UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

UN MODELO DE REGRESION LOGISTICA DE
EFECTOS MIXTOS PARA IDENTIFICAR LOS
FACTORES DE RIESGO DE LA SEROPOSITIVIDAD
ANTI-LEPTOSPIRA EN OVEJAS

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

A C T U A R I O

P R E S E N T A:

AXEL MORENO ALFARO

DIRECTOR DE TESIS: DR.GABRIEL ARTEAGA TRONCOSO

2011



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Datos del alumno:

Moreno Alfaro Axel

5512973298

Universidad Nacional Autbnoma de México
Facultad de Ciencias

Actuaria

Tutor:
Dr.
Gabriel Arteaga Troncoso

Sinodal 1:
M. enC.
Maria del Pilar Alonso Reyes

Sinodal 2:
M.enE.I.O
Leticia Eugenia Gracia Medrano Valdelamar

Sinodal 3:
M. en C.
José Antonio Flores Diaz

Sinodal 4:
Dra.
Ruth Selene Fuentes Garcia

Tesis

“Un modelo de regresion logistica de efectos mixtos para identificar los factores de riesgo
de la seropositividad anti-Leptospira en ovejas”

101 p.

2011



AGRADECIMIENTOS Y DEDICATORIAS

Agradezco profundamente y dedico este trabajo a mi mamay a mi papéa por todo el carifio y apoyo
que me han dado a través mi vida; por ser un ejemplo de fortaleza y perseverancia. Siempre han
creido en mi, me han motivado y apoyado, ustedes son la razén de todo lo que he logrado hasta
hoy.

A mi hermana Yojana y mi tio Pedro por haber estado siempre presentes en los momentos buenos
y malos que la vida nos ha puesto en el camino.

A Isaura por haber crecido conmigo, por su amor, comprension y apoyo incondicional. jGracias por
ser parte de mi!

A todos los profesores que dia a dia, a lo largo de tantos afios colaboraron con una pieza para que
hoy, el rompecabezas de mi formacion estuviera completo.

A mis amigos. jGracias por todos los momentos que hemos y seguiremos viviendo juntos!

A mi tutor el Dr. Gabriel Arteaga por su ayuda y comprension que me proporciond mientras
desarrolldbamos este trabajo.

A mis sinodales por su tiempo, dedicacion y aportes que me facilitaron la elaboracion y correccion
de este documento.

Finalmente le agradezco de todo corazén a la UNAM por haberme formado y brindado tantos
momentos tan bellos.



INDICE

INTRODUCCION ..ottt eee ettt ettt ettt s et s e s s s s s s s snsesssstetetetete s et et et et et e s e s et et esensnsnananas I
CAPITULO 1. MODELOS LINEALES GENERALIZADOS: REGRESION LOGISTICA. ......cvcveveveieieeeeeee e 1
1. 1.- MODELOS LINEALES CLASICOS ... uttttessuttteesatteeeeauttttaeatteeasastseaeasbe e e e aabs et e e ambbe e e e aabe e e e ambbe e e e anbee e e e enbneaeannbeeans 1
1.2.-MODELOS LINEALES GENERALIZADOS. ... .ttttesuteeeasutteeesauttseasautseaesasteaasassseeesasbseeasaatneeeanbeeeesnbbeeesnbeeaesansneans 1
1.2.1.-La familia @XPONENCIAL.........c.eiiiiieiii ettt sb e sbb e et e b e e 2
1.2.2.-Componentes del modelo lineal generalizado .............coceiiiiiiiiiiiie i 3
I B =y (T a g Tol o s o [ PSSP RPRR 4
T I o [V F- T g V- ORI 9
Comparacion de modelos USANAO 18 EVIANZA.............coviuiiieriee ettt neeneeas 9
T =T o 110 LT RUUPRUPRRN 10
1.2.7.-Modelos lineales generalizados para datos DINATIOS. ...........couviiiiiiiie i 11

1. 3.-REGRESION LOGISTICA ...t iutttee sttt e e ettt e e sttt e e e kbt e e e eatee e e ekt e e e e sat et e e e ab bt e e ek be e e e eabe et e e bt e e e e e b be e e e enbneeesnbneans 14
IR T8 I = o 1T o [ (o PP OURTRUPR PR 14
1.3.2.-EStimacion de [0S PArAMELIOS. .......ccueiieiieiieiee it e see st see st st ste et eesbe et estaesteesteesteestaesreesreeas 16
Algunos problemas en 12 ESTMACION ..........cviiiiiiiiee et ste e ste e e sneeeneenaeeees 17
1.3.3.-Interpretacion de 105 COBTICIENTES. .. ...iiiiiii ettt et e e e sreens 19
Variable explicativa diCOTOMICA ..........civiierieie ettt ettt e st e ste e e sreeneesre e seesneesbeaneeneeaneas 19
Variable explicativa NOMINGL ............cuiiiiieiiee sttt ettt ste et e steenee s sbeeneesaeesbeareeneeaneas 20
Variable eXpliCatiVa CONTINUA .........coviiiiiere e ettt e s ste b e steente et e e steeneess e eseenaeeseeaseeneeanean 22

IR I B 101 (T 1= o [0 - D OOV RTUUPRUPRT 23
INtervalo de CONFIANZA PATA B ... eivveveiieeieeiese ettt ettt et e st sre e te s e et eeteeteaneeeneenreenbeaneeneeanean 23
Intervalo de confianza para la razon de MOMIOS ...........cocviiirieieiieie e neeaneas 24
Intervalo de coNfianza PATA TT(X) «...oveeveieeieee ettt te et eeere e teeneente e nreenreeneenneenean 24
Pruebas de SIgNIfICANCIA. ..........eiiiiiie ettt e st see e sbeentenee e st e nreeeeeneeneeanes 25
DY T 1.2 PSP 26
EStAUISEICA X A8 PEAISON. .......c..eo e eeees st ee s e e ee e ee s eese e ee et ee e sneen s 27

La estadistica HOSMEr-LEMESNOW. ...........iiiiiiiiee ettt et e ereesneeeenre e 28
CAPITULO 2. MODELO LINEAL GENERALIZADO MIXTO.....cocuivetiteuereteeeeeieieieseseseseseses s enesenesenesesesessesesesesesns 29
N == =0 [0 1] N 0L T U OO UU PR TPPPPP 29
2.2 -EFECTOS ALEATORIOS ...ttt eutteee sttt e e ettt e e sttt e e e eabe e e e ettt e e e aabe e e a4 aa ket e e ek be e e e am ke e e e ambbe e e e e bbe e e e embbeeesnbe e e e nareas 29
R I A Vo N oYU =7 N o) 1[0 30
2.4.-MODELO LINEAL GENERALIZADO MIXTO ...utttteesutteeestteeesasttesaesteeaesasbeaassasaeaesasseeesaasbneassnsaeeesasbeeassnnseeesansens 31
P ot =t I 40 To =1 Lo B PP 32
2.4.2.-Consecuencias de tener efeCtos AleatOrios ..........cocueiiiiiiiiie it 33
2.4.3.-Estimacion por maxima VErOSIMIIITUG .........cccueiieiiiiieiie s 34
2.4.5.-Prediccion usando efeCtos @lEatONIOS ........c.iiuiiiiiiiiiiiie et 36
2.5.-MODELOS MIXTOS PARA DATOS BINARIOS ....ceeutteeesuteeassusteeesatsseasassseasssssaesasseeassnssssassnsseassasnseessnsseeesannens 36
2.5.2.-Ajustando un modelo de regresion logistica con un efecto aleatorio...........cccccvvvevievvenvriinnnne. 38
2.5.3.-Modelos con mas de un efecto @lEAtONIO...........cviviiiiiiiiie i 40

2.5.4.- Interpretacion de [0S PATAMETIOS ... .....viiiiiieiie ettt ae e ae e snbesneennees 41



INDICE

CAPITULO 3. LEPTOSPIROSIS: MARCO TEORICO......c.eeiieeeeieiee st eees sttt en st 43
3. L. -GENERALIDADES. .. ..ttttttteeesiatttteesesssssaastttseetaaeasasstaseeeeeessss st beeeeaaeessasstbeeeeeeeesssna st baeeeaaeesanbbbneeeeeennnnanes 43
B IV (] N[0 OO PPP PP PPRRTRN 44
3.3.-RESERVORIOS Y VIAS DE TRANSMISION DE LEPTOSPIROSIS. +vvvvtteessiutrrrressesssssssssssssassssanssssnesssssssnsssssessseasssannnes 44
B B oy L0 ]2 N[ PP POP R PPRRTN 46
3.5.-SIGNOS CLINICOS EN OVEJAS Y CABRAS. 1. tuttttteetaeesssusstseessesssssasttssesaaesssassssssessesssssnsstsnsssaesssanssssensessnssnnses 48
3.6.-LAS OVEJAS Y SU RELACION CON OTROS RESERVORIOS. ....utvvvrteeessisrtrresssesssssnsstsssssassssasssssssssssssssnsssssssensssannns 49
3.7.-MANIFESTACIONES CLINICAS EN HUMANOS. ....1vvttteesiistttreesessssssssstsssssaesssasssssessessssssssssnssssesssansssssesssesssnnsnns 50
3.8.-DIAGNOSTICO DIFERENCIAL. 1. tutttttetteessssssstseessessesasssssssessssssasssssseessessssansstssseeaesssassssnssessssssassssnnnseassssnnns 51

CAPITULO 4. LEPTOSPIROSIS EN OVEJAS: METODOLOGIA Y DESCRIPCION DEL ESTUDIO.........ccoevrvevreee. 53
4.1.-PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION DEL ESTUDIO .uvvvirieteessseittrseeseesessasssnnnesaesssnssssnensssssssnnnns 53
4.2.-OBJETIVOS DEL ESTUDIO t1vvtttetsiautttseessessssussssssssasssanssssssesassssassssssssessssanssssssssessssnsssssessesessanssssseeesesnnnns 55
4.3.-HIPOTESIS DE INVESTIGACION ...t uttttettee e et sittteee e e e e e s aestttaee s aaeesssstbbeesaeeassannt bbb e e e e e e s aanstbaneeeeeessnsntbbnneeaeesannnes 55
4.4, -POBLACION OBJETIVO ...t ttttttaessiautttseeseessssusttsssssaessaassssseesaesssassssbeeseaaessastbeseeaaesssnssbbaeaeeaeessanstbaneeeeeesananes 55
4.5.-TIPO DE ESTUDIO ...uttttttttaessssstttseessesssaassttsessaaessasssbsaeesaeesssasstbee e e aaessanssbbeeeeaeessns st baaeeeaeessansbbaaeeeaensnnnnes 55
4.6, -LUGAR DE ESTUDIO ...t tttttttaeessautttseeeeessssassttaaesaaessanstbaaee e e e e s s st bee e e e e e e s anntbbe e e e e e e s snaa b bba e e e e e e e snnnbbaneaaeensnnnnes 57
4.8.-REGISTRO DE LOS PARTICIPANTES ...ttttttteesssusttseessessssussssnssssssssanssssssssessssnsssssssssessssnnssssssssessssnssssssseaessannnns 59
4.9.-SELECCION DE LA IMIUESTRA ...ttt e e e ettt et e e e ettt e e e e s sttt e e e e e e e s e eat b ba et e e e e s s aaa b a e e e e e e e s s enntbbneeaaeesannnes 59
4. 10.-PRUEBAS SEROLOGICAS ...ttt et teutttteeetesssssusssesesaaessanssstseesaeassassssseessaaeesansttbaeeeaesssnssbbaaeeeeaessastbaneeaaeesannnes 60

CAPITULO 5. LEPTOSPIROSIS EN OVEJAS: APLICACION DEL MODELO DE REGRESION LOGISTICA DE EFECTOS

MIXTOS PARA LA DETECCION DE FACTORES DE RIESGO.......veueeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeaeesesseneenens 61
5. 1. -DESCRIPCION DE LA BASE ....iittvttttuieestsesssssssesssssssssasssessssssssssssssesssssssasassesssssstssssseessesstsssessssssssssnsnes 61
5.2.-VARIABLE RESPUESTA O DE INTERES ....etttietttuiiieeessststsasssesssssssbsaassessssssssssasssesssssssssnsseesssssssrssseessessssssses 66
5.3.-ESTIMACION DE LA SEROPREVALENCIA .. .itivtttuuieeesittsttsiseesssssttsssseessssssbasassseesssssbssssessssssstbsnsseesssssstanssens 67

5.3.1.- Determinacion de las serovariedades y titulos anti leptospira presentes en los animales........... 68
5.4.-FACTORES DE RIESGO. MODELO DE REGRESION LOGISTICA CON EFECTOS MIXTOS .....eeiivvvirinniieesseestiiinseesssessssannnnns 69
5.4.1.-ConStrucCion del MOTEIO..........uueiiieeii ettt e e e e e s s e e e e e e e e s e saraaee s 69

1Y [0 To (= Lo TN V1 To TR PR 69
Modelos con una variable EXPlCALIVA............civiieiieri ettt ettt e e sneeeneenneeees 71
Modelos con multiples variables eXPlICALIVAS ............civirriieriee ettt nee e neesees 72
5.5.-MODELO LOGISTICO SIN EFECTO ALEATORIO .uvvuuuiiieiiittttisieeessesttiasseessssssbasassessssessbsassassssssstssnsseesssessssnnssns 76
5.5.1.-Bondad de ajuste y verificacion del MOAEI0...........ceiviiiiiiiiiiiirce e 77
5.6.-INTERPRETACION DE LOS COEFICIENTES ....tvvttruunsieeesersssusssssessssssssssseesssssssssssseessesssssnssessssssssssnsseesssesssnnnns 81

CONGCLUSIONES.....ceee et b bbb sass s sssnnnnnan 83

DISCUSION .. ettt et ettt ettt et et et e et et et e et et eee et e e eeeeeeeaeeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneneeeeeeeeeeneeeeeeneenanas 84

ANEXO A: ESTIMADOR DE MUESTREQ BIETAPICO ESTRATIFICADO ..o it et eeeeeeeeeee et eee e e en e 88

ANEXO B: AICY BIC ... oo 90

GLOSARIO DE TERIMINOS ...ttt ettt ettt et et ee et e e et et e eeeee et et eeeeeeeeeeeeaeeaeeeeeteteeteeee et eeeeeeeeeeeeeeeeeseeeenaes 91

BIBLIOGRAFIA. .....cotvviieeeete ettt ettt a bbb s bbbt s bbbt b s 94



INTRODUCCION

La regresion logistica ha sido en los dltimos afios una fuerte herramienta para el estudio de
diversos fendmenos en distintas &reas de investigacion, debido a su capacidad de incorporar
variables con cualquier escala y la gran ventaja de modelar datos de tipo binario o binomial, los
cuales se presentan frecuentemente en las diferentes areas de estudio. El andlisis de regresion
logistica permite cuantificar la relacion que existe entre la probabilidad de ocurrencia de un
determinado evento de interés y la presencia de uno o varios factores que intervienen en el
proceso.

En el campo de la epidemiologia la regresion logistica ha sido ampliamente usada debido a su
relativa facilidad de interpretacion. Es en este contexto que se presenta el tema principal de
nuestro documento. La leptospirosis es una enfermedad causada por la bacteria Leptospira
interrogans. La infeccion se presenta en una gran variedad de especies mamiferas, muchas de ellas
domeésticas o silvestres causando pérdidas economicas, ademas de que es una enfermedad
transmisible a los humanos. En el Estado de México se cuenta con un considerable inventario
ganadero, particularmente ovino explotado bajo las condiciones ambientales que facilitan la
transmision animal-animal y animal-humano de leptospirosis. El impacto de la leptospirosis en la
produccion animal y su papel como zoonosis es mejor apreciado cuando esta enfermedad es
definida por la relacion individual en el huésped (especie animal), las serovariedades presentes en
su ecosistema o nicho ecoldgico y los factores predisponentes para reducir el riesgo de la infeccion
a los humanos en esta region (Prescott, 1993; Radostitis y cols., 1999; Levett, 2001).

En el capitulo 1 se describen los modelos lineales generalizados (extensién de los modelos lineales
clésicos), familia de modelos a la que pertenece la regresion logistica. Se determina la manera en
la cual se estiman los parametros del modelo, asi como la interpretacion de los mismos. También
se definen los métodos de inferencia y de bondad de ajuste. El capitulo 2 define los efectos
aleatorios y las diferencias que estos tienen con respecto a los efectos fijos. Se presenta el modelo
lineal generalizado mixto, el cual tiene las ventajas de los modelos lineales generales clasicos
ademas de la flexibilidad para tratar datos correlacionados entre si y se exponen los métodos de
ajuste y de inferencia. En el capitulo 3 en un sentido epidemiolégico se describen los componentes
de la historia natural de la leptospirosis con temas como: taxonomia, reservorios y vias de
transmision, patogénesis, signos clinicos en pequefios rumiantes, ovejas y su relacion con otros
reservorios, manifestaciones clinicas en humanos y su diagnoéstico diferencial. En el capitulo 4 se
lleva a cabo la descripcion metodologica del trabajo, incluyendo los aspectos de justificacion,
planteamiento del problema, objetivos, hipétesis y disefio de la muestra. En el capitulo 5 se
describe la base de datos utilizada y se estima la prevalencia de anticuerpos anti-Leptospira
interrogans, asi como de la frecuencia y el titulo serol6gico de las serovariedades identificadas.
También se describe el procedimiento para construir el modelo logistico mixto, el cual tiene la
finalidad de encontrar factores relacionados con la seropositividad y asi clasificar rebafios
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seropositivos a leptospirosis de acuerdo a las variables seleccionadas. La respuesta estudiada
(seropositividad) fue determinada a partir de los titulos de anticuerpos a las diferentes
serovariedades de Leptospira interrogans en el suero extraido de las ovejas y los predictores del
modelo fueron obtenidos mediante una encuesta-cuestionario no validada. Un ajuste logistico
simple también fue construido y comparado con el modelo final mixto eligiendo al “mejor”, sobre
el cual se interpretan los pardmetros y se verifica que sea adecuado.

Finalmente se presentan las conclusiones generales del estudio y se da un breve glosario con
algunos términos de los capitulos 3 'y 4. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete
STATA (version 11, College Station, Texas, USA).



CAPITULO 1. MODELOS LINEALES GENERALIZADOS: REGRESION
LOGISTICA

En este capitulo se definen los modelos lineales generalizados (GLM), métodos de estimacion,
inferencia y medidas de bondad de ajuste. Posteriormente se presenta la regresion logistica como
miembro de esta familia y se detallan los mismos puntos que en los GLM, ademés de la
interpretacion de los parametros y medidas especiales de bondad de ajuste.

1.1.- Modelos lineales clasicos

Los elementos de un modelo lineal clsico son: El conjunto de observaciones denotado por un
vector columnay = [yy,y,, ..., ¥,]", €l cual representa una variable aleatoria; Las covariables o
variables explicativas son una matriz X,,,,, donde cada renglon de X se asocia a una observacion y
cada columna a una covariable diferente; a cada variable se le asigna un coeficiente o parametro
desconocido; El conjunto de parametros es un vector de dimensién p, generalmente denotado por
B = [B1. B2, ... Bp]" . Entonces la relacién del vector de observaciones con las covariables es:

y = Xp + edonde E(e) =0,y porlotanto E(y) = XB

Donde e~N (0, 2I) es el vector aleatorio de errores definido para cada valor de y, por lo tanto
y~N(XB,c?I).

Las B; se estiman minimizando €"e = Y ¢ = ¥.(y — XT 8)? sobre los valores de 8, a este método
se le conoce como minimos cuadrados.

1.2.-Modelos lineales generalizados

Los modelos estadisticos clasicos, como los lineales, son Utiles en situaciones donde los datos
siguen una distribucion normal y que puedan ser explicados linealmente, por lo tanto son
relativamente sencillos para interpretar. Sin embargo los supuestos pueden ser bastante
restrictivos, ademés de que los datos pueden ser de naturaleza “no normal”. El ajuste de
regresiones lineales a variables de respuesta de tipo categdrico también puede arrojar resultados
erroneos.

Avances en la estadistica tedrica y la computacién permiten usar métodos anélogos a los
desarrollados por los modelos lineales clasicos en situaciones mas generales:

1. Lavariable de respuesta puede tener una distribucién diferente de la normal, ésta puede
ser incluso categdrica en vez de continua.
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2. Larelacién entre la respuestay los factores no necesita ser de forma lineal simple.
Los modelos lineales generalizados son una extension de los modelos lineales clasicos,
introducidos por Nelder y Wedderburn (Dobson, 2005).

1.2.1.-La familia exponencial

Las respuestas y; no necesariamente son gausianas, sino que su distribucién puede ser cualquiera
de la familia exponencial y se puede escribir de la siguiente manera:

fi;6;) = s(y)t(6;)e*06D | (1.1)

Donde a, b, sy t son funciones conocidas. La ecuacion anterior puede ser escrita como:

f(y;6;) = expla(y;)b(6;) + c(6;) +d(y)].... (1.2)

Donde s(y;) = exp d(y;) y t(6;) = exp c(6;).

Si a(y;) = y;, se dice que la distribucién esta en la forma canénica y b(0) es llamado el parametro
natural de la distribucion.

Si hay otros pardmetros, ademas del de interés 6, se consideran como estorbo 0 ruido, formando
parte de las funciones a, b, ¢y d y son tratados como si fueran conocidos.

Muchas de las funciones de distribucion conocidas pertenecen a la familia exponencial. Por
ejemplo, las distribuciones Poisson, normal y binomial pueden ser escritas en la forma canénica.

Tabla 1.1.- Algunas distribuciones pertenecientes a la familia exponencial

Distribucion Parametro natural c d
Poisson log6 —0 —logy!
,Ll [,{2 1 yz
Normal — - _Z 2 -z
) 552" 3 log(2ma?) o7
Binomial lo ( T ) nlog(1 — ) lo (n>
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1.2.2.-Componentes del modelo lineal generalizado

Un modelo lineal generalizado consta de tres componentes:

1. Aleatorio: Es un vector de observaciones y con n entradas y se supone que es realizacion
de una variable aleatoria ¥ cuyos elementos son distribuidos independientemente y
pertenecen a la familia exponencial con media u , es decir:

E(yi) =

2. Sistematico: La parte sistemética del modelo relaciona un vector n = (1,12, ..., ) CON
un conjunto de variables predictoras mediante una relacion lineal:

n=Xp

Donde:

Se le denomina la matriz de disefio y contiene los valores de las p variables explicativas
para las n observaciones y B es un vector de pardmetros desconocidos.

3. Funcidn liga: Es una funcion g(-) monotona diferenciable que relaciona los componentes
aleatorio y sistematico:

14
m =g = 2 xijBj - (1.3)
j=1

Para algunas distribuciones existen funciones liga especiales llamadas canonicas, éstas se
dan cuando el pardmetro natural es igual al predictor lineal. En estos casos se puede
encontrar una estadistica suficiente de igual dimension que g enn; = X x;; ;. Entonces:
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b(@)=n = X"y

Es una estadistica suficiente para B.

La razén para usar ligas canonicas es que conducen a que el modelo tenga propiedades
estadisticas deseables, particularmente en muestras pequefias, aunque no existe ninguna
otra razon para usar este tipo de ligas.

1.2.3.-Estimacion de g

El método usual para estimar los pardmetros en un modelo lineal generalizado es estimacion por
méxima verosimilitud. Aungue expresiones matematicas explicitas pueden ser encontradas para
algunos casos especiales, regularmente se necesitan métodos numeéricos, los cuales son iterativos
y estan basados en el algoritmo Newton-Raphson (Dobson, 2005).

Considérense las variables independientes Y;,Y,, ..., Y, que satisfacen las propiedades de un
modelo lineal generalizado. Se desea estimar los pardmetros .

Para cada Y; la funcién de log-verosimilitud es:

i = y;b(6;) +c(6;) +d(y;) ... (1.4)

En estos modelos, las siguientes expresiones pueden encontrarse (Dobson, 2005):

E(Y) =y = _bf((;;) v (L5)

[b7(6,)c’(6;) — ¢ (6,)b°(6,)]
ACHIE

p
g = 2 xijBj =xX{ B =1;.....(L7)
j=1

var(Y;) = . (16)

La funcién de log-verosimilitud para todas las Y; es:

I= zzi = yibE) + Y 6+ Y d(y) ... (18)

n
=1

Para obtener el estimador maximo verosimil de j8; se necesita encontrar:
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a ~[oL] ~[al a6, oy
U].:—:E :Z—__(]_g)
0Bj &410B;] 4&4106; O Of;
Donde U; es llamada estadistica de puntuacion para el j-ésimo parametro (Dobson, 2005).

Encontrando cada derivada parcial por separado se tiene:

Diferenciando (1.4) y sustituyendo (1.5)

al;

g, = Vil () + ¢ (6) = b’ (6 (i — i) ... (1.10)

Ademés se cumple que

06, 1
ou; (%)
20,

Diferenciando (1.5), y por (1.6)

o _ —c(6) N c'(6,)b”(6,)
26;  b'(6) [b"(6))]*

= b'(6;)var(Y;)

_00; _ 1 (111)
SO b'(Ovar(v) T
Finalmente por (1.7)
ou; 0w 0m; Oy
Hi _ O 01 _ Ihx o (112)

ap;  am; aB;  am; Y

Por consiguiente la estadistica de puntuacion es:
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Ui = 2 Y (6_111-)]""(1'13)

i=i

La matriz de varianzas covarianzas de las U;, conocida como la matriz de informacion 3 y que
tiene entradas:

Ijk = E[U; U] ... (1.14)

= o] [ty (] . B (32

_ E[CY;: — o)1 jxin (0
—2[ Gy ]

Debido a que E[(Y; — ;) (Y, — )] = 0 para toda i # m ya que las Y; son independientes. Si se
usa que var(Y;) = E[(Y; — u;)?], 1.15 puede ser simplificado a:

El método basado en el algoritmo de Newton-Raphson llamado la puntuacién de Fisher plantea
que para encontrar la solucién buscada hay que resolver la ecuacion iterativa:

b = p(m-1) 4 [gm-D]-1yln-1) 1.17)

Donde b{™) es el vector de estimaciones de los pardmetros Sy, ... ,Bjen la m-ésima iteracion,
[3(m~D]~1es la inversa de la matriz de informacion y U1 es el vector compuesto por las
estadisticas de puntuacion en la m — 1-ésimaiteracion. La ecuacién 1.17 puede ser escrita como:
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X"WXb(™ = XTWz ... (1.18)

Donde W es una matriz diagonal n x n con elementos

1 (c’)ui>2
Wi = Var () \an;

y z tiene elementos

p

- an;
z; = Z xikb}(cm Vo (- ) (a—l>
e Ui

La mayoria de los programas estadisticos incluyen un algoritmo basado en (1.17). Empiezan
usando una aproximacion inicial b(® para evaluar z y W, entonces (1.17) es resuelta para dar b(»,
el cual es usado a su vez para calcular mejores aproximaciones de z y W, y asi hasta que la
diferencia entre b~ y b(™ es suficientemente pequefia, entonces b(™ es tomado como el
estimador maximo verosimil de g (Dobson, 2005).

1.2.4.-Inferencia estadistica y verificacion del modelo

Inferencia acerca de los pardmetros

Las dos principales herramientas de la inferencia estadistica son intervalos de confianza y pruebas
de hipétesis.

Para calcular un intervalo de confianza para los pardmetros, se puede utilizar el hecho de que la
distribucion asintotica de los estimadores maximos verosimiles es aproximadamente normal. Si se
denota 3; como el estimador maximo verisimil de ; entonces:

Bi~N(B; 3;71) ... (1.19)
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Donde S]-']-l es el j-ésimo elemento de la diagonal de I~ . La inversa de la matriz de informacion

(3 ) para muestras grandes, contiene las varianzas y covarianzas de los elementos de f8 . Entonces
un intervalo al (1 — a)100% de confianza para g; es:

B % 21_as /S]_Jl ...(1.20)

El intervalo 1.20 también es conocido como intervalo de Wald al (1 — a)100% de confianza.

De la misma manera se puede probar Ho: 8; = 0 con la estadistica de prueba Wald:

Donde SE= /S]-‘]-l es el error estandar de B]-. Esta estadistica tiene aproximadamente una

distribucion normal estandar cuando g; = 0.

También se puede comprobar lo anterior mediante la prueba de cociente de verosimilitudes. Si se
denota el valor maximizado de la funcion de verosimilitud por €, bajo Ho: 8; = 0y por £, cuando
f; no es necesariamente 0. La estaditica de prueba del cociente de verosimilitudes es:

—2log (ﬁ-:) = —2[log(%o) — log(£1)] = —2[Lo — L,] .....(1.21)

Donde L,y L; denotan la funcion log-verosimilitud maximizada. Bajo Ho:5; = O esta estadistica
de prueba tiene una distribucion ji-cuadrada con 1 grado de libertad.

El procedimiento de cociente de verosimilitudes también puede determinar un intervalo del
(1 - a)100% de confianza para f3;. Este consiste en todos los valores 3, para los cuales el p-
value (valor p) es mayor que a en la prueba Hy: § = ,. Para muestras pequefias, este intervalo es
preferible que el propuesto en 1.20.
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1.2.5.-La devianza

Sean Ly, y L los valores maximizados de las funciones de log-verosimilitud de los modelos M (el
de interés) y el saturado(S). Este Gltimo tiene un parametro para cada observacion y por lo tanto
provee un ajuste perfecto para los datos.

Debido a que S tiene més parametros, Lg es al menos tan grande como la log-verosimilitud
maximizada L, es decir Lg = L,,. La devianza de un modelo lineal generalizado se define como:

D = Devianza = —2[Ly — Lg] ... .. (1.22)

La devianza es la estadistica de cociente de verosimilitudes para comparar M con S. Esta es una
prueba estadistica para la hipotesis de que todos los parametros que estan en el modelo saturado,
pero no en el modelo M, son cero.

Si la variable de respuestaY; tiene distribucion normal, entonces D se distribuye exactamente
como una lJi-cuadrada, sin embargo D depende de var(Y;) = o2, la cual en la practica es
usualmente desconocida. Para Y; no normal, la distribucion de muestreo de D solamente puede
ser Ji-cuadrada aproximada.

La devianza provee una medida de bondad de ajuste, debido a que ésta, prueba la hipotesis de
que todos los pardmetros no incluidos en el modelo son cero. Los grados de libertad son iguales al
numero de observaciones menos la cantidad de parametros estimados. El valor-p es la cola
derecha de probabilidad por encima de la estadistica de prueba observada (1.22), de una
distribucion Ji-cuadrada. Valores grandes de D y/o valores-p pequefios brindan una fuerte
evidencia de falta de ajuste del modelo.

Comparacion de modelos usando la devianza

Ahora considérense dos modelos, denotados por My y My, tal que Mg es un caso especial de My, es
decir, tienen la misma distribucion de probabilidad y la misma funcién liga pero el componente
lineal de Mg es un caso especial del de M;.

Considérese la hipdtesis nula

[}
Ho:B =PBo=|"

B
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correspondiente al modelo My y una hipdtesis mas general

B
Hi:p=pB1=]|"

Bo

correspondiente a My, con g<p <N.

Se puede probar Ho vs. H; usando la diferencia entre las devianzas
AD =Dy — Dy = —2[Lg — Ls] —{-2[Ly — LsI} = —2[Lo — L{] ..... (1.23)

Si ambos modelos describen bien los datos entonces Dy~y?(n — q) y D;~x?(n — p) de modo
que AD~y?(p — q) siempre que la condicion de independencia se mantenga. Si el valor de AD
fuera consistente con la distribucion y2(p — q), generalmente se escogeria M, correspondiente a
Ho porque es més simple.

Si el valor de AD estuviera en la region critica (es decir méas grande que el cuantil (1-a) de una
distribucién y?(p — q)) entonces se rechazaria Hy en favor de H; con base en que el modelo M;
provee una mejor descripcion de los datos.

1.2.6.-Residuos

Para cualquier GLM, la estadistica de bondad de ajuste s6lo resume en general qué tan bien el
modelo ajusta a los datos. Se obtendria una mejor comprension si se compararan individualmente
los valores observados y los ajustados. A continuacion se presentan tres tipos de residuos.

El residual de Pearson definido como:

yi —

Vvar(y;)

Residual de Pearson = e; = ...(L.24)

El residual estandarizado toma (y; — ;) y lo divide entre el error estandar estimado de e;, esto
es:

10
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Residual estandarizado = Y ..(1.25)

Si la devianza es usada como una medida de discrepancia de un modelo lineal generalizado,
entonces cada unidad contribuye una cantidad d; a la medida, de modo que ), d; = D. Entonces
se define:

Residual de la devianza = rp = sign(y — u) * \/_ .(1.26) 1

Para los cuales se cumple que Y, 2 = D (Agresti 2002, Hosmer 1989, McCullagh 1983, Collet 2003).

1.2.7.-Modelos lineales generalizados para datos binarios

Muchas variables tienen s6lo dos posibles categorias, por ejemplo, si hoy se usé o no el transporte
publico, si se tuvo 0 no un examen fisico el afio pasado, en general si se tiene éxito o fracaso.

Primero se define la variable aleatoria binaria:

7= {1 se tiene un exito
0 en otro caso

Con probabilidades P(Z = 1) =y P(Z =0) =1 — m. Si se tienen n de tales variables Z;, .., Z,
independientes con P(Z]- = 1) = m; , entonces su funcion de densidad conjunta de probabilidad
es:

n n

1_[ n].zj(l - nj)l—z]' = exp Z zjlog <

j=1 =1

) Eog(l )| ... (127)

La cual es miembro de la familia exponencial. Ahora para el caso en que las 7r; sean las mismas, se
define:

! sign(y — p) es el signo de la diferencia entre paréntesis.

11
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j=1

Por consiguiente Y es el nUmero de éxitos en n ensayos, y de aqui que Y siga una distribucién
binomial

P(Y =y) = (;) A -m)"Y |, y=01..7...(128)

Finalmente, considérese el caso general de N variables independientes Y3, ..., Yy correspondientes
al nimero de éxitos en N diferentes subgrupos o estratos, por lo tanto Y;~binomial(n;, ;).

Se quiere describir la proporcion de éxitos P; = Y;/n;, en cada grupo en términos de variables
explicativas que caracterizan al subgrupo. Debido a que E(Y;) = n;m;, se tiene que E(P;) = m;,
entonces se puede modelar las probabilidades rr; en términos de un modelo lineal general como:

g(m) =x{B
El caso mas simple se da cuando la funcion g es la funcién identidad, es decir
T =Xxf

Este es llamado modelo de probabilidad lineal porque la posibilidad de un éxito cambia
linealmente en x. El ajuste es simple, pero desafortunadamente tiene un defecto estructural. Las
probabilidades toman valores entre 0y 1, mientras que el dominio de las funciones lineales es
toda la recta real, de esta puede predecirm <0om > 1, lo cual contradice la teoria de la
probabilidad.

Para asegurarse que m esté en el intervalo [0,1] se puede modelarla usando una distribucion de
probabilidad acumulada:

= J_toof(s)ds

12
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Donde f(s) es una funcién de densidad (es decir f(s) =0y ffom f(s)ds =1)y es llamada
distribucion de tolerancia.

Si se usa la distribucion normal como distribucion de tolerancia, se le conoce como modelo probit
(Agresti, 2002).

1 x 1,/5— 2 —
T[=O_ 21_[J_Ooexp —E(SGH) ]ds=cl>(xau)

Donde & la funcion de probabilidad acumulada para la distribucién normal estandar.

Este es para el caso de una sola variable explicativa x, sin embargo se puede generalizar. La
funcién ligag(-) es la inversa de la funcién de probabilidad acumulada normal, esto es:

O~ =By + fox

Otro modelo que da resultados numéricos semejantes al probit, aunque computacionalmente mas
sencillo, es el logistico o logit, donde la distribucidn de tolerancia es:

£(s) = B2exp (By + B25)
[1+ exp(B, + B.5)]?

Por lo tanto:

(" _exp (By + Bx)
"= J_wf(s)ds 1+ exp(By + fox)

El modelo logistico es el méas popular para trabajar con datos binarios y es fundamental para el
desarrollo de este trabajo, motivo por el cual se pondra mayor énfasis en su desarrollo.

13
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1.3.-Regresion logistica
1.3.1.-El modelo

Los datos binarios son la forma méas comdn de datos categoricos. En la seccion anterior se dio una
breve introduccién a los modelos lineales generalizados que aceptan datos de este tipo. La
regresion logistica es la mas usada de los GLM.

Los modelos de regresion se han convertido en una herramienta fundamental para el analisis
estadistico donde el principal objetivo es describir la relacién entre una variable de respuestay un
conjunto de variables explicativas.

Los modelos de regresion clasicos son aquellos donde se trata de explicar una variable de
respuesta, que generalmente es de tipo continuo, sin embargo, existen casos donde tal variable es
de tipo discreto, tomando dos o mas posibles valores. Ejemplos de este tipo de datos pueden ser
si-no, verdadero-falso, 0-1, presencia-ausencia de cierta caracteristica, etc. Para este caso la
regresion logistica permite discriminar entre dos poblaciones, en términos de un conjunto de
variables, en el papel de predictores. También para representar probabilidades de ocurrencia de
un evento, como funcién de una serie de variables explicativas. Estos modelos permiten analizar
por ejemplo la relacion entre edad y la probabilidad de presencia de cierta enfermedad del
corazon.

Existen varias razones por las que es méas conveniente usar el modelo logistico, es decir usar la
funcion de probabilidad acumulada de la distribucion logistica para modelar ;, las mas
importantes son:

1.- Satisface que 0 < m < 1, evitando asi las inconsistencias que produce un modelo lineal
clasico.

2.- La interpretacion se puede dar de manera intuitiva como el logaritmo de los momios, los
cuales se definirdn més adelante.

3.- Es computacionalmente maés sencilla que, por ejemplo, el modelo probit.

4.- Los datos binarios pueden ser resumidos mediante estadisticas suficientes cuando la
transformacion logistica es usada.

5.- Las variables explicativas pueden ser de caracter dicotémico, ordinal o nominal.

Supdngase que se tienen n observaciones binomiales de la forma P; = y;/n;, parai =1.2,...,n,
donde el valor esperado de la variable aleatoria asociada con la i-ésima observacion, y;, esta dada
por E(Y;) = n;m;, donde m; es la correspondiente probabilidad de respuesta.

14
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Entonces de acuerdo a la seccidén anterior se puede modelar la relacion entre m; y p variables
explicativas por medio de la distribucién de probabilidad acumulada de la funcion logistica, esto
es:

eﬁ0+ﬁlxi1+"'+ﬁpxip

T = 1+ eeﬁo+ﬁ1xi1+“'+ﬁpxip -+ (129)

Y por lo tanto

1

LorBrxpt+hpxip

1_7Ti=
l1+e

La transformacion logit esté definida como:

logit(r;) = log ( - f"n') .. (1.30)

Donde el término:

es llamado momio de la ocurrencia del evento y es la razon entre la probabilidad de ocurrencia
del evento entre la probabilidad de no ocurrencia; indica cuanto mas probable es que ocurra el
evento a que no ocurra. Entonces:

T ) — o <e’7i/(1 + e'lt)

l-m 1/(1+em) ) = log(e™) =n; .....(1.31)

logit(m;) = Iog(

15
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Se tiene que la funcion logit(m;) es la liga del modelo, ademas es igual al parametro natural, por lo
tanto se tiene que es una liga canonica, entonces se pueden encontrar estadisticas suficientes
para los pardmetros como se sefialaba en las ventajas de usar este modelo.

1.3.2.-Estimacion de los parametros

Supdngase que los datos binomiales de la formay; éxitos enn;, i =1,2,...,n, ensayos estan
disponibles, donde la transformacion logistica de la correspondiente probabllldad m;, €s modelada
como una combinacion lineal de los valores de las variables explicativas X, -+ Xp, entonces:

logit(m;) = By + Prxis + BoXiz + - PpXip

Se necesitan estimar los p+1 pardmetros. Esto se hace por el método de méaxima verosimilitud, la
cual es

n

wp =] | (;) r V(L —m)Ve L (132)

i=1

Esta verosimilitud depende de la probabilidad de éxito m;, que a la vez esta relacionada con los
pardmetros a través de (1.29), entonces puede ser considerada como funcion de B. El problema es
entonces encontrar los valores 3y, B4, ---,Bp gue maximicen L(f), o equivalentemente log L(8),
por lo tanto

n

log L(B) = Z {Iog (yl> + y;log ; + (n; — y;)log(1 — T[i)}

i=1

'M=

1l
[y

=D {100 (}') + yitog (77) + miog(@ — m)]

i

i {Iog ( ) + y;n; — n;log(1 + e”i)} e (133)

i=1

~

16
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Donde n; = Zﬁ’zoﬂjxij y x;o = 1 para todos los valores de i. La derivada de esta funcion de log-
verosimilitud respecto a los p+1 parametros desconocidos f3; es:

n

n
dlogL
U :égT(mzz ViXij — 2 em 1— et j=01,-,p....(134)
j =1

i=1

lgualando U; a cero queda un sistema de p+1 ecuaciones no lineales de los parametros
desconocidos y que so6lo pueden ser resueltas numéricamente. La mayoria de los paquetes utilizan
la alternativa mencionada en (1.2.3) y que resuelve de manera iterativa la ecuacion:

b(m = p(m=1) 4 [Fm-D]-1y(m-1)

Donde U(~D es el vector formado porU; j=01,--,pen la (m — 1)-ésima iteracion, y
siguiendo la forma de (1.16) para el caso particular del modelo logistico se tiene que la matriz de
informacion 3™~ tiene elementos

n
Z xijxnmi (1 —m) ... (1.35)

i=1

Evaluados en E]j =0,1...,penla(m-1)-ésimaiteracion.

Algunos problemas en la estimacion

Un problema que puede presentarse en la estimacion del modelo de regresion logistica, es la no
convergencia del algoritmo de maximizacion de la verosimilitud. En la mayoria de los casos esta
falla es consecuencia de los patrones de datos llamados separacién completa (o prediccion
perfecta) y casi separacién completa (o prediccion casi perfecta).

La separacion completa ocurre cuando la variable de respuesta separa a una variable explicativa o
a una combinacion de ellas. Como ejemplo considérense los siguientes datos:

17



MODELOS LINEALES GENERALIZADOS: REGRESION LOGISTICA

>
e

>
N

RPRRRROOOOT
RPRPOUIWWNR
|

= O
OFRrANEFREFELNW

En este ejemplo Y es la variable respuesta, X; y X, variables explicativas. Se nota que todas
las observaciones con Y = 0 tienen valores de X; menores o iguales a tres y todos los datos con
Y =1 tienen valores de X, mayores a tres. Otra manera de ver esto es que X; predice
perfectamente a Y, ya que X; < 3corresponde aY =0 yX,; > 3corresponde aY =1. En
términos de las probabilidades que se predicen,P(Y =1 | X; <3)=0yP(Y=1 |X; >3) =1,
sin la necesidad de estimar un modelo.

La prediccién perfecta usualmente ocurre cuando hay un error de parte de la persona que codifica
los datos. Probablemente se ha incluido otra version de la variable respuesta como variable
explicativa. Otro posible escenario para que ocurra este problema, es cuando el tamafio de
muestra es muy pequefio. En el ejemplo anterior no hay razén para que Y tenga que ser cero
cuando X; < 3. Si el tamaiio de muestra fuera lo suficientemente grande probablemente se
hubieran encontrado algunas observaciones conY =1 y X; < 3. La prediccion casi perfecta
ocurre cuando Y se puede predecir perfectamente para casi todos los valores de X;.

Para estos patrones, las estimaciones maximo verosimiles no existen. Debido a que existe
prediccidn perfecta, mientras mayor sea el valor del coeficiente estimado mayor seré el valor de la
verosimilitud (Bruin, J. 2006, Paul D., Allison).

Algunas formas de tratar estos problemas son:

e En el caso de separacion completa, asegurarse que no se estd usando otra version de la
variable respuesta como variable explicativa.

e Si existe prediccion casi completa, la mejor estrategia es “no hacer nada” o eliminar las
categorias de la variable explicativa con las que se puede predecir Y sin error. Esto se debe
a que la verosimilitud maximizada si existe para las otras variables. Esto no ocurre con la
prediccién perfecta.

e Noincluir a X en el modelo.

e Se pueden colapsar algunas categorias de X, si es que esto tiene sentido.

18
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e Aumentar el tamafio de muestra o utilizar métodos exactos (Bruin, J. 2006, Paul D.,
Allison).

1.3.3.-Interpretacion de los coeficientes

Para efectos de esta seccion supongase el modelo mas simple donde sélo se tiene una variable
explicativa y que Y es una variable binaria (1,0). Se dara una interpretacion para cada una de las
posibilidades que se tengan para la variable predictora, ya sea dicotébmica, nominal o continua.

Variable explicativa dicotomica

El primer caso es la interpretacion del parametro del modelo cuando la variable explicativa es
dicotdmica. Asumase que la variable x esta codificada como cero o uno. Bajo estas condiciones
solo se tienen las posibilidades mostradas en la siguiente tabla.

Tabla 1.2.- Valores del modelo de regresion logistica cuando x es dicotomica

x=1 x=0
—1 eBo+hB1 eBo
y_ (1) = 1+ ePoth1 n(0) = 1+ eBo
1 1
y=0 1_n(1)_1+eﬁo+ﬁ1 1_n(0)_1+e,30

Los momios del resultado donde la respuesta es un éxito (Y=1) entre los individuos con x=1 es
m(1)/1 — m(1). Equivalentemente para x=0 el momio estd definido como 7(0)/1 — = (0). El
logaritmo de los momios como se definid en (1.30) es llamado logit, por ejemplo

n(1) )

logit(1) = log (1 —2()

La raz6n de momios, denotada por i, se define como la razon de los momios cuando x =1y
x=0

_ m(1)/1-n(1)

REOVEEONE
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Por lo tanto el logaritmo de v es la diferencias de los logit

m(1)/1 — (1)

log(y) = log [m = logit(1) — logit(0) ..... (1.37)

Si se sustituyen los valores de la tabla (1.2) se obtiene:

eﬁo+ﬁ1

P = 7 =eP1....(1.38)

Y la diferencia de los logit es:

log() = log(e?:) = B, ..... (1.39)

Entonces se puede interpretar a 8; como la diferencia de logit(1) y logit(0), y a e como la razén
de momios.

Variable explicativa nominal

Supdngase que en vez de dos categorias la variable independiente toma k > 2 distintos valores.
Por ejemplo variables que denoten pais, estado de residencia, religion etc. Cada una de estas
variables tiene un namero fijo discreto de resultados con escala de medida nominal. Seria
inadecuado tratar estos valores como escala de intervalo. Dado este caso se deben formar
variables de disefio (o variables dummy), las cuales son usadas para representar las categorias de
la variable regularmente llamada factor.

En general, si un factor tienek posibles valores, entonces seréd necesario crear k — 1 variables de
disefio.

Si se supone que la j-ésima variable independiente , X;, tiene k; niveles. Las k; — 1 variables
dummy serdn denotadas como D, u=12, ..,k — 1y los coeficientes para estas variables seran
denotados como Bj,, u=1,2,...,k — 1. Por lo tanto el modelo logit con la j-ésima variable en
escala nominal sera:
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k-1
|0git(T[) =Po + Prxg + ot 2 ,BjuDju +oeeet :Bpxp ... (140)
u=1

Existen diferentes métodos de codificacion para las variables de disefio, los cuales llevan a
diferentes interpretaciones de los coeficientes estimados para éstas (Hosmer y Lemeshow, 1989).
Con relacién a un método con fécil interpretacion de la razo6n de momios es el siguiente:

Supdngase que soélo se tiene una variable explicativa y ésta es categorica con k niveles, entonces
se crean las variables de disefio como se muestra en la tabla 1.3.

Tabla 1.3.- Ejemplo de codificacion de variables de disefio

Variables de disefio
Variable original D D, D D1
Nivel 1 0 0 0 0
Nivel 2 1 0 0 0
Nivel 3 0 1 0 0
Nivel k 0 0 0 1

Ahora se fija un nivel con el cual los demés serdn comparados, por ejemplo el Nivel 1, éste seré la
categoria de referencia. Con esto se tiene que

log [lf)(nivel i, nivell)] = logit(nivel i) — logit(nivel 1)
= [Bo + P11(Dy = 0) + B15(Dy = 0) + -+ f1;(D; = 1) + -+ + Py 1) (Dy—1 = 0)]
~[Bo + P11(Dy = 0) + -+ + By_1 (Dy—y = 0)]
= Byi . (141)
Por lo tanto:

log[((nivel i, nivell)] = fy; ... (1L42)

Entonces se puede interpretar a $;; como el logaritmo de la raz6n de momios entre el niveliy la
categoria de referencia (en este caso el nivel 1). Tomando la exponencial de ambos lados se tiene
que la relacion entre la razén de momios y el coeficiente estimado es de nuevo la funcion
exponencial.
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P(nivel i, nivell) = ePii ... (1.43)

Variable explicativa continua

Supdngase que se tiene solo una variable explicativa y ésta es continua. Bajo la consideracion de
que el logit es lineal en la variable continua x, su es: logit(x) = B, + B1x. De aqui se sigue que el
coeficiente de la pendiente, f;, da el cambio en el logaritmo de la razén de momios para un
incremento de una unidad en x, esto es 8; = logit(x + 1) — logit(x) para cualquier valor de x. En
muchas ocasiones el cambio en una unidad no serd de mucho interés, por lo tanto, para dar una
atil interpretacion para variables de escala continua se necesita desarrollar un método para un
cambio arbitrario de ¢ unidades en la variable.

El logaritmo de la razon de momios para un cambio de c unidades en x es obtenido de la
diferencia de logits

logit(x + c) — logit(x) = cf; ..... (1.44)

Y la razén de momios asociada es obtenida sacando la exponencial a esta diferencia

Y(c) = P(x +c,x) = exp(cpy) ... (1.45)

Una estimacion puede ser calculada reemplazando f8; por su estimador maximo verosimil f3; .

Interacciones

Las interacciones pueden ser explicadas por términos adicionales que son incluidos en el
componente sistematico del modelo, el cual muestra el producto de variables explicativas que
interactian. Por ejemplo, si hay una interaccion entre x; y x, , el componente lineal puede ser
representado como

Bo + B1x1 + Pax; + P3x1x;

Lo anterior se puede hacer cuando se piense que la influencia de x; sobre la variable de respuesta
se modifique en funcion de cuél sea el valor de x, o viceversa.

22



MODELOS LINEALES GENERALIZADOS: REGRESION LOGISTICA

Esta idea puede extenderse a mas variables, pudiéndose asi incorporar expresiones que
involucren tres 0 més de ellas. Si se incluye un término de cierto orden, se deben incluir entonces
todos los de grado menor.

Se puede observar que el coeficiente de x; en la ecuacién no es constante sino que depende de
X, 0 viceversa, ya que:

Bo + Br1x1 + Brxz + P3xix, = Bo + (By + P3x2)xy + fox,
El grado en que influye el aumento de una unidad en el cociente de momios es igual a:

exp(By + Bzxz) = exp(By) exp (B3x2)

1.3.4.-Inferencia
Intervalo de confianza para g;

La matriz 3 con elementos (1.35) puede ser escrita como:
I = X’Diag[nl-rri(l - Tl.'l')]X G (146)

Donde Xy Diag[n;m; (1 — m;)] son matrices. La primera es la de disefio y la segunda es diagonal
n % n con elementos n;m; (1 — ;). Por lo tanto la matriz de varianza-covarianza estimada de g es

Cf)\\/(ﬁ) = {X’Diag[niﬂi(l - 77.'1')]X}_1 v (147)

B+ 1 ans [Var(B)) ... (L48)

Es un intervalo Wald al (1 —a)100% de confianza para ;. La varianza de f8; es el j-ésimo
elemento de la diagonal de cov(pB).

Entonces
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Intervalo de confianza para la raz6n de momios

La razon de momios, ¥, es usualmente el pardmetro de interés en la regresion logistica debido a
su facil interpretacion. En teoria, para muestras suficientemente grandes, la distribucion de ) seréa
normal. Desafortunadamente, el tamafio de muestra regularmente excede al del estudio. Por lo
tanto, la inferencia esta regularmente basada en log (), el cual tiende a seguir una distribucion
normal para tamafios de muestra mucho menores. Por ejemplo en el caso de un sélo predictor

dicotomico: log() = f;.

Para encontrar un intervalo de confianza para i se tiene que calcular primero uno para e®1. Una
manera de hacerlo es construir un intervalo para 3, y sacando la exponencial a ambos extremos
de éste, es decir

exp [y %7, _a * SE(B)] ... (149)

En el caso de una variable continua se tiene que el intervalo de confianza para la razon de momios
en un cambio de x en ¢ unidades es

eXp[C,éuZl_%(C * SE(B)]

Intervalo de confianza para m(x)

Una vez que P ha sido obtenido, la relacion entre la probabilidad de respuesta estimada y los
valores x;, x5, ..., X, de las variables explicativas puede ser expresada como:

logit[#(x)] = Bo + frxs + -+ Bpxy

0 equivalentemente:

(%) = exp[Bo + Prxy + -+ + Bpxp]

= 1 Pl (150)
1+ eXp[,Bo + Bixg e+ ,Bpxp]
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De aqui que un intervalo al (1 — «)100% de confianza para el logit con x fijo y muestras grandes
es:

% 2y _qs2 * SE(H) ... (1.51)

Donde # = fy + f1x; + -+ + B,x, ¥ SE(A) es la raiz cuadrada de:

var(fo + Pyxy + -+ fyx,) = var(fy) + Z x;2var(B;) + 22 x;xicov( Bi, B;)
i=1

Las varianzas y covarianzas anteriores son tomadas de la matriz de varianza- covarianza de B.Por
lo anterior y por (1.50) un intervalo al (1 — a)100% de confianza para 7 (x) con x fijo es

exp [ — 7y g SE(1)] exp [ + za% SE(#)]

. = ~7 |.....(1.52
T+ el -7, o SEM] 1+ exp i +2, a - 5e@] | >

Pruebas de significancia

En el modelo logistico, después de la estimacion de los pardmetros, la primera tarea cominmente
concierne al calculo de la significancia de las variables.

Para el modelo logit, Hy: § = O expresa que la probabilidad de éxito es independiente de la
variable asociada a . La estadistica Wald (seccion 1.2.4) es simple. Para muestras grandes la
formula 1.53 tiene una distribucion normal estandar cuando g = 0. Equivalentemente z2 =

([?/SE([?))2 tiene una distribucion nula Ji-cuadrada con un grado de libertad.

p
SE(B) "

z= ... (153)

Aunque la prueba Wald es adecuada para muestras grandes, el contraste de cociente de
verosimilitudes (secciéon 1.5) es mas poderoso y més fiable para los tamafios de muestra casi
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siempre usados en la practica. La estadistica de prueba es —2[L, — L;], que también tiene una
distribucion Ji-cuadrada con un grado de libertad.

Bondad de ajuste

Después de ajustar un modelo a un conjunto de observaciones, es natural investigar sobre la
medida en que los valores ajustados de la variable de respuesta bajo el modelo se comparan con
los datos. Existen varias estadisticas que miden la discrepancia entre una proporcion binomial
observada vy la ajustada.

Devianza

Una medida de discrepancia ampliamente usada, es la devianza (1.22) la cual compara la log-
verosimilitud maximizada bajo los modelos Ly, (el actual) y Ls (el saturado) mediante la estadistica
D = —=2[Ly — Ls].

Para datos binomiales, L,, tiene la forma

i {Iog ( ) + y;log t; + (n; — y;)log(1 — ﬁl)} ...(1.54)

i=1

Bajo el modelo saturado, las probabilidades ajustadas seran las mismas que las proporciones
observadas ii; = y;/n; i = 1,2,...,n, .Porlo tanto la log-verosimilitud maximizada para Lg es:

i {Iog ( ) + y;log 7; + (n; — y;)log(1 — ﬁi)} .. (155)

i=1
La devianza esté entonces dada por:

D = —=2[Ly — L]

= zi {yllog< l) + (n; — y;)log (11: :;)} ....(1.56)

i=1

26



MODELOS LINEALES GENERALIZADOS: REGRESION LOGISTICA

Si el numero ajustado de éxitos bajo Ly, es y; = n;f; , la devianza puede ser escrita como

i{yllog( >+(nl yi)log G:;l>}(157)
= l

en la cual se observa que esta estadistica compara las observaciones y; con su correspondiente
valor ajustado y; bajo el actual modelo.

Para el importante caso donde las observaciones son binarias (n; =1 i =1,2,...,n), la devianza
es:

D=-2 E{ﬁilogit(ﬁi) +1log (1 = #)} ... (158)
i=1

Esta depende de las observaciones binarias y; sélo a través de las probabilidades ajustadas 7;, y
entonces no dice nada acerca de la concordancia entre las observaciones y sus correspondientes
valores ajustados. Consecuentemente, la devianza del modelo ajustado para datos binarios no
puede ser usada como medida de bondad de ajuste.

Estadistica X° de Pearson

Una de las alternativas mas populares a la devianza es la y? de Pearson definida por

—nn 1)2

7'[(1—

M:

..(1.59)

Ambas, la devianza y la 2 tienen la misma distribucion asintética y2. El valor numérico de las dos
estadisticas generalmente diferiran, pero la diferencia rara vez serd de importancia practica.
Grandes diferencias entre las dos estadisticas puede ser tomada como un indicador de que la
aproximacion Ji-cuadrada a la distribucion de la devianza o de la estadistica y2 no es adecuada.
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La estadistica Hosmer-Lemeshow.

En contraste con la devianza, la estadistica Hosmer-Lemeshow es una medida de bondad de ajuste
que puede ser usada en el modelado de datos binarios. De hecho, si los datos estdn de manera
binomial, se debe tratar de desagruparlos antes de que la estadistica sea evaluada.

Con el fin de calcular el valor de la estadistica, los datos son primero ordenados ascendentemente
con respecto a sus correspondientes probabilidades ajustadas bajo el modelo asumido. Los valores
ordenados son entonces separados en g > 3 conjuntos de tamafio similar. Los datos observados
de la variable de respuesta binaria en cada grupo son sumados. Lo mismo se hace para sus
probabilidades ajustadas. La adicion de las y; y de las 7t; en cada conglomerado de datos son el
numero de éxitos observados y estimados (en el mismo grupo) respectivamente. Estos valores son
entonces comparados usando una estadistica Ji-cuadrada.

Supdngase que hay m; observaciones en el i-ésimo grupoi =12, ..,g, donde la cantidad
observado de éxitos es o; y el correspondiente nimero esperado es e;.También, sea 7; la
probabilidad promedio de éxito en el i-ésimo grupo, de modo que 77; = e;/m;. La estadistica
Hosmer-Lemeshow esté entonces dada por:

9 _
5 (0; — m;7;)?

Xig = .- (1.60)

Lamt(1—-7;) "
=1

Usando estudios de simulacion, esta estadistica ha mostrado tener una distribucion aproximada Ji-
cuadrada con (g-1) grados de libertad, cuando el modelo ajustado es apropiado, conduciendo a
una prueba de bondad de ajuste adecuada para datos binarios no agrupados.
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CAPITULO 2. MODELO LINEAL GENERALIZADO MIXTO

En este capitulo se definirén los conceptos de efecto fijo y aleatorio, asi como las diferencias entre
ellos. El modelo lineal generalizado mixto se presenta como una extension de un GLM. Al Igual que
en el capitulo anterior la regresion logistica se desarrolla como un caso particular y se detallan sus
caracteristicas. También se darén algunos puntos para tomar en cuenta a la hora de decidir qué
tipo de efecto tiene una variable.

2.1.-Efectos fijos

Los efectos de un factor (variable explicativa) son siempre de dos tipos en términos de los
pardmetros. El primer caso es el de los parametros que son considerados como constantes; el
efecto asociado a estos es llamado fijo. Son atribuibles a un conjunto finito de niveles de un factor
que ocurre en los datos y en los cuales se tiene interés.

Un ejemplo de efectos fijos podria ser el siguiente. Supdngase que se tiene un ensayo clinico en el
cual una droga es administrada en cuatro diferentes niveles de dosis. Si y;; es el dato de respuesta
para la j-ésima persona recibiendo la dosisi, se puede empezar modelando la media como:
E[yl-]-] = u; = u + a;, donde u es un promedio general y a; es el efecto en la respuesta debido a
la dosis i. Las «; son efectos fijos por que los cuatro niveles de dosis usados en el ensayo clinico
son los Unicos niveles que estan siendo estudiados. Son las dosis en las que se fija la atencién del
investigador. Si todos los factores tomados en cuenta son de este tipo, el modelo es llamado de
efectos fijos.

2.2.-Efectos aleatorios

El segundo tipo de efecto, llamado aleatorio, es el de los pardmetros considerados como
realizaciones de una variable aleatoria. Estos son atribuibles generalmente a un conjunto infinito
de niveles de un factor, del cual s6lo una muestra aleatoria se considera para ocurrir en los datos.

Como ejemplo, considérese un estudio realizado en Guatemala mediante la encuesta de salud
infantil y materna. La variable respuesta es si el nifio cuenta con todas las vacunas que le
corresponden. Los datos provienen de 2159 nifios que fueron tomados de 1595 familias, que a su
vez viven en 161 comunidades, por lo tanto, existen tres niveles de variacion; en cada uno de ellos
se tomaron ciertas variables explicativas. En el nivel nifio, las variables consideradas fueron la edad
del infante y el orden de nacimiento del mismo. En el nivel familia se midié la raza, edad y
situacion laboral de la mama, asi como el grado de educacién de la madre y el padre. Las variables
correspondientes al nivel comunidad son la proporcion de poblacion indigena y si la comunidad
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es rural o urbana. Es razonable pensar que las familias y las comunidades son una muestra
aleatoria que provienen de una distribucién. Estos datos pueden ser modelados introduciendo
efectos aleatorios para la familia y la comunidad, controlando asi la posible correlacién creada por
el anidamiento de los niveles. El resto de las variables pueden ser usadas con efectos fijos. Un
modelo adecuado para este estudio se puede escribir de la siguiente manera:

logit(m;j) = Bo + B'1%iji + B'2Xj + B'3 X + fi + Ci

Donde x;ji, xji Y X) son vectores de variables explicativas para los niveles nifio, familia y
comunidad; By, B'5, B'3 son sus correspondientes vectores de parametros fijos. Los efectos
aleatorios para familia y comunidad son fj; y ¢, respectivamente. Las familias y las comunidades
fueron elegidas al azar con el fin de tratarlas como una representacién de de toda la poblacién de
Guatemala, por lo tanto se puede hacer inferencia acerca de ella. Est es una caracteristica de los
efectos aleatorios: Estos pueden ser usados como base para hacer inferencia de la poblacion de la
cual provienen. Al ser una variable aleatoria, los datos podrian ser Gtiles para hacer inferencia
acerca de la varianza de tal variable, es decir acerca de la magnitud de la variacion entre familias y
entre comunidades en el caso del ejemplo anterior.

2.3.- ¢Fijo o aleatorio?

Algunas veces la decision sobre si cierto efecto es fijo o aleatorio no es inmediatamente obvio. Al
tratar de decidir esto, el contexto de los datos, la manera en la cual fueron recolectados y el
ambiente del cual provienen son principios determinantes. Al considerar estos puntos, la pregunta
importante es: ¢Los niveles de las variables serdn considerados como una muestra aleatoria de
una poblacion de valores y por tanto tienen una distribucion? Otra forma de decir lo anterior es:
¢Los niveles de un factor provienen de una distribucion de probabilidad? y ¢Hay suficiente
informacion acerca de él para decidir si sus niveles en los datos son una muestra aleatoria?
Respuestas negativas a las preguntas anteriores significa que debemos tratar al coeficiente como
fijo y estimar los efectos de sus niveles. Por otro lado, respuestas afirmativas indican que debemos
tratar al factor como aleatorio y estimar el componente de la varianza. En tal caso, cuando
también existe interés en la realizacion de la variable aleatoria, se puede usar un procedimiento
de prediccion para los efectos (Agresti, 2002; Collet, 2003; McCulloch y Serly, 2008).

Con el fin de ayudar a decidir si un factor es considerado como fijo o aleatorio, el diagrama de
decision de la figura 2.1 puede ser usado.
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2.4.-Modelo lineal generalizado mixto

Muchos modelos estadisticos pueden contener tanto efectos fijos como aleatorios. A éstos se les
[lama modelos de efectos mixtos.

Los modelos de efectos mixtos son usados para describir la relacion entre una variable respuesta y
una covariable en datos agrupados de acuerdo a uno o mas factores de clasificacion.

El modelo lineal generalizado mixto (GLMM por sus siglas en inglés) tiene dos principales ventajas:
la primera, los datos no necesariamente se suponen normalmente distribuidos o que la media no
necesariamente es una combinacion lineal de los parametros, pero si lo es alguna funcién de la
media. La segunda es la aleatoriedad de los efectos mixtos, lo que permite particularizar a los
individuos asociando una relacion de varianza-covarianza. Asi, el modelo mixto condiciona los
efectos fijos con los aleatorios dando una asociacién entre grupos o niveles de anidamiento,
permitiendo que el modelo sea estudiado para dar un comportamiento distinto a los individuos.
Otorgando distinta variabilidad a individuos de distintos grupos, por un lado o dando distinta
variabilidad a elementos dentro del mismo grupo.

Figura 2.1 Arbol de decision entre fijo o aleatorio.
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2.4.1.-El modelo

Seay el vector de respuesta, al igual que en el modelo lineal generalizado éste contiene
elementos independientes, s6lo que en esta ocasion condicionados a los efectos aleatorios, cada
uno con una densidad perteneciente a la familia exponencial, es decir:

yilu;~indep. friu (Vi [u)

6 — d(6;
friu Vilug) = exp {% — C(YMP)} e (21)

La férmula (2.1) es una extensién de (1.1), llamada familia exponencial de dispersion. El pardmetro
0, es llamado natural o candnico y ¢ es llamado parametro de dispersiéon. Cuando ¢ es conocido
(2.1) se simplifica a la familia exponencial natural (1.1).

El siguiente paso es modelar una funcion de la media como un modelo lineal tanto en los efectos
fijos como aleatorios.

Elyilu] = u; ... (2.2)
gw) =x[B+zlu....(23)

g(-)es la funcion liga. x! y B son el i esimo renglén de la matriz de observaciones y el vector de
efectos fijos respectivamente. A diferencia de un GLM, el modelo mixto generalizado incluye z"
que es el renglén i de la matriz de disefio para los efectos aleatorios y u el vector de pardmetros
correspondiente. Notemos que y; es la media condicional de y; dado u. Para completar la
especificacion del modelo se asigna una distribucion a u:

u~fy(w).....(24)

Usualmente (mas no necesariamente) se suele suponer que el vector u sigue una distribucién
normal multivariada N(0, X). La matriz £ depende de las componentes de varianza desconocidas y
posiblemente de parametros de correlacion.
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2.4.2.-Consecuencias de tener efectos aleatorios

El promedio de y puede ser calculado por la media condicional:

Ely] = E[Ely;|u]]
= E[u]

= E[g (xTB +2"w)] ... (25)

En general, (2.5) no puede ser simplificada, debido a la funcién no lineal g~*. La varianza marginal
de y se calcula mediante:

var(y;) = var(E[y;|u] + E[var(y;|u)])

= var(u;) + E[a(¢)v(u;)]
= var (g7 (x B +2Tu)) + E [a(@)v (g7 (xT B + 2Tu))] ... (26)

Se necesita conocer la forma de g o la distribucion condicional de y para poder simplificar esta
altima expresion. El uso de efectos aleatorios introduce una correlacion entre las observaciones
que tienen a cualquiera de ellos en comun. Asumiendo independencia condicional de los
elementos de y, se tiene:

Cov(yi,y]-) = COV(E[yl-Iu],E[y]-|u]) + E[Cov(yi,yj|u)]
= cov(u;, 1) + E[0]

= cov (g‘i(xiTﬁ +z/u), g (x] B+ z]-Tu)) ...(27)

Las dos funciones dentro de la Ultima covarianza de 2.7 son monétonas en u, resultando no
correlacionadas negativamente (Agresti, 2002; McCulloch y Serly, 2008).
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2.4.3.-Estimacion por méxima verosimilitud

De (2.1), (2.3) y (2.4) la funcion de verosimilitud puede escribirse como
L= J nfyilu(Yilu)fU(u)du ... (28)
i

Donde, la integracidon es sobre la distribucion g -dimensional de u.

Las ecuaciones de verosimilitud para los efectos fijos son dificiles numéricamente, sin embargo se
pueden escribir de manera muy general, de (2.8)

1=10g [ fua(yI0)fu(@du = l09fy(3) ... (2.9)

Por lo tanto

55= 77| W@/ AE)

]
= J [ﬁfﬂu(}du)] fu)du/fy(y) .....(2.10)

Ya que fy(u)du no depende de B. También

1 aleu(YIU)>
Bleu(YI u) = <fY|u(Y|u) 3P fru(ylu)
— aIngYlu(YI“)

B leu(YIu)(le)

Entonces (2.10) puede ser reescrita como 2.12.
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al al u
ﬁ = J%(ylu) leu(ylu) fU(u)dll/fy(Y)

— J aIngYlu(YI“)

B fuyQuly)du ... (2.12)

Usando la derivada de la log-verosimilitud para un GLM (férmula 2.12) resulta:

al
3B X"W*(y — p)fyjy(uly)du

= X"E[W*lyly — X"E[W*ply] ... (2.13)

Donde: W* = diag{[a(¢)v(yi)g#(ui)]_1}. Por lo tanto la ecuaciéon de verosimilitud para los

efectos fijos es:
XTE[W:|yly = X"E[W~uly] ... (2.14)

Estas ecuaciones deben ser resueltas numéricamente, usando métodos como la cuadratura de
Gauss-Hermite (Collet 2003) y Newton-Raphson (Dobson 2002) para efectos aleatorios
distribuidos normalmente.

Se puede usar un resultado similar a (2.12) para calcular los estimadores maximo verosimiles de
los parametros de la distribucion de los efectos aleatorios. Sea ¢ el vector de tales pardmetros,
entonces

al al
Jmfmy(uw)du

a9 ) o
. [a|09fu (u)
dg

}’] . (2.15)

No es posible hacer més simplificaciones, a menos que se especifique la distribucion de los efectos
aleatorios (McCulloch y Serly, 2008).
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2.4.4.-Inferencia para los pardmetros en el modelo

Después del ajuste, se puede proceder a realizar inferencia acerca de los parametros fijos de la
manera usual. Por ejemplo, la prueba de razon de verosimilitud puede comparar modelos
anidados. Las propiedades asintdticas en un GLMM aplican mientras el nimero de conglomerados
aumenta, en lugar de cuando la cantidad de observaciones dentro del conglomerado se
incrementa.

Hacer inferencia acerca de los efectos aleatorios es mas complicado. Por ejemplo, algunas veces
un modelo es un caso especial de otro en el cual un componente de varianza es igual a cero. El
modelo méas simple cae en el limite del espacio de pardmetros relativo al modelo méas complejo,
por lo tanto la inferencia basada en la verosimilitud ordinaria no aplica. La distribucién asintética
de la estadistica de razdn de verosimilitudes para la situacion més comun es conocida, al probar
Hy:02 = 0contra H,: 0 > 0 para un modelo que contiene sélo un componente de varianza. La
distribucion nula es igual a una mezcla de variables y32 (es decir, degenerada en cero) y x2. El
valor de cero ocurre cuando & = 0, en tal caso las verosimilitudes maximizadas son idénticas bajo
Hyy H,.Cuando 6 > 0y la estadistica de prueba observada es t, el valor de probabilidad (Valor-p)

para este contraste es %P()(f > t), la mitad del Valor-p que aplica para una prueba asintética y?

normal. Para probar méas de un componente de varianza, la mezcla de la distribucién se vuelve
méas compleja, y es mas sencillo usar una prueba de puntajes (score statistic).

2.4.5.-Prediccién usando efectos aleatorios

El uso de efectos aleatorios en un modelo implica heterogeneidad de ciertas cantidades de interés,
tales como las razones de momios y las estimaciones de las mismas son casi siempre
combinaciones lineales de efectos fijos y aleatorios.

Dados los datos, la distribucién condicional de (u]y) contiene la informacién acerca de los efectos
aleatorios u. Una prediccién para u es E (uly), su media posterior dado los datos. Calcular E (uly)
requiere integracion numérica, esta media depende de By X (los pardmetros de la distribucion de
los efectos aleatorios, la matriz de varianzas-covarianzas en el caso normal), por lo tanto en la
préctica se substituyen By Z en la aproximacion (McCulloch y Serly, 2008).

2.5.-Modelos mixtos para datos binarios

En esta seccidn, es descrito un modelo mixto para el andlisis de datos binarios. Aunque el modelo
de regresion logistica serd usado, otras funciones liga como la probit pueden ser usadas de manera
similar.
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2.5.1.-Modelo de regresion logistica con un efecto aleatorio

Supongase que y;; es la respuesta 0, 1 a cierto experimento para el individuo j en un grupo i,
entonces un modelo razonable para la probabilidad de éxito y una variable explicativa es:

eBotBixijtuy 1

Ellud = () = o = TG e - 21)

O equivalentemente

IOglt[T[(X”)] = BO + leij +u;..... (217)

yij|ui~indep. bernoulli[z(x;;)]

u;~i.i.d N(O,02).

Condicionando en u;, y;; sigue un modelo de regresion logistica con interseccion que varia con el
subindice i (con el grupo). Asi, condicionado en u;, 5; tiene la misma interpretacion que en el
modelo de regresion logistica usual.

Debido a que u; son efectos aleatorios, existen dos diferencias importantes entre el modelo logit
usual y el mixto. Primero, marginalmente y;; no sigue exactamente una forma logistica, esto es
debido a:

Elyy|=E [E[J’ij|ui]] = E[n(x;)]

1
=F
[1 + e_(ﬁo+ﬁ1xij+ui)

* 1
_ J 1 1 _?uiz 4 16
= _w1+e—(ﬁo+ﬁ1xij+ui)me Uu; ( ) )

37



MODELO LINEAL GENERALIZADO MIXTO

Entonces 2.18 no puede ser evaluada en forma cerrada, y en particular, no es exactamente de la
forma logistica, esto es, 1/(1 + efo*F1¥i) para alguna eleccién de B y f;. Sin embargo, puede
ser bien aproximado por un modelo logit marginal:

logit(E[y]) ~ Bs + Bixi;

Donde:

Para A = 256/75r.

Segundo, las observaciones y;; y y; estan correlacionadas debido a que ambas comparten el
mismo efecto aleatorio u;. Usando (2.7) se obtiene:

COV(YijaYik) = COV(E[Yij|ui]a Elyglwl) + E[COV(YijlYik|ui)]

1 1
- <1 + e'(ﬁ0+ﬁ1xij+ui) "1+ e‘(50+31xik+ui)> 0

1

© —u?
= J : ! L iy
)1+ e~ (Botbuxyru) 1 + e BotBrxuctud 552 ’ “
0 1 1 _Lu?
_J e 20y dui
o]+ e—(b’o+[>’1xij+ui) /21-[0-5

5 Jw ! ! _#u?d 2.19
oLt e o) Jamg .. (219)

>0,yaquecZ >0

2.5.2.-Ajustando un modelo de regresion logistica con un efecto aleatorio

El modelo de regresion logistica para datos binarios se extiende facilmente para incluir un efecto
aleatorio. Supongamos que hay n grupos de observaciones de la forma y;/n;, donde y; es el valor
observado de una variable de respuesta de tipo binomial Y;, asociada con la i — ésima proporcion,
i=12,..,n. Se supone que la variable de respuesta depende de k variables explicativas,
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X1,X3, ..., X, las cuales toman valores xy;, x;, ..., Xi; para lai — ésima observacion, y de un
efecto aleatorio, u;, debido a el i — ésimo nivel de un factor U.

Si la correspondiente probabilidad de respuesta es m;, la variable aleatoria Y; tiene una
distribucion binomial con pardmetros n; y m;. La dependencia de m; con las variables explicativas y
el efecto aleatorio es modelado por

logit(m;) = Bo + Prx1; + -+ BrXwi + Uy .. .. (2.20)
El efecto aleatorio se distribuye N (0, o.2). Entonces la ecuacion anterior puede ser escrita:
logit(m;) = Bo + Brx1; + - PrXwi + 0uz; ... (2.21)

Donde z; es una realizacion de una variable aleatoria normal estandar Z;. La ecuacion anterior es
solo para enfatizar que la desviacion estandar del efecto aleatorio forma parte del componente
lineal del modelo.

Si se denota n; = By + P1xq; + -+ BrXxi para el componente lineal correspondiente a los efectos
fijos, el modelo se escribe

logit(m;) = n; + 0,7; ... (2.22)

Y la verosimilitud de la i — ésima de n observaciones est& dada por

TR ) e

yi/ {1+ exp(n; + 0y,2;)}™

La verosimilitud de las n observaciones es [[i~; L(B, 0y, 2;). Esta funcién depende de k + 2
parametros desconocidos By, f1, ..., Bx,0y Y también de la realizacion de variables aleatorias
Z1,Z5, ..., Zy las cuales tienen una distribucion N(0,1).
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Usando el procedimiento de la seccion (2.4.3) se encuentra la funcion de verosimilitud marginal
mediante:

ST ey {exp(yi + 0uz)Pt exp(—22/2)
LB.o) = 1:1[ J—oo (}’i {L+exp(; +ouz)}  2m dz....(2.24)

Una manera de llevar a cabo la integracion, es el método numérico llamado férmula de Gauss-
Hermite o cuadratura, de acuerdo con el cual:

m

J_O:of(u)e_uzdu ~ Z crf (50, ... (2.25)

r=1

Donde los valores de c, y s, estan dados en tablas estandar, y m es el nUmero de puntos de
cuadratura. La integral en la ecuacién (2.24) puede ser expresada como una suma y entonces la
verosimilitud se convierte en

= o Vi
-n/2 n; {exp(ni + O-usri\/E)} 6

Los valores BO,Bl,...,Ekﬁu gue maximizan esta expresion, o su logaritmo, pueden ser
determinados numéricamente. Los errores estandar de estos parametros también estan
disponibles como producto del proceso de optimizacion (Collet, 2003).

2.5.3.-Modelos con méas de un efecto aleatorio

El modelo en la ecuacion (2.16) puede ser extendido para incluir dos 0 mas componentes
aleatorios. Por ejemplo, supongamos que en adicion au,; , hay otro efecto aleatorio u,;. Un
modelo de regresion logistica para la probabilidad de respuesta esta entonces dado por

logit(m;) = n; + wy; + uy; ... (2.27)
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Las variables aleatorias U;; y U,; se distribuyen N(O, a,fl) y N(O, a,fz) respectivamente y no
necesariamente son independientes, entonces (U;;, U,;) pueden tener una distribucion normal
bivariada con correlacion p.

Un modelo general puede incluir m efectos aleatorios, cada uno teniendo un coeficiente conocido,
dando

logit(m;) = n; + ayiuy; + iUy + - + Ayl - - (2.28)

donde los valores a,;, ay;, ..., @ SON cONOCIAOS Y Uq;, Uy;, .., Upy; SON realizaciones de variables
aleatorias Uy;, Us;, ..., Uy, con distribucion normal multivariada m-dimencional, con media 0 y
matriz de varianzas covarianzas X.

2.5.4.- Interpretacion de los parametros

La interpretacion de los parametros con efectos fijos se puede realizar de la misma manera que en
la seccion 1.3.3, por supuesto recordando que todo es condicional a la realizacién de la parte
aleatoria.

Supdngase para ejemplificar que se tiene un modelo logistico donde la variable respuesta esY,
con una sola variable explicativa X = 0,1 con efecto fijo y que las observaciones estan
conglomeradas de acuerdo a k niveles (que fueron elegidos aleatoriamente) de un factor U. El
efecto de U debe ser tomado entonces como aleatorio debido a la posible correlacién que crea el
agrupamiento de los datos. El modelo a ajustar seria:

logit(m;) = Bo + B1X; +u; j=1,..,k. u; esunarealizacion de U~N(0, ;)

Ahora supdngase que los parametros estimados son f, = 1.3, §; = —2.1y 2 = 2.3 ademas de
gue son todos significativos.

En la escala del logit el intercepto para el grupo j seria en el ejemplo 3, + u; = 1.3 + u; donde y;
es el efecto de agrupacion j (el cual se estima después de ajustar el modelo). Entonces se puede

decir que se tiene un modelo con interseccion aleatoria y 3, es el intercepto para un grupo de
observaciones (las que comparten el nivel j de U) para las cuales se estimé u; = 0.

La interpretacion de ; = —2.1 es: Las posibilidades de que Y = 1 cuando X = 1sone~2' = 0.12
veces las posibilidades de cuando X = 0.
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El efecto aleatorio 2 = 2.3 se interpreta como la varianza que existe en los efectos de los
diferentes niveles de agrupacion. También se puede calcular el coeficiente de particion de varianza
(VPC por sus siglas en inglés) o también llamado coeficiente de correlacion intraclase por algunos
autores (Collet, 2003; Fielding y Pillinger) de acuerdo a:

oi oi oi

o2+02 o2+m?/3 o02+329

VPC = correlacion intraclase =

Donde o2 es la varianza de nivel 1 o dentro de grupos (within-group variation). En el caso de los
modelos logit mixtos, este error se supone logistico estandar (Rodriguez German, 2003) (en vez de
normal como en el caso de los lineales mixtos), por lo tanto tiene varianza aproximada a 3.29.

En el ejemplo VPC=0.411 el cual se interpreta como la variabilidad debida a los niveles de
agrupacion o como la correlacion que existe entre cualquier par de observaciones (con respecto a
la respuesta binaria Y) dentro de un mismo grupo. Esta es muy alta, con lo cual se justifica la
aplicacion de un modelo mixto.
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CAPITULO 3. LEPTOSPIROSIS: MARCO TEORICO

Este capitulo detalla cuestiones tedricas acerca de la leptospirosis asi como de la bacteria que la
causa. Contiene términos técnicos que fueron imposibles de evadir e importantes de presentar
para algun lector con conocimientos del area biolGgica. Si algun lector ajeno a estos términos
desea leer este capitulo las palabras marcadas con un superindice (*) estaran presentadas de
manera relativamente sencilla en el glosario al final de este trabajo para su mejor entendimiento.
Las secciones necesarias para la continuidad de este estudio son 3.1, 3.3, 3.5y 3.6.

3.1.-Generalidades.

La leptospirosis es una enfermedad re-emergente, infecto-contagiosa con caracter zoonético* de
importancia global y es causada por espiroquetas del género Leptospira interrogans. Anualmente,
millones de casos en humanos ocurren en todo el mundo y las tasas de mortalidad estimadas
hasta el momento flucttian entre el 20% al 25% en algunas regiones del mundo. La transmision de
la infeccion a la especie humana es a través de la exposicion al medio ambiente contaminado con
la orina de los animales enfermos en cuyo caso son colonizados cronicamente por las diferentes
serovariedades de Leptospira spp. La exposicion al agente patdgeno se produce tanto en paises
industrializados como aquellos en vias del desarrollo, pero es més prevalente en las zonas
tropicales donde las condiciones ambientales y socioeconémicas son particularmente favorables
(Kupek y cols., 2000; Pate y cols., 2000; Tangkanakul y cols., 2000; Jansen y cols., 2005). Las
leptospiras pueden sobrevivir en ambientes con temperatura célida y himeda es decir en el suelo
0 en el agua por semanas 0 hasta meses. En las areas urbanas y rurales bajo condiciones de
hacinamiento se puede facilitar la exposicion humana a la orina de los animales infectados con
cepas nativas identificadas en el ganado vacuno, animales de compafiia, roedores o animales
salvajes (Atxaerandio y cols., 2005). En ciertas ocasiones cuando existen plagas de roedores que
florecen en las zonas urbanas pueden ser una importante fuente de infeccion aumentando el nivel
de riesgo para las personas que ahi habitan (Ganoza y cols., 2006). Ademas, los casos recientes en
todo el mundo entre atletas, personal militar, civiles y viajeros ponen de relieve el riesgo de
contagio de la leptospirosis en los entornos ecolégicos. Los factores de riesgo inherentes a la
infeccién incluyen: el consumo de agua contaminada, la exposicion a los residuos soélidos
conducidos por arroyos o rios y la presencia de perros, gatos y ratas en las casas que deambulan
en los sitios de impacto ambiental. El riesgo de contagio y transmisién también parece coincidir
con la estacion meteorolégica calida y la mayor ocurrencia durante los tiempos de severas
inundaciones que lava el suelo de los residuos sélidos contaminados con orina de animales
enfermos.
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3.2.-Taxonomia.

Divisién: Procariotes; Clase: Schizomicetes; Orden: Spirochaetales; Familia: Leptospiraceae;
Género: Leptospira spp.; Especies: L. interrogans, L. biflexa.

La familia Leptospiraceae comprende tres géneros: Leptospira, Leptonema y Turneria (Faine y
cols., 1999). Hasta 1989, el género Leptospira fue dividido en dos especies, Leptospira interrogans
(cepa patogénica) y Leptospira biflexa (cepa saprofita). Los organismos tienen forma espiral, de 5 a
18 micras de longitud y de 0.1 a 0.2 micras de ancho. Las cepas de L. interrogans utilizadas para el
diagndstico seroldgico son cultivadas a la temperatura 6ptima de 30°C y el tiempo para obtener
una nueva generacion del cultivo es de 7 a 10 dias. Sin embargo, el aislamiento bacterioldgico es
dificil de recuperar mediante cultivos in vitro (McDonough, 2001).

En la actualidad, los dos principales tipos en el sistema de clasificacion del género Leptospira spp.
se basan en las caracteristicas fenotipicas y genotipicas (Faine y cols., 1999; Levett 2001). Segun la
clasificacion fenotipica, Leptospira interrogans se divide en més de 200 serotipos patégenos y
Leptospira biflexa en més de 60 serotipos que se definen por aglutinacién con antigeno homologo.

De acuerdo con el sistema de clasificacion del genotipo, el género Leptospira spp. esté dividido en
18 geno-especies basadas en la homologia ADN-ADN. La recientemente organizacion de 18
genomo-especies son: L. alexanderi, L. biflexa, L. borgpetersenii, L. fainei, L. inadai, L. interrogans,
L. kirschneri, L. meyeri, L. noguchii, L. santarosai, L. weilii, L. wolbachii, L. parva genomo-especies 1,
3,4y 5 (Brenner y cols., 1999; Faine y cols., 1999). Sin embargo, ésta clasificacion no es util para
fines clinicos debido a que no corresponde al sistema de serogrupos y ambas cepas de leptospiras
tanto patogenas y no patdgenas ocurren dentro de la misma especie. De los més de 200 serotipos
patogénicos que ocurren en todo el mundo, s6lo veintidds pertenecen a dos especies de
leptospira y se reconocen como endémicas en México.

3.3.-Reservorios y vias de transmision de leptospirosis.

Las principales fuentes de infeccion por Leptospira interrogans en humanos son los mamiferos
salvajes 0 domésticos y se sugiere que todas las especies conocidas de mamiferos pueden ser
reservorios de leptospiras (Faine et al, 1999). Desde una perspectiva epidemioldgica, es
importante reconocer la relacion existente en la naturaleza de los huéspedes de Leptospira
interrogans o el estado de reservorio de mantenimiento, la especie animal multiplicadora y el
huésped aberrante.

Un reservorio de mantenimiento es aquella especie animal que mantiene la infeccion
perpetuando al patdgeno en la poblacion y en ciertas ocasiones, o bien no contrae la enfermedad
0 sOlo existe una leve respuesta seroldgica, y s6lo los animales jovenes y recién nacidos muestran
infeccion clinica mientras que los adultos son inmunes con manifestaciones subclinicas. Un
huésped amplificador es aquel que elimina grandes concentraciones de microorganismos a través
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de la orina o de las heces, si la leptospira es expuesta a los animales susceptibles en las excretas la
transmision de la infeccién es inminente, aunque no pueden mantener la infeccion en la nueva
especie por largo tiempo a menos que la exposicion sea constante o intermitente reemplazando la
infeccidn a otra especie reservoria. Es asi que si se elimina el intercambio de la infeccion entre los
huéspedes, la infeccion, tarde o temprano desaparecera de los huéspedes amplificadores de
efectos colaterales. Es comudn que estos huéspedes sufran de la enfermedad mucho mas grave que
un reservorio de mantenimiento afectando a mas grupos de edad como ocurre en la oveja. En el
medio rural puede haber varias especies animales amplificadoras de la infeccion o dentro de esas
al menos un animal vertiendo la infeccién a un segundo animal susceptible y asi sucesivamente.
Sin embargo, si se elimina la fuente amplificadora de los reservorios, la cascada de efectos
colaterales finalmente se eliminara con medidas contra epizodticas de control. En el corto plazo, el
control de la leptospirosis en los huéspedes secundarios sélo funcionard si se impide la
transmision a méas de un reservorio a partir de vacunacion y otras medidas contra epizodticas tales
como limpieza y desinfeccion, disposicion de excretas y basuras, reduccion de la carga bacteriana
en abrevaderos, y el mejoramiento reproductivo que garantice el reemplazo de animales joévenes.
Un huésped aberrante es uno que solo rara vez es infectado, cominmente sufre una enfermedad
grave y el patégeno por lo general no es excretado para transmitirse a otros huéspedes. El
huésped aberrante, por lo tanto carece de importancia en la epidemiologia de la enfermedad,
pero pueden verse gravemente afectados. La especie humana es un huésped aberrante para la
leptospirosis.

Los reservorios de mantenimiento son vitales para la persistencia de leptospiras en el medio
ambiente y la presentacion de los casos se acentla durante el ciclo de infeccion cuando un
huésped amplificador transmite la infeccion a un animal susceptible. En esta accesibilidad, la
infeccidn se observa en los animales jovenes y la perpetuacion de la enfermedad o cronicidad de
excrecion urinaria aumenta con la edad. Los nuevos anfitriones adquieren la infeccion por
contacto directo o indirecto de las especies huéspedes y mientras que la infeccion a menudo
puede ser grave en estos nuevos anfitriones la duracion de la excrecion de leptospiras suele ser
auto limitado en algunas especies excretoras. Asimismo, es posible que algunas especies suelan
ser reservorios de serovariedades especificas de Leptospira interrogans y los efectos colaterales en
los animales enfermos sean debido a la presencia de otros patégenos oportunistas (Faine y cols.,
1999; Levett 2001).

Los pequefios mamiferos silvestres son a menudo importantes reservorios y una fuente de
infeccidn para los humanos y las especies domésticas como la bovina, porcina y cnidea también
lo son, aunque en mayor grado (Cox y cols., 2005). El ganado lechero es un reservorio de
serovariedades Hardjo, Pomona y Grippotyphosa (Arteaga y cols., 1991), en los cerdos Pomona,
Tarassovi o0 Bratislava y en perros Canicola (Hathaway, 1981; Faine y cols., 1999). La percepcién
general de que las ovejas no se consideran reservorios naturales para cualquiera de las
serovariedades de L. interrogans radica en la carencia de la sintomatologia clésica de la infeccion
durante la conjunta explotacion pecuaria con bovinos (Blackmore y cols., 1982; Hathaway y cols.,
1982; Tooloei y cols., 2008), aunque otros estudios han mostrado algunos indicios de que las
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ovejas actuan como huésped multiplicadores para al menos la serovariedad Hardjo (Gordon, 1980;
Primos y cols., 1989; Gerritsen y cols., 1994).

Independiente de los ciclos de transmisién entre los animales domésticos, se han descrito también
relaciones ecologicas entre los roedores, animales de granja y humanos, donde las serovariedades
que normalmente influyen en los animales domésticos son distintos de los presentes en los
roedores y otros animales que conviven con los pequefios rumiantes (Matthias y cols., 2008). La
tasa de transmision estd influenciado por muchos factores, tales como el grado de contacto entre
las especies huéspedes y anfitriones amplificadores, la densidad de poblacion, el tamafio de los
rebafos, la edad, la duracion y concentracion de leptospiras excretadas en la orina y las
condiciones ambientales que favorecen el mantenimiento de estos microorganismos, tales como:
clima, temperatura, humedad, pH y su composicion quimica del suelo en donde las leptospiras son
excretadas por la orina. La mayoria de los brotes de leptospirosis en animales (Smith y Armstrong,
1975) y humanos (Trevejo y cols., 1998; Kupek y cols., 2000; Ashford y cols., 2000; Ganoza y cols.,
2006) estan asociados con las lluvias y las inundaciones de la superficie terrestre.

La transmision puede ser directa o indirecta. La transmision directa de la infeccion se produce a
través del contacto transplacentario, sexual, lactancia de una madre infectada (Ellis y cols., 1986;
Faine y cols., 1999) y semen o embriones infectados que son utilizados para la inseminacion
artificial de vacas o a partir de la fertilizacion in vitro (Bielanski y Surujballi 1998; Faine y cols.,
1999). La transmision directa es la ruta para la contaminacion de los productos lacteos y la
infeccién de los ganaderos, veterinarios, inspectores de carne y los trabajadores de los rastros a
través de la manipulacion directa de los animales, de sus productos o subproductos. La
transmision indirecta de la infeccion suele producirse por contacto con aguas superficiales
contaminadas, aguas residuales, drenaje de liquidos del matadero, el agua de drenaje y barro y
suelo. La principal via de entrada de las leptospiras es a través de cortes, heridas o abrasiones en
la piel y la conjuntiva o las mucosas del tracto digestivo o respiratorio de los animales o humanos.
En los deportistas que practican el triatlon, la infeccion también puede estar mediada a través de
la piel intacta después de la inmersién prolongada en aguas contaminadas por leptospiras (Levett,
2001).

3.4.-Patogénesis.

La patogénesis de la leptospirosis es similar, sino idéntica, para cada especie que se sabe de
infeccidn, incluida la humana. Las leptospiras no se localizan en el sitio de entrada extendiéndose
rapidamente a través de los vasos linfaticos a la circulacion sanguinea desde donde se distribuyen
a todos los tejidos. La motilidad de estos organismos puede ser un importante aspecto de la
patogénesis debido a la capacidad de rapidez, movimiento oscilatorio y proliferacién que observan
las leptospiras desde el punto de entrada de la infeccion hasta los érganos afectados tales como el
pulmodn, higado, rifiones, 0jos y cerebro. Las leptospiras se replican de forma exponencial en la
sangre y en estos 6rganos con tiempos de duplicacion de aproximadamente 8 horas. Las
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leptospiras avirulentas se eliminan del torrente sanguineo por fagocitosis, mientras que las
leptospiras patdgenas pueden eludir este proceso (Faine y cols., 1999).

En el reservorio, las especies patdgenas de Leptospira spp. se diseminan por la via hematédgena al
rifién, donde colonizan la superficie apical del tabulo contorneado proximal, lo cual permite que
las leptospiras sean vertidas en la orina con la inminente transmisién a nuevos huéspedes (Cheville
y cols., 1980; Sterling y Thiermann, 1981; Manktelow y Thompson, 1989; Faine, 1994). El rifién es
también el principal érgano blanco en el proceso de la enfermedad, especialmente en los
huéspedes hospedadores accidentales como el hombre. Las lesiones primarias implican dafios a
las paredes de los pequefios vasos sanguineos dando lugar a la rotura de la integridad de las
membranas de las células endoteliales, extravasacion de células y hemorragias.

Las hemorragias y defectos de la coagulacion son signos caracteristicos de las formas graves de
leptospirosis, debido a la trombocitopenia y la fibrindlisis independiente de la coagulopatia
intravascular diseminada. Los casos fatales de leptospirosis humana también muestran
hemorragia pulmonar, trombocitopenia como resultado de la agregacion plaquetaria y la adhesion
del patdgeno al endotelio vascular, donde puede haber evidencia 0 no de la presencia del
antigeno de Leptospira interrogans (Pereira da Silva y cols., 2002).

La desaparicion de los organismos de la sangre coincide con la produccion de anticuerpos durante
la respuesta inmune. Un factor que influye en la severidad de los sintomas proviene del proceso
inflamatorio asociado con la produccion de complejos inmunes. La infeccion generalizada en
humanos y caballos puede causar uveitis autoinmune. La autoinmunidad también influye en la
progresion de las lesiones renales en perros (Faine y cols., 1999). Estudios experimentales en
cobayos, se demostré que el antigeno de leptospira es localizado en el intersticio del rifién,
mientras que las inmunoglobulinas G (IgG) y complemento 3 (C3) son depositados en los
glomérulos y en las paredes de los pequefios vasos sanguineos renales (Yasuda y cols., 1986).
Algunas de las personas sensibilizadas al antigeno muestran albergue de leptospiras en el puerto
de la cdmara anterior del ojo (sitio aislado e inmunoldgicamente privilegiado) causando la
inflamacion por complejos auto-inmunes del tracto uveal, una condicién conocida como "luna de
la ceguera” de los caballos (Faine y cols., 1999).

Principalmente, la respuesta inmunoldgica a la leptospirosis es mediada por los anticuerpos siendo
especifica para serovariedades homologas o serotipos estrechamente relacionados. Por lo general,
la respuesta humoral es de larga duracién y de proteccion, inclusive con titulos serolégicos bajos.
La inmunidad a la leptospirosis se debe a la interaccion contra el antigeno LPS, sin embargo, la
relativa eficacia de la vacunacion en el ganado bovino y porcino ha demostrado que los
anticuerpos contra el LPS por si sola no son suficientes para la proteccion de la infeccion y la
enfermedad. La respuesta inmune mediada por las células T, que aunque no se detecta en bovinos
infectados naturalmente con la serovariedad Hardjo, puede ser un componente critico en la
proteccién inducida por la vacuna en el ganado (Faine y cols., 1999).
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3.5.-Signos clinicos en ovejas y cabras.

Las epizootias en estas especies son muy raras, especialmente en el ganado caprino. Muchos de
los animales afectados aparecen muertos, aparentemente por septicemia (Davidson y Hirsh,
1980). Los animales enfermos presentan los signos y sintomas clinicos tales como: fiebre,
anorexia, disnea, alguna ictérica, hemoglobinuria, palidez de la mucosas, infertilidad, nacimiento
de crias débiles o muertos y aborto (Perdomo y Garin, 2002). El periodo de incubacién varia desde
4 hasta 6 dias. Los signos clinicos observados comunmente en la leptospirosis ovina estén
marcados por anorexia, depresion, disnea y fiebre (0.5°C a 2°C por arriba de los 38.5°C) con una
duracién de 4 a 5 dias. La hemoglobinemia y hemoglobinuria con orina de color rojo oscuro mal
oliente se puede observar en algunos animales (Vermunt y cols., 1994b; Faine y cols., 1999). Los
abortos y las muertes prematuras de los productos de la concepcion en hembras gestantes y la
mortalidad neonatal y de los corderos recién nacidos se producen tras la infeccion por L. hardjo
(Beamer 1953; McCaughan y cols., 1980; Ellis y cols., 1984) y L. pomona (Smith y Armstrong, 1975;
Davidson y Hirsh, 1980). La anemia hemolitica aguda que acompafiada por la depresion, disnea,
taquicardia y la alta mortalidad de los corderos también han sido reportados durante la infeccion
por L. pomona (Smith y Armstrong, 1975; Davidson y Hirsh, 1980; Vermunt y cols., 1994a; Vermunt
y cols., 1994b). Desde los estudios por Morse (1957), la fiebre, anemia hemolitica y
hemoglobinuria han sido los signos clinicos observados en los estudios experimentales de la
leptospirosis ovina. La leptospirosis clinica en el ganado ovino es comunmente debida a la
serovariedad Pomona en Australia (Sullivan, 1974), en América (Beamer 1953; Davidson y Hirsh
1980) y en Nueva Zelanda (Vermunt y cols., 1994a; Vermunt y cols., 1994b). El signo de agalactia
también ha sido asociado con la infeccién de la leptospirosis ovina por la serovariedad Hardjo
(McKeown y Ellis, 1986).

La infeccion subclinica con seroconversién, leptospiruria y nefritis intersticial focal ha sido
reportada en la infeccion experimental de ovejas con las serovariedades Balcanica o Hardjo
(Durfee y Presidente, 1979; Hathaway y Marshall, 1979). En un estudio similar, cuando las ovejas
fueron infectadas con L. hardjo, las manifestaciones clinicas fueron lo suficientemente leves para
pasar desapercibidas (Andreani y cols., 1983). Las ovejas infectadas experimentalmente mostraron
fiebre por 2 a 6 dias y leptospiremia con duracién de 2 a 6 dias después de 4 a 8 dias de inoculado
el antigeno la cual fue observada en todos los animales infectados. Las leptospiras fueron aislados
a partir de la orina de dos ovejas en el dia 35 después de la inoculacién, aunque no hubo
propagacion de la infeccion entre el grupo de ovejas control. Los corderos de esas ovejas fueron
clinicamente normales con altos titulos seroldgicos por la prueba de aglutinacién microscépica. En
Nueva Zelanda (Vermunt y cols., 1994b) durante los brotes de la serovariedad Pomona el
comportamiento de la enfermedad en corderos fue similar a la observada en el modelo
experimental. Las infecciones agudas en ovinos y caprinos se presentan con relativa frecuencia
(Faine y cols., 1999).
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3.6.-Las ovejas y su relacion con otros reservorios.

Los principales reservorios de la leptospira en ambiente urbano son los perros y las ratas, asi como
los bovinos, porcinos y equinos en el campo. La leptospira se adapt6é a "huéspedes reservorios
primarios"”, los cuales cominmente son animales salvajes. Estas mismas especies de Leptospira
también se presentan en casi cualquier otro huésped mamifero como "huéspedes reservorio
incidentales o accidentales™ (McDonough, 2001).

El perro es reservorio primario para la L. canicola y la L. bataviae. Los perros, ademas, pueden
infectarse con varios serovares como L. icterohaemorrhagiae y L. georgia, y servir como
huéspedes accidentales. Los bovinos son reservorios primarios para la L. hardjo y L. pomona, y
huéspedes accidentales para la L. grippotyphosa. Los porcinos son reservorios primarios para la L.
bratislava, al igual que los equinos y accidentales para la L. autumnalis, a diferencia de los equinos
gue lo son para la L. pomona. Los roedores son reservorios primarios para la L.
icterohaemorrhagiae y accidentales para la L. pomona. También pueden ser reservorios primarios
algunos animales silvestres como los zorrillos, cabras, conejos y murciélagos, mientras que el
hombre es un mal reservorio; hecho que se explica porque los primeros tienen el pH de la orina
alcalino, favoreciendo la sobrevivencia de la leptospira. Se reconoce que 1 mL de orina
proveniente de bovino infectado por leptospirosis puede contener hasta 100 millones de
microorganismos, aunque en el hombre debido a que tiene una orina relativamente &cida para la
leptospira esta relacion no ha sido estimada adecuadamente sugiriendo que este es un huésped
accidental. La excrecion de leptospiras en la orina de los reservorios puede ocurrir por tiempo
prolongado en periodos definidos y contaminar el ambiente (Acostay cols., 1994).

La leptospira no se multiplica fuera del huésped y su supervivencia depende de las condiciones
ambientales en las que se encuentren, por ejemplo, condiciones del suelo y agua. El agente
patdgeno es altamente susceptible a la desecacion y a los cambios de pH, mientras un pH menor
de 6 y mayor a 8 son inhibidores, las temperaturas por debajo de 10°C (50°F) y las temperaturas
mayores a 34°C a 36°C (93-96°F) son nocivas. Los organismos sobreviven hasta 180 dias en suelos
humedos, por varios meses en superficies acuosas y sobreviven aln mejor en agua estancada que
en movimiento (McDonough, 2001; Acosta y cols., 1994). La mayor prevalencia de la enfermedad
ocurre en suelos con pH alcalino, durante las estaciones hiumedas (&reas de alta precipitacion), en
areas bajas donde es susceptible que la lluvia corra, climas célidos y himedos, y areas con
abundante superficie de agua generando campos pantanosos y areas barrosas.

La infeccidn en humanos y otros reservorios es por contacto directo con orina infectada, material
o fluidos fetales y placentarios, descargas uterinas, o por contacto indirecto con el ambiente
contaminado (McDonough, 2001; Acosta y cols., 1994). La poblacion a riesgo de leptospirosis
comprende la que habita zonas endémicas de los paises tropicales subdesarrollados, mientras que
en los paises desarrollados suele ser una enfermedad profesional de los que trabajan con animales
0 sus productos, o en medios contaminados especialmente por roedores (veterinarios, ganaderos,
tamberos, carniceros, trabajadores de frigorificos, agricultores, trabajadores de la red de
saneamiento, limpiadores de alcantarillas) (Carneiro y cols., 2004). El hombre también puede
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infectarse en actividades recreativas al entrar en contacto con agua estancada contaminada (nado,
pesca, deportes acuaticos) y por contacto con su mascota. Aerosoles inhalados pueden
transportar microorganismos directamente a los pulmones. Los perros en patios cercados pueden
exponerse a orina de animales enfermos, incluyendo roedores. Los perros que son ejercitados
mediante caminatas en parques, perros de caza y aquellos que deambulan en el campo o nadan
en estanques, lagunas y en arroyos con poco y lento caudal estan en un riesgo mayor a la
exposicion a leptospirosis (McDonough, 2001) y por lo tanto los duefios también se encuentran en
riesgo, siendo introducidos en la cadena epidemiolégica de modo accidental (Carneiro y cols.,
2004).

3.7.-Manifestaciones clinicas en humanos.

La leptospirosis se caracteriza por ser una enfermedad febril aguda en humanos y animales y su
manifestacion varia de la forma subclinica a manifiesta y grave. Independientemente de la
manifestacion, el estado de portador renal cronico es inevitable y el huésped accidental y el
reservorio desempefian un papel vital en el mantenimiento de leptospiras en el medio ambiente y
la epidemiologia de la enfermedad. Las leptospiras pueden persistir en los rifiones mediante su
capacidad para adherirse a las células epiteliales tubulares renales (zona proximal) por periodos de
semanas a afos siendo eliminadas por la orina de forma continua (en ciertos periodos) o
intermitente. En general, el periodo de incubacion en animales esta en el rango de 3 a 7 dias en la
forma aguda. Esta se caracteriza por fiebre, lasitud, pérdida de apetito, irritabilidad, congestion de
la conjuntiva y algunas veces diarrea. Después del periodo de incubacion, los sintomas aparecen
bruscamente y las manifestaciones de la infeccion son desde la enfermedad subclinica (comun
entre los veterinarios y cuidadores de animales) con un cuadro anictérico leve que ocurre en la
mayoria de los pacientes (90 a 95%) hasta su forma ictérica severa llamada también enfermedad
de Weil en el 5 a 10% de los casos (Acosta y cols., 1994; Songer y Thiermann, 1995; Lilenbaum y
cols., 2002).

Forma anictérica presenta 2 fases clinicas:

« Fase 1 o infecciosa: Dura de 4 a 9 dias. Existe inicio abrupto de cefalea, fiebre alta, escalofrios y
mialgias severas sobre todo de los miembros inferiores, en ocasiones acompafiadas de
hiperestesias. La anorexia, las nduseas y el vomito ocurren en la mitad o mas de los pacientes. Hay
compromiso del sensorio (25%), inyeccion conjuntival, conjuntivitis y exantema que puede ser
maculopapular, macular o urticarial. La hepatoesplenomegalia puede ocurrir, pero es mas bien
rara. Esta fase coincide con la presencia de la leptospira en el liquido cefalorraquideo (LCR) y en la
sangre.

« Fase 2 (inmune). Se presenta después de 2 a 3 dias con disminucién importante de los sintomas
generales y la fiebre (ésta fase corresponde a la aparicion de leptospira en la sangre y del LCR) y
permanece de 1 a 3 dias. Las manifestaciones clinicas son més acentuadas que en la fase 1. Existe
la reaparicion de fiebre, casi siempre mas baja que la fase 1, o puede faltar, y se agrega delirio.
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Existe cefalea intensa persistente que no responde a analgésicos comunes. Se encuentran mialgias
severas que comprometen en especial los gastronemios, la region paraespinal, el abdomen vy el
cuello. También hay adenopatias, hepatomegalia, esplenomegalia en 15-25% de los casos y
erupcion. A nivel ocular y en forma caracteristica se presenta fotofobia, dolor, hemorragia
conjuntival e iridociclitis.

Forma ictérica o Sindrome de Weil:

Por lo general su curso clinico es continuo y no bifasico y los sintomas iniciales son similares a la
forma anictérica, aunque en el dia tercero o sexto post-infeccién aparece ictericia progresiva con
niveles de bilirrubina no mayores de 20 mg/d| y fosfatasa alcalina moderadamente elevada. Existe
dolor a la palpacién en el hipocondrio derecho, hepatomegalia leve 0 moderada y elevacion de las
aminotransferasas que raramente excede 5 veces los valores normales (Acosta y cols., 1994).

La hemorragia generalizada constituye una de las manifestaciones clinicas més notorias de esta
forma de enfermedad, epistaxis, sangrado del tracto gastrointestinal, hemorragias pulmonares
gue resultan en infiltrados pulmonares hasta en el 40% de los casos (Bal, 2005). Rara es la
presentacion ictérica sin insuficiencia renal que desarrollan neumonia bilateral grave seguida de
distress respiratorio (Seijo y cols., 2002). La tendencia hemorragica se puede explicar por la
vasculitis generalizada a nivel de las glandulas suprarrenales y del sistema nervioso central, la
trombocitopenia presente hasta en 50% de los casos y en menor grado por la hipotrombinemia. El
compromiso de la funcion renal debido principalmente a una necrosis tubular aguda puede llevar
al paciente a una azoemia severa, recurriéndose en la mayoria de estos casos a dialisis peritoneal
0 hemodidlisis (Acosta y cols., 1994).

El compromiso miocérdico es una complicacion frecuente en la fase tardia del sindrome de Weil,
pero con pocas repercusiones hemodindmicas. Watt y colaboradores (1990) estudiaron 38
pacientes con sindrome de Weil y observaron 39% de anormalidades electrocardiogréaficas,
bloqueo atrio ventricular (AV) de primer grado y cambios sugestivos de pericarditis aguda como lo
mas frecuente. También se han informado alteraciones mas raras, como fibrilacion auricular con
falla aguda del ventriculo izquierdo. El colapso cardiovascular por lo general es la causa de muerte
en estos pacientes. En el desarrollo de esta complicacion se han implicado factores tipo
endotoxinas aln no estudiados (Acostay cols., 1994).

3.8.-Diagnéstico diferencial.

En general se deben considerar los cuadros de hepatitis viral, meningitis aséptica, sindromes
virales, fiebres de origen desconocido, fiebre amarilla, malaria o dengue. Otras enfermedades
pueden eventualmente ser confundidas con la leptospirosis como colecistitis, infecciones
respiratorias, sarampion, rubéola, pielonefritis, brucelosis con ictericia y endocarditis, por lo que el
examen clinico epidemioldgico seré de gran ayuda en el diagnostico definitivo (Laguna, 2000; Bal,
2005).
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La presencia de mialgias en los gastronemios, la inyeccion conjuntival, el dolor ocular, la presencia
de aumento en la creatininfosfoquinasa (CPK) y el valor de enzimas hepéticas elevadas, en
promedio 5 veces de lo normal (aunque puede ser mas), son signos a tener en cuenta, asi como la
historia epidemioldgica, el tipo de ocupacion, la evolucién del cuadro, el gran compromiso general,
una ictericia y la sospecha clinica, hacen pensar en el diagnoéstico, I6gicamente descartando las
otras entidades antes mencionadas.

Los diagnosticos diferenciales de enfermedad peraguda o aguda en el perro incluyen enfermedad
por parésitos cardiacos (dirofilariosis), anemia autoinmune hemolitica, bacteremia (debido a
heridas por mordedura, prostatitis, enfermedad dental), hepatitis infecciosa viral canina, neoplasia
hepética, trauma, lupus, fiebre maculosa de las Montafias Rocosas, ehrlichiosis, toxoplasmosis,
neoplasia renal y célculos renales. Los diagnosticos diferenciales de enfermedad cronica, por
ejemplo, aborto, sindrome del cachorro débil, incluyen brucelosis canina, infeccion canina por
herpesvirus y distémper (McDonough, 2001).
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CAPITULO 4. LEPTOSPIROSIS EN OVEJAS: METODOLOGIA Y
DESCRIPCION DEL ESTUDIO

En este capitulo se detalla el estudio del cual este trabajo toma su nombre, asi como la
metodologia, objetivos y las hipdtesis que se plantean.

4.1.-Planteamiento del problema y justificacion del estudio

Los cambios climéticos y las enfermedades emergentes son los nuevos retos para el siglo XXI. La
leptospirosis es una enfermedad infecciosa de los animales, de origen bacteriano con
implicaciones zoondticas (Faine, 1982). La infecciébn humana es causada por miembros del género
Leptospira spp., un grupo de espiroguetas que subsisten en animales domésticos y silvestres
(especialmente ratas y ocasionalmente perros). Millones de personas son infectadas cada afio a
partir del estrecho contacto con los animales enfermos y con el agua, alimentos o tierra
contaminada de orina de estos animales pudiendo penetrar al huésped a través del tejido intacto
0 por inoculacién traumatica (Bharti y cols., 2003). Primariamente, la leptospirosis ha sido
considerada como una enfermedad ocupacional, pero en afios recientes relacionada con
actividades de ocio, tales como el ecoturismo y la natacion, y con desastres naturales asociados
con un aumento de la precipitacion pluvial y el estancamiento de residuos solidos con materia
orgéanica contaminada (Bovet y cols., 1999; Everard y cols., 1992). Se han descrito mas de 200
serovariedades diferentes del genero Leptospira, cada una de ellas siendo mantenida por largos
periodos de tiempo en hospederos especificos 0 bajo condiciones ambientales que les permitan
sobrevivir fuera del huésped (Levett, 2001). La mayoria de los casos humanos no manifiestan la
enfermedad clinica y otros desarrollan un tipo de influenza o “gripe” que desaparece en pocos
dias. Sin embargo, del 5 al 10% de esas personas infectadas progresa a una segunda fase, algunas
veces fatal. Es normalmente caracterizada por ictericia, problemas renales y un alargamiento de la
proyeccion anatomica del bazo (enfermedad de Weil), pero también puede involucrar a los
pulmones. Inclusive, la infeccion por leptospiras ha sido sugerida como una posible causa de
insuficiencia renal crénica (Scott y Coleman, 1996).

Ademés de ser un problema de salud publica, la leptospirosis animal es una enfermedad
reproductiva que ha sido considerada en todo el mundo como responsable de estar involucrada
con la disminucion de la produccion de leche y carne, y en la productividad pecuaria, debido a la
infertilidad y el aborto, asi como de la reduccion del nimero de animales para reemplazo que
constituyen el inventario ganadero nacional (Genovez y cols., 2001; Guitian y cols., 1999).

Si bien los principales reservorios de Leptospira interrogans en los entornos urbanos son los
perrosy ratas, asi como los bovinos, porcinos y equinos, pero no las ovejas en las areas rurales,
la leptospira se adapta a "huéspedes reservorios primarios"”, los cuales cominmente son animales
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silvestres. Ademas las serovariedades de L. interrogans también se presentan en casi cualquier
otro huésped mamifero como "huéspedes reservorio incidentales o accidentales” (McDonough,
2001; Perret y cols., 2005).

El perro es reservorio primario para L. canicola y L. bataviae y puede servir como huésped
accidental de otras serovariedades tales como: L. icterohaemorrhagiae y L. georgia . Los bovinos
son reservorios primarios para la L. hardjo y L. pomona, aunque huéspedes accidentales para
la L. grippotyphosa. Los porcinos son reservorios primarios para la L. bratislava, al igual que los
equinos y accidentales para L. autumnalis, a diferencia de los equinos que lo son para la L.
pomona. Los roedores son reservorios primarios para la L. icterohaemorrhagiae vy
accidentales para la L. pomona. Los ovinosy caprinos son reservorios primarios para L. ballum y L.
hardjo, y accidentales para L. pomona. La cepa de L. hardjo, una vez introducida en la poblacion
ovina se establece con diferentes niveles de infeccion que pueden persistir durante largos
periodos de tiempo. La especie humana no actia como hospedero de mantenimiento de ninguna
serovariedad de L. interrogans y la infeccion en ésta especie serd siempre considerada accidental
(Sullivan, 1974; Heath y Johnson, 1994).

También pueden ser reservorios primarios algunos animales silvestres como los zorrillos,
cabras silvestres, conejos y murciélagos, mientras que el hombre es reservorio no adecuado de
mantenimiento; hecho que se explica porque las especies no humanas tienen el pH de la orina
alcalino, favoreciendo la sobrevivencia de la leptospira. Asi se sabe que 1 ml de orina de bovino
puede contener hasta 100 millones de microorganismos, a diferencia del hombre que tiene
una orina relativamente acida para la bacteria, constituyéndose como un huésped accidental.
La excrecion de la leptospira en la orina de los reservorios naturales puede ocurrir por periodos
prolongados y contaminar el ambiente (Acosta, 1994).

Es por ello que, algunas practicas laborales, tales como el trabajo agricola en los cultivos de arroz,
asi como en la ganaderia (veterinarios, ganaderos, trabajadores de rastro), y bajo ciertas
actividades recreativas que implican contacto con aguas posiblemente contaminadas (balnearios
en medios naturales y deportes acuaticos), suponen importante escenarios de alto riesgo de
contagio. Ademas del riesgo sanitario, se deberd tomar en cuenta la vertiente econémica derivada
de los gastos originados por el cuidado médico de los pacientes, las bajas laborales, la pérdida de
productividad y capacidad de trabajo, vigilancia y control de los lugares de trabajo, ropas
especiales de proteccion, y los seguros médicos para el personal de alto riesgo (Faine, 1991).

Se espera que los resultados de este estudio serolégico de campo en las ovejas puedan
proporcionar la valiosa informacion sobre la distribucién geogréafica de los numerosos focos y la
posible propagacion de la enfermedad sirvan de base a los médicos veterinarios oficiales en la
planificacion y ejecucién de los programas de control de la leptospirosis en el Estado de México y
en otros lugares. La leptospirosis es una grave amenaza para la salud puablica. La poblacion
humana es propensa a la infeccién por muchas enfermedades de animales llamadas infecciones
zoonoticas. La leptospirosis se presenta tanto en climas templados y tropicales, asi como los
entornos urbanos y rurales, por lo que es la enfermedad re-emergente y zoonotica més extendida.
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4.2.-Objetivos del estudio

1.

Estimar la prevalencia de anticuerpos frente a determinadas serovariedades de Leptospira
interrogans entre las ovejas de un area de produccién pecuaria del Estado de México.

Determinar las serovariedades de Leptospira interrogans y la distribucion de los titulos

seroldgicos presentes en los animales.

linvestigar las relaciones entre la respuesta seroldgica a este patdgeno y los factores
climéticos regionales, tamafio y condiciones de rebafio, el acceso de los animales a los
suministros de agua contaminada, las politicas de reemplazo, las caracteristicas del
manejo de rebafio y la historia de abortos.

4.3.-Hipdtesis de investigacion

1.

3.

La estimacion de la seropositividad anti-Leptospira en la poblacion ovina de una region
montafiosa del Estado de México estara dentro o seré cercana al rango estimado en otras
especies productivas de diferentes regiones de México (19-47%).

La distribucion de los titulos serolégicos en los animales permitird establecer a la especie
ovina como reservorio primario o accidental para ciertas serovariedades de Leptospira
interrogans.

Algunos de los factores presentados en la literatura como posibles “factores de riesgo”
estaran relacionados con la presencia de anticuerpos anti-Leptospira.

4.4.-Poblacién objetivo

Ovejas hembras en edad reproductiva que pertenezcan a un rebafio dentro de la region en estudio
(que serd definida previamente).

4.5.-Tipo de estudio

En todo estudio es importante plantear la metodologia que se usard, en base a los objetivos de la
investigacion y siempre con la finalidad de obtener informacion y resultados que nos conduzcan al
apoyo o rechazo de nuestras hipotesis. La eleccion de alguna o algunas metodologias o procesos
influye en los métodos cuantitativos o cualitativos que pueden ser considerados para ser usados
en el estudio.
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Las diferentes investigaciones se clasifican de acuerdo al propésito, la evolucion de ésta, la fuente
de informacion y el control del investigador sobre las unidades por estudiar. De acuerdo a estos
criterios esta investigacion puede ser clasificada de la siguiente manera:

e De acuerdo al propdsito: DESCRIPTIVA. Uno de los propésitos es “medir’ la
seroprevalencia de anticuerpos para la Leptospira interrogans en ovejas hembras de cierta
region del Estado de México, con lo cual sélo se trata de describir una de las caracteristicas
de la poblacion en cuestion. En el segundo objetivo se plantea estudiar si existe o no
relacion entre la presencia de seropositividad y algunas variables. Como consecuencia de
lo anterior, de que s6lo se cuenta con una poblacién y de que no hay una hipotesis de
causalidad la investigacion es de caracter descriptiva. Al tener un estudio de este tipo no
se presentan factores de confusion ya que no estamos comparando alguna caracteristica
entre distintas poblaciones y por lo tanto no hay contaminantes de nuestra respuesta.

e De acuerdo a la evolucion: TRANSVERSAL. El periodo de estudio fue entre noviembre de
2003 a marzo del 2005. Las variables s6lo fueron medidas en una sola ocasion, entonces la
evolucién de las mismas no puede ser estudiada, es decir, este analisis es un tipo de
“fotografia”, solo describe las caracteristicas de la poblacion en el lapso de la investigacion.

e De acuerdo a la fuente de informacion: PROSPECTIVA. La informacion se obtuvo mediante
la aplicacién de un cuestionario a los propietarios de los rebafios y del analisis del suero
extraido de cada una de las ovejas seleccionadas.

e De acuerdo al control del investigador: OBSERVACIONAL. Los investigadores no tuvieron
control alguno sobre las variables en cuestidn, es decir éstas no pudieron ser asignadas
aleatoriamente a cada uno de los elementos; por ejemplo a una oveja no se le puede
asignar al azar su raza, sino que ésta ya se posee y uno solo se puede limitar a observar y
registrar esta caracteristica del animal.

En resumen, tomando en cuenta los cuatro criterios de clasificacion anteriores, al presente estudio
de prevalencia de anticuerpos anti-Leptospira se le da el nombre de encuesta descriptiva. En este
tipo de investigacion no hay factores de confusion y por lo tanto la variable respuesta no estara
contaminada, de ahi que el concepto de validez interna se cumple, sin embargo esto no garantiza
que la validez externa (representatividad, capacidad de extrapolar los resultados) sea alcanzada,
para esto hay que recurrir a las técnicas de muestreo. Al ser un trabajo de tipo prospectivo
aumenta la posibilidad de que la informacion obtenida sea de utilidad y ademés que ésta sea de
mejor calidad que si hubiera sido obtenida de forma retrospectiva. Un punto muy importante es
qgue al ser un estudio observacional no se puede hablar de causalidad, es decir que si se
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encuentran relaciones entre los factores considerados y la seropositividad, éstas no seran de tipo
causal, sino estadisticas (Méndez 2002).

4.6.-Lugar de estudio

La investigacion fue realizada en un area de 845.2 km? en la region sureste del Estado de México,
que comprende tres regiones geogréficas: Valle, intermontafia y montafia (19°05’-19°15" N,
99°207-99°35" W). Las caracteristicas topogréficas del lugar de estudio mostraron un extenso
terreno llano a 2670 metros sobre el nivel medio del mar (m.s.n.m.m), ademas de colinas,
montafas y pendientes que van desde 2890 a 3273 m.s.n.m.m. Las fuentes de agua y humedad
son pequefios lagos, abrevaderos y canales de irrigacion. La temperatura minima y méxima fueron
3.7°Cy 20.2°C respectivamente (temperatura media de 11.9°C) con una precipitacion media anual
de 991.9 mm.

En este lugar existe una amplia distribucién de rebafios trashumantes en donde un fuerte impacto
ambiental por la poblacion humana no existe. El sistema de produccion extensiva ovina
trashumante representa una poblacion de animales de especial interés para la economia mexicana
debido a la falta de recursos econémicos designados para desarrollar sistemas adecuados de la
produccion ganadera rural. Como resultado, los productores de ovejas u ovino cultores se ven
obligados a movilizar a sus rebafios en funcion de los alimentos y la disponibilidad de agua, donde
los pastos se comparten con otras manadas y animales domésticos y silvestres. La imagen 4.1 es
una muestra del lugar de estudio.

4.7 .-Disefilo muestral

La informacion sobre el total de animales y de rebafios fue obtenida del censo ovino del afio 2000
el cual fue facilitado por la Asociacion Local de Trabajadores de Ovejas. Este fue considerado como
el marco de muestreo. En el censo estaban registrados 3.762 ovejas y 3.818 carneros y corderos.
Las ovejas eran principalmente raza Hampshire o de un cruce con Suffolk y Pelibuey, todos éstos
distribuidos en setenta y cinco rebafios.

El esquema de muestreo utilizado es probabilistico, bietapico y estratificado. El tamafio de rebafio
fue la variable sobre la cual se formaron los estratos. Estos se muestran en la tabla 4.1.

Tabla 4.1 Definicién de estratos. Rebafios
Estrato 1 | Menos de 50 animales

Estrato 2 51-140 animales
Estrato 3 | Mas de 141 animales
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Las unidades primarias y secundarias de muestreo fueron los rebafios y las ovejas
respectivamente.

Imagen 4.1 Muestra del lugar de estudio.

Tamano de muestra

Debido a la falta de informacion concerniente a la seroprevalencia de Leptospira interrogans en los
rebafios, un estudio preliminar se realizo para estimar puntos de corte, la estimacion de estos se
muestra en la tabla 4.2.

Tabla 4.2 Porcentaje de ovejas seropositivas por estrato en el estudio piloto.
Estrato | Porcentaje

1 27.8
2 39.4
3 44.4
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Los setenta y cinco rebafios que estaban registrados en el censo fueron tomados en cuenta. La
asignacion de tamafio de muestra a cada estrato fue de manera proporcional. Las manadas fueron
seleccionadas al azar utilizando un generador de nimeros aleatorios informatizado (Epistat 1987,
1989, EE.UU.). Para un nivel de confianza del 95% y el establecimiento de limites de error del 5%,
aproximadamente un décimo de los animales (o todas las ovejas en rebafios con menos de 10
elementos) se muestrearon aleatoriamente utilizando una calculadora de nimeros aleatorios en
cada manada.

Los 35 rebafios incluidos en la muestra estuvieron distribuidos en toda la zona en estudio; 8 en el
estrato 1, 17 en el estrato 2 y 10 en el estrato 3. El nimero de unidades Ultimas (secundarias) de
muestreo fue de 367 animales.

4.8.-Registro de los participantes

Debido a que el diagndstico seroldgico inicial de la enfermedad clinica se atribuyé a enfermedades
bacterianas zoondticas, intensos esfuerzos se hicieron para maximizar la participacion de los
propietarios. El objetivo del estudio y su confidencialidad fueron descritos a la Asociacion local de
ovino cultores. Una carta de invitacion junto con una solicitud para la toma de muestras fue
proporcionada a cada uno de los propietarios seleccionados. El formato de entrevista, con base en
una revision de la literatura, incluyé preguntas sobre la leptospirosis, ademas de otras
enfermedades de las ovejas con caracter zoonético como brucelosis y aborto enzodtico ovino
(Leal-Castellanos y cals., 2003;).

4.9.-Seleccion de la Muestra

Al ser el disefio de muestreo bietépico, primero se seleccionaron aleatoriamente las unidades
primarias (Rebafios) dentro de cada estrato. A los propietarios de los rebarios seleccionados se les
envio la invitacion al proyecto como se indic6 anteriormente. Todos aceptaron participar en el
estudio.

Las unidades secundarias de muestreo (ovejas) también fueron seleccionadas aleatoriamente
mediante el mismo generador de numeros aleatorios. Los criterios de inclusion y exclusion fueron
los siguientes:

Criterios de inclusién

Las ovejas hembra sanas clinicamente, en edad reproductiva, de las razas hampshire o su cruce
genético con suffolk y pelibuey, asi como todos los ovinos que estuvieron distribuidos en los
treinta y cinco rebafios seleccionados.

59



METODOLOGIA Y DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Criterios de exclusion

Animales enfermos o aquellos destinados para sacrificio.

4.10.-Pruebas seroldgicas

A las ovejas seleccionadas que cumplieron con los criterios de inclusién se les extrajo una muestra
de sangre (5 ml). Los sueros fueron evaluados para la deteccién de anticuerpos para las
serovariedades de Leptospira usando la prueba de aglutinacion microscépica (MAT por sus siglas
en inglés). Se utilizaron Antigenos vivos de serovariedades de Leptospira interrogans como
Bratislava, Pyrogenes, Grippotyphosa, Pomona, Wolffi, Tarassovi y las cepas de campo
Icterohaemorrhagiae, Hardjo, y Canicola que fueron aisladas de animales en diferentes regiones
de México. Los cultivos vivos de Leptospira requeridos para ser usados como antigenos se
mantuvieron en un medio Ellinghausen-McCullough-Johnson-Harris, con un 10% de albumina de
suero bovino. La concentracion de antigeno se ajusté a 1 a 2x108 organismos /mL por
espectrofotometria (400 nm de longitud de onda). EIl MAT fue leido por microscopia de campo
oscuro. El punto final fue la mayor dilucién del suero a los cuales el 50% de aglutinacion se
produce.

Imagen 4.2 Momento de toma de pruebas.

4.11.-Andlisis estadistico

Para la determinacion de factores de riesgo se ajustd un modelo de regresion logistica multiple
con efectos mixtos. La estimacion de la prevalencia de Leptospira interrogans en la poblacion
objetivo fue estimada tomando en cuenta la estructura del disefio de muestreo. Todos los analisis
estadisticos en este trabajo fueron realizados con el paquete estadistico STATA 11, los cuales se
detallarén en el siguiente capitulo.
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CAPITULO 5. LEPTOSPIROSIS EN OVEJAS: APLICACION DEL MODELO
DE REGRESION LOGISTICA DE EFECTOS MIXTOS PARA LA
DETECCION DE FACTORES DE RIESGO

En este capitulo se detallan los andlisis estadisticos realizados. En primer lugar se describen los
datos obtenidos mediante la metodologia reportada en el capitulo anterior, las caracteristicas de
las variables respuesta y explicativas. Posteriormente se analizardn los procedimientos de
estimacion de la seroprevalencia de Leptospira interrogans en las ovejas seleccionadas y los
factores de riego asociados a ésta. Finalmente se verificara si el modelo es adecuado y se
interpretaran los coeficientes estimados.

5.1.-Descripcion de la base

La base de datos cuenta con 42 variables cada una de las cuales corresponde a una pregunta del
cuestionario que se realiz6 a los propietarios de los rebafios o son resultado de las pruebas
realizadas a las ovejas.

Debido al disefio del estudio (bietapico) y a que la mayoria de los datos son resultado del
cuestionario, todas las ovejas de un rebafio comparten el mismo valor en ciertas variables; por
ejemplo, cada uno de los animales de la manada X se encuentran localizados en el municipio Y. A
este tipo de factores se les llamaréa de nivel 11 o de rebafio. