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dad) y las instituciones implicadas
(IML, INTCF, consejerías de Sani-
dad, centros asistenciales y Centro
Nacional de Microbiología)4. Además,
la incorporación reciente de las técni-
cas de biología molecular al laborato-
rio forense ha aportado nuevas estra-
tegias de análisis que han obviado, al
menos en parte, las limitaciones de
las técnicas microbiológicas tradicio-
nales6-8.

El estudio microbiológico propues-
to en este protocolo consta de téc-
nicas presuntivas y confirmatorias
(ver fig. 1). Las técnicas presuntivas
son rápidas y sensibles y consisten
en la detección de antígenos de bac-
terias que están frecuentemente im-
plicadas en infecciones fulminantes.
Incluyen la aglutinación en látex, la
inmunocromatografía y el ELISA3,4,6.
Las técnicas confirmatorias son el
diagnóstico molecular y el cultivo mi-
crobiológico. El diagnóstico molecu-
lar incluye la reacción en cadena de
la polimerasa (PCR) a tiempo real,
que es una técnica muy específica,
sensible y rápida (2-3 h). Se propone
su empleo para la detección de genes
específicos de N. meningitidis (ctrA
y siaD), S. pneumoniae (ply) y H. in-
fluenzae serotipo b (bexA) 9; de par-
ticular importancia es la detección
del serogrupo de N. meningitidis, ya
que es un dato necesario para el pos-
terior tratamiento de los contactos.
Además, la PCR permite la detección
del microorganismo aunque éste ya
no se encontrara en forma viable en
la muestra, y por tanto no se pudiera
aislar en un cultivo, lo cual es relati-
vamente frecuente en las muestras
forenses. Su inconveniente radica en
que son técnicas aún no comercia-
les 4,9, por lo que su aplicación a la
práctica diaria supone la validación
previa en el laboratorio. Por su par-
te, el cultivo bacteriano permite de-
tectar microorganismos para los que
no se han desarrollado técnicas mo-
leculares en el laboratorio, así como
caracterizar la cepa aislada con fines
epidemiológicos4.

La puesta en práctica de este proto-
colo ya ha permitido detectar infeccio-
nes no diagnosticadas ante mortem,
entre las que se halla la enfermedad
meningocócica, así como proceder, tras
su comunicación a las autoridades sa-
nitarias, a la profilaxis de los contac-
tos.
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Pseudomonas aeruginosa
multirresistente productora 
de PER-1 en España

Sr. Editor: Pseudomonas aerugino-
sa es un patógeno importante en la in-
fección nosocomial siendo el principal
agente etiológico en la infección del
tracto respiratorio, especialmente en
pacientes sometidos a ventilación me-
cánica en las unidades de cuidados in-
tensivos (UCI). Estas infecciones sue-
len ser difíciles de tratar debido a la
resistencia intrínseca que presenta
P. aeruginosa y a su extraordinaria
capacidad para adquirir mecanismos
de resistencia1. La producción de be-
talactamasas de espectro extendido
(BLEE), muy prevalente en Escheri-
chia coli y Klebsiella pneumoniae, es
excepcional en este microorganismo.
No obstante, su presencia disminuye
notablemente las opciones terapéuti-
cas2. Este trabajo es la primera des-
cripción de una BLEE tipo PER-1 en
una cepa de P. aeruginosa en España.

Durante un estudio realizado en
nuestro laboratorio de aislados multi-
rresistentes de P. aeruginosa recogidos
durante los años 2003 y 2004, se detectó
un aislado (RYC 03136337) con un feno-
tipo compatible con la presencia de una
BLEE. Los valores de concentración in-
hibitoria mínima (CIM) expresados en
�g/ml para diferentes antibióticos fue-
ron los siguientes: ticarcilina > 64, pipe-
racilina/tazobactam � 16/4, ceftazidi-
ma > 16, ceftazidima-ácido clavulánico
8/4, cefepima > 16, imipenem 8, mero-
penem > 8, gentamicina 8, tobramicina
� 2, amikacina 16, ciprofloxacino 1, fos-
fomicina > 32 y colistina � 2. La identi-
ficación y sensibilidad se realizó por
microdilución en caldo mediante el sis-
tema automático WIDER (Fco. Soria
Melguizo, Madrid). Los datos de sensi-
bilidad se interpretaron según los crite-
rios del CLSI (anteriormente NCCLS)3.
Este aislado procedía de un paciente,
ingresado en una UCI al que se le diag-
nosticó una neumonía asociada a venti-
lación mecánica por P. aeruginosa. Se
inició tratamiento con piperacilina/ta-
zobactam y añadió tobramicina 5 días
después por persistencia de la fiebre. El
paciente continuó con fiebre, secrecio-
nes traqueales purulentas y con un
infiltrado bilateral y derrame pleural
derecho, por lo que se cambió el trata-
miento a ciprofloxacino y tobramicina.
En los 16 días que duró el tratamiento
el paciente mejoró clínicamente.

La detección de BLEE se realizó me-
diante la prueba de aproximación de
discos convencionales de amoxicilina-
ácido clavulánico a una distancia de
20 mm de otros de ceftazidima, cefotaxi-
ma, aztreonam y cefepima4. La amplia-
ción de los halos de inhibición sugirió la
presencia de una BLEE. El punto isoe-
léctrico de la betalactamasa mostró un
valor de 5,4 en el isoelectroenfoque de-
terminado con geles de pH 3-9 a partir
del extracto crudo obtenido por sonica-
ción y el equipo PhastSystem (Pharma-
cia AB, Uppsala, Sweden)5. Este valor
hizo pensar que pudiera tratarse de una
betalactamasa PER-14,6. Esta sospecha
quedó confirmada tras la caracteriza-
ción por reacción en cadena de la poli-
merasa (PCR) y posterior secuenciación
del producto amplificado. Para la ampli-
ficación del gen blaPER-1 se utilizaron los
cebadores PerA (5	-ATGAATGTCAT-
TATAAAAGC-3	) y PerB (5	-AATTTG
GGCTTAGGGCAGAA-3	) con las con-
diciones previamente descritas7. Los
ensayos de conjugación utilizando las
cepas E. coli BM21 (ácido nalidíxico y ri-
fampicina resistente, libre de plásmi-
dos) y P. aeruginosa PAO1 (rifampicina
resistente y libre de plásmidos) como re-
ceptoras y placas de selección de Mac-
Conkey Agar con cefotaxima (2 �g/ml)
y rifampicina (200 �g/ml) fueron nega-
tivos.
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El presente trabajo constituye la pri-
mera comunicación de un aislado de
P. aeruginosa con una BLEE descrita
en España. La primera BLEE identifi-
cada y totalmente caracterizada en
P. aeruginosa se describió en 1993 en
un aislado de un paciente turco hospi-
talizado en París6. Esta enzima, similar
a la caracterizada en nuestro estudio,
se denominó PER-1 y pertenece a la
clase A de Ambler. Desde entonces se
han descrito diferentes tipos de BLEE
de clase A (TEM, SHV, IBC y GES) en
P. aeruginosa, todas ellas con una loca-
lización geográfica limitada2. Diversos
estudios han demostrado la elevada
frecuencia de PER-1 en Turquía2,8,
aunque también se ha detectado en va-
rios países de Europa, fundamental-
mente en Italia, y en menor proporción
en Francia, Bélgica, Polonia y Grecia2.
En España su presencia podría estar
infravalorada debido a las dificultades
para su detección con los datos del an-
tibiograma, a la superposición del fe-
notipo que confiere con la de otros me-
canismos de resistencia, sobre todo
hiperproducción de AmpC9, y a que no
se realiza la prueba de aproximación de
discos de manera cotidiana en este mi-
croorganismo. En nuestro caso la sensi-
bilidad a piperacilina-tazobactam con
resistencia a ceftazidima y cefepima
contribuyó a la sospecha inicial. La de-
tección de P. aeruginosa con BLEE es
importante en la toma de medidas de
control epidemiológico debido al perfil
de multirresistencia que confieren las
BLEE y a la potencial capacidad de dis-
persión del elemento genético asociado.
Recientemente, Poirel et al10 han carac-
terizado el entorno genético de blaPER-1

en 5 aislados de P. aeruginosa para de-
mostrar que este gen se encuentra loca-
lizado en el cromosoma formando parte
de un nuevo transposón denominado
Tn1213 que podría favorecer su disemi-
nación10. Un seguimiento más exhaus-
tivo de los perfiles de sensibilidad de
P. aeruginosa podría contribuir a escla-
recer la dimensión de las BLEE en este
microorganismo.
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Aislamiento de Pandoraea pulmonicola
en paciente con fibrosis quística

