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Luego de saludar cordialmente, adjunto envio para su conocimiento circular N© 04 para la
vigilancia nacional de laboratorio para Streptococcus pyogenes 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
pyogenes 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 puablica, la cual incluird datos demograficos, de confirmacion vy
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,

KICIO SILVA NORAMBUENA
. DIRECTOR (S)
INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE

DISTRIBUCION /~
- Subsecretaria de Saluda Pablica.
- 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 11 /2014

Av. Marathon 1,000, Nufioa, Santiago

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

Informaciones: (56-2) 5755 201

www.ispch.cl



Instituto de
Salud Publica

3 Ministerio de Salud

Gobierno de Chile

VRM/JCH/PAR/PAL

CIRCULAR N° 04

Santiago, (7 FEB. 2015

INSTRUCCIONES PARA LA VIGILANCIA NACIONAL DE LABORATORIO PARA Strepto-
coccus pyogenes PROCEDENTE DE INFECCIONES INVASORAS.

. ANTECEDENTES

Streptococcus pyogenes es uno de los patégenos bacterianos de mayor importancia para el ser
humano, es la causa bacteriana mas frecuente de faringoamigdalitis aguda y también es res-
ponsable de una diversidad de infecciones cutaneas y sistémicas como fasceitis necrotizante y
shock séptico. Tiene gran importancia desde el punto vista clinico al provocar secuelas no su-
puradas como la enfermedad reumatica y la glomerulonefritis aguda post estreptocécica (1,3).
Cada afio en Estado Unidos se producen aproximadamente 9.000 a 11.500 casos de enferme-
dad invasora (3.2 a 3.9 / 100 mil habitantes) y mas de 10 millones de infecciones no invasoras

por S. pyogenes (principalmente infecciones de la piel y garganta) se producen anualmente
(2.3).

Streptococcus pyogenes es una cocacea gram (+) que se agrupa en cadenas, posee capsula y
su pared esta constituida por carbohidratos, proteinas y acido lipoteicoico. Generalmente colo-
niza la orofaringe de nifios sanos y adultos jévenes con una incidencia de portacién de un 15 a
20%. Estas bacterias se diseminan a través del contacto con las gotitas de la tos de una perso-
na infectada al estornudar (2). La colonizacién con S. pyogenes es transitoria, regulada tanto por
la capacidad del huésped para desarrollar una inmunidad especifica frente a la proteina M de la
cepa colonizadora, como a la presencia de microorganismos competitivos en la orofaringe (1,3).
S. pyogenes produce infecciones del tipo no invasor donde afecta principalmente la piel y las
mucosas. Las infecciones del tipo invasor (bacteriemias y meningitis) se producen cuando exis-
ten factores predisponentes como quemaduras, neoplasias, inmunosupresién y abuso de dro-
gas endovenosas (1,3).

(1) Koneman”s Color Atlas and Textbook of Diagnostic Microbiology, 6th Ed.2007.

(2) Centers for Disease Control and Prevention (CDC). Group A Strep (GAS). Disponible en:
hitp://mwww.cdc.gov/groupAstrep/about/fags.html

(3) Versalovic J., Manual of Clinical Microbiology, 10th Ed.2011 ASM Press.

(4) Luca-Harari, B., K. Ekelund, M. van der Linden, M. Staum-Kaltoft, and A. Hammerum. 2008. Clinical and Epidemiological As-
pects of Invasive Streptococcus pyogenes Infections in Denmark during 2003 and 2004. J. Clin. Microbiol. 46: 79-86.

(5) Beall, B.; R. Facklam and T. Thompson. 1996. Sequencing emm-Specific PCR Products for Routine and Accurate Typing of
Group A Streptococci. J.Clin.Microbiol. 34: 953-958.

(6) Johnson, D.; B. Beall and R. Facklam. 2006. Characterization of group A streptococci (Streptococcus pyogenes): correlation of
M-protein and emm-gene type and T-protein agglutination pattern and serum opacity factor. J.Med. Microbiol.55: 157-164.

