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INSTRUCCIONES PARA LA VIGILANCIA NACIONAL DE LABORATORIO PARA Streptococcus pneumoniae
PROCEDENTE DE INFECCIONES INVASORAS.

I ANTECEDENTES

Las infecciones invasoras producidas por Sreptococcus pneumoniae tienen un alto impacto en salud a nivel
mundial. De acuerdo con la OMS este agente ocasiona la muerte de 1.6 millones de personas el afo y de éstas,
333.000 a 529.000 ocurren en nifios menores de 5 afios. Por lo anterior estas infecciones constituyen un
importante problema y desafio de salud publica, particularmente, en paises en desarrollo "

Streptococcus pneumoniae es un diplococo Gram (+) que se encuentra colonizando el epitelio nasofaringeo de
individuos sanos en un 5 a 10% vy causa un variado espectro de infecciones, desde cuadros como otitis media
aguda (OMA) y sinusitis a infecciones invasoras como neumonia, meningitis y shock séptico.

Se han descrito mas de 90 serotipos capsulares, y alrededor de 20 de ellos son responsables del 80% del total de
casos de infecciones invasoras. Diversos reportes muestran una distribucion heterogénea de serotipos de acuerdo
la region geografica analizada, teniendo un directo impacto en la formulacion de vacunas y su potencial
proteccion a la poblacion de una region o pais.

El reglamento sobre notificacion de enfermedades transmisibles (DECRETO SUPREMO N° 158 de 2004
“Declaracion Obligatoria de Enfermedades Transmisibles”), establece a Streptococcus pneumoniae procedente de
casos de enfermedad invasora, como agente bajo vigilancia de laboratorio y de resistencia antimicrobiana.

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 laboratorios de microbiologia pablicos y privados
del pais. Esta vigilancia permite la creacion de una base de datos para la toma de decisiones en salud pablica, la
cual incluye datos demograficos, de confirmacion y caracterizacion microbioldgica a través de la determinacion
de los serotipos capsulares circulantes y de susceptibililidad a los antimicrobianos.

I OBJETIVO

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

1. ALCAN LA TRU NE

El DECRETO SUPREMO N° 158 establece que todos los laboratorios asistenciales del pais, pablicos o privados,
deben derivar las cepas aisladas al Instituto de Salud Pablica (ISP). La vigilancia se enmarca en el cultivo de S,
pneumoniae 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 entre otros), con el objeto de evitar la
interferencia de cepas de S. pneumoniae provenientes de colonizacién.

(1) Estimated Hib and pneumococcal deaths for children under 5 years of age, 2008.
http://who.int/immunization._ monitoring/burden/Pneumo hib_estimates/en/index.html

(2) World Health Organization. Weekly epidemiological record. 2012; 14, 87: 129-144.

(3) World Health Organization. Weekly epidemiological record [Internet]. 2007: 82:93-104. Report N©
12. http://www.who.int/wer/2007/wer8212.pdf
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Las muestras de secrecion de oido medio, incluidas las obtenidas por timpanocentésis y las de lavado
broncoalveolar, no son consideradas muestras de sitio estéril para esta vigilancia.

Entre los cuadros invasores descritos destacan:
e Neumonia bacteriémica.
e Meningitis Bacteriana Aguda.
e Artritis séptica.
e Sepsis fulminante.
e Peritonitis primaria.
e Bacteriemia oculta.
e Pericarditis.

En caso de sospecha de un cuadro de meningitis por S. pneumoniae, cuyos cultivos de liquidos estériles resulten
negativos, referirse a la circular B51 N°50, Ministerio de Salud, Dic 2011, que define las directrices para la
vigilancia epidemiolégica de meningitis bacteriana con cultivos negativos e indica el envio de muestras de LCR al
ISP para estudio de PCR en tiempo real.

V. METODO DE VIGILANCIA

1. Acciones a Nivel Local (Laboratorios de Microbiologia)

Los laboratorios de hospitales pablicos y privados del pais que aislen cepas de S pneumoniae procedentes de
enfermedad invasora y cultivados desde sitios o liquidos estériles deberan enviar estos aislamientos al
Laboratorio de Referencia del ISP para su confirmacién microbiolégica y caracterizacion (ver ficha técnica de
vigilancia de S. pneumoniae, 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 diagnostico 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 microbiologica
reportada y efectuara estudios de caracterizacion que incluyen serotipificacion capsular vy estudio de
susceptibilidad antimicrobiana.

Identificacid ener i
La confirmacién de la identificacion bacteriana sera realizada por métodos estandarizados y de acuerdo a las
recomendaciones de la Red SIREVA “?, Las metodologias utilizadas incluyen al menos una de las siguientes:

a) Reacciones bioquimicas

b) Espectrometria de masa

¢) Secuenciacion genética

rotipificacion:
La serotipificacion capsular sera realizada por medio de la técnica de Quellung modificada, de acuerdo a los
protocolos estandarizados y control de calidad externo de la red Latino Americana SIREVA OPS

i ibili ntimicrobiana:
El estudio de susceptibilidad in vitro se realizara por medio de la técnica de difusion (Kirby Bauer) segin estandar
CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) vigente y recomendaciones de redes OPS SIREVA ' y RELAVRA,
incluyendo los antimicrobianos:
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e Oxacilina
e (Cloranfenicol
e Vancomicina
e Eritromicina
e  Trimetoprim Sulfametoxazol
» Levofloxacino
e (Clindamicina
e Rifampicina
e Tetraciclina

Se realizara estudio de susceptibilidad con determinacion de concentracion inhibitoria minima (CIM) segin
estandar CLSI vigente, a todos los aislamientos que presenten en el estudio de Oxacilina un halo de inhibicién
20 mm en la prueba de difusion. Los antimicrobianos a estudiar por determinacion de CIM seran Penicilina y
Cefotaxima,

Los meétodos utilizados seran microdilucion en placa o epsilograma, segin estandar CLSI vigente vy
recomendaciones red SIREVA OPS ‘¥

El laboratorio de referencia puede modificar la seleccion de antimicrobianos, asi como el tamano de la muestra a
estudiar, segin recomendaciones internacionales y comportamiento epidemiolégico.

V. INFORMES Y COMUNICA LT.

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 Salud.

2. El Subdepartamento de Vigilancia de Laboratorio del Departamento de Asuntos Cientificos ISP
informara los resultados de confirmacion del caso a la SEREMI de Salud correspondiente. 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. EL ISP informara al Departamento de Epidemiologia del Ministerio de Salud, cualquier hallazgo de
importancia en salud pablica producto de esta vigilancia.

(4) Procedimientos para el Diagnostico de Neumonias y Meningitis Bacterianas y la Caracterizacion de cepas
de Streptococcus pneumoniaey Haemophilus influenzae, SIREVA 11, OPS 2012,
(5) Manual of Clinical Microbiology, 10th Ed.2011 ASM Press.
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ANEXO N° 1

FICHA TECNICA VIGILANCIA DE Streptococcus pneumoniae

1. Técnicas de laboratorio en el nivel local

1.1. Identificacion Streptococcus pneumoniae.

Colonias pequenas grisaceas y mucoides (acuosas), rodeadas de una zona verde de hemélisis parcial (a
hemalisis) en el agar sangre de cordero al 5%.

Tincion de Gram: Diplococos gram positivos lanceolados.

Condiciones de cultivo: es un microorganismo fastidioso, requiere de medios enriquecidos para su
aislamiento primario. Es un agente anaerobio facultativo, algunos aislamientos son dependientes de CO,
(5-7%), atmosfera que favorece su crecimiento.

Catalasa: Positivo

Susceptibilidad a la Optoquina (hidrocloruro de etilhidrocupreina): susceptible, halo > 14 mm.

Solubilidad en bilis: Positiva

Prueba de Latex especifica: Positiva

Otras pruebas disponibles en los equipos de microbiologia automatizados o semiautomatizados para la
identificacion.

1.2. 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 (CLSD) en su version vigente. A partir del afio 2008 se determind un cambio en la
interpretacion de los parametros de resistencia a antimicrobianos como Penicilina y Cefotaxima/Ceftriaxona
basados en CIM de aislamientos procedentes de casos de meningitis y no meningitis. Dichos criterios se
establecieron en base a datos clinicos, microbiologicos, farmacocinéticas y farmacodinamicos, donde los puntos
de corte para aislamientos procedentes de casos de meningitis son mas bajos debido a la baja difusion del
antimicrobiano hacia el sistema nervioso central. (segln tabla 2G, M100-523, CLSI 2013 o vigente).

En los laboratorios de microbiologia del pais, los métodos mas utilizados para el estudio de susceptibilidad a los
antimicrobianos son:

a). Método de Difusion en Agar : Se debe estandarizar el inoculo a 0,5 de la escala Mac Farland y
realizar el antibiograma por la técnica de Kirby Bauer modificado, en una placa 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 incubacién con luz reflejada (tabla 2G, M100-523, CLSI 2013 o vigente).

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 instrucciones del fabricante.

c). Método Epsilometria: Se debe estandarizar el inoculo a 0,5 de la escala Mac Farland y colocar la tira
sobre la superficie de una placa de agar Mueller Hinton Sangre de Cordero al 5% , incubar a 35°C, en
atmaosfera 5% CO, por 20-24 Horas.
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2. Control de calidad interno

2.1 Control de Calidad del Agar Sangre de Cordero al 5%
a) Control de Esterilidad del Medio.
b) Control de crecimiento con cepa S. pneumoniae ATCC 49619,

2.2 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 hUmeda y sin gotas de agua de condensacion.
d) Control de pH del medio: 7,2 - 7,4 a temperatura ambiente.

2.3 Control de Calidad del Estudio de Susceptibilidad a optoquina
a) Control Positivo con cepa S pneumoniae ATCC 49619.
b) Control Negativo con Streptococcus grupo viridans.

3. Control de calidad externo
Los laboratorios de microbiologia locales deben estar adscritos a un programa de evaluacion externa de la
calidad (PEEQC).

4. Condiciones de bioseguridad
Los aislamientos de S. pneurnoniae deben manipularse de acuerdo al Nivel 2 de Bioseguridad correspondiente a

la Clasificacion Internacional de Riesgo .

5. Envio al laboratorio de referencia

El envio de cepas de S pneumoniae, se realizara de preferencia en tubos con medio de transporte Amies
Charcoal. El in6culo 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 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 ésta a su vez debe venir 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
carton duro, pluma vit o plastico bien sellada en caso de transporte desde regiones. El Oltimo receptaculo

constituye el contenedor terciario .

Se debe adjuntar el Formulario de envio B1 “Envio de Cepas Seccion Bacteriologia”, debidamente suscrito con
la informacion solicitada, el cual debe venir al interior del contenedor terciario, en una funda plastica bien
cerrada. En caso que la muestra sea transportada por un estafeta, el formulario se entregara por mano, en un
sobre de papel cerrado, al personal del ISP que recepciona las cepas y muestras.

(6) Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, CDC, 5° Ed. 2009.
(7) Normativa Tecnica para el Transporte de Sustancias Infecciosas a Nivel Nacional hacia el Instituto de
Salud Publica (ISP) 2008.
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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: Profesional jefe de seccion
Bacteriologia.
Av. Marathon N° 1000, Nufioa, Santiago
Fonos: 257554 19 - 25755 1 000

Remitente Nombre del profesional que envia la cepa
Nombre del Hospital o Clinica
Direccidn: Conservar a
Ciudad: Temperatura Ambiente
Teléfono :

&
7o INSTITUI'DE SALUD PUBLICA DE CHILE

Lt

DISTRIBUCION:
-Subsecretaria de Salud Piblica
- Subsecretaria de Redes
- Departamento Calidad y Seguridad del Paciente MINSAL
- Departamento de Epidemiologia MINSAL
- SEREMIS de Salud
- Servicios de Salud
- Laboratorios Clinicos de Hospitales Piblicos
- Laboratorios Clinicos de Clinicas Privadas
- Direccién ISP
- Departamento Biomedico Nacional y de Referencia ISP
- Seccion Bacteriologia ISP



