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Figura 1. Composición actual del Laboratorio de Referencia e Investigación en Taxonomía en el Centro Nacional de Microbiología (campus de Majadahonda 
del Instituto de Salud Carlos III). De izquierda a derecha figuran Mónica Valiente (Técnico de laboratorio, Garantía Juvenil CAM), Noelia Garrido (Técnico de 
Laboratorio, Plan Nacional), Dra. Sylvia Valdezate (Investigador Científico de OPIs), María José Medina-Pascual (Técnico Superior Especializado de OPIs) y Dra. 
Pilar Villalón (Científico Titular de OPIS).

Desde su creación en 1996 por el Dr. 
Juan A. Sáez-Nieto, el Laboratorio de 
Taxonomía desarrolla actividades de 
diagnóstico, referencia e investigación en 
Taxonomía bacteriana. Se halla adscrito al 
Área de Bacteriología del Centro Nacional 
de Microbiología (CNM), ubicado en 
campus de Majadahonda del Organismo 
Público de Investigación (OPI) Instituto 

CNM (https://www.boe.es/diario_boe/txt.
php?id=BOE-A-2023-24829), o estudio de 
brotes, o de vigilancia microbiológica de 
estreptococos beta-hemolíticos (https://
cnm-laboratorios.isciii.es).

Brevemente, las actividades realizadas 
son: i) la identificación feno- y genotípica 
de especies bacterianas productoras de 
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de Salud Carlos III (https://www.isciii.es/
Paginas/Inicio.aspx). Los laboratorios de 
microbiología clínica de hospitales públicos 
y privados, delegaciones territoriales 
de salud, departamentos universitarios 
y de otros centros de investigación 
envían cepas bacterianas y solicitan 
estudios de asignación taxonómica 
incluidos en la cartera de servicios del 
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patología humana emergentes, inusua-
les y de difícil identificación; ii) carac-
terización de brotes comunitarios y 
nosocomiales producidos por bacterias 
inusuales; iii) descripción de nuevas espe-
cies; iv) determinación de marcadores 
fenotípicos y moleculares de variabilidad, 
virulencia y resistencia a antimicrobianos 
en bacterias emergentes e inusuales; y 
v) el diagnóstico de botulismo en huma-
nos. Nuestro grupo también integra el 
laboratorio de Referencia Nacional de 
estreptococos beta-hemolíticos, en el cual 
se desarrollan las siguientes actividades: 
vigilancia microbiológica de las cepas 
de Streptococcus pyogenes (SGA) y otros 
estreptococos beta-hemolíticos (grupos 
B, C y G), productores de cuadros invasi-
vos; determinación de serotipos; suscep-
tibilidad a los antibióticos utilizados para 
el tratamiento y control de la infección; 
detección de los principales factores de 
virulencia (exotoxinas superantigénicas) 
de las cepas circulantes. 

Durante la última década, la identifi-
cación de bacterias de difícil asignación 
taxonómica se ha realizado en nuestro 
laboratorio mediante la aplicación de la 
Taxonomía Polifásica, con la utilización 
de pruebas bioquímicas y metabólicas 
junto a la detección y/o secuenciación de 

genes con utilidad taxonómica (16S rDNA, 
recA, gyrB, rpoB, secA, entre otros), y con la 
detección de genes de virulencia (neuro-
toxinas de Clostridium botulinum, toxinas 
de Clostridium perfringens y Bacillus cereus, 
entre otros). En estudio de poblaciones y 
en situaciones de brote, la identificación de 
genotipos se ha realizado mediante técni-
cas de PFGE “pulse-field gel electrophore-
sis”, MLST “Multilocus Sequence Typing” y 
MLVA “Multilocus variable number tándem 
analysis”. El estudio feno- y genotípico de 
la resistencia a antimicrobianos también 
ha constituido una actividad relevante, 
enfocándose a cocos y bacilos gram-posi-
tivos (Enterococcus spp. y actinomicetes) y a 
bacilos gram-negativos no fermentadores 
(Acinetobacter spp., Burkholderia spp., Bru-
cella spp, entre otros).

Hasta este momento, el 16S rADN ha 
sido el gen más utilizado para inferir 
relaciones evolutivas bacterianas y cons-
tituye la base principal para la taxonomía 
microbiana.  Con alto grado de conserva-
ción de secuencia, proporciona una visión 
general de la diversidad microbiana y per-
mite realizar estudios utilizando sitios de 
cebado en la reacción en la cadena de 
la polimerasa (PCR) casi universales. Al 
ser el gen marcador más exhaustiva-
mente secuenciado, el depósito público 

de secuencias del gen 16S rADN es el de 
mayor dimensión. Un problema subesti-
mado es la formación de quimeras, que 
incrementan artificialmente las estimacio-
nes de diversidad e introducen ruido en 
los árboles filogenéticos, comprometien-
do en última instancia las clasificaciones 
taxonómicas. Las filogenias derivadas de 
genomas aislados y de la concatenación 
de genes codificantes de proteínas pro-
porcionan filogenias menos susceptibles 
a artefactos quiméricos y proporcionan 
controles de integridad y de contamina-
ción. Para proporcionar una continuidad 
taxonómica y corregir los numerosos 
errores los grupos polifiléticos (grupos 
formados por los descendientes de más 
de un ancestro se denominan polifiléti-
cos) que existen actualmente en la taxo-
nomía microbiana, se están dirigiendo 
esfuerzos en trasladar las clasificaciones 
basadas en 16S rADN a una taxonomía 
basada en el genoma completo. La “revo-
lución genómica” ha transformado la 
taxonomía bacteriana, y este nuevo enfo-
que se está incorporando en la actividad 
de nuestro laboratorio. 

La taxonomía basada en el genoma 
presenta grandes desafíos, como son 
disponer de bases de datos taxonómicas 
completas, genomas de referencia de 

Figura 2. Relación genética mediante goe-BURST de los secuencio-tipos (STs) de Clostridium botulinum productores de neurotoxina BoNT/B en España, 
respecto a los STs BoNT/B detectados en otros países. La numeración en negro indica los STs, y en roja indica la distancia genética. Se incluye con su 
correlación con los tipos de flagelina (flaVR). Cortesía de Microbiology Spectrum. Valdezate S. et al (2023) Exploring the genetic background of the botulism 
neurotoxin BoNT/B2 in Spain. doi: 10.1128/spectrum.02380-23. Esta imagen se halla bajo la licencia del Creative Commons (CC-BY, http://creativecommons.
org/licenses/by/4.0/)

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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calidad, y herramientas computacionales 
eficientes y de fácil uso para “explotar” 
datos genómicos y maximizar la resolución 
de asignaciones taxonómicas. Así también, 
el ensamblado de metagenomas y 
la amplificación simple de genomas 
recuperados de organismos no cultivados o 
sin asignación taxonómica con descripción 
de filos candidatos. La aplicación simultánea 
de índices obtenidos por comparación de 
genomas entre la cepa de estudio y la cepa 
tipo y/o genoma referencia considerado 
como son: la identidad promedio de 
nucleótidos (ANI, https://www.ezbiocloud.
net/tools/ani); la hibridación DNA–DNA 
digital (dDDH) determinado mediante 
el método “Genome BLAST Distance 
Phylogeny” (GBDP); y la diferencia en el 
contenido de guanina y citosina (G+C) 
en porcentaje, permiten la delineación 
taxonómica (https://ggdc.dsmz.de/ggdc.
php#). Así si dos genomas bacterianos 
presentan valores de un ANI<95%, un 

DDH <70% y una diferencia G+C >1%, 
pertenecen a especies distintas. Si los 
valores de estos marcadores taxonómicos 
son los complementarios, ambos genomas 
son identificados como pertenecientes 
a una misma especie. Aunque, el límite 
óptimo de ANI para definir las especies 
procarióticas sigue siendo una cuestión 
debatible ya que valores del 93% y el 96% 
definen una zona intermedia que podría 
reflejar relaciones tanto intraespecies 
como interespecies (ejemplo el punto de 
corte de ANI ≥95 % no resuelve especies 
estrechamente relacionadas como las 
del género Enterobacter).  Así pues, esta 
perspectiva genómica permite el abordaje 
simultáneo de las tres disciplinas de la 
taxonomía – clasificación, nomenclatura 
e identificación – del dominio a la especie. 
Con un conocimiento más extensivo de los 
genomas bacterianos, un abaratamiento 
de los costes asociados y una simplificación 
del análisis, su implantación será factible.

La actividad e investigación desarrolladas 
en el laboratorio de Taxonomía se estruc-
tura en las siguientes líneas temáticas:

1. Caracterización 
taxonómica de nuevas 
especies implicadas en 
infección humana

Estudio de patógenos no adscritos a los 
géneros y/o especies existentes o no des-
critos hasta el momento como agentes 
etiológicos de infecciones en humanos, 
como son los pertenecientes a los fila, (α, 
β, γ) Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacte-
ria, Fusobacteria y Synergistetes. Se realiza 
la descripción del nuevo género y especie 
Saezia sanguinis y de once nuevas espe-
cies del género Paenibacillus, así como 
el estudio de la participación de las dife-
rentes especies del complejo Acinetobac-
ter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii 

Figura 3. emm tipos de Streptococcus pyogenes resistentes a antibióticos, España 2007-2020. (a) emm-tipos resistentes a tetraciclina y eritromicina.  
(b) Resistencia a clindamicina en emm-tipos resistentes a eritromicina. Eje vertical = número de aislados. R, resistencia. Cortesía de Antibiotics.  
Villalón P. et al (2023). National surveillance of tetracycline, erythromycin, and clindamycin resistance in invasive Streptococcus pyogenes:  
a retrospective study of the situation in Spain, 2007-2020. doi: 10.3390/antibiotics12010099. Esta imagen se halla bajo la licencia del Creative Commons 
(CC-BY,  http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)
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en episodios esporádicos de infecciones 
nosocomiales. De especial interés resulta 
el estudio genomo-taxonómico, del virulo-
ma y del resistoma de especies del com-
plejo Burkholderia cepacia en pacientes con 
fibrosis quística y de bacterias anaerobias 
de interés clínico, como Bacteroides del 
grupo fragilis con resistencia a betalactá-
micos, carbapenémicos y metronidazol y 
clostridios, entre otros.

2. Filogenia y susceptibilidad 
a antimicrobianos en 
Nocardia y géneros afines

La identificación de las especies preva-
lentes de actinomicetos, su caracterización 
intraespecífica mediante aproximaciones 
genéticas, genómicas y proteómicas junto 
al análisis feno/genotípico de la sensibi-
lidad a antimicrobianos en estas pobla-
ciones, ha proporcionado conocimientos 
novedosos sobre la infección humana por 
estos patógenos en nuestro país. Desta-
cando la implicación de las especies Nocar-
dia cyriacigeorgica, Nocardia nova, Nocardia 
abscessus y Nocardia farcinica, junto a Gor-
donia sputi y Gordonia bronchialis como 
principales agentes etiológicos y estable-
ciéndose distintos línajes. 

3. Diagnóstico clínico 
del botulismo humano y 
vigilancia microbiológica de 
la brucelosis humana

El botulismo es una enfermedad poten-
cialmente mortal que se caracteriza por 
una parálisis fláccida descendente simétrica 
que, si no se trata, puede provocar insufi-
ciencia respiratoria y la muerte. La neuroto-
xina botulínica (BoNT) producida por ciertas 
especies de Clostridium, es la toxina biológi-
ca más potente conocida y la causa directa 
del botulismo. Se diferencian varias formas 
clínicas, siendo las principales: el botulismo 
transmitido por alimentos; el botulismo 
intestinal, que afecta normalmente a los 
lactantes; y el botulismo por heridas. En 
nuestro país, el laboratorio de Taxonomía 
bacteriana actúa como laboratorio de refe-
rencia en el diagnóstico del botulismo en 
humanos, que se produce principalmente 
por Clostridum botulinum BoNT/B. 

La brucelosis es una zoonosis causada 
por diferentes especies de bacterias del 
género Brucella, que afectan a la gran 
mayoría de los mamíferos produciéndose 
casos graves. Las infecciones subclínicas 

y no diagnosticadas son frecuentes. La 
principal especie implicada en humanos en 
nuestro país es Brucella melitensis, aunque 
su incidencia ha disminuido drásticamen-
te gracias a los Programas Nacionales de 
Erradicación de la Brucelosis implantados 
en rumiantes desde 1996. En el laborato-
rio de Taxonomía se realizan la vigilancia 
microbiológica mediante caracterización 
genética/genómica de los clones. 

4. Vigilancia microbiológica 
nacional del Streptococcus 
pyogenes (SGA) invasivo

El SGA causa un espectro amplio de 
infecciones invasivas graves, como la fas-
citis necrotizante y el síndrome del shock 
tóxico estreptocócico que se asocian a una 
mortalidad elevada. Ante la ausencia de 
una vacuna eficaz, la vigilancia constituye 
la mejor medida de prevención y control 
de la enfermedad. El laboratorio de Taxo-
nomía desarrolla el Programa de Vigilancia 
microbiológica de las cepas que circulan 
en España. La caracterización de los aisla-
dos del SGA incluye la determinación del 
serotipo (gen emm), la detección de genes 
de exotoxinas y el análisis de resistencia 
a antimicrobianos. El estudio de brotes 
se realiza mediante secuenciación del 
genoma completo (WGS). La búsqueda de 
nuevo conocimiento sobre los serotipos 
más prevalentes del SGA constituye una 
de las líneas de investigación de nuestro 
equipo. Mediante el estudio -ómico (genó-
mica y transcriptómica) y de la capacidad 
de evasión del sistema inmune queremos 
conocer las causas que condicionan la 
hipervirulencia y el desarrollo de los sín-
dromes clínicos más graves, para ofrecer 
a la sociedad nuevos abordajes en la pre-
vención y tratamiento de la enfermedad 
invasiva causada por esta bacteria.
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