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RESUMEN

Introduccion: La resistencia bacteriana se ha convertido en un problema de salud publica,
debido a su alarmante incremento y aparicién cada vez méas frecuente de bacterias
multirresistente y panresistentes representando serios retos para el tratamiento de estas
infecciones. Los carbapenems son antibidticos betalactdmicos dotados de mayor espectro y
actividad, siendo los mas resistentes frente a betalactamasas. Son considerados
imprescindibles al momento de tratar infecciones nosocomiales graves e infecciones
producidas por bacterias multirresistentes, por lo que la aparicion de betalactamasas que
hidrolizan carbapenems denominadas carbapenemasas se ha convertido en un gran desafio.
La deteccion y dispersion de enterobacterias resistentes a carbapenémicos es un problema de
salud puablica a nivel mundial, y nuestro pais no es ajeno a esta realidad.

Objetivo: Caracterizar el fenotipo y genotipo de cepas de Klebsiella pneumoniae productoras
de carbapenemasas aisladas de muestras clinicas provenientes de Centros de Salud en Peru.
Meétodos: Se desarrollara un estudio transversal y descriptivo de cepas de Klebsiella
pneumoniae productoras de carbapenemasas provenientes de muestras bioldgicas
recolectados de centros de salud tanto publicos como privados. Para la caracterizacion
fenotipica se determinard el perfil de resistencia bacteriano con los datos obtenidos del
antibiograma por disco difusion y para detectar carbapenemasas tipo KPC vy
Metalobetalactamasas se realizaré la prueba de sinergia con acido borénico (APB) y &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Para la caracterizacion genotipica se realizara la
identificacion de los tipos de genes de carbapenemasas mediante PCR multiplex para los
genes blaNDM, blaKPC, blaOXA-48, blaIMP, blaVIM. El estudio de clonalidad de las cepas
se realizara mediante la técnica de MLST, finalmente se desarrollaran ensayos de conjugacion
para determinar la transferencia de plasmidos portadores de genes de resistencia.

Palabras clave: Epidemiologia, Klebsiella pneumoniae, Enterobacteriaceae Resistentes a
los Carbapenémicos.



ABSTRACT

Introduction: Bacterial resistance has become a public health problem, due to its alarming
increase and the increasingly frequent appearance of multi-resistant and pan-resistant bacteria,
representing serious challenges for the treatment of these infections. Carbapenems are beta-
lactam antibiotics with a broader spectrum and activity, being the most resistant to beta-
lactamases. They are considered essential when treating serious nosocomial infections and
infections caused by multiresistant bacteria, so the appearance of beta-lactamases that
hydrolyze carbapenems called carbapenemases has become a great challenge. The detection
and spread of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae is a public health problem worldwide,
and our country is no stranger to this reality.

Objective: To characterize the phenotype and genotype of carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae strains isolated from clinical samples from Health Centers in Peru.
Methods: A cross-sectional and descriptive study of carbapenemase-producing Klebsiella
pneumoniae strains from biological samples collected from both public and private health
centers will be developed. For the phenotypic characterization, the bacterial resistance profile
will be determined with the data obtained from the antibiogram by disc diffusion and to detect
KPC-type carbapenemases and Metallobetalactamases, the synergy test will be carried out
with boronic acid (APB) and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA). For the genotypic
characterization, the identification of the types of carbapenemase genes will be carried out by
multiplex PCR for the blaNDM, blaKPC, blaOXA-48, blaIMP, blaVIM genes. The clonality
study of the strains will be carried out using the MLST technique, and finally conjugation
tests will be developed to determine the transfer of plasmids carrying resistance genes.

Keywords: Epidemiology, Klebsiella pneumoniae, Carbapenem-Resistant
Enterobacteriaceae.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana se define como la capacidad de una bacteria para sobrevivir en
concentraciones de antibidtico que inhiben o matan a otras de la misma especie.(1) En la
actualidad la resistencia bacteriana es un problema de salud puablica debido a su alarmante
incremento a lo largo de los Ultimos afios y su extensa dispersion a nivel global, asi como al
frecuente reporte de bacterias multidrogorresistentes y panresistentes. La resistencia bacteriana
ha generado que el tratamiento de enfermedades infecciosas se convierta en un gran desafio a la
hora de brindar opciones terapéuticas.(2)(3)

Motivados por el incremento de la resistencia a nivel global, la Organizacion Mundial de la
Salud emitié una alerta epidemioldgica sobre la necesidad del desarrollo de nuevos farmacos y la
mejora de los existentes. Es por ello que el 21 de Febrero del 2017 en un comunicado de prensa
publican una lista de patégenos resistentes a antibioticos, ubicando como prioridad critica a
Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos,
Enterobacteriaceae resistentes a los carbapenémicos y productoras de betalactamasas de espectro
extendido.(4)

Los carbapenems son antibioticos betalactdmicos dotados de un amplio espectro de accion y
actividad. Los carbapenems acttan inhibiendo la formacion de la pared celular y facilitando la
lisis de la bacteria y son considerados imprescindibles al momento de tratar infecciones
nosocomiales graves e infecciones producidas por bacterias multirresistentes.(5) La aparicion de
betalactamasas que hidrolizan carbapenems denominadas carbapenemasas se ha convertido en un
gran desafio al momento de tratar enfermedades infecciosas limitando las opciones
terapéuticas.(6)

En el afio 1996 se reporto la primera enterobacteria productora de carbapenemasas en Estados
Unidos, una cepa de Klebsiella pneumoniae clon ST258, la cual se disemino rapidamente a nivel
mundial durante la siguiente década.(7) En la actualidad, estas enzimas se aislan principalmente
en Klebsiella pneumoniae y en menor medida en Escherichia coli y otras especies, con una
prevalencia mas alta al sur de Europa y Asia en comparacion a otras partes del mundo. Las mas
frecuentemente aisladas son las carbapenemasas tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemasa
(KPC), New Delhi metalobetalactamasa (NDM) y OXA-48.(8)

En el Perd, la primera enterobacteria productora de carbapenemasas fue un aislamiento de
Klebsiella pneumoniae tipo KPC reportada en el afio 2013 proveniente de un hemocultivo de un
paciente internado en la unidad de cuidados intensivos del Hospital Nacional Arzobispo
Loayza.(9) Posteriormente, en el afio 2016 se realizaron los primeros reportes de cepas de
Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas tipo NDM, donde se identificaron nueve
aislamientos provenientes del Hospital Dos de Mayo.(10) En al afio 2018, investigadores del
Instituto Nacional de Salud del Per realizaron una publicacion que describe 83 enterobacterias
productoras de carbapenemasas provenientes de 12 hospitales a nivel nacional que fueron
recolectadas durante los afios 2013 al 2017. La especie bacteriana mas comunmente aislada fue
Klebsiella pneumoniae, y del total de las 83 cepas, en el 67.5% se detectd el gen blaNDM, en el
31.3% al gen blaKPC, y solo una aislamiento fue positivo para la deteccion del gen blaIMP.(11)

En el 2020, un estudio méas profundo sobre las caracteristicas moleculares de enterobacterias
productoras de carbapenemasas fue publicado por un grupo de investigadores del Hospital
Guillermo Almenara. En dicho estudio, la relacion clonal fue evaluada mediante electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE) v tipificacion de secuencia multilocus (MLST). Un grupo de 30
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aislamientos de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas tipo NDM fueron
recuperados de hemocultivos durante el mes de junio del 2018. Todos los aislamientos, excepto
dos, pertenecian al tipo de secuencia ST348. Dicho reporte es actualmente considerado el primer
informe de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa tipo NDM recuperada de nifios
y adultos en Lima, asi como el primer reporte que describe la cepa ST348 en un brote en Per(.(12)

Las caracteristicas moleculares y el impacto de la frecuencia de los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae resistentes a carbapenems ha sido poco estudiada en el Per(. Actualmente, no hay
informacion disponible sobre la frecuencia y tipos de carbapenemasas circulantes en nuestro
territorio para los altimos afios. Conocer la presencia de carbapenemasas permitiria implementar
programas de vigilancia epidemioldgica segun las necesidades de cada centro de salud. Por otro
lado, identificar el tipo de carbapenemasa permitiria brindar un tratamiento adecuado y oportuno
al paciente, debido a que los nuevos antibioticos poseen inhibidores de betalactamasas especificos
para cada tipo de carbapenemasa.(13)

Este proyecto busca caracterizar el fenotipo y genotipo de los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae productoras de carbapenemasas procedentes de diferentes muestras bioldgicas
recolectadas de diversos centros de salud tanto publicos como privados, siendo el objetivo
principal describir el perfil de resistencia y los tipos de genes circulantes, asi como la clonalidad
de estas cepas a nivel nacional. El potencial impacto de este proyecto estd relacionado a la
generacion de informacion del tipo; epidemioldgica y bacteriana, estructura poblacional de cepas
circulantes intrahospitalarias, y relacién de lineas clonales hipervirulentas. Finalmente, los
resultados seran de gran importancia para conocer nuestra realidad y preparar un plan de respuesta
e intervencion futuro.

OBJETIVO

2.1 Objetivo general

2.2

Caracterizar fenotipica y genéticamente cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de
carbapenemasas aisladas de muestras clinicas provenientes de un laboratorio privado en Lima
durante el 2018 al 2022.

Objetivos secundarios

Determinar el perfil de resistencia bacteriano con los datos obtenido del antibiograma e
identificar el tipo de carbapenemasa mediante el método de sinergia de discos en cepas de
Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas aisladas de muestras clinicas de un
laboratorio privado en Lima durante el 2018 al 2022.

Identificar los tipos de genes de resistencia a betalactamicos en cepas de Klebsiella pneumoniae
productoras de carbapenemasas aisladas de muestras clinicas de un laboratorio privado en Lima
durante el 2018 al 2022.

Determinar la clonalidad de cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas
aisladas de muestras clinicas de un laboratorio privado en Lima durante el 2018 al 2022
mediante la técnica de MLST.
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Determinar la presencia de plasmidos conjugativos en cepas de Klebsiella pneumoniae
productoras de carbapenemasas aisladas de muestras clinicas de un laboratorio privado en Lima
durante el 2018 al 2022.

3 MATERIAL Y METODO

3.1

32

Disefio del estudio

El disefio del estudio es de tipo descriptivo y transversal de periodo.

Poblacion y lugar de estudio

Cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de muestras clinicas provenientes de un laboratorio
privado el cual cuenta con un area dedicada al diagnostico microbiologico. El laboratorio se
encuentra ubicado en la ciudad de Limay realiza el proceso de muestras biolédgicas de pacientes
hospitalizados y ambulatorios.

4.2.1 Criterios de inclusion

o

o

Aislamiento de Klebsiella pneumoniae identificada mediante métodos manuales,
automatizados o por ambos

Klebsiella pneumoniae aislada de una muestra biolégica procesada por el area de
Microbiologia de un laboratorio privado en Lima durante los afios 2018 al 2022.

Aislamientos bacterianos de Klebsiella pneumoniae que evidencien resistencia a uno
0 méas carbapenems (imipenem, meropenem, ertapenem) al momento de realizar el
antibiograma de rutina.

4.2.2 Criterios de exclusién

3.3

o

Cepa de Klebsiella pneumoniae que no permita realizar la trazabilidad del origen de
la muestra y obtener datos del antibiograma.

Klebsiella pneumoniae no viable y que no permita realizar los protocolos establecidos
en el presente estudio.

Cepas de Klebsiella pneumoniae con multiples pasajes que hayan podido perder sus
plasmidos.

Muestra

Se recolectaran todas las cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas
aisladas de diferentes muestras clinicas provenientes de un laboratorio privado en Lima durante
los afios 2018 al 2022.

Este proyecto no propone realizar un célculo de tamafio de muestra ya que el presente estudio
busca caracterizar molecularmente todos los aislamientos de Klebsiella pneumoniae que
cumplan con los criterios de inclusion y exclusion, y que ademas se encuentren disponibles
durante el periodo de estudio
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Asimismo, la determinacién de un tamafio de muestra mediante un método se muestreo podria
ocasionar sesgo de seleccion y favorecer la seleccion de aislamientos frecuentes a expensas de
subpoblaciones infrecuentes. Por tal motivo, este trabajo propone la caracterizacion de cepas
de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas aisladas de diferentes muestras
clinicas y provenientes de un laboratorio privado ubicado en Lima que conforme parte de la
poblacién futura de estudio.

Definicion operacional de variables
Variable “Tipo de muestra biologica”

a) Definicion operacional: Fluido bioldgico o secrecién humana que proviene de un paciente
atendido en el laboratorio de microbiologia.

b) Definicion conceptual: Muestras tales como orina, sangre, secreciones, liquidos biolégicos
son consideradas muestras bioldgicas.

c) Criterios de medicién: Origen de la muestra.

d) Tipo de Variable: Categdrica politomica.

Variable “Susceptibilidad antimicrobiana”

a) Definicion operacional: Susceptibilidad de determinados antibidticos frente a un
aislamiento bacteriano cuya interpretacion se basa en los criterios establecidos por la
CLSI. (14) Cada antibidtico ensayado se realizara segun el tipo de muestra de donde
proviene el aislamiento bacteriano.

b) Definicidn conceptual: La susceptibilidad antibiotica se determina por la concentracion
antibidtica necesaria para producir la inhibicion del aislamiento bacteriano evaluado. (14)

c) Criterios de medicion: Se determinara los valores de MIC (minima concentracion
inhibitoria) mediante es uso de equipos automatizado. Y su posterior interpretacion como
sensible, intermedio y resistente se realizaran basados en los criterios establecidos por el
CLSI.

d) Tipo de variable: Categdrica politdmica (sensible, intermedio y resistente).

Variable “Perfil de Resistencia Fenotipico”

a) Definicion operacional: Perfil de resistencia bacteriano determinado de forma
fenotipica con pruebas de sinergia de discos.

b) Definicién conceptual: El perfil de resistencia bacteriano puede ser detectado por
métodos fenotipicos utilizando discos de forma estratégica.

c) Criterios de medicion: Antibiograma por disco difusion y sinergia de discos.

d) Tipo de Variable: Categorica politomica (B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) /
AmpC /Metalo-f lactamasas / cabapenemasa tipo KPC).

Variable “Carbapenemasa clase B: NDM, IMP, VIM”

a) Definicion operacional: Clasificacion de las carbapenemasas segun Ambler y Bush.
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b) Definicidn conceptual: Enzimas que hidrolizan penicilinas de 2da, 3era y 4ta generacion
y carbapenems y son consideradas metalobetalactamasas cuyo sitio de activo depende
de Zinc. (15)
c) Criterios de medicion: Seran detectadas mediante PCR multiplex para los genes NDM,
VIM.IMP.
d) Tipo de variable: Categdrica dicotomica (Detectado/No detectado)
Variable “Carbapenemasa clase D: OXA-48”

a) Definicion operacional: Clasificacion de las carbapenemasas segun Ambler y Bush.

b) Definicidén conceptual: Enzimas que hidrolizan penicilinas de lera y 2da generacion y
carbapenems. No hidrolizan cefalosporinas de 3era o 4ta generacién ni aztreonam. (15)

c) Criterios de medicion: Seran detectadas mediante PCR multiplex.

d) Tipos de variable: Categorica dicotomica (Detectado/No detectado)

Variable “Carbapenemasa clase A: KPC”

a) Definicion operacional: Clasificacion de las carbapenemasas segun Ambler y Bush.

b) Definicion conceptual: Enzimas que hidrolizan penicilinas de lera, 2da, 3era 'y 4ta
generacion, aztreonam y carbapenems. (15)

c) Criterios de medicion: Seran detectadas mediante PCR multiplex.

d) Tipo de variable: Categorica dicotomica (Detectado/No detectado)

Variable “Secuencia tipo”

a) Definicion operacional: Numero de secuencia tipo obtenida.

b) Definicidn conceptual: Perfil alélico de cada bacteria que se caracteriza por secuencias
unicas de alelos en cada uno de los loci de los genes evaluados.

c) Criterios de medicion: Determinado mediante la técnica de tipificacion multilocus de
secuencias (MLST).

d) Tipo de variable: Categdrica politomica.

Variable “Plasmido conjugativo”

a) Definicion operacional: Proceso de conjugacion bacteriana.

b) Definicién conceptual: Molécula de ADN circular que se encuentra dentro de la bacteria
y puede ser transferido o no a otra bacteria por lo que se clasifican como plasmidos
conjugativos y no conjugativos.

c) Criterios de medicion: Ensayos de conjugacion de plasmidos bacterianos.

d) Tipo de variable: Categdrica dicotomica (Conjugativo/ No conjugativo)

3.5 Procedimientos y técnicas

Las cepas de Klebsiella pneumoniae seran identificas y confirmadas por el area de
microbiologia del centro de salud de su procedencia. Los aislamientos seran recolectados de
forma colaborativa entre las instituciones de salud, y posteriormente enviadas al Laboratorio
de Resistencia Antimicrobiana de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los
procedimientos del laboratorio fueron resumidos en el Anexo 1.
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3.5.1 Recoleccién de datos:

Los datos seran recolectados del laboratorio de microbiologia del centro de salud del cual
provengan las cepas de Klebsiella pneumoniae. Se obtendra informacion sobre el tipo de
muestra del cual proviene el aislamiento bacteriano junto con el resultado de antibiograma y
los datos de la minima concentracion inhibitoria segin corresponda. Se colocara si se
realizaron pruebas adicionales tales como test de sinergia con EDTA, test de sinergia con APB
o inmunocromatografia de tipos de genes de carbapenemasas.

3.5.2 Transporte de aislamientos bacterianos:

Las cepas serdn almacenadas a - 20 °C en medio TSB glicerol al 10%, para su posterior
reactivacion y caracterizacion genética. Todos los aislamientos serdn mantenidos en
condiciones adecuadas que permitan su futura reactivacion.

3.5.3 Deteccion de la produccion de carbapenemasas mediante la prueba de
Carba NP:

Las cepas de Klebsiella pneumoniae provenientes de los diferentes centros de salud seran
reactivadas en Agar Mueller Hinton con un disco de meropenem para estimular la produccion
de carbapenemasas, posterior a este procedimiento se realizard la confirmacion de la
produccidn de carbapenemasas mediante la prueba de Carba NP.(16) Se seleccionaran todas
las cepas cuyo resultado sea positivo.

3.5.4 Sinergia de Discos:

Para la deteccion fenotipica de carbapenemasas tipo KPC y Metalobetalactamasas se realizara
la prueba de sinergia con acido borénico (APB) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
respectivamente utilizando el protocolo establecido por el Laboratorio Nacional de Referencia
en Antimicrobianos INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.(17) Se utilizara una planilla
patrén para la ubicacion estratégica de los discos para evidenciar mecanismos de resistencia
a carbapenémicos, betalactamasas de espectro extendido y AmpC, utilizando los discos de
Meropenem, Imipenem, Ertapenem, Cloxacilina, Aztreonam, Piperacilina/Tazobactam,
Amoxicilina/clavulanico y los discos de inhibidores EDTA y APB (Anexo 2).

3.5.5 Deteccidn de genes de betalactamasas:

La deteccion de tipos de genes de betalactamasas de realizard mediante PCR convencional
donde de evaluaran los siguientes genes:

Genes de produccion de betalactamasas de espectro extendido: blaCTX-M, blaSHV,
blaTEM. Se utilizaran cebadores y condiciones de PCR previamente establecidos. (18)

Genes de produccion de carbapenemasas: Se incluira en la busqueda los genes blaNDM,
blaKPC, blaOXA-48, blalIMP, blaVIM. Se realizard un PCR multiplex para estos 5 genes,
utilizando el protocolo establecido por el INLS- Malbran. (19)
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3.5.6 Tipificacion multilocus de secuencias (MLST):

Se realizard utilizando los siguientes genes conservados: rpoB,gapA, mdh, pgi, phoE, infB,
tonB. Segun los protocolos elaborados por el Instituto Pasteur. (20)

Para el posterior analisis de la secuencias obtenidas e identificacion del perfil alélico y
secuencias tipos (ST) se utilizard la base datos del mismo instituto
(https://bigsdb.web.pasteur.fr/cgibin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmist_klebsiella_seqgdef).

La herramienta bioinformatica BioNumerics se utilizard para investigar la diversidad de la
poblacion y la relacion entre las secuencias tipo (ST) identificadas. El andlisis permitird
obtener complejos, grupos clonales y la construccion de arboles filogenéticos y redes
divididas segun lo ameriten los resultados obtenidos. Asimismo, se evaluard la relacion
filogenética de los aislamientos de Klebsiella pneumoniae productores de carbapenemasas
recolectados por el presente estudios y aislamientos previamente identificados a nivel
mundial. (21)

3.5.7 Deteccidn de Plasmidos conjugativos:

Para los ensayos de conjugacion de utilizard como cepa receptora una E. coli MC1061 AziR
y las cepas donadoras seran las cepas problema de Klebsiella pneumoniae productoras de
carbapenemasas. El procedimiento se realizard como se indica en el Anexo 3. De cada
experimento de conjugacion se seleccionara una cepa transconjugante a la cual se le realizara
el estudio de patron de resistencia. (22)

3.6 Aspectos éticos

La recoleccion de datos y almacenamiento de cepas bacterianas se realizara asignandole un
cddigo unico a cada aislamiento por lo que se mantendrd el anonimato y no permitira la
identificacion de pacientes.

Este protocolo se registrara en el Sistema Descentralizado de Informacion y Seguimiento a la
Investigacion (SIDISI) - Direccion Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia
(DUICT), y sera evaluado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) previamente a su
ejecucién. Durante la implementacion del estudio se respetaran los principios éticos delineados
en la Declaracion de Helsinki, y se seguiran estrictamente las recomendaciones realizadas por el
CIE-UPCH.

3.7 Plan de analisis

Se realizara el andlisis de los perfiles de resistencia bacterianos, frecuencia de los
aislamientos, datos obtenidos de los estudios de conjugacion plasmidica y secuencia tipos
detectados mediante la técnica de MLST. Se elaboraran tablas y graficos que permitan
visualizar los hallazgos obtenidos de forma global y estratificada de acuerdo con los objetivos
propuestos.

Para el analisis bioinformatico de la técnica de MLST se utilizara la base de datos del Instituto
Pasteur y el programa BioNumerics para investigar la diversidad de la poblacién, la relacion
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entre las secuencias tipo (ST) y analizar complejos clonales. Las secuencias de alelos y ST
estan disponibles en el sitio web publico de MLST en http://pubmlst.org/kpneumoniae.

4 PRESUPUESTO Y FINANCIAMIENTO

PRESUPUESTO DEL PROYECTO

Titulo del estudio: Caracterizacion fenotipica y genotipica de cepas de Klebsiella pneumoniae
productoras de carbapenemasas aisladas de muestras clinicas provenientes de Centros de Salud

durante el 2018 al 2022.

Investigador(es) principal(es): Lic. Tamin Nohely Ortiz Gdmez
Fuente de financiamiento (marque el que corresponda):
Autofinanciado: (X)
Otro: (___) Mencione el nombre de la institucién financiadora:

MATERIALES
Cantidad | Unidad de Medida Descripcion CPStO. Costo Total (S/.)
Unitario
DISCOS ANTIBIOTICOS
5 UND Meropenem OXOID S/12.80 S/. 64.00
5 UND Imipenem OXOID S/12.80 S/. 64.00
5 UND Ertapenem OXOID S/12.80 S/. 64.00
3 UND APB S/ 64.50 S/.193.50
3 UND EDTA S/ 64.50 S/.193.50
5 UND Cloxacilina S/ 12.80 S/. 64.00
5 UND Aztreonam S/12.80 S/. 64.00
5 UND Amoxicilina/clavulanico S/12.80 S/. 64.00
AGARES
1 500 gr Agar Mueller Hinton OXOID S/280.00 S/. 280.00
1 500 gr Caldo TSB OXOID S/ 245.00 S/. 245.00
1 500 gr Caldo Mueller Hinton BD S/260.00 S/. 260.00
1 100 gr Agarosa grado molecular S/260.00 S/. 260.00
PROCEDIMIENTOS MOLECULARES
1 200 x 50ul Reactions | MyTaq™ Red Mix S/ 606.20 S/. 606.20
2 500 ul/100 loads Ladder abm 100 pb S/ 230.88 S/. 461.76
20 200 nmol 80-160 nmol |Primer blaNDM R’ S/5.18 S/.103.60
18 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaNDM F' S/5.18 S/.93.24
20 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaKPC R’ S/5.18 S/. 103.60
20 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaKPC F' S/5.18 S/. 103.60
26 200 nmol 80-160 nmol |Primer blaIMP R’ S/5.18 S/. 134.68

16



http://pubmlst.org/kpneumoniae

24 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaIMP F' S/5.18 S/.124.32
19 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaVIM R’ S/5.18 S/.98.42
18 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaVIM F' S/5.18 S/.93.24
22 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaOXA-48 R’ S/5.18 S/.113.96
20 200 nmol 80-160 nmol | Primer blaOXA-48 F' S/5.18 S/.103.60
15 200 nmol 80-160 nmol | Primer SHV R’ S/5.18 SI.77.70
16 200 nmol 80-160 nmol | Primer SHV F' S/5.18 S/. 82.88
16 200 nmol 80-160 nmol |Primer TEM R' S/5.18 S/. 82.88
16 200 nmol 80-160 nmol |Primer TEM F' S/5.18 S/. 82.88
17 200 nmol 80-160 nmol | Primer CTX-M R S/5.18 S/. 88.06
17 200 nmol 80-160 nmol | Primer CTX-M F' S/5.18 S/. 88.06
70 200 nmol 80-160 nmol | Primers para MLST R' S/5.18 S/. 362.60
71 200 nmol 80-160 nmol | Primers para MLST F' S/5.18 S/. 367.78
MATERIALES PLASTICOS
25 Paq x 10 und Asas de siembra descartables S/ 8.43 S/. 210.75
4 96 unifrack Tips Esteril con filtro10 pl S/29.00 S/.116.00
4 96 unifrack Tips Esteril con filtro 50 pl S/ 28.00 S/.112.00
1 Pag x 200 und Hisopos estétiles S/8.10 S/.8.10
2 Bolsa x 200 und Criovial 1.5 mL S/ 275.00 S/. 550.00
15 Bolsa x 12 strips PCR Strips 8 x 0.1 mL S/42.00 S/. 630.00
CEPAS ATCC
1 1 vial Escherichia coli MC1061 AziR S/120.00 S/.120.00
1 1 vial Klebsiella pneumoniae ATTCC® BAA - 1705 | S/ 145.00 S/. 145.00
1 1 vial Klebsiella pneumoniae ATTCC® BAA - 2146 | S/ 155.00 S/. 155.00
1 1 vial Klebsiella pneumoniae ATTCC® BAA - 2524 | S/ 155.00 S/. 155.00
1 1 vial Klebsiella pneumoniae ATTCC® BAA — 1706 | S/ 148.00 S/. 148.00
Subtotal S/.7,538.91
SERVICIOS
Cantidad | Unidad de Medida Descripcién UC.OStO. Costo Total (S/.)
nitario

800 1GENRYF Servicio de Secuenciamiento Macrogen S/38.46 | S/ 30,768.00

Subtotal | S/ 30,768.00
S/. 38,306.91

TOTAL DE BIENES Y SERVICIOS
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5 CRONOGRAMA

Actividades

Tiempo
(meses)

Ao 2022

Ene

Feb

Mar

Abr

May

Jun

Jul

Ago

Set

Oct

Nov

Dic

Registro y
aprobacion del
proyecto en la

Facultad de

Medicina de UPCH

1.5

Registro y
aprobacion del
proyecto en el

Comité de Etica de
UPCH

1.5

Registro y
aprobacion del
proyecto en el centro
de salud

Recoleccion de datos

Procesamiento de
muestras

Andlisis de datos

Redaccién de
informe final

w |Oo1 o1 ([
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7 ANEXOS

7.1 Anexo 1: Flujograma para el procesamiento de aislados bacterianos.
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7.2 Anexo 2: Plantilla para Sinergia de Discos

Adaptado del Protocolo para la deteccién de enterobacterias productoras de carbapenemasas del Laboratorio Nacional de
Referencia en Antimicrobianos INEI- ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. Web: Algoritmos
antimicrobianos.com.arantimicrobianos.com.ar
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7.3 Anexo 3: Protocolo de conjugacion bacteriana

Procedimiento de conjugacion adaptado de Cardenas y colaboradores. (22) Las cepas donadoras
corresponden a las cepas de Klebsiella pneumoniae productoras de carbapenemasas y como cepa
receptora se utilizara una Escherichia coli MC1061 AziR.

Reconstituir cepas donadoras y receptoras en Agar nutritivo. Incubar a 37°C durante 18 horas.
Cultivar celulas donadoras y receptoras en 5 ml de Caldo MH. En matraces de 10mL

Llevar a un OD 600=0,6 a 37°C en agitacion. Hacer una mezcla de las células donadoras y
receptoras 1:1, en un volumen final de ImL. 2min en mix suave.

100uL de la mezcla se colocan sobre agar Mueller Hinton, el cual se incuba por 18h a 37°C.
Colocar sobre la placa de agar MH 1ml de caldo MH para resuspender las colonias bacterianas
y transferirla a un criovial.

Se toman 100pL de la resusupension y se siembra sobre agar MH con 0.5 mg/l de meropenem
+ 100 mg/l de azida de sodio. Se esparce con asa Driglasky.

Preservar cepas con plasmidos conjugativos en CTS en glicerol al 20%.
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