principales: grupo Americano, Mediterraneo
Este y Mediterraneo Oeste; su correlacion con los tipos
rpoB1, rpoB2 y rpoB3, respectivamente y el gran predomi-
nio del genotipo 42*.
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De izquierda a derecha, V. Urrialde, AD. Prieto, B. Huertas, E. van de Plassche, I. Correia, E. Romdn,
R. Diez Orejas, R. Alonso-Monge, J. Pla y C. Gémez-Pavén.

Nuestro grupo de trabajo lleva muchos afios dedican-  nuestra microbiota, comportandose como un comensal, y
dose al estudio de una levadura patdgena del ser huma-  tan solo en condiciones en las que se produce una altera-
no, Candida albicans. Este microorganismo forma parte de  cion de las defensas del huésped, principalmente de tipo
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