(7) Boletin ISP, Vol.2, No.15. Noviembre 2012,
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S. pyogenes posee como principal factor de virulencia a una proteina antigénica de superficie
llamada proteina M, codificada por el gen emm. Basandose en la variabilidad de la regién
amino terminal de este gen, es posible identificar alrededor de 250 tipos emm, los que codifican
los diferentes serotipos M (4,5,6). Otra proteina utilizada para la tipificacién de S.pyogenes, es la
proteina T, con la cual también se puede obtener un serotipo T, el cual corresponde a un mar-
cador epidemiolégico que permite discriminar entre cepas con los mismos tipos emm (4,5). Los
serotipos predominantes en las enfermedades invasoras segun diversos estudios publicados
son: M1T1 y M3T3 (3). En Chile, los serotipos relacionados con enfermedades invasoras co-

rresponden principalmente a M1T1, M12T12 y M89TB3264, mencionados en orden decreciente
@).

El reglamento sobre notificacion de enfermedades transmisibles (Decreto Supremo N° 158 de
2004 “Declaracion Obligatoria de Enfermedades Transmisibles”), establece a Streptococcus
pyogenes 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 creacién de una
base de datos para la toma de decisiones en salud publica, la cual incluye datos demograficos,
de confirmacion y caracterizacién microbiolégica a través de la determinacion 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. pyogenes de origen invasor, de acuerdo al Decreto Supremo N° 158 de 2004 que aprueba el
Reglamento sobre Notificacion de Enfermedades Transmisibles de Declaracién Obligatoria.

. 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 cultivo de S. pyogenes desde cuadros de infeccién 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. pyo-
genes provenientes de sitios no estériles.

Entre los cuadros invasores descritos destacan:
¢ Bacteriemias.
e Artritis séptica (enfermedad reumatica).

Fasceitis necrotizante.

Infecciones de tejido subcutaneo o celulitis.
Miositis.

Sindrome del shock téxico.
Glomerulonefritis aguda.
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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. pyogenes
procedentes de enfermedad invasora y cultivados desde sitios o liquidos estériles deberan en-
viar estos aislamientos al Laboratorio de Referencia del ISP para su confirmacién microbiolégi-
ca y caracterizacion (ver ficha técnica de vigilancia de S. pyogenes, 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 confirmacion de la identificaciéon mi-
crobiolégica reportada y efectuard estudios de caracterizacién que incluyen serotipificacién
capsular y estudio de susceptibilidad antimicrobiana.

a. |dentificacién de género y especie:
La confirmacién de la identificacion bacteriana sera realizada por métodos estandarizados y de

acuerdo a las recomendaciones del CDC. Las metodologias utilizadas incluyen al menos una
de las siguientes:

* Reacciones bioquimicas.

e Espectrometria de masa.

e Secuenciacion genética.

b._Serotipificacion:

La serotipificacién capsular para la proteina T, sera realizada por medio del método de agluti-
nacién en lamina usando antisueros especificos, de acuerdo a protocolos estandarizados por el
fabricante del kit comercial y la tipificaciéon de la proteina M se realizara mediante la técnica de
biologia molecular: secuenciamiento de la regién variable amino terminal del gen emm (emm
typing), segun protocolo CDC.

c. Estudio de susceptibilidad antimicrobiana:
El estudio de susceptibilidad se realizara por medio de la técnica de difusion en agar segin

estandar CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) vigente y recomendaciones de la red
RELAVRA y el CDC, incluyendo los antimicrobianos:

. Penicilina.

. Eritromicina.
. Clindamicina.
) Tetraciclina.
) Cefotaxima.
) Vancomicina.

El laboratorio de referencia puede modificar la selecciéon de antimicrobianos, asi como el tama-
fio de la muestra a estudiar, segun recomendaciones internacionales y comportamiento epide-
mioldgico.

V. INFORMES Y COMUNICACION DE RESULTADOS.
1. El Laboratorio de Referencia del ISP informara los resultados de confirmacién del caso al

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

3. Semestralmente el ISP publicara en su pagina WEB los resultados consolidados nacionales
de la vigilancia de laboratorio de este agente.

4. EI ISP informara al Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud, cualquier ha-
llazgo de importancia en salud publica producto de esta vigilancia.



Instituto de
Salud Piblica

=3 Minkterio de Salud

Gobierno de Chile

ANEXO N° 1

FICHA TECNICA VIGILANCIA Streptococcus pyogenes
LABORATORIO MICROBIOLOGIA LOCAL

1. Identificaciéon Streptococcus pyogenes:

Colonias pequefias blanquecinas, con diametro mayor a 0.5 mm, rodeadas de un
halo de una marcada beta hemdlisis en el agar sangre de cordero 5%.

Tincién de Gram: cocaceas gram positivas dispuestas en cadenas o en pares.
Condiciones de cultivo: es un agente anaerobio facultativo dependiente de CO,
(5%), capndfilo, ya que requiere de esta atmosfera para su crecimiento.

Catalasa: Negativa

Latex para grupo A de Lancefield: Positivo

Susceptibilidad a Bacitracina: Positivo

Dnasa: Positiva

PYR: Positivo

Vogues Proskauer (VP): Negativo

Otras pruebas disponibles en los equipos de microbiologia automatizados o semi-
automatizados 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 Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI) versién vigente. En los laboratorios de
microbiologia del pais, los métodos mas utilizados para el estudio de susceptibilidad a
los antimicrobianos son:

a)

b)

c)

Método de Difusion en Agar: Se debe estandarizar el inéculo a 0,5 de la escala
Mac Farland y realizar el antibiograma por la técnica de difusién en agar, en una pla-
ca de agar Mueller Hinton Sangre de Cordero al 5%, incubar a 35°C, en atmosfera
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 incu-
bacién con luz reflejada (Tabla 2H M100S24 CLSI 2014 o vigente).

Los Laboratorios deben incluir un test para detectar resistencia inducible a clindami-
cina; El método de difusién 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 aplican los discos de clindamicina 2 pg y eritromicina 15 ug se-
parados entre si a una distancia de 12 mm; mediante este test evidenciamos resis-
tencia a eritromicina y si hay o no presencia de resistencia inducible a clindamicina,
se observa un “achatamiento” del halo en la clindamicina (test D positivo) (8).

Método de Dilucion: Se debe utilizar la metodologia estandar descrita por CLSI. En
caso de utilizar equipos automatizados o semiautomatizados se deben seguir las
instrucciones del fabricante.

Método Epsilometria: Se debe estandarizar el in6culo a 0,5 de la escala Mac Far-
land, sembrar este inéculo en tres direcciones cubriendo toda la superficie de una
placa de agar Mueller Hinton sangre de cordero en forma homogénea, colocar la tira
epsilométrica e incubar a 35°C, en atmésfera 5% CO..
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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. pyogenes ATCC 21547

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 con-
densacion.
d) Control de pH del medio: 7,2 - 7,4 a temperatura ambiente.

3.3 Control de Calidad del Test de Bacitracina, Dnasa, PYR, VP.
a) Control Negativo con cepa S. agalactiae ATCC 13813
b) Control Positivo 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. pyogenes deben manipularse en laboratorios de microbiologia
que aplique apliquen medidas de bioseguridad con nivel de contencion 2 ().

(8) 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.

(9) Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, CDC, 5° Ed.2009.
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6. Envio de las Cepas al Instituto de Salud Publica:

El envio de cepas de S. pyogenes, se realizara de preferencia en tubos con medio
de transporte Amies Charcoal. Elin6culo se debe preparar a partir de un cultivo pu-
ro y fresco de 18 a 24 horas de incubacién. 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 nimero local del aislamiento.

El tubo que constituye el contenedor primario, debe venir al interior de una bolsa
plastica transparente bien cerrada, la cual constituye el contenedor secundario, y és-
ta 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 cartén duro, pluma vit o
plastico bien sellada en caso de transporte desde regiones. El Gltimo receptéculo
constituye el contenedor terciario (10).

Se debe adjuntar el Formulario de envio B1 “Envio de Cepas Seccién Bacterio-
logia”, debidamente completado con la informacién solicitada, el cual debe venir al
interior de un sobre cerrado.

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, Nuiioa,Santiago
Fonos: 2575 5433 - 257 5 5201

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

Direccion
Ciudad Conservar a
Telefono Temperatura Ambiente

(10) Normativa Técnica para el transporte de Sustancias Infecciosas a Nivel Nacional hacia el Instituto de Salud Publica (ISP)
2008.

RICIO SILVA NORAMBUENA
DIRECTOR(S)
INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE



