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Objetivo del seminario Universidad de Navarra

REVISAR

1. La relevancia en el diagnodstico de la epidemiologia, contagio, tiempo de
incubacidn y de enfermedad pre-tratamiento.?

Los puntos criticos del diagnodstico directo (i.e., bacterioldgico).

Qué informacidn proporcionan las pruebas indirectas (i.e., serolégicas).

Qué pruebas seroldgicas son recomendables.

A S

Las pautas de tratamiento antibiodtico.

1 Ver detalles en Material Complementario
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Diagnostico de la brucelosis humana: etapas clave Universidad de Navarra

1. Anamnesis correcta (enfocada).
2. Clinica (compatible).

3. Pruebas de laboratorio (especificas o con
necesidad de interpretacion).

4. Seguimiento del paciente (“confirmacion”).
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Contagio: Implicaciones para la “sospecha” Universidad de Navarra
(anamnesis correcta)

1. Los grupos/personas potencialmente infectadas son muy
variables, pero siempre en relacidon con animales infectados o
sus productos.

2. Afecta a individuos de cualquier edad y sexo, segun actividad.

3. Se da en cualquier época del ano, con mayor numero de casos
durante los periodos estacionales, si existen, de partos de los
animales.

4. Los casos grupales (p.ej. en “familia”) son comunes. Pero no
todos enferman, incluso con serologia positiva, ni todos enferman
al mismo tiempo (ver Material Complementario).
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Duracion de la enfermedad antes del tratamiento: implicaciones

N° de Dias
pacientes Media = SD Intervalo
580 44 £ 77 <14-290
23 b 33+ 33 n.d.
358 ¢ 53 69 3 - 360

a2 Colmenero et al. 1996. Medicine, 75, 195-211.
bSolera et al. 2004. Clin. Infect. Dis., 39:1776—82
¢ Bosilkovski et al. 2007. Int.J Infect.Dis., 11, 342-347

Retraso en el diagnéstico?

1. mayor probabilidad de formas focales/complicaciones (y de cirugia)
(ver Material Complementario).

2. mayor probabilidad de evolucién poco favorable (fallo terapéutico,
recaidas y mortalidad).?

3. acentua la evolucion peculiar del perfil/propiedades de las
inmunoglobulinas (ver también Tiempo de Incubacion en Material
Complementario).

1> 30 dias en Colmenero et al. 1966.
210.6% y 3.6% en pacientes con y sin complicaciones, respectivamente (Colmenero et al. 1966.)
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Diagnostico

CUADRO CLINICO

= No patognomanico y variable (ver Material Complementario),
incluso segun ambiente (p.ej., urbano o rural).

= Se solapa con el de malaria, tuberculosis, fiebres tifoideas,
sarcoidosis, Zika, dengue y Chiconguya, linfoma, lupus
eritematoso, artritis reumatoide y otros.

= Pero debe ser compatible con brucelosis (elimina muchas
incertidumbres por ciertas reacciones cruzadas en pruebas
seroldgicas).

= Las pruebas de laboratorio son esenciales.
* Directas
* Indirectas
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Diagnostico directo

Cultivo

= Especifico (concluyente si positivo): hacer siempre que sea posible.

= Optimamente, guiado por una serologia (RB) previa/simultanea.

= Muestra: sangre (¢medula?) y casos particulares (abscesos, biopsias, etc.).
= jAtencion al protocolo!

= MUY (estrictamente) necesario si se sospecha infeccion por Revl o RB51

= Sjes posible, tipado molecular para aclarar la epidemiologia.

PCR, RT-PCR (o0 semejantes) directamente de muestras
* Controvertidos y no estandarizados (variedad de protocolos y problemas de
especificidad pre- y post-tratamiento).




A% Instituto de Salud Tropical
Ay Universidad de Navarra

Hemocultivo: puntos criticos del protocolo

» Muestra en fase pirética.
= Sin antibioterapia previa.

= 10 mL sangre (asépticamente) por cultivo.
= Tres cultivos independientes en 10% CO, hasta:

45 dias: método
bifasico de Ruiz-
Castaneda

21 dias: sistemas de deteccion o
seguimiento automatico Bactec
(IR, colorimétrico, fluorescente);
Difco-ESP (manomeétrico).

Resultados

= Hasta 85% de éxito en formas

“agudas’ febriles.
* Mucho menor (65% 0 menos)
en formas de larga evolucion.



Identificacion de colonias aisladas
Presuntiva

» Morfologia colonial (experiencia).
= Gram (Stamp).

» Oxidasa.

= Ureasa.

= En todo caso, clinica compatible y (con muy

raras excepciones) serologia positiva.
Confirmacion

» Bruceladder (o semejante).
= |aboratorio de referencia.

Vacunas
PCR especifica y/o:

= S19. Lisa (S), eritritol-sensible

= Rev 1. Lisa (S), estreptomicina-resistente
y penicilina-sensible.
» RB51. Rugosa (R), rifampicina-resistente

Otros
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B. melitensis vs. B. abortus vs. B. suis

Bm Ba Bs

o= b — 1071 bp

o - —450bp

™ 272 bp

Multiplex PCR with 3 pairs of primers:

BMEI0998f/0997r BMEIO535f/0536r
BMEII0843f/0844r BMEI1436f/1435r
BMEII0428f/0428r BR0953f/0953r
BMEIO752f/0752r BMEII0987f/0987rv

iConfusion con Ochrobactrum en (al menos) sistemas VITEK 2 y MALDI-TOFF!
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Diagndstico serologico: antigenos

0 Relevantes
0 Compartidos

§ % Antigeno principal
BLEEEUER | de superficie: S-LPS

_________________ Epitopos

B. abortus, B. melitensis, B. suis i
: “ ” A, M and Cb

Lisas (“smooth” 0 S) Cadena O . Irrelevantes i

(0-PS) C (y) i

|

:

|

|

“Core” ° Irrelevantes (;,RB517?).

’ ) ., . * No accesibles en bacterias enteras.!
Un problema comun: disociaciéon S-R lipido A . Detectados en ELISAs, FPAy LFiC.

(pérdida del O-PS por mutacion) R ——— |

Mutantes rugosos (R)
(vacuna RB51 incluida) -
Indeseables en pruebas que emplean bacterias enteras
 Auto-aglutinan (y activan el complemento) = falsos positivos.
» Carecen de epitopos A, M, Cb y C(y) relevantes.

Plastico o papel
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Diagnostico serologico: perfil de anticuerpos (1)

Paciente con corto tiempo de incubacion y enfermedad y con recaida

A ELISA-IgG

| —A— ELISA-IgM

; -0 ELISA-IgA
10240 - ;
2560 - |
o :
2 a
= 640 i
160 - \

40 - [ i : | | i [ ' [ ' [

— .
0 60 120 180 240 300 360
Tiempo de evolucion (dias)

Final del tratamiento

Admision

Recaida

Pellicer et al. 1988. J. Infect. Dis. 157:918-924.
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Brucelosis: peculiaridades de la aglutinacion

Seroaglutinacion (SAT o MAT)::l titulo diagndstico > 160-320

PERO:
corta evolucion estadios “intermedios” larga evolucion
o e h mm r mm o mm k mm s mm s mm k mm s mm s s mm s mm h s mm s mm % mm s mm s mm % mm s mm s e s mm s mm  mm k mm s mm r mm s mm s k= s = s )

SAT “alta” SAT decreciendo SAT < 160
anticuerpos aglutinantes anticuerpos no-aglutinantes

g 1lgG/IgA
, Aglutinantes

gIut Y 1gG (IgA)

no-aglutinantes

L

1 En tubo, SAT; en microplaca, MAT
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Diagnostico serologico: Coombs

Etapa 1. SAT Etapa 2. (Titulo + > 2 x titulo SAT)

lg anti-lg humana

V

>

F

aglutinantes no-aglutinantes
Titulo Coombs
no aglutinantes
______________________________ )
-— = ->
7
SAT

(IgM e 1gG aglutinantes)

Tiempo de evolucidn
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Diagnostico serologico: SAT y Coombs

Ratios of titers of Coombs and SAT and evolution of human brucellosis’

Time(znc]:ngﬁrhoslgnion N g{u;:;ﬁ;ignts Coombs / SAT ratio
<4 98 11.7
41010 45 50.4
> 10 67 86.2

' Data from Foz, A. 1983. Brucelosis. In: E. J. Perea. Enfermedades infecciosas. Salvat Ed.,
Barcelona, Spain
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Diagnostico serologico: Como evitar el Coombs

SAT y Coombs
G

o

Aglutinantes No aglutinantes

lgM

Rosa de Bengala y Brucellacapt

IgM Se hacen aglutinantes
lgeG/IgA
PH<5 ec/e
<

Rubio-Vallejo, et. Al. 2002. Enferm. Infecc. Microbiol. Clin. 2002, 20, 144-149.
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El Rosa de Bengala en brucelosis humana

negative

La “intensidad” (tamafio grumos) no guarda una
relacion univoca con la cantidad de anticuerpos
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El Rosa de Bengala en brucelosis humana

Uso de diluciones de suero

1. Gotas (30 uL)

_ 2. Suero: se hacen diluciones con las gotas
de suero salino

3. Cada dilucidn se testa con el reactivo
D of
.

Azulejo blanco brillante

1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
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El Rosa de Bengala en brucelosis humana

RBT results with sera samples from brucellosis patients and persons in
contact with Brucella infected animals.’

N2 (%) positive at dilution

Total N2 of sera <1/4 >1/8
Infected 210 209 (99,5) 195 (93,3)
Contact (asymptomatic) 105 21 (20,0) 1(0,9)

' Medicine. 2002; 8(61):3289-3296 (Spanish edition)
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Brucellacapt

= Placas de 96 pocillos cubiertos con anti-lg humana

= Solucidon amortiguadora a pH 5

= Suspension antigénica “especial” (?)

= Tedricamente “capturan” las Ig
aglutinantes y no aglutinantes

= Se correlaciona (aprox.) con el
Coombs)

Pero....

iTambién funciona en placas sin anti-IgG!
(Casanova et al. Clin. Vaccine Immunol. 2009, 16, 844.)

Positivo Negativo

Titulo diagnodstico = 320
(Se, 90; Sp 99)

Orduna-Domingo, et alJ. Clin. Microbiol. 2000, 38, 4000-4005.
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“Acute” cases (n=25) and healthy donors (n=90; endemic area)

TABLE 2. Accuracy indices of the tests®

Test Sensitivity Specificity PPV? NPV¢
RB? 1.00 0.97 0.89 1.00
MAT (microSAT)  0.92¢ 1.00 1.00 0.98
Brucellacapt [.00 1.00 [.00 1.00
[gG ELISAf 0.84 1.00 [.00 0.96
[sM ELISA! 0.60 1.00 [.00 0.90
IgA ELISAf 0.96 0.98 0.92 0.99

“ Cutoff points for positive tests were as follows: RB, =1:1; MAT and Brucel-
lacapt, =1:160. (1:1=1/2)

» PPV, positive predictive value.

NPV, negative predictive value.

4 RB, Rose Bengal test.

¢ Two patients had MAT titers of 1:80.

f Serion/virion ELISA kit

Gomez et al. 2008. Clin. Vaccine Immunol. 15:1031-1033.



Diagnostico serologico: ejemplo 2
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TABLE 1. Distribution of results from sera of brucellosis patients and controls in serological tests

No. of initial sera No. of follow-up sera No. of control sera
Titers® (n = 82) (n = 233) (n = 412)
Brucellacapt Coombs | SAT Brucellacapt Coombs SAT  Brucellacapt Coombs SAT
0 ;) 8 20 48 397 407 410
20 1 2 0 0 22 Z
40 3 8 0 8 30 3
80 3 4 11 8 28 41 11 1
160 3 { 17 21 53 53 1 1
320 . 8 20 47 49 20 2
640 15 24 11 37 40 14
1,280 9 24 5 45 33 4 1
2,560 16 7 1 34 1 1
5,120 13 5 24 1
10,240 11 8
20,480 2
40,960 4 1
81,920 3

% Inverse titer.

Orduna-Domingo, et alJ. Clin. Microbiol. 2000, 38, 4000—4005.



ICONZ

Integrated Control Of Neglected

Imnunochromatografia de flujo lateral (LFA)

lgG anti-IgM o -IgG

control

Oro coloidal-Ig-anti-IgM o 1gG
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Diagnostico serologico: ejemplo 2

TABLE 2. Sensitivity of Brucella 1gM and IgG flow assays for initial
serum samples from patients with confirmed brucellosis and
comparison with other serological tests

i No. of positive samples %0 Sensitivity
’ (n = 89) (95% CI)

SACl: =132 69 78 (67-85)
SAT, =1:160 Tl 88 (78-93)
SAT-DTT, =1:160 5 62 (51-72)
SAT-DTT, =1:80 64 70 (61-81)
Coombs, =1:320 89 100 (95-100)
[gM flow 60 67 (57-77)

[¢G flow 70 61—
[gM + IgG flow 85 96 (88-99) D

Smits et al. 2003. Clin. Diagn. Lab Immunol. 10:1141-1146.



Diagnostico serologico: Neurobrucelosis
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Tests diagnosticos en neurobrucelosis (* 5% de casos)1’2

Seropositividad en liquido cefalo-raquideo (CFS)

Total Positive Sensitivity %
Serum STA 172 162 94.2
CSF STA 144 113 78.5
Serum RBT 123 118 959
CSF RBT 106 75 70.8
Blood culture (Bactec, BacTAlert) 154 7 37
CSF culture (Bactec, BacTAlert) 87 22 25.3

CSF, cerebrospinal fluid; RBT, Rose-Bengal test; STA, standard tube agglutination

test; BM, bone marrow.

' Tipicamente, son casos de corta evolucion.

2 Estudio retrospectivo multicéntrico (Erdem, et al. 2013. Clin. Microbiol. Infect. 19,

ES0—-ES86.



. s e s e . . . Instituto de Salud Tropical
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Media de los titulos en 63 pacientes (sin recaidas)

— A— ELISA-IgG
—v— Coombs
—O— ELISA-IgA
2560 - e g
Mes 12
— A~ ELISA-IgM
640 -
i 89%
) ___A\\\i ’’’’’’ A-
g 160 v v | 71%
= O———0——-0O—————— O ooy
40 A
\—D—Q\ \ o
10 \\ - 26%
T 1 T 1 T 1 . : : IA—I——A——I———I__A 25%
0 14 28 42 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dias de tratamiento Meses después del tratamiento

Ariza et al. 1992. Clin. Infect. Dis. 14:131-140.



Diagnostico serologico: esquema efectivo
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Sospecha (anamnesis) y clinica compatible

SAT (MAT): utiles sdlo si son positivas

v

Pruebas que detectan IgM, I1gG e IgA

Rosa de Bengala

-

Titulo < 1:8

<

>

Titulo > 1:8

Evaluar si es un “contacto”

sin brucelosis

(seguimiento y RB y Brucellacapt)

iPapel critico del clinico!
(No existen tests “confirmatorios”)

Brucelosis
¢Es posible / conveniente
evaluar el estado evoluciéon?

!

LFA IgM e I1gG
Brucellacapt
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= Sila serologia persiste y no hay signos/sintomas, considerar
curacion, pero hacer seguimiento para prever recaidas.

* Enlas areas endémicas, todas las pruebas seroldgicas pueden
perder algo de especificidad y la evaluacion clinica es
fundamental.

» |Las infecciones por la vacuna RB51 no pueden diagnosticarse
por serologia.

= Con serologia débil (y cultivo negativo) y sin formas focales, no
existe un criterio para determinar si un sindrome de fatiga
cronica y/o neurastenia es brucelosis



Tratamiento
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Antibiotic therapy in human brucellosis: relapse rates

o Therapy Duration Relapse rate
Antibiotic f;ﬂﬁ] (%)
Tetracycline 21 30

42 15 (o
Cotrimoxazol 45 40
Ciprofloxacine (various) 33
Tetracycline + streptomycin 21 and 14 15
30 and 14 7-8
Doxycycline + streptomycin 45 and 14 3-5
Doxycycline + gentamicin 45 and 7 3-14
Doxycycline + rifampicin 30 and 30 38
45 both 5-15
Azithromycin + gentamicin 21 and 7 30
Ciprofloxacine + rifampicine 30 and 45 16

Ariza, 1999. Rev. Med. Microb. 10:125-135

Agalar et al. 1999. Eur J Clin Microbiol Infect Dis.18:535-538.
Solera et al. 2001. Clin.Infect.Dis. 32:506-509

Pappas et al. 2006. Clin Microbiol. Infect. 12:823-825.

Rev 1: streptomycin-resistant !!1!
RB51: rifampicine-resistant!!!




Tratamiento

Table 3. Treatment of human brucellosis *

1" Universidad de Navarra

Clinical syndromes

Recommended

Alternative

Acute brucellosis (adults
and children above 8
years of age).

Children less than 8 years
old.

Brucellosis during
pregnancy.

Focal infections
(endocarditis, spondylitis,
meningitis, paraspinous
abscesses).

Doxycycline 100 mg orally twice a day for 45 days
plus either streptomycin 15 mg/kg intramuscularly
daily for14-21 days, or gentamicin 3—-5 mg/kg
intravenously daily for 7-14 days.

Or

Doxycycline 100 mg orally twice a day for 45 days
plus rifampin 600-900 mg orally daily for 45 days.

timethoprim-sulfamethoxazole 5 mg/kg (of
timethoprim component) orally twice a day for 45
days plus gentamicin 5-6 mg/kg intravenously
daily for 7 days.

Rifampin 15 mg/ kg orally daily 45 days plus
gentamicin 5-6 mg/kg intravenously daily for 7
days.

Rifampin 600 mg orally daily for 45 days plus
tnimethoprim-sulfamethoxazole one double
strength tablet twice a day for 45 days.
Doxycycline 100 mg orally twice a day and
rifampin 600 mg orally daily for 6-52 weeks plus
either streptomycin 1 g intramuscular daily or
gentamicin 3-5 mg/kg intravenously daily for 14—
21 days.

Rifampin 600 mg orally daily for 42 days plus
quinolone (ofloxacin 400 mg orally twice a day or
ciprofloxacin 750 mg orally twice a day) for 42
days.

Or

Doxycycline 100 mg orally twice a day plus
trimethoprim-sulfamethoxazole, one double
strength tablet twice a day for 2 months.
Monotherapy with doxycycline or rifampin
15mg/kg orally daily for 3- 6 weeks.

Rifampin 600-900 mg orally daily for 45 days.

Consider trimethoprim-sulfamethoxazole,
ciprofloxacin 750 mg orally twice a day or
ofloxacin 400 mg orally twice a day as substitute
for doxycycline or rifampin.

Surgery should be considered for patients with
endocarditis, cerebral or epidural abscess,
spleen or hepatic abscess, or other abscesses
that are antibiotic resistant.

! The choice of regimen/duration should be based on the presence of focal disease and underlying conditions that may contraindicate certain antibiotic

therapy.

2 patients with focal disease (such as spondylitis or endocarditis) may require long courses of therapy depending on the clinical evolution. Aminoglycoside and
quinolone dosage should be adjusted in patients with poor renal function.
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