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Luego de saludar cordialmente, adjunto envio para su conocimiento circular N° 03 para la
vigilancia nacional de laboratorio para Streptococcus agalactiae procedente de infecciones
invasoras. El reglamento sobre notificacion de enfermedades transmisibles (Decreto Supremo N°
158 de 2004 "Declaracion Obligatoria de Enfermedades Transmisibles"), establece a Streptococcus
agalactiae procedente de casos de enfermedad invasora, como agente bajo vigilancia de
laboratorio.

Con el fin de dar curso a esta vigilancia, la circular establece las directrices para su ejecucion en
sus distintos niveles, las que deben ser cumplidas por todos los laboratorios de microbiologia
publicos y privados del pais. Esta vigilancia permitira la creacion de una base de datos para la toma
de decisiones en salud pablica, la cual incluird datos demograficos, de confirmacion y
caracterizacion microbiologica a través de la determinacion de los serotipos capsulares circulantes
y la susceptibilidad a los antimicrobianos.

Se solicita a los Servicios de Salud y SEREMIS de Salud distribuir esta circular a sus laboratorios
correspondientes.

Saluda atentamente a usted,

DISTRIBUCION
- Subsecretaria de Saluda Publica.
- Subsecretaria de Redes.
- Departamento Calidad y seguridad del Paciente MINSAL.
- Departamento epidemiologia MINSAL.
- SEREMIS de Salud.
- Servicios de Salud.
- Direccion ISP.
- Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia ISP.
- Seccion Bacteriologia ISP.
-Oficina de Partes - Ordinario 10 /2014

Av. Marathon 1.000, Nufioa, Santiago

Casilla 48 Correo 21 — Cadigo Postal 7780050
Mesa Central: (56-2) 5755 101

Informaciones: (56-2) 5755 201

www.ispch.cl
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INSTRUCCIONES PARA LA VIGILANCIA NACIONAL DE LABORATORIO PARA Strepto-
coccus agalactiae PROCEDENTE DE INFECCIONES INVASORAS.

I ANTECEDENTES

Streptococcus agalactiae es la mayor causa de enfermedad en el periodo perinatal y neona-
tal(r); la sepsis neonatal por S. agalactiae, es un importante problema de salud publica en todo
el mundo. Cada afo, alrededor de 30.000.000 de recién nacidos se infectan y de ellos, 1 a 2
millones fallecen. La incidencia varia segun la regién geografica, siendo mayor en Asia y Africa
(7 a 38 por mil nacidos vivos). En América del Sur y Caribe |a cifra es 3,5 a 8,9 por mil nacidos
vivos, en Estados Unidos y Australia de 1,5 a 3,5 por mil nacidos vivos (2).

Streptococcus agalactiae es una cocacea Gram (+) dispuesta en cadena que forma parte de la
flora normal del tracto gastrointestinal desde donde coloniza la vagina, tracto genitourinario y
tracto respiratorio de personas sanas. La colonizacién del tracto genital puede ser intermitente
y es un hecho con particular importancia en las embarazadas, por |la posibilidad de transmision
de S. agalactiae al recién nacido. Los neonatos adquieren la infeccién en el utero por transmi-
sion ascendente o durante el paso a través del canal de parto. La enfermedad neonatal, de
acuerdo a la edad de inicio en el paciente, se clasifica en: infeccion temprana y de aparicion
tardia. La infeccién temprana se presenta comunmente dentro de la primera semana de vida y
las manifestaciones mas comunes son bacteriemia, sepsis, neumonia, y/o meningitis. La infec-
cién tardia es aquella que se produce en nifios mayores de 1 semana y hasta los 3 meses de
edad, presentando con mayor frecuencia bacteriemia (65% de los casos) y meningitis (32%) (-
3-4).

S. agalactiae puede afectar a pacientes adultos (no embarazadas) causando cuadros de sep-
sis, infecciones de tejidos blandos, osteomielitis, artritis. Este agente también puede producir
infecciones focalizadas en personas con condiciones médicas crénicas subyacentes como dia-
betes mellitus, cancer de mama y enfermedad hepaticai.a).

Se han descrito 10 serotipos capsulares (la, Ib, 11, Il IV, V, VI, VII, VIII y IX), siendo el serotipo
Il el que se aisla mayormente en cuadros invasores debido a la gran cantidad de acido sialico
que posee, otorgandole mayor poder de adherencia a los tejidos ().

=

Koneman"s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6th Ed.2007.
2. Ellis., A. Infecciénes por Streptococcus agalactiae . ,Qué se modifica con la profilaxis materna? [Internet]. 7° Congreso
de Infectolog{ia Pediatrica; abril del 2014, Cérdoba, Argentina [14 julio 2014].
Disponible en: http://www3.sap.org.ar/descargas/infectologia2014/presentaciones/Ellis_EBHGB.pdf
3. Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Group B Strep (GBS) [Internet]. 2013 [14 julio 2014]. Disponible en:
http:/www.cdc.qov/groupbstrep/index. html
4. Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Department of Health and Human Services. Morbidity and Mortality Week-
ly Report. Prevention of Perinatal Group B Streptococcal Disease. Noviembre 19,2012, Vol 59. N°  RR-[Internet]. [23 julio
2014). Disponible en:http:/f/www.cdc.govimmwr/pdf/rr/rr5910.pdf
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Existe una distribucién heterogénea de los serotipos de acuerdo a la region geografica analiza-
da, en paises de Ameérica los serotipos mas aislados en muestras clinicas son los serotipos la,
Ib, Il y I, en cambio en paises asiaticos como Japén y Tailandia, predominan también los sero-
tipos VI y VIII, los cuales son de baja frecuencia en el resto del mundo ().

El reglamento sobre notificacién de enfermedades transmisibles (Decreto Supremo N° 158 de
2004 “Declaracién Obligatoria de Enfermedades Transmisibles”), establece a Streptococcus
agalactiae procedente de casos de enfermedad invasora, como agente bajo vigilancia de labo-
ratorio.

Con el fin de dar curso a esta vigilancia, se establecen en la presente circular, las directrices
para su ejecucion en sus distintos niveles, las que deben ser cumplidas por todos los laborato-
rios de microbiologia publicos y privados del pais. Esta vigilancia permite la creacion de una
base de datos para la toma de decisiones en salud publica, la cual incluye datos demograficos,
de confirmacion y caracterizacién microbiologica a través de la determinacién de los serotipos
capsulares circulantes y la susceptibilidad a los antimicrobianos.

Il. OBJETIVO

Establecer las instrucciones técnicas para dar cumplimiento a la vigilancia de laboratorio para
S. agalactiae de origen invasor, de acuerdo al DECRETO SUPREMO N° 158 de 2004 “Decla-
racién Obligatoria de Enfermedades Transmisibles”.

Il ALCANCE DE LAS INTRUCCIONES

El Decreto Supremo N° 158 establece que todos los laboratorios asistenciales del pais, publi-
cos o privados, deben derivar las cepas aisladas al Instituto de Salud Publica (ISP). La vigilan-
cia se enmarca en el aislamiento de S. agalactiae desde cuadros de infeccion invasora, para lo
cual es indispensable que los aislamientos sean obtenidos del cultivo de muestras provenientes
de sitios o liquidos estériles (sangre, liquido céfalo raquideo, liquido pleural, liquido peritoneal,
liquido articular, liquido pericardico), con el objeto de evitar la interferencia de cepas de S. aga-
lactiae de caracter colonizante, provenientes de sitios no estériles.

Entre los cuadros invasores descritos destacan:
e Meningitis bacteriana aguda.

Artritis séptica.

Neumonia bacteriémica.

Sepsis fulminante.

Bacteriemia oculta del lactante febril.

5. Jones N., Bohnsack J., Shinji T.. Oliver K., Multilocus Sequence Typing System for Group B Streptococcus. J. Clin. Microbiol.
2003; 41(6):2530-2536.
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IV. METODO DE VIGILANCIA

1. Acciones a Nivel Local (Laboratorios de Microbiologia)

Los laboratorios de hospitales publicos y privados del pais que aislen cepas de S. agalactiae
procedentes de enfermedad invasora y cultivados desde sitios o liquidos estériles, deberan
enviar estos aislamientos al Laboratorio de Referencia del ISP para su confirmacién microbio-
l6gica y caracterizacion (ver ficha técnica de vigilancia de S. agalactiae (Anexo 1). Se utilizara
el formulario B1 de envio de cepas del ISP dispuesto en pagina web (www.ispch.cl) en el cual
se deben registrar todos los datos solicitados, en especial el diagnéstico clinico del paciente
lo cual permitira el adecuado analisis de los resultados de esta vigilancia. Sélo se debe enviar
una cepa por paciente.

2. Acciones a Nivel Central (ISP - Laboratorio de Referencia)

En las cepas enviadas por el nivel local, el ISP realizara la confirmacién de la identificacion mi-
crobiolégica reportada y efectuara estudios de caracterizacién que incluyen serotipificacion
capsular y estudio de susceptibilidad antimicrobiana.

a. ldentificacién de género y especie:
La confirmacion de la identificacion bacteriana sera realizada por métodos estandarizados y de
acuerdo a las recomendaciones del CDC Atlanta. Las metodologias utilizadas incluyen al me-
nos una de las siguientes:

* Reacciones bioquimicas. ’

o Espectrometria de masa.

e Secuenciacion genética.

b._Serotipificacion:
La serotipificacion capsular sera realizada por medio del método de aglutinacion en lamina
usando antisueros especificos, de acuerdo a protocolos estandarizados por el fabricante del kit
comercial; o0 mediante la Reaccién de la Polimerasa en Cadena usando partidores especificos
para cada serotipo.

c. Estudio de susceptibilidad antimicrobiana:
El estudio de susceptibilidad se realizard por medio de la técnica de difusion en agar segun
estandar CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) vigente y recomendaciones de la red
RELAVRA y el CDC, incluyendo los antimicrobianos:
e Penicilina.
Eritromicina.
Clindamicina .
Tetraciclina.
Cefotaxima.
Vancomicina

El Laboratorio de Referencia puede modificar la seleccion de antimicrobianos, asi como el ta-
mario de la muestra a estudiar, segun recomendaciones internacionales y comportamiento epi-
demiolégico.

V. INFORMES Y COMUNICACION DE RESULTADOS.

1. El Laboratorio de Referencia del ISP informara los resultados de confirmacion del caso al
laboratorio de microbiologia local y al Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Sa-
lud.
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El Subdepartamento de Vigilancia de Laboratorio del Departamento de Asuntos Cientificos
del ISP informara los resultados de confirmacién del caso a la SEREMI de Salud corres-
pondiente. Ademas, realizara el envio mensual de la base de datos a Epidemiologia del
MINSAL.

Semestralmente el ISP publicara en su pagina WEB los resultados consolidados naciona-
les de la vigilancia de laboratorio de este agente.

El ISP informara al Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud, cualquier ha-
llazgo de importancia en salud publica producto de esta vigilancia.
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ANEXO N° 1

FICHA TECNICA VIGILANCIA Streptococcus agalactiae
LABORATORIO MICROBIOLOGIA LOCAL

1. Identificacion Streptococcus agalactiaeg:

- Colonias pequenas blanquecinas, rodeadas de un halo de beta hemalisis en el agar sangre
de cordero 5%; también pueden existir cepas no hemoliticas.

- Tincion de Gram: cocaceas gram positivas dispuestas en cadenas o en pares.

- Condiciones de cultivo: Es un agente anaerobio facultativo dependiente de CO, (5-7%),
es decir, es capnofilo, esta atmasfera favorece su crecimiento en agar sangre de cordero
al 5%.

- (Catalasa: Negativa

- Latex para grupo B de Lancefield: Positivo

- Test de CAMP: Positivo

- Hidrolisis del Hipurato de Sodio: Positivo

- Otras pruebas disponibles en los equipos de microbiologia automatizados o semiauto-
matizados para la identificacion.

2. Estudio de Susceptibilidad a los Antimicrobianos:
Se realiza a partir de un cultivo puro, utilizando los puntos de corte que establece el Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) version vigente. En los laboratorios de microbiolo-
gia del pais, los métodos mas utilizados para el estudio de susceptibilidad a los antimicro-
bianos son:

a)  Metodo de Difusion en Agar: Se debe estandarizar el indculo a 0,5 de la escala

Mac Farland y realizar el antibiograma por la técnica de difusion en agar, en una placa de
agar Mueller Hinton Sangre de Cordero al 5%, incubar a 35°C, en atmésfera 5% CO,. Para
una placa de 100 mm de diametro, el nimero maximo de sensidiscos es cuatro. La lectura de
todos los sensidiscos se realiza a las 20 - 24 horas de incubacion con luz reflejada (tabla 2H
M100524 CLSI 2014 o vigente).

Los Laboratorios deben incluir un test para detectar resistencia inducible a clindamicina; El
método de difusion de doble disco (test D), es el recomendado por el CDC, el cual se realiza
en una placa de agar Mueller Hinton sangre, usando el mismo inoculo al 0.5 MF, se colocan
los discos de clindamicina 2ug y eritromicina 15 ug separados entre si a una distancia de 12
mm; mediante este test evidenciamos resistencia a eritromicina y si hay o no presencia de
resistencia inducible a clindamicina, se observa un "achatamiento” del halo en la clindamici-
na (test D positivo) (.

6. VersalovicJ., Manual of Clinical Microbiology, 10th Ed.2011 ASM Press.

7. Clinical and Laboratory Standards Institute 2014 M100-S24; Table 3G. Screening for Detection of Inducible
Clindamycin Resistance in Staphylococcus species, Streptococcus pneumoniae, and Streptococcus spp. Beta
Haemolytic Group.
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b) Método de Dilucion: Se debe utilizar la metodologia estandar descrita por CLSI. En caso
de utilizar equipos automatizados o semiautomatizados, se deben seguir las instruccio-
nes del fabricante.

¢) Maétodo Epsilometria: Se debe estandarizar el indculo a 0,5 de la escala Mac Farland,
sembrar este inoculo en tres direcciones cubriendo toda la superficie de una placa de
agar Mueller Hinton sangre de cordero en forma homogeénea, colocar la tira epsilométrica
e incubar a 35°C, en atmosfera 5% CO,.

3. Control de Calidad Interno

3.1 Control de Calidad del Agar Sangre de Cordero al 5%
a) Control de Esterilidad del Medio.
b) Control de hemolisis con cepa S. agalactiae ATCC 13813.

3.2 Control de Calidad del Agar Mueller Hinton Sangre de Cordero al 5%
a) Control de esterilidad del medio.
b) Control de altura del agar: 4 mm
c) Control de la superficie del agar: debe estar himeda y sin gotas de agua de condensa-
cion.
d) Control de pH del medio: 7,2 - 7,4 a temperatura ambiente.

3.3 Control de Calidad del Test de CAMP, Latex grupo B e Hidrélisis del Hipurato
a) Control Positivo con cepa S. ggalactiae ATCC 13813
b) Control Negativo con cepa S. pyogenes ATCC 21547

3.4 Control de Sensidiscos con cepa Streptococcus pneumoniae ATCC 49619
Se realiza con una periodicidad semanal.
Alternativamente se puede utilizar la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4. Control de Calidad Externo
Los laboratorios de microbiologia locales deben estar adscritos a un programa de evaluacion
externa de la calidad (PEEC).

5. Condiciones de Bioseguridad
Los aislamientos de S agalactiae deben manipularse en laboratorios de microbiologia que apli-
que medidas de bioseguridad con nivel de contencion 2 .

7. Envio de las Cepas al Instituto de Salud Piblica

El envio de cepas de S. agalactiae, se realizara de preferencia en tubos con medio de transporte
Amies Charcoal. El indculo se debe preparar a partir de un cultivo puro y fresco de 18 a 24 horas
de incubacion. El contenedor primario (tubo cerrado de forma hermética) debe venir rotulado
con el nombre del paciente (nombre y los dos apellidos), RUN del paciente mas el ndmero local
del aislamiento.
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El tubo que constituye el contenedor primario, debe venir al interior de una bolsa plastica trans-
parente bien cerrada, la cual constituye el contenedor secundario, y ésta a su vez al interior de
una caja de transporte tipo cooler con cierre hermético, en caso de transporte via estafeta o al
interior de una caja de cartoén duro, pluma vit o plastico bien sellada en caso de transporte desde
regiones. EL Gltimo receptaculo constituye el contenedor terciario (g).

Se debe adjuntar el Formulario de envio B1 “Envio de Cepas Seccion Bacteriologia”, debida-
mente completado con la informacion solicitada, el cual debe venir al interior de un sobre cerra-
do.

El sobre que contiene el Formulario B1 y la caja que contiene la cepa deben venir rotulados del
siguiente modo:

Destinatario  Instituto de Salud Pablica de Chile
Seccion Bacteriologia
Atencion: Jefe Seccion Bacteriologia
Av. Marathon N° 1000, Nufioa,Santiago
Fonos: 2575 5433 - 257 5 5201

Remitente Nombre del profesional que envia la cepa.
Nombre del Hospital o Clinica

Direccion
Ciudad Conservar a
Teléfono Temperatura Ambiente

(8) Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, CDC, 5° Ed.2008.
(9) Normativa Técnica para el transporte de Sustancias Infecciosas a Nivel Nacional hacia el Instituto de Salud Publica (ISP)
2008.