Sr. Editor: El género bacteriano
Pandoraea ha sido recientemente es-
tablecido para agrupar a una serie
de cepas presuntamente identifica-
das como pertenecientes a los géneros
Burkholderia y Ralstonia1, con los que
comparte muchas similitudes. Estos
microorganismos han sido cultivados
de muestras ambientales y, más rara-
mente, a partir de muestras clínicas.
En los últimos años se ha comunicado
el aislamiento de diferentes especies
del género Pandoraea en esputo de en-
fermos con fibrosis quística (FQ) en
medios selectivos de Burkholderia ce-
pacia2. La implicación clínica de este
patógeno en la FQ está hoy día aún
por determinar3.

Presentamos un caso de aislamien-
to de Pandoraea pulmonicola en tres
muestras de esputos de una paciente
recientemente diagnosticada de FQ.

Se trata de una mujer de 31 años,
sin hábitos tóxicos, que desde los 13 re-
fería cuadros de infección respiratoria
de repetición. Desde hacía 2 años se le
hacía seguimiento en una consulta de
neumología, por síntomas de tos con
expectoración verdosa y espesa de unos
50 ml y en ocasiones sibilancias audi-
bles. Se le realizaron cultivos de espu-
tos en los que se aislaron Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter sp., recibió
tratamiento con broncodilatadores,
corticoides inhalados y diferentes anti-
bióticos en los cuadros de exacerbación
pulmonar. Ante la persistencia de clí-
nica respiratoria, se le realizó tomo-
grafía computarizada, en la que se ob-
servaron bronquiectasias centrales en
los lóbulos superior e inferior izquier-
dos y língula, pruebas cutáneas a hon-
gos (Aspergillus) que fueron positivas
y una determinación de IgE total de
750 U/ml y RAST a Aspergillus que
fue de clase 4. La paciente se le diag-
nosticó de aspergilosis broncopul-
monar alérgica y comenzó un trata-
miento con corticoides e itraconazol.
Posteriormente, se sospechó que ade-
más pudiese padecer FQ, por lo que se
le realizó una prueba del sudor. Se
halló una concentración de cloro ele-
vada que confirmó el diagnóstico. Se
efectuó un análisis de mutaciones
de FQ; se detectó sólo una mutación
(F508del) y la espirometría mostró
una alteración ventilatoria obstructi-
va leve-moderada con una capacidad
vital forzada de 2.840 ml (76%) y vo-
lumen espirado en el primer segundo
de 1.880 ml (62%). En el cultivo de es-
puto realizado crecieron Staphylo-
coccus aureus sensible a cloxacilina y
Pandoraea pulmonicola, sensible a co-
trimoxazol e imipenem, por lo que se
ha realizado separación de la paciente
de los demás controlados en la unidad.

Los esputos fueron sembrados si-
guiendo los procedimientos micro-
biológicos habituales4. A las 24 h de
incubación a 37 °C y atmósfera aeró-
bica, se detectó el crecimiento de más
de 105 UFC/ml. Se observaron colonias
mucosas, de color rosado, oxidasa posi-
tivas, en el medio selectivo para Burk-
holderia cepacia (fig. 1), así como el
crecimiento de un S. aureus en mani-
tol salt agar. Ante la sospecha de B. ce-
pacia, la cepa fue enviada a un centro
de referencia y se realizó una identifi-
cación preliminar mediante los siste-
mas comerciales MicroScan (Dade
Behring. West Sacramento, EE.UU.).
Correspondía a B. cepacia y API 20NE
(BioMérieux. Marcy l’Étoile, Francia),
y el código 0000547 resultante se co-
rresponde con Alcaligenes faecalis y


