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RESUMEN

INTRODUCCION: La brucelosis, la zoonosis mas comdn del mundo, es causada por
un bacilococo gram negativo denominado Brucella. Su cuadro clinico es inespecifico
y requiere una alta sospecha, afectando principalmente a veterinarios y personal
relacionados con productos derivados de los bovinos. En Chile se considera una
enfermedad ocupacional, tiene una prevalencia relativa de entre 4 y 24% vy
seroprevalencias en veterinarios del 10% al 70%, asociados a un bajo uso de las

medidas preventivas.

METODOLOGIA: se realiz6 una cohorte a estudiantes de medicina veterinaria, se
recogié informacién relacionada con variables epidemioldgicas, y se les tomo

muestras de sangre para determinacion de IgG para Brucella y grupo sanguineo.

RESULTADOS: se obtuvo un total de 93 encuestas —todas incompletas- y 93 sueros
para el analisis. EI 70% de los alumnos que participaron de este trabajo estaban
cursando semestres no practicos, presentaban una edad promedio de 21,5 afos (+/-
2,12 afos) y el 64% eran mujeres. El 81,8% vivia en zonas urbanas, principalmente
en la décima regién. Solo el 90% decia conocer la Brucella, un tercio (29%) de los
alumnos contesto haber tenido contacto con animales enfermos, pero la mayoria de
ellos (63,6%) en una sola oportunidad. Solo el 33,3% reportdé haber usado medidas
preventivas. El promedio de los valores de ELISA para todos los semestres fue de
1,24 unidades de densidad optica (+/- 0,54). No se observaron diferencias en los
resultados del ELISA entre los semestres estudiados. El analisis estadistico tampoco

mostro una tendencia en la regresion lineal.

CONCLUSIONES: No se encontrd seroconversion a Brucella durante la carrera de

veterinaria ni relacion con conductas de riesgo o variables bioldgicas.



ABSTRACT
INTRODUCTION: Brucellosis, the world’'s most common zoonoses, is caused by

Brucella, a gram negative bacillococcus. It has a nonspecific clinical presentation and
requires a high suspicion, mainly affecting veterinarians and personnel related with
products derived from cattle. In Chile it is considered an occupational disease, has a
relative prevalence of 4 to 24% and a seroprevalence in veterinary workers of 10% to
70%, associated with low use of preventive measures.

OBJECTIVES: To study the seroconversion by IgG ELISA in veterinary students in a
region of high prevalence and to identify variables related to the modes of
transmission.

METHODOLOGY: We conducted a cohort of veterinary students, information about
epidemiological variables was collected, and blood samples were taken to
determinate the blood group and the presence of IgG antibodies directed against
Brucella and blood group.

RESULTS: We obtained a total of 93 surveys -all incomplete, and 93 sera for
analysis. 70% of students who participated in this work were enrolled in non-practical
semesters, had an average age of 21.5 years (+ / - 2.12 years) and 64% were
women. 81.8% lived in urban areas, mainly in the tenth region. Only 90% of the
students claimed to know Brucella, and one third (29%) of them reported to have had
contact with sick animals, most of them (63.6%) in a single instance. Only 33.3% of
respondents said they used preventive measures. The average ELISA values for all
semesters was 1.24 optical density units (+ / - 0.54). There were no differences in
ELISA results between the semesters studied. Statistical analysis showed no trend in
linear regression.

CONCLUSIONS: There was no seroconversion to Brucella in veterinary students,

and no relationship was found with risk behaviors or biological variables.



I. INTRODUCCION

1. Importancia y magnitud del problema

La brucelosis es causada por un bacilococo gram negativo denominado Brucella, y
es considerada la zoonosis mas comun del mundo [1-5]. Aunque su distribucion
geografica es limitada, tanto su incidencia como su prevalencia pueden variar
significativamente, siendo mas comun en paises con un bajo nivel socioeconémico
tales como los de la costa del mediterraneo, el oeste asiatico, y algunas regiones de
Africa y Latinoamérica (figura 1) [1,2,6]. Latinoamérica siempre ha sido considerada
una zona endémica, debido a las altas prevalencias que existen en Peru y Argentina,
de 34.9 y 8.4% respectivamente [1,2]. En el mundo se estima medio millon de casos
nuevos al afo, con incidencias desde 0,01 hasta 200 por 100.000 habitantes [2,3,5].
Se piensa, que estos reportes podrian estar subestimando la importancia de esta
enfermedad la que tendria una incidencia real 25 veces mayor a la comunicada, y
que causaria entre un 3 a un 5% de los casos de fiebre de origen desconocido en
paises endémicos. De hecho, en poblaciones con alto riesgo de contraer la
enfermedad y con sintomas sugerentes, se ha reportado un subdiagndstico de hasta
un 88% de los casos [2-5]. Esto sucede porque su diagnaostico es dificil, ya que tiene
una presentacion clinica inespecifica y cambiante, se requiere un alto indice de
sospecha y examenes especificos confirmatorios. A esto se le suma que la
brucelosis no es una enfermedad de notificacion obligatoria en muchos paises,

especialmente en los paises en vias de desarrollo [2-7,11-14].

2. Etipatogenia

El género Brucella comprende 6 especies, y tanto su denominacion como las

manifestaciones clinicas van a depender del huésped (tabla 1) [3, 7-10,15]. Como ya



se menciond, la Brucella es un bacilococo gran negativo, no movil, de crecimiento
lento y no formador de esporas, catalasa positivo, oxidasa y ureasa variable. El
lipopolisacéarido (LPS) presente en su membrana externa es un gran inductor de la
respuesta inmune, pero un activador débil de la via del complemento, esto se traduce
en una disminucion de la fagocitosis. Estas caracteristicas le permiten a la Brucella
una adherencia a los polimorfonucleares, formando activamente el fagosoma e
impidiendo la ingestion por parte del leucocito, quedando asi protegido en vacuolas
lejos de la actividad inmunoldgica y de la accion de los antibidticos. Todo esto, junto
a su capacidad de inhibir la apoptosis en la célula huésped, daria cuenta, al menos
en parte, de las manifestaciones clinicas inespecificas, la tendencia a la cronicidad y
el dificil diagnostico de esta patologia [5-8,15].

Luego de que un animal ha ingerido la Brucella, ella se propaga por el torrente
sanguineo y linfatico hacia el higado, bazo, genitales y la placenta; en esta ultima
alcanza concentraciones de hasta 10 billones por gramo, lo que produce placentitis y
abortos [16]. Asi el microorganismo es eliminado por la leche y deposiciones del
animal enfermo, infecta al personal ganadero y veterinario que asiste a los abortos vy,
de esta manera, contamina al medio ambiente (tabla 2).

De lo anterior, se pueden distinguir varias vias de infeccion (tabla 3), las que se
pueden sistematizar en dos principales [6,7,10,16]:

- Via Directa: se produce por contacto (abrasiones o lesiones en piel),
inoculacion o inhalacion de productos contaminados, donde la Brucella
es capaz de vivir por largo tiempo (tabla 2).
- Via Indirecta: secundaria a la ingestion de leche o sus derivados
contaminados como el yogurt, queso, queso fresco, etc.
Esto, a su vez, permite caracterizar dos patrones epidemiologicos distintos:
- Patréon rural-laboral: por exposicion del profesional al ganado

infectado, ya sea por contacto o inhalacion.



- Patrén urbano-alimentario: por consumo de leche cruda y sus

derivados.

3.- Epidemiologia

Como dijimos anteriormente, la brucelosis afecta principalmente a paises
subdesarrollados, con incidencias que se estiman entre 0.01 a 200 por 100.000
habitantes dependiendo de la zona geogréfica [2,3,5]. En paises desarrollados,
debido a la implementacién de medidas de prevencién poblacional, como el uso de
vacunas en el ganado, cuarentena de predios infectados, disminucién del riego con
aguas servidas y educacion sobre el consumo de productos lacteos, se describe una
disminuido el patron urbano-alimentario y un aumento del patron rural-laboral,
transformandose la brucelosis en una enfermedad ocupacional que afecta
principalmente a veterinarios [16,23,24]. Es asi como se estima prevalencias
relativas entre 4 y 24% en carniceros, pastores, trabajadores relacionados con
productos derivados de la leche y en personal de laboratorios y mataderos [2-
9,11,13,14,17-24].

Los factores de riesgo mas frecuentemente identificados son: cantidad de
animales enfermos vistos, tiempo de contacto con los animales, familiares de
personas enfermas (habitos alimentarios) y edades entre los 34 y los 50 afios (que
puede ser substitutos del tiempo de exposicion y del contacto con los animales) [4,
10, 12, 13, 14, 17-19, 25]. Con respecto al sexo, no se observa una clara asociacion,
pues aunque algunos articulos describen un aumento en la frecuencia en hombres
[3,10,17-19], esto se podria explicar por el hecho que estos profesionales suelen ser

preferentemente de sexo masculino [12,13,19,27].



4. Cuadro clinico

En humanos, la brucelosis suele presentarse de forma inespecifica, y al igual que la
sifilis y la tuberculosis se la ha denominado “la gran imitadora”. Se caracteriza por
fiebre ondulante asociada a compromiso del estado general, sudoracién, anorexia y
fatiga; los examenes de laboratorio son inespecificos observandose signos de
anemia, leucopenia leve con linfocitosis relativa, y trombocitopenia atribuida al
hiperesplenismo [3-7, 9-10, 12, 16, 27]. En la tabla 4 se describen los signos clinicos
principales y las frecuencias encontradas por diferentes autores. Las complicaciones,
gue se observan en pacientes que no han sido tratados, van desde la focalizacion
hasta la muerte. La focalizacion se observa en el 32% de los pacientes que llevan
mas de 30 dias de evolucion y las formas mas habituales son la artritis (sacroileitis y
espondilitis), orquitis, osteomielitis y endocarditis entre otros. La letalidad se estima
alrededor del 2% [3, 4, 6-10, 27].

La brucelosis se puede clasificar segun el tiempo de evolucion en aguda (<2

meses), subaguda (2 a 6 meses) y crénica (> 6 meses) [6,7].

5. Diagnostico

Frente a la sospecha clinica se debe realizar siempre una encuesta epidemiolégica
acerca del consumo de productos lacteos sin pasteurizar, contacto con animales
enfermos o viajes a zonas endémicas, los examenes de laboratorio de primera linea

son inespecificos y no colaboran al diagnostico [5,8,12,14,27]. El gold estandar para



el diagnéstico, al igual que para todas las enfermedades infecciosas, es el cultivo,
pero por las caracteristicas de esta enfermedad, este examen tiene una baja
sensibilidad, especialmente en las etapas mas cronicas. La sensibilidad del cultivo en
brucelosis aguda es de alrededor del 80 a 90%, mientras en cuadros crénicos es del
30 al 70%, estimandose un promedio que fluctia entre el 50 y el 90% [5,12,28-30].
Estos valores dependen de la etapa de la enfermedad, del uso de antibidticos previos

y no se relacionan con el estado febril del paciente [5,10,30].

Debido a lo anterior, el diagndstico suele basarse en las pruebas serolégicas,
cuyas sensibilidades se relacionan con las diferentes etapas de la enfermedad
[3,4,6,12,18,26,28,29,31-33]. La inmunoglobulina M (IgM) aumenta en las etapas
agudas de la enfermedad, aparece luego de la primera semana de exposicion y llega
al maximo a la cuarta semana, pudiendo durar hasta 12 meses en el 20% de los
pacientes. La IgG en cambio, comienza a aparecer luego del primer mes y puede
persistir por 2 a 3 afos; asi, el 28% de los pacientes persisten con anticuerpos
positivos luego del segundo afio, se describe una cura serolégica alrededor de los
18,5 meses. Esta variacion depende de la edad, sexo, uso de mas de tres

antibioticos en su tratamiento y la mantencion del contacto con la Brucella [7, 10, 33].

Para establecer el diagndstico en los casos agudos se utiliza como prueba de
tamizaje el test de Rosa de Bengala (RB) y la confirmacion definitiva del diagndstico
depende del cultivo y/o la seroaglutinacion en tubo (SAT), siendo la sensibilidad
promedio de RB y SAT de 84,6% [5]. En zonas endémicas, en portadores de
brucelosis cronicas y en reinfecciones los examenes antes descritos pierden
sensibilidad, ya que existe la necesidad de aumentar el punto de corte para mantener
la especificidad [3-5, 28, 34-37]. En estas poblaciones se puede usar el 2-
mercaptoethanol (que disminuye la reaccion cruzada de IgM en el SAT), el test de
Coombs y ELISA para IgA, 1gG e IgM. La literatura destaca que la determinacion de

IgG por ELISA puede llegar a tener una sensibilidad de 81-99% y una especificidad



cercana al 100%, ademas de ser una técnica de facil realizacién y estar mas
estandarizada que las otras opciones [3, 5-6, 8,11-12, 26, 34, 38, 39]. En la tabla 5
se muestran diferentes tasas de seropositividad segun la etapa de la enfermedad [6].

Los falsos positivos pueden estar dados por las reacciones cruzadas con las
otras bacterias que presentan el antigeno O en su membrana, como E. coli, Y.
enterocolitica y V. cholerae, entre otros [5-6, 16, 28, 39-41]. En este grupo de
microorganismos se ha visto una asociacion con el grupo sanguineo B y Rh (+), la
que pudiera verse también en la Brucella, especialmente por su particular

comportamiento patogénico [42-44].

6. Chile

En 1975 la prevalencia de brucelosis en bovinos alcanzé el 7%, por lo que se
creo el programa de control y erradicacion de la Brucelosis, una medida con la
gue se logré erradicar a la B. melitensis en 1987, -quedando sélo la B. abortus como
el causante principal de brucelosis [2,45]-, y que permiti6 un mejor control de la
enfermedad, sin que haya muertes registradas a causa de esta patologia desde el
afio 1990 [16,24]. En 1991 la prevalencia de brucelosis bovina habia disminuido al
2,4%, pero la incidencia en los seres humanos se mantenia en 0,21/100.000 hbts,
por lo que Servicio Agropecuario y Ganadero (SAG), mejoré el programa de
erradicacion de la brucelosis bovina mediante la vacunacion de animales, cuarentena
de los predios infectados, control de las aguas servidas y educacion de la poblacion
general para disminuir la ingestion de productos contaminados; todas estas
intervenciones lograron disminuir la prevalencia de brucelosis humana a
0,06/100.000 habitantes en 2007, valores que, como lo deciamos, pueden estar
subestimados por la falta de sospecha diagnostica [1,2,7,24,45].



Con estas intervenciones, la brucelosis adopta un “patron rural-laboral” y se crea
la ley 16.744 en la que se considera como una enfermedad ocupacional de
notificacion obligatoria, donde los enfermos deben ser tratados conforme a lo
dispuesto en esa ley [16,24]. En Chile, las poblaciones en riesgo son los veterinarios
y trabajadores agropecuarios expuestos, en las que se observa una seroprevalencia
entre 10% y 70% [11,16, 20, 24]. Los afectados suelen ser mayoritariamente del sexo
masculino, con edades entre los 14 y 44 afos, principalmente entre los 29 y 39.
[12,16].

En Chile se observa una menor frecuencia de Brucella que lo descrito a nivel
internacional y latinoamericano. Esto se podria explicar por nuestra geografia, que
nos mantiene aislados de las epidemias, al buen control de la Brucella implementado
por los programas nacionales y/o la notificacion obligatoria de la enfermedad.
También se ha conjeturado que en este fendmeno intervendrian factores biol6gicos
gue pudieran favorecer o disminuir la probabilidad de enfermar, tales como la
expresion de ciertos antigenos eritrocitarios que alterarian la patogenicidad de
algunos microorganismos. Se sabe que Chile presenta una distribucién de los grupos
sanguineos particular (Tabla 6), posiblemente debido a factores étnicos y al
mestizaje, por lo que medir estas variables podria ayudarnos a caracterizar la

poblacidon nacional que presenta mayor probabilidad a enfermarse.

En resumen, la Brucela abortus es considerada una enfermedad ocupacional en
Chile, que afecta principalmente a médicos veterinarios y personal ganadero. Las
medidas preventivas son conocidas por la poblacion en riesgo, pero su
implementacion no siempre es llevada a cabo. El presente trabajo es realizado para
pesquisar seroconversion, por medio de ELISA IgG, en alumnos de medicina
veterinaria en una region de alta prevalencia, ademas de identificar las principales
formas de contagio que nos permitan disefiar medidas de prevencion mas eficaces

en este grupo.






II. HIPOTESIS

1. Primaria:
Durante la carrera de veterinaria los alumnos presentaran una seroconversion a

Brucella, especialmente a partir del quinto semestre, cuando empieza la exposicion.

2. Secundaria:

Variables biolégicas como grupo sanguineo B y Rh (+) se asocian a mayor

seroconversion.



lll. OBJETIVOS

1. Objetivos generales

1.- Determinar las tasas de seroconversion a Brucella abortus en estudiantes de
medicina veterinaria de la zona sur de Chile a lo largo de sus estudios

universitarios de pregrado.

2.- Relacionar factores biolégicos (grupo sanguineo, etnia) de la poblacién
estudiada con la seroconversién, independientes del factor de exposicion.

2. Objetivos especificos

1.- Describir las caracteristicas de la poblacion de riesgo estudiada, que
corresponde a los alumnos de medicina veterinaria que estén cursando el primer,

tercer, quinto, sexto, octavo y décimo semestre de sus estudios.

2.- Determinar las tasas de seroconversion de los alumnos de medicina
veterinaria que estén cursando el primer, tercer, quinto, sexto, octavo y décimo

semestre de sus estudios.

3.- Comparar las tasas de seroconversion de los alumnos de medicina veterinaria
que estén cursando el primer, tercer, quinto, sexto, octavo o décimo semestre de

sus estudios.

4.- Comparar las tasas de seroconversion en los alumnos que estan cursando
semestres sin actividades practicas con aquellos que estan en semestres que

incorporan actividades practicas.



5.- Establecer si existe una relacion entre la seroprevalencia y factores biolégicos
como:

e Antigenos eritrocitarios del grupo ABO y Rh

e Etnicidad

6.- Determinar los principales factores de exposicion asociados con la

seroconversion durante la carrera.

7.- Cuantificar la avidez de los anticuerpos en los diferentes grupos que
presenten las etapas de la enfermedad: activa, cronica y tratada.



IV. METODOLOGIA

1. Busqueda bibliografica

La busqueda bibliogréafica se realizé a partir de noviembre del 2007, ocupando como
buscadores principales Pubmed, Scielo y Cochrane. Para conocer la enfermedad, su
etiopatogenia, los grupos de riesgo y las formas y factores asociados al contagio se
buscdé el término “brucelosis”, para evaluar el mejor test diagndstico necesario en la
pesquisa de la enfermedad se busco “diagnostic test and brucelosis” y para conocer
la prevalencia de la enfermedad en los diferentes grupos se utilizaron los términos
“prevalence and brucelosis”. Los limites que pusimos en la busqueda fueron el
idioma, utilizando articulos escritos en inglés o en castellano y la especie donde nos

enfocamos s6lo a la humana, no se limit6 el tiempo.

Para el término “brucelosis” se encontraron 3952 publicaciones (353 reviews),
para “diagnostic test and brucelosis” se encontraron 10 articulos (2 review) y para
“prevalence and brucelosis” 950 (92 review). En Cochrane no se encontraron
articulos relevantes en cuanto a prevalencia y en Scielo, s6lo 3 articulos que no
mostraban diferencias con las publicaciones en Pubmed. Por otro lado se utilizé la
herramienta “schoolar google”, estrategia que permitié encontrar trabajos adicionales

sobre prevalencia en otros paises latinoamericanos.

Se seleccionaron aquellos articulos en cuyos titulos estuviera explicitamente
mencionada la prevalencia en grupos de riesgo como veterinarios, personal de
mataderos, agricultores, etc; con respecto a los métodos diagndsticos se escogieron
para la lectura aquellos que comparaban las técnicas convencionales que se
utilizaban en Chile -aglutinacion en tubo y Rosa de Bengala- con la técnica de ELISA,;

los casos clinicos aislados de presentaciones extraordinarias no se consideraron en



la basqueda. Tanto para los trabajos como los abstract relevantes se utilizé el link
“Related articles”. Asi se seleccionaron 99 articulos para la lectura de testo completo,

obteniéndose solo 67.

Los datos chilenos sobre brucelosis fueron consultados por via telefénica al
Servicio Agricola Ganadero (SAG) en las diferentes regiones del pais, estos datos
estaban disponibles desde el afio 2000 y se refieren al total de predios infectados,

predios en cuarentena y predios saneados.

En total se revisaron alrededor de 75 referencias, de estas se utilizaron alrededor
de 55 para el desarrollo de la tesis. Todo ellos fueron leidos y analizados
criticamente para la utilizaciéon de sus datos. La mayoria de ellos eran grado B nivel

lIl'y para los estudios comparativos del método diagndstico Ilb y algunos lla (tabla 7).

2. Diseno del estudio:

Se realiz6 un estudio de cohorte con modificaciones para estudiar la seroconversion
a Brucella, la que fue pesquisada por medio de ELISA IgG en alumnos de medicina
veterinaria durante el curso de su carrera en la Universidad Austral. Esta variante a
los estudios de cohorte se llevé a cabo debido lo prolongado que era el tiempo de
seguimiento. A continuacién se detallan las variables utilizadas y las variables

modificaciones para mantener las caracteristicas propias de la cohorte:

2.1. Seleccién de poblacion

Se seleccionaron los alumnos que estaban cursando la carrera de medicina

veterinaria en la Universidad Austral, se eligio esta institucion ya que se encuentra en



la X region, regién que tiene la mayor prevalencia de predios infectados (grafico 1)
[45]. De esta manera tenemos una poblacion cautiva en la zona de mayor riesgo de

exposicion a nivel nacional.

La modificacién de la cohorte se realizo por el limitante “tiempo de seguimiento”,
debido a que no era posible seguir a los alumnos desde el primer semestre hasta el
final de la carrera. Por eso se trabajé con los alumnos que estuviesen cursando los
semestres primero, tercero y quinto (libres de exposicion), y con estudiantes de
sexto, octavo y décimo semestre (los cuales ya completaron gran parte de su
practica semestral). Para lograr este objetivo, se realizé una serie de medidas

metodoldgicas que seran expuestas a continuacion.

2.2. Homogenizacién de la poblacién

Debido a que la seleccion es voluntaria, se realizd un pareo con las variables
conocidas como factores de riesgo y que son independientes de la exposicidon

“estudiar medicina veterinaria”; se consideraron las siguientes:

- La region donde ha vivido el estudiante, ya que diferentes regiones
presentan distintas prevalencias.

- Residencia habitual en zona rural o urbana de los estudiantes, ya que
presentan diferentes prevalencias.

- Existencia de casos familiares, relacion que puede marcar la existencia

de similares habitos alimentarios.

Las variables sexo y edad no fueron utilizadas, ya que los estudios publicados

describen que el sexo no es un factor de riesgo y el rango de edad que existe



durante la carrera universitaria no tiene mayor diferencia de prevalencia poblacional
[11, 13, 14, 16].

2.3. Estabilidad de la enfermedad

Para este fin se considero lo siguiente:

- _Prevalencia enfermedad: Segun los reportes nacionales la prevalencia de

animales enfermos ha disminuido en forma constante en los dltimos 5 afios
(gréfico 1). Para que esta variacion no modificase a la variable “estudiar
veterinaria” se hizo un cociente entre el total de “prevalencias positivas” por afio
de carrera y la tasa de enfermedad bovina maxima durante esos afos, resultando
una nueva tasa. Se realizd lo mismo para el total de “prevalencias negativas”.
Esta nueva tasa es la que se utilizé para la comparacién de prevalencia entre los
diferentes afos de carrera.

- Exposiciéon a la enfermedad: La malla curricular no ha sufrido cambios en

relacion al tiempo, ni en el tipo de clases tedricas y practicas en los ultimos 5
afnos.

- _Variables confundentes: Las variables de contagio por Brucella que pudiesen

sesgar al factor “estudiar veterinaria” que fueron pareadas son: region de

procedencia, zona rural o urbana y antecedente familiar.

2.4. Seleccion de los alumnos

La seleccidén de los alumnos fue voluntaria, para ello, al finalizar las clases, se les
explico la utilidad del trabajo y se les invitdé a participar de forma libre y sin
compensaciones por medio de la firma del consentimiento informado (anexo I).

Dadas las limitaciones de presupuesto, se seleccionaron 25 alumnos del primer



semestre y 27 de los semestres tercero, quinto, sexto, octavo y décimo que
acudieron, por orden de llegada. Luego se les solicité llenar una encuesta
epidemioldgica (anexo Il) y se les tomd una muestra de sangre, para establecer su
serologia, avidez y los grupos sanguineos ABO y Rh.

2.5. Examenes de diagnéstico (ELISA IgG), avidez y grupo sanguineo

Las muestras fueron recogidas en tubos y rotuladas con el nombre, RUT y nimero
de encuesta del participante. Posteriormente se les realizo la pesquisa de los grupos
sanguineos y se obtuvieron los sueros por centrifugacién en Valdivia, guardandose
entre 2 y 8°C. Una vez en Santiago, se las procesO para la pesquisa de IgG
especifica por medio de la técnica de ELISA, segun las normas del fabricante del kit
diagnéstico Vircell [46], en un laboratorio centralizado (Pontificia Universidad
Catolica). Esta técnica presenta buena sensibilidad (81-99%) y especificidad (99%)
para la pesquisa de los anticuerpos aglutinantes como no aglutinantes [3,12,34,38].

Dado que la IgG especifica esta presente a partir del primer mes de la infeccion y
hasta dos afios y medio posterior a ella, es dificil definir la etapa clinica en la cual se
encuentra el enfermo. Para ello se considero la técnica de avidez para la clasificacion
de la enfermedad como aguda, cronica, tratados y expuestos [7,10,33]. La avidez,
como ayuda diagndstica o para etapificar la enfermedad, se realizé por primera vez
por Hedman en 1989 para la rubéola. La técnica consiste en inducir la ruptura de los
puentes de hidrégeno entre las IgG especificas y el antigeno, por medio de urea. Se
sabe que en las infecciones agudas o recientes las IgG tienen una menor avidez por
el antigeno, y concentraciones 6M de urea seria capaz de disociar el complejo
antigeno-anticuerpo, mientras que en las infecciones cronicas el complejo antigeno-
anticuerpo es de mayor avidez y la IgG permaneceria unida a sus antigenos [49]. Su
importancia estaria dada por la observacion de que en individuos con el antecedente
de contacto a Brucella o que son conocidos para la portacion de anticuerpos,

presentan cierta proteccion a condiciones como la inoculacion accidental, en ellos se



produce una reaccion local autolimitada y a veces sintomas generales, pero no
desarrollan la enfermedad [7,26,41,47]. Esto podria estar relacionado al fenémeno de
avidez, aunque algunas publicaciones sugieren estar relacionados con reacciones
alérgicas [7,48]. La técnica para la medicion de la avidez consiste en lavar los geles
por 3 veces con una solucién 6M urea 'y PBS con 0.05% Tween 20 [49].

Los grupos sanguineos ABO y Rh, han sido relacionados con la propension a
diferentes infecciones por virus, bacterias y parasitos [42,43,44,50], especialmente
con las bacterias Yersinia, Salmonella y E. Coli. Estas bacterias se describen como
probables fuentes de reactividad cruzada en el diagnostico de brucelosis
[5,7,16,28,40]. Aunque esta relacién no es clara, algunos autores sefalan efectos
protectores a los grupos B y Rh especialmente en las mujeres, otros han comunicado
efectos deletéreos para estos mismos tipos [43,44]. Debido a los mecanismos
patogénicos de la Brucella de autoingestion al citoplasma, algunos antigenos
sanguineos podrian servirle como receptor favoreciendo su ingreso, o la ausencia de

ellos impedirian la fagocitosis.

El hemograma no sera utilizado como elemento diagndstico por tener muy poca
utilidad demostrada (5,8,10,12,14,27).

2.6 Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion
Estudiantes de veterinaria de la

Universidad Austral

Participacion voluntaria firmada en el
consentimiento informado

Encuesta completa

Criterios de exclusion
Presentar diarrea o tener el
antecedente de contacto con
resultados falsos positivos

No sea posible la extraccion de suero

Repeticion de semestres practicos (a



partir del quinto semestre)

3. Determinacion del tamano muestral:

Se utiliz6 el programa “Tamafio de la muestra v1.1” para el calculo de los
participantes necesarios por cursos de 60 alumnos, todos los datos fueron
analizados para la distribucion de una cola, considerandose un error muestral del 5%
y un nivel de confianza del 10%. Para el calculo de los semestres sin actividades
practicas se utilizo la prevalencia observada en la poblacion general de 0,05, para un
total de 60 alumnos se obtuvo una muestra de 21 participantes; en el caso de los
semestres con actividades practicas, se utilizo la prevalencia observada en los
grupos expuestos a riesgo en Chile, que es 0,1 [10], obteniéndose un total de 30
alumnos. Por problemas de presupuesto se seleccionaron como maximo 27 alumnos
en el primer semestre ya que este es mas similar a la poblacion general, y 25

alumnos en cada uno de los otros 5 semestres.

4. Definicidn de Variables

4.1. Prevalencia Brucella:

— Prevalencia negativa o individuo sano: encuesta con todas las preguntas
negativas y ELISA menor a 9. Ademas se consideraran los alumnos con
antecedentes de exposicion pero que no cumplan los criterios de

enfermedad.



— Prevalencia positiva: Se aceptara como Brucella positiva a todo resultado ELISA
IgG mayor o igual a 9, independiente de la clinica. Se dividiran en grupos segun
enfermedad activa, crénica y tratada:

— Enfermedad activa: Respuesta positiva a pregunta #11 menor 6 meses,
sin diagnostico y ELISA mayor 11.

— Enfermedad cronica: Respuesta positiva a pregunta #11 mayor 6 meses,
sin diagnostico y ELISA mayor o igual a 9.

— Enfermedad tratada: Respuesta #2 positiva y ELISA mayor o igual a 9.

— Antecedente Exposicidon: Respuesta positiva a preguntas #4, negativo a #7a, #8
y #9a con ELISA mayor o igual a 9.

4.2. Avidez
- Bajaavidez: >70% de disociacion
- Avidez moderada: 70 — 50% de disociacion

- Avidez Elevada: < 50% de disociacién

4.3. Grupos sanguineos

Serédn buscado segun las técnicas clasicas y se diferenciaran en: Grupo A, grupo B,
grupo AB, grupo O, y grupo Rh +y grupo Rh -.

4.4. Region de procedencia

Las provincias se dividieron segun la antigua disposicion distinguiéndose una region
de alta prevalencia: X region; mediana prevalencia: region metropolitana a Xl regién
a excepcion de la X, y de baja prevalencia: resto de las regiones.

4.5. Enfermedad previa

Como ausencia o presencia previa de brucelosis

4.6. Antecedente familiar



Definida como brucelosis en familires que viven en la misma casa con diagndstico y

tratamiento

4.7. Etnia

Se deduciran por medio de los 4 primeros apellidos formando tres grupos: pueblos
originarios, mestizos o de origen europeo. Relacionaremos estos tres grupos a su
seroconversion, a su prevalencia inicial y asociaciones con habitos o factores

bioldgicos.

4.8. Antecedente clinica sugerente de reactividad cruzada
Se preguntara dirigidamente por enfermedades conocidas que dan reactividad

cruzada a brucelosis como antecedente de diarrea febril, Yersinia y Colera.

4.9. Tiempo

El tiempo se evaluara en meses.

4.10. Conductas de riesgo actuales

Se preguntara por consumo de productos lacteos sin pasteurizacion, atencion a
bovinos sin medidas de prevencion, viajes a zonas endémicas y sus habitos
alimentarios en esos viajes, participacibn en abortos y contacto con animales

enfermos.

4.11. Presencia clinica similar y diagnéstico alternativo para Brucella

Se preguntara por cuadros de fiebre ondulante y por los diagnésticos entregados.

4.12. Enfermedad activa

Se preguntara por cuadro clinico sugerente y tiempo de evolucion.



4.13. Edad y sexo

Estas variables al ser caracteristicas epidemiologicas basicas seran medidas por
medio de un cuestionario (anexo Il) de respuestas claras y precisas. Se asume que
al ser estudiantes universitarios deberian entender la encuesta, por lo tanto aquellas

o

preguntas cuyas respuestas eran “si” o “no” y que fueron omitidas se consideraran

como un “no”, ya que la relevancia de una respuesta positiva no seria olvidada.

5. Estadistica

Se uso el programa STATA® 8.0 (StataCorp LP, TX, USA).

La comparacion de las tasas de prevalencia entre los seis semestres se hizo
mediante la prueba de Chi cuadrado, no fue necesaria la utilizacion de la prueba
exacta de Fisher ya que las frecuencias eran mayores a 20 por grupo.

Debido a que se espera una baja prevalencia de seroconversion y que el tamafio
muestral es relativamente pequefio, el nivel de significancia (a) para todos estos test
sera igual o menor al 10% para ser considerada significativa. Se ha tomado la
decision de una cola ya que el objetivo primario del estudio es determinar el

incremento potencial del riesgo y no la eventual disminucion.

El peso relativo de los distintos factores de riesgo para la seroconversién, sera
analizado mediante regresion lineal. Se analizardn distintos modelos de acuerdo a

los hallazgos, con especial énfasis en el grupo sanguineo y factor Rh.



6. Principios éticos

En el afio 2002 en Ginebra, se prepararon por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboracion con la
Organizacion Mundial de la Salud las “Pautas Eticas Internacionales para la
Investigacion Biomédica en Seres Humanos”, las cuales consideraban que: la salud
del paciente debe ser la base del actuar médico y éste debe velar solo por el interés
del paciente, el interés de la investigacion médica es para mejorar la practica clinica
habitual y, por ultimo, considera que los riesgos de los procedimientos diagnosticos,
terapéuticos y profilacticos son mayores en la investigacion que en el actuar médico
[51].

El disefio y la ejecucién de este estudio contemplaron y respetaron las
indicaciones incluidas en la guia antes mencionada. El andlisis de los resultados se
sistematizara segun los cuatro principios basicos de la bioética clinica: autonomia,

beneficencia, no maleficencia y justicia, implicitos en estas pautas éticas [54, 55].



V. RESULTADOS

Se obtuvo un total de 95 encuestas y 93 sueros para el analisis de los semestres 1,
3, 5, 8y 10, el semestre 6 no se pudo evaluar por falta de coordinacion. Todas las
encuestas estaban incompletas en mas de una pregunta, las preguntas cuyas

m

respuestas eran “si” 0 “no” y que fueron omitidas se consideraron como “no”.

Sdlo se eliminé a un alumno cuyo Elisa mostré un valor discordante y no tenia
relacion con el resto del trabajo. Las caracteristicas observadas en su encuesta don
las siguientes: hombre de 23 afios cursando el décimo semestre, habia nacido en el
norte pero vivia en la décima region hace mas de 10 afios y conocia la brucelosis.
Llevaba 5 afios trabajando con bovinos, nunca habia tenido contacto con animales
enfermos, so6lo habia ayudado en la vacunacion, siempre habia utilizado medidas
preventivas. No tenia el antecedente de consumo de productos lacteos sin
pasteurizar, diarrea ni fiebre. Solo habia viajado a Argentina, donde no se habia
expuesto a factores de riesgo. El presentaba un valor de ELISA de 7,3, y aunque
este resultado es negativo segun la informacién del fabricante, estaba sobre el
promedio de 1,24, por lo tanto no estaba asociado a ningun factor de riesgo

conocido, ni podia pertenecer al grupo de los falsos positivos.

Las caracteristicas generales de los alumnos se describen en la tabla 8. El 70%
de los alumnos que participaron de este trabajo estaban cursando semestres no
practicos, presentaban una edad promedio de 21,5 afios (+/- 2,12 afios) y el 64%
eran mujeres. El 81,8% vivian en zonas urbanas, principalmente en la décima region

(82%), que era donde habian vivido los ultimos 10 afios.

El 90% de los estudiantes decia conocer la Brucella, el 10% restante pertenecian
a los semestre 1 (6,6%) y 3 (3,3%), ambos no practicos. No habia antecedentes de

enfermedad, soOlo un alumno habia tenido un familiar con brucelosis que



aparentemente se habia contagiado en un laboratorio. Con respecto al tiempo de
contacto con los bovinos, el 40,3% llevaba un afio o menos, seguido por el 17,9%
que llevaba mas de 20 afos, el 41,8% llevaba entre uno y 20 afios. La mitad de los
alumnos habian atendido partos, el 19,3% lo habia hecho por un afio, el 16,1% por 3
afnos; el 22,8% habia atendido abortos, la mayoria (50%) durante los dos ultimos
afos; el 74,6% habia vacunado, pero solo por un afio (34,8%), luego se distribuia en
igual proporcion (11,6%) para los que lo habian hecho por 3, 4 y 5 afios (Figuras 2, 3,
4y5).

Un tercio de los alumnos contesté haber tenido contacto con animales enfermos
(29%), pero la mayoria de ellos (63,6%) en una sola oportunidad, o dos (22,7%). Las
principales formas de contacto fueron por abortos (45,5%), seguido por los
accidentes de laboratorio (13,6%) (Figuras 6 y 7). A pesar de todo lo anterior, sélo el
33,3% respondié haber usado medidas preventivas, donde en los semestres 1y 3
representaban el 7,8%, el 5y 8 el 15,4% y el semestre 10 el 9,6%.

Los habitos alimentarios no estaban exentos de riesgo, el 47,9% consumia leche
sin pasteurizar, el 46,7% yogurt, el 76,2% queso fresco. Tres alumnos (6,12%)
habian tenido diarrea febril no secundaria a célera ni Yersinia y sélo un alumno
(2,08%) refirio haber presentado fiebre en el ultimo mes. Por ultimo, la mayoria
(72,1%) habia viajado a zonas endémicas, donde casi la mitad (40%) habian
consumidos productos sin pasteurizar (Grafico 2).

En la descripcion de las variables biolégicas se observé que para el grupo
sanguineo, la frecuencia para el grupo O (IV) fue de un 55,1%, 34,8% para el grupo
A, 8,9% para el grupo B y 1,12% para el grupo AB. Con respecto al Rh, el 94,4%
presentaba reactividad, esto es similar a lo observado en la literatura y a la casuistica
de los ultimos 10 afios en el banco de sangre del Hospital Clinico de la Universidad
de Chile (HCUCH) (tabla 6).



Para cumplir el objetivo nimero uno se calcul6 el valor de Chi cuadrado, el que
no mostro diferencias en los resultados del ELISA entre los semestres estudiados
observandose una probabilidad cercana al 50%. El promedio de los valores de ELISA
para todos los semestres fue de 1,24 Unidades de Densidades Opticas (+/- 0,54). El

andlisis estadistico tampoco mostré una tendencia en la regresion lineal.

Al analizar los datos conocidos o0 supuestos de tener una probabilidad de mayor
contagio (semestre, region de procedencia, region donde ha vivido los ultimos 10
anos, existencia de familiares con brucelosis, contacto con animales infectados,
grupo sanguineo y Rh, atencion de partos, atencion de abortos, vacunaciones, uso
de medidas preventivas, ingesta de leche no pasteurizada, yogurt, queso fresco y
viajes a zonas endémicas), se observd una leve tendencia (coeficiente 0,14) aunque
significativa (p: 0,095) a aumentar el ELISA durante la carrera. También, se destaca
una relacion positiva del ELISA con la presencia de diarrea febril, con un coeficiente
de 1,18 (p: 0,01) (Tabla 9),



VII. DISCUSION

En nuestro estud

io0 no encontramos ningun resultado positivo ni tampoco relacion con alguna
conducta o variable biolégica. Si bien la implementacién del modelo adolece de
ciertas limitaciones -especialmente en la muestra y en el seguimiento de los
pacientes-, los datos obtenidos resultan consistentes con el supuesto de que la
infeccion por Brucella ocurre en la practica posterior. A continuacién analizaremos
con mas detalles los diferentes aspectos técnicos y éticos, y discutiremos las

diferencias en los resultados.

La ausencia de asociacion positiva entre Brucella y las variables consideradas en
nuestro estudio puede deberse, en primer lugar, al tamafio insuficiente de la muestra.
Si bien, el poder (B) recalculado al tener un “n” pequefio de 93 sujetos, se mantiene
dentro de rangos aceptables con un valor del 84%, éste valor disminuye
dramaticamente a 62% si consideramos un maximo de alumnos por semestre de 33.
En nuestro estudio el error tipo Il seria ain menor. Este punto es relevante, pues
implica una limitaciéon en la capacidad del estudio para determinar si la falta de
seroconversion es debida a la real inexistencia de la enfermedad o es secundaria a
falsos negativos por falencias metodologicas. Una de las maneras para solucionar
esto seria aumentando el nimero de alumnos evaluados en cada semestre. Otra
posible explicacién a esta falta de resultados positivos es que la mayoria de los
alumnos que participaron eran de los semestres no practicos y sus tasas de infeccion
son similares a las de la poblacion general. En efecto, debe tenerse presente que en
estos alumnos no estan presentes los factores de riesgo conocidos para la
brucelosis, ya que se observa un escaso numero y tiempo de contacto con los
animales enfermos (la mayoria ha tenido 1 6 2 veces contacto) y ninguno ha tenido

algun familiar con la enfermedad (patron alimenticio). Sin embargo, no debe



descartarse del todo la posibilidad de que realmente exista una muy baja
probabilidad de infectarse durante la carrera.

Dentro de los resultados que observamos, queremos destacar la tendencia
positiva en la correlacion al analizar la diarrea febril y los semestres de la carrera. La
asociacién con diarrea febril podria deberse a que uno de los 3 alumnos que
presentaban esta variable, presenté un valor de ELISA de 3,48. Este valor es
discordante con el promedio de 1,24, y a pesar de que podria ser un caso de
brucelosis en una etapa inicial (que podria descartarse con un ELISA IgM especifica
para Brucella), también podria deberse a una infeccion por uno de los patdgenos que
poseen reactividad cruzada para la Brucella. En suma, resulta dificil inferir una
tendencia global ya que se trata de un caso aislado y su valor no alcanza el rango de

positividad.

En relacion al aumento de los valores del ELISA observados durante la carrera,
no es clinicamente valido, ya que el coeficiente en la regresion da un valor de 0.14,
valor que aunque es estadisticamente significativo no presenta relevancia clinica y
esta lejos de lograr la positividad en los semestres. Esta tendencia puede deberse a
un aumento de anticuerpos inespecificos, o a diferencias en el procesamiento de las
muestras. Por lo tanto, ambas asociaciones no parecen ser clinicamente relevantes,

sino mas bien el resultado de desviaciones estadisticas y/o artefactos de medicion.

Otro item que llama la atencion en el analisis de los resultados es la
desinformacion de los alumnos de medicina veterinaria respecto de esta patologia,
hecho manifiesto si se tiene en cuenta que el 10% de los encuestados desconoce la
enfermedad en cuestion. Mas destacable aun —y también mas preocupante- resulta
el escaso uso de medidas preventivas, que solo se observa en un 33% del total de
los alumnos encuestados; si bien existe una baja probabilidad de contagio, la alta

prevalencia de brucelosis en veterinarios reportada por estudios anteriores (entre el



10 y el 70%), deberia servir de incentivo para profundizar en el conocimiento de esta

enfermedad y de las formas de prevencion de contagio [11].

Resulta llamativa la falta de higiene alimentaria de los alumnos, que en
general no parecen tener reparos en consumir productos lacteos no pasteurizados;
teniendo en cuenta este antecedente, seria esperable una mayor seroprevalencia de
Brucella en los sujetos de estudio, la que sin embargo no se encontré. Esto podria
deberse a la escasa probabilidad de contagio que se observa en nuestro pais
(gréfico 2), secundaria a la baja prevalencia de la enfermedad, y/o a una mala
comprension del término “pasteurizada” que se utilizé en la encuesta. Esta segunda
explicacion parece tener cierto fundamento, pues un porcentaje importante de los
estudiantes reportaron consumir yogurt y queso no pasteurizado, algo que no parece
corresponder con la realidad.

Con respecto a la encuesta, faltd una validacion con una prueba piloto a un
total de 30 a 50 alumnos o personas con caracteristicas semejantes al grupo de
estudio, la que debiese contemplar, segun las normas vigentes, el doble de las
preguntas necesarias. Esto permitiria comprobar la fiabilidad, validez, comprension,
extension, aceptabilidad, existencia de resistencias psicoldgicas o rechazo hacia
preguntas (deseabilidad social), si hay ordenamiento interno l6gico y si la duracién es
aceptable. Siguiendo estas pautas se habria podido elegir cuales preguntas son las
mas adecuadas segun el enunciado, pesquisar las preguntas que no cumplen los
requisitos para mejorar la comprension, la redaccion, o agregar una definicion [51].
Con respecto a defectos mas especificos, como el relacionado con el conocimiento
de los cuatro apellidos, una posible mejora hubiese consistido en cambiar esa
pregunta por una que interrogase a los estudiantes acerca del nombre completo de la
madre y del padre y del encuestado, o bien preguntar directamente por la etnia.

También pudieron existir fallas en la explicacion de qué son los productos



pasteurizados, en la clarificacion de cuéles son las medidas de prevencién para
Brucella, y en explicitaciéon de cuéles son las medidas utilizadas en el tratamiento,

como los nombres, combinacion y duracion de los antibiéticos.

Al analizar la formulacién de las preguntas, se cumplieron la mayoria de los
principios basicos en su realizacion, tales como la utilizacién de preguntas breves y
faciles de comprender, evitar la redaccion de preguntas en forma negativa y la
utilizacion del “por qué”. [51]. Admitimos, no obstante, que nos vimos en la obligacion
de introducir algunas preguntas que exigian algun esfuerzo de memoria, en

particular, la referida a conductas en viajes a zonas endémicas.

En relacion a los sesgos, destaco el de “deseabilidad social” que pudieran
estar reflejadas en un mayor uso de medidas de prevencion o menor ingestion de
productos lacteos sin pasteurizar, también el sesgo de “aprendizaje” donde todas las
preguntas se contestan de forma similar. Los sesgos de tendencia central o de error
l6gico no son aplicables a esta encuesta al no tener las respuestas categorizadas
[51].

En relacion a los principios éticos que se abordaron en este trabajo, podemos
decir que en sus lineamientos generales se cumplieron satisfactoriamente [55]. Asi,
el principio de autonomia se reflejo en la firma del consentimiento informado, el que
se hizo segun las normas de la OMS. Debemos hacer notar, no obstante, una posible
limitacion en este punto. La alta frecuencia de consumo de alimentos no
pasteurizados y el escaso uso de medidas preventivas en los procedimientos
relacionados con el riesgo, observados en el grupo encuestado, hace pensar en una
comprension escasa de la informacion proporcionada, y cabe preguntarse si acaso
no habra tenido lugar el mismo fenémeno en relacion al consentimiento informado. El
principio de beneficencia fue respetado, ya que los datos obtenidos por la encuesta

han dado informacion valiosa sobre la relacion de los alumnos con la enfermedad, de



esta manera fue posible encontrar falencias en su formacién, que podria exponerlos
a conductas de riesgo durante su practica profesional. Estos déficits fueron
informados a la Universidad para que se tomen las medidas pertinentes y asi
disminuir la frecuencia de esta enfermedad en su préactica futura como veterinarios.
Los principios de no maleficencia y de justicia estan implicitos en la investigacion, ya
gue no hay procedimientos que puedan causar dafio a los estudiantes y ademas, al
ser la brucelosis una enfermedad de notificacion obligatoria y cuyo manejo esta
administrado por ley, no habria diferencias en el trato ni en la informacion oportuna y

pertinente entregada a los alumnos.

Como ya se indico, no nos fue posible evaluar la etnicidad de los estudiantes,
lo que corresponde al quinto objetivo de esta investigacion, ya que la mayoria de los
alumnos sé6lo reportaron sus dos primeros apellidos. Esto puede ser por
desconocimiento de los apellidos por parte de los alumnos o por simple omision, lo
que limitd seriamente la informacion necesaria para completar este aspecto de
nuestro estudio. El objetivo nimero 7 tampoco se llevo a cabo, pues en ausencia de
resultados positivos (titulos de anticuerpos mayores a 9), era inviable la ejecucion de
este punto.

De realizarse nuevamente esta investigacion y con los conocimientos sobre
los errores cometidos, propondria efectuarlo en un mayor espacio de tiempo para
completar el seguimiento de la cohorte y no tener que realizar modificaciones. Asi,
durante el primer afio se podrian realizar varias visitas, primero con el objetivo de
validar la encuesta y segundo, para informar a los alumnos acerca de la Brucella, sus
formas de contagio y prevencion, ademas de la importancia del estudio. Luego se
podrian espaciar las visitas a un seguimiento anual, lo que permitiria evaluar a los
estudiantes que estan cursando sus semestres expuestos y coordinar con tiempo los

dias de toma de muestra.



Fortalezas v debilidades del disefio

Una de las fortalezas de este estudio estuvo dada por su viabilidad, pues se contaba
con financiamiento externo y con el apoyo de la Universidad Austral. Ademés la
existencia en Chile de un centro formador de médicos veterinarios -profesion que
presenta mayor riesgo-, con una malla curricular teérico-practica, en una zona de alta
prevalencia nos entrega un control de la exposicion y una poblaciéon cautiva. Con
esto mejora la probabilidad de encontrar seroconversion durante la carrera.
Finalmente, las técnicas de laboratorio estan estandarizadas, lo que nos permite

tener un resultado confiable.

La debilidad principal del estudio estuvo dada por las modificaciones que se
tuvieron que realizar en la cohorte para que su ejecucion pudiera ocurrir en el plazo
de un afio. Debido a esto, los alumnos no se siguieron individualmente hasta la
finalizacion de su carrera, y se tuvo que realizar una homogenizacién de ciertos
factores conocidos de contagio. Otras debilidades fueron: que la poblacién se
presumié sana, la seleccién fue voluntaria (sesgo de seleccion por intereses), la
enfermedad es de baja incidencia, la prevalencia de la enfermedad en bovino estaba
en disminucion, la presentacion clinica es inespecifica y es de dificil diagndstico. Por
altimo, la obtencion de la informacion se realiz6 por medio de una encuesta

retrospectiva y es posible que los estudiantes hayan olvidado ciertas caracteristicas.



Dificultades del disefio

Este trabajo, debido a las restricciones temporales y econOmicas, sufrio
modificaciones en las bases existentes de los estudios de cohorte. Algunas de éstas
fueron, por ejemplo, el testeo en la poblacion para descartar la presencia de
enfermedad previa y el tiempo de seguimiento. Para poder superar estas
limitaciones, se realiz6 una homogenizacion de las variables independientes de
“estudiar veterinaria”, que son conocidas como factores de riesgo y que podrian
afectar el curso individual del sujeto. No se realizé lo mismo en cuanto a sexo y edad
ya gue no se relaciona con la probabilidad de contagio. También hubo dificultades en
el disefio de la encuesta, pues las preguntas no eran del todo claras, y en algunos
casos no se logro el objetivo de ella. Con respecto al analisis de los datos, no se
pudo eliminar las encuestas incompletas, ya que me hubiera quedado sin datos que

evaluar.

Dificultades en la ejecucion

Debido a los cambios de horario y lugar de las actividades teéricas que normalmente
tienen lugar con los estudiantes universitarios, muchas veces fue dificil que el

investigador coincidiera con ellos. Esto fue ain mas notorio en los cursos practicos,



que generalmente no se realizaban en la universidad sino que en terreno. Algo

similar ocurrié con los técnicos paramédicos que ayudaron con la toma de muestras.

Ademas se observd que los alumnos durante el primer semestre del afio se
mostraron mas comprometidos y con mas ganas de patrticipar, posiblemente debido
a la menor exigencia académica a la que estaban sometidos en esos periodos. Esto
no fue asi durante el segundo semestre, donde la mayoria de los alumnos se iban

rapidamente a sacar fotocopias y estudiar.

Las encuestas, por otra parte, y a pesar de las varias revisiones a que fueron
sometidas, presentaron errores, por ejemplo estaba poco claro el concepto
“pasteurizar” o si el yogur derivaba de leche fresca. Asimismo, se constato en varias
oportunidades que la encuesta no fue comprendida en su totalidad, para corregir eso
se necesitaria mas personal entrenado para poder revisar la encuesta y evaluar si

estaba completa y l6gicamente respondida, antes de su devolucion.

Dificultades de caracter técnico

El resto de las técnicas (toma de grupo sanguineo, centrifugacion y guardado a 4°C)
fueron realizados sin problemas, en algunas muestras se observé hemdlisis que
afortunadamente no interfirié con la lectura del ELISA. La técnica de ELISA la realiz6
un tecnologo medico entrenado para ese efecto en el Laboratorio de Microbiologia

del Centro Médico San Joaquin de la Pontificia Universidad Catolica de Chile.



VIIl. CONCLUSIONES

1. En resumen, no se puede descartar la existencia de seroconversion o el desarrollo
de una infeccién durante la carrera, debido a las deficiencias metodoldgicas y de

ejecucion en el trabajo.

2. Al no ser una cohorte estandar no tengo el seguimiento real de los sujetos, de
hecho la principal poblacién estudiada son los alumnos que no estaban cursando
semestres practicos y recién estaban empezando la carrera. Ellos tendrian una

probabilidad de exposicion similar a la poblacién general de la region.

3. Por la falta de seroconversion es dificil observar asociacion de esta enfermedad
con los factores bioldgicos estudiados o con el aumento de los valores del ELISA, lo
que ademas imposibilitd la realizacion de todos los objetivos especificos inicialmente

considerados.

4. Se logro describir bien la poblacién que fue estudiada, y pesquisar en ella las
conductas de riesgo que podrian ser las responsables de la alta tasa de esta
enfermedad en este grupo laboral, como son el desconocimiento de la enfermedad
en los primeros afos y la falta de uso de las medidas preventivas. La determinacién
de los factores de exposicion asociados con la seroconversion fueron obtenidos de
los datos epidemioldgicos basados en una encuesta. Esta encuesta no fue validada
ni tampoco estaba completa, probablemente debido a una falta de comprension de
las preguntas, falla en la formulacién de las respuestas o por la ignorancia de los

sujetos en relacion a la brucelosis.

5. Destaca el hecho de que existe un escaso conocimiento y uso de las medidas de

prevencion para evitar el contagio de la enfermedad, y considerando que estos



hébitos logran adquirirse en forma permanente cuando son ensefiados en etapas
tempranas, parece sumamente relevante insistir en este punto, especialmente en
este grupo donde la prevalencia de Brucella puede llegar al 10%. A mi juicio, y mas
alld de las limitaciones de esta investigacion, la deteccién de esta falencia en la
formacion profesional de la poblacion estudiada constituye uno de los hallazgos mas
interesantes de este estudio. En relacion a este tema, cabe preguntarse si se trata de
una deficiencia circunscrita a los alumnos de la Universidad Austral y referida
especificamente a esta patologia, o si por el contrario, ella existe también en

estudiantes de otros centros y se extiende a otras formas de zoonosis.

Por lo tanto, se hace patente la necesidad de llevar a cabo otro trabajo en el que
se contemple el seguimiento a los alumnos durante los cinco afos de la carrera,
incluyendo los diferentes internados rurales y con una encuesta validada y
comprensible. Ello no solo para evaluar el impacto del internado rural en la
brucelosis, sino también en otras probables enfermedades relacionadas con el

trabajo agropecuario y del uso de las medidas preventivas.
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Figura 1: Distribucion de la incidencia mundial [1]
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Figura 2: Tiempo de Contacto con Animales
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Figura 5: Ayuda en Vacunacion
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Figura 6: Frecuencia de Contacto con Animales Enfermos
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Figura 7: Tipo de Contacto con la Brucella
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TABLAS

Tabla 1: Especies y caracteristicas de Brucella [3]

Especie Biotipos Hospedero Descrito por
B. Melitensis 1-3 Cabras, ovejas y camellos Bruce 1887
B. Abortus 1-6,9 Vacas, camellos, Yaks y bufalos Bang, 1897
. Cerdos, caribou, liebres y roedores
B. Suis 1-5 salvajes y renos Traum, 1914
B. Canis - Perros Carmichael and Bruner, 1968
B. Ovis -- Ovejas Van Drimmelen, 1953
B. Neotomae - Roedores Stoenner and Lackman, 1957
B. pimipediae y _ Ballenas, delfines, focas y Ewalt and Ross, 1994
B. cataceae marsopas

Tabla 2: Lugar y vida media de Brucella [9]

Materia Tiempo de supervivencia
Suelo y estiércol 80 dias
Polvo 15 — 40 dias
Leche a temperatura ambiente 2 -4 dias
Lanas de deposito 110 dias
Fluidos y secreciones en verano 10 — 30 min

Agua a 37°CypH 7,5

Menos de 1 dia

Aguaa8°CypH 6,5

Mas de 57 dias

Fetos mantenidos a la sombra 6 — 8 meses
Descarga vaginal mantenida en el hielo 7 meses
Manteca a 8°C 1 -2 meses
Cuero manchado con excremento de vaca 21 dias
Paja 29 dias
Grasa de ordefio 9 dias
Heces bovinas naturales 1-100 dias
Tierra himeda a temperatura ambiente 66 dias
Tierra desecada a temperatura ambiente 4 dias




Tabla 3: Mecanismos de transmision de la Brucella [15].

Mecanismo Vehiculo Puerta de entrada Poblacion a riesgo
Leche cruda
Ingestion Orofaringe y mucosa digestiva Poblacién general
Derivados lacteos
Trabajadores en contacto con
] ) Piel erosionada, conjuntiva animales o sus productos (pastores,
Contacto Productos animales contaminados ) y veterinarios)
mucosa nasal
Laboratorios
Aerosoles en laboratorios (muestras bioldgicas Laboratorios
contaminadas, vacunas vivas)
Inhalacion Mucosa nasal Trabajadores de la lana
Aerosoles en establos, lanas, etc L
Limpieza de establos
) Vacunas vivas ) ) o Laboratorios
Inoculacion Piel sana (accidente biol6gico)
Muestras contaminadas Veterinarios

Tabla 4: Caracteristicas clinica de la brucelosis

N° pac Fiebre Artralgia/artritis | Sudoracién conitii?ltjocri?)ﬁ;es Hepatomegalia | Esplenomegalia
Memish el al (2000)* 160 | 146 (91.3%) 105 (65.5%) | 30 (18.8%) 70 (43.8%) 9 (5.6%) 11 (6.9%)
Kokoglu et al (2006)* 138 | 108 (78.3%) 107 (77.5%) | 100 (72.5%) 98 (71%) 37 (26.8%) 50 (36.2%)
Mantur et al (2006)* 495 | 417 (84.2%) | 117 (23.6%) 19 (3.8%) 6 (1.2%) 56 (11.3%) 95 (19.2%)
Ruiz-Mesa et al (2005)* = 711 | 702 (98.7%) = 353 (49.6%) | 597 (84%) 533 (75%) 259 (35.2%) 148 (20.8%)
(Bz"’gggf Garcia et al 565 | 441 (78.1%) 248 (43.9%) | 483 (85.5%) | 472 (83.5%) 422 (74.7%) 152 (26.9%)
;e};%rgj;]: Roushanet | 450 | 314(6706) 252 (53.7%) | 357 (76.1%) - ; 27 (5.8%)
Pappas et al (2005)* 100 91 (91%) 44 (44%) - 26 (26%) 7 (7%) 16 (16%)
Troy et al (2005)* 28 25 (89%) 15 (54%) - 13 (46%) 8 (29%) 5 (18%)
g‘gg’?‘;f”'os etal 144 | 144(100%) 125 (86.8%) | 138 (95.8%) | 140 (97.2%) - 74 (51.4%)
Giannakopoulos et al 52 | 42 (81%) 43 (83%) 8 (15%) 7 (13%) . .
(2006)*
Mantur et al (2004)* 03 49 (53%) 19 (20%) - - - -
Tsolia et al (2002)* 39 27 (69%) 27 (69%) 8 (21%) 13 (33%) 11 (28%) 15 (38%)
Mantur et al (2007)** (77.8%) (21%) (3.6%) - (10%) (17.2%)
Pappas G et al*** (91%) - - - (17%) (16%)

* LANCET 2007 [5]

** Indian J Med Microbiol 2007 [21]

w0 NEJM 2005 [7]




Tabla 5: Porcentaje de seropositividad de las distintas pruebas en funcion de la
etapa de la enfermedad [6]

Rosade SAT Elisa
Bengala

19G IgA | IgM 19G,A,M
Aguda 94.4 94.4 91.6 86.1  86.1 100
Crobnica 93.3 86.6 93.3 73.3 733 100

Tabla 6: distribuciéon grupos sanguineos

Rh(+) 94,18 85 94,4




Tabla 7: Grados de evidencia utilizados adaptados desde el National Institute for
Health and Clinical Excelence (NICE) [58]

Nivel Tipo de Evidencia Grado Evidencia
I Evidencia obtenida desde un A Al menos un estudio
estudio randomizado controlado o controlado de buena calidad
meta-analisis de estudios y consistencia referente a la
randomizados controlados recomendacion especifica

(evidencia nivel | sin
extrapolacién)

lla Evidencia obtenida desde al B Estudios clinicos con buen
menos un estudio controlado bien disefio metodolégico, pero
disefiado, sin randomizacién no randomizados (evidencia
b Evidencia obtenida desde al nivel Il o 111) o extrapolado
menos un estudio cuasi desde evidencia nivel |

experimental bien disefiado

1 Evidencia obtenida desde
estudios descriptivos no
experimentales, bien disefiados,
como por ejemplo estudios
comparativos, de correlaciéon y
reportes de casos

v Evidencia obtenida desde C Reportes u opiniones de
opiniones o reportes de expertos expertos. Este grado indica
gue no existen estudios de
buena calidad o sin
disponibilidad en las bases
de datos tradicionales

GPP Recomendacioén de buenas
practicas basadas en la
experiencia clinica del grupo
de desarrollo de la guia

Tabla 8: Descripciéon de los Alumnos

Edad Sexo (%) Conoce Medidas Procedencia
Semestre Distribucién P di Elisa (DS) Brucella Prevencién

romedio F M (%) (%) Urbano | Rural
Primero 23.9 19.4 81 19 1.16 (0.60) 70 50 83.3 16.7
Tercero 185 20.3 47 53 1.28 (0.76) 82 67 | e | e

Quinto 27.2 21.5 68 32 1.32 (0.54) 100 75 80 20
Octavo 8.7 23 62 38 1.10 (0.19) 100 33 33.7 66.7
Décimo 21.7 24 55 45 1.26 (0.54) 100 73 89.5 10.5




Tabla 9: Resultados Regresion Lineal

Coeficiente Desv'|a0|on Probabilidad
Estandar
Semestre 0.14 0.08 0.09
Contacto Animales 0.09 0.95 0.74
Enfermos
Rh 0.29 0.48 0.55
Grupo B -0.38 0.65 0.57
Grupo O -0.24 0.19 0.24
Abortos 0.56 0.40 0.20
Vacunacion -0.58 0.37 0.16
Diarrea Febril 1.18 0.36 0.01
Medidas 0.58 0.39 0.18
Prevencion
Viajes -0.03 0.25 0.91
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Graéfico 1: prevalencia de predios infectados en las diferentes regiones

Total Rebanos

1400 =

1200

total

Gréfico 2: Otras Variables

Otras Variables
1o
Lo
g0
i}
£ o
P o
£ a0
10
20
e BIIH =.08%
0 — —
ClarreaFebril Fleh-= wig|es zoras encémcas




ANEXO |I: CONSENTIMIENTO INFORMADO

b UNIVERSIDAD DE CHILE
i FACULTAD DE MEDICINA

N\
£

Soy M. Loreto Burnier y estoy realizando mi tesis para terminar mi Magister en Ciencias Médicas,
mencion Epidemiologia Clinica en la Universidad de Chile. Este consentimiento es para invitarlos a
participar en mi proyecto de investigacion “seroconversion a Brucella en estudiantes de veterinaria en
una zona de alta prevalencia en Chile”.

Si es que hay palabras que no entienda o cualquier pregunta que quiera hacer con relacién a mi
participacion debera ser contestada por la investigadora responsable del estudio, la Dra. M. Loreto
Burnier en forma personal, al teléfono: 09-5348754 o por mail: loretoburnier@gmail.com.

La Brucelosis es una enfermedad subdiagnostica en todo el mundo que ha ido en disminucion por
la pasteurizacion de la leche y sus productos, por estas razones, actualmente se la considera una
enfermedad profesional. El objetivo de este trabajo es ver si existe seroconversion a Brucella en los
estudiantes de veterinaria en una universidad que se encuentre en una zona de alta prevalencia de la
enfermedad por medio de ELISA IgG. Se ha seleccionado la universidad de Valdivia por pertenecer a
unas de las regiones con mas alta prevalencia Brucella en chile. Por todo esto, estamos invitando a
todos los estudiantes de veterinaria del primer, tercer, quinto, sexto, octavo y décimo semestre a
participar.

Yo entiendo que:

a) Al participar en este estudio, se me realizara una encuesta breve, con datos
demograficos generales y pesquisa de posible antecedente o contacto con Brucella.

b) Se me tomara una muestra de sangre venosa de 10 cc para cuantificar ELISA IgG,
avidez de los anticuerpos, grupo sanguineo y Rh. El remanente se éstos sueros se
preservaran congelados en la Universidad Catolica por 1 afio para efectuar
cualquiera de los test en caso de que ocurrieran problemas técnicos.

c) Los posibles riesgos de la puncién incluyen: dolor, hematomas, sangrado, desmayo o
sensacion de mareo. Muy excepcionalmente: espasmo venoso, puncién arterial,
infeccion, lesion nerviosa, trombosis.

d) Si yo tuviera la enfermedad, se natificaria al MINSAL (enfermedad de notificacién
obligatoria) y se derivara al centro especializado de la zona para realizar tratamiento
segun normas.

e) El posible beneficio que tendré en este estudio es aportar con una iniciativa de
investigacion que busca disminuir la incidencia de Brucelosis en veterinarios.

f) Yo podré retirarme de este estudio en cualquier momento sin dar razones y sin que
esto me perjudique en mi salud o en la carrera que estoy cursando

g) Yo podré negarme a contestar parcial o totalmente la encuesta sin dar razones y sin
que esto me perjudique en mi salud o en la carrera que estoy cursando

h) Los resultados de este estudio pueden ser publicados, pero mi nombre o identidad no
sera revelado. Mis datos clinicos permaneceran en forma confidencial, a menos que
mi identidad sea solicitada por ley.

i)  Mi consentimiento esta dado voluntariamente sin que haya sido forzado u obligado.

i) En el caso de que sea dafiado fisicamente como resultado del estudio, la atencién y
el tratamiento médico seran proporcionados bajo la responsabilidad médica y legal
del investigador o médico responsable que firma este consentimiento.



k) Tengo entendido que la participacion en este estudio es para mejorar el conocimiento
de la evoluciéon de la Brucella en los estudiantes de veterinaria y no tendré
recompensaciones econémicas.

FIRMA DEL ALUMNO
RUT DEL ALUMNO

FIRMA INVESTIGADOR O MEDICO RESPONSABLE
RUT INVESTIGADOR O MEDICO RESPONSABLE

Investigador responsable: M. Loreto Burnier Allende



ANEXO II: ENTREVISTA ALUMNOS

Numero
Nombres:
4 apellidos:
Etnia: Ocupacion:
Edad: Sexo: RUT:
Provincia/Comuna nacimiento: rural/urbano Tiempo:
Provincia/Comuna donde vive: rural/urbano Tiempo:

1¢Usted Conoce la Brucelosis?
2.- He tenido Brucella:
a) Si es Si: hace cuanto tiempo
b) ¢ Qué tratamiento?
c) ¢ Cuantos antibiéticos?
d) ¢ Recaidas?
e) ¢ Causa de contagio?
3.- Alguien en mi familia ha tenido o ha sido diagnosticada como Brucella:
a) Si es Si: Hace cuanto tiempo
b) Modo de contagio?
4.- He tenido contacto con animales infectados con Brucella:
a) Hace cuanto tiempo?
b) Que tipo de contacto (abortos, partos, accidental, etc)?
5.- Antecedentes:
a) Diarrea Febril b) Célera
c) Yersinia d) Fiebre ondulante/fiebre crénica
6.- Tiempo de contacto con bovinos (vacas, ganado)
7.- Participacidn/ayuda de

a) partos bovinos afios
b) abortos afios
C) vacunacion afios
7a.- Uso de medidas de prevencion Brucella
8.- Ingestion a) leche sin pasteurizar afos
b) yogurt afios
¢) queso fresco afios
d) otro
9.- Viajes a Peru/Brasil/Argentina en los ultimos 10 afios donde?
9a.- ¢, Comio leche/yogurt/Quesillo/Queso fresco artesanal? (sin pasteruizar)
10.- He tenido fiebre ondulante ultimos 6 meses: 0 mas de 6 meses:
¢, Cual es el diagnético?
11.- ¢Ha repetido algun semestre en la carrera? ¢, Cual?

12.- Ocupacion: Cuél?:




RESULTADOS
Elisa IgG:
Avidez

Grupos ABO

(anverso)

Rh




ANEXO Ill: PERMISOS UNIVERSIDAD AUSTRAL

Comité de ética

El consentimiento informado se hizo segun las normas de la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) y Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Médicas (CIOMS) [54,55].

El proyecto fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Austral, se
adjunta copia del documento.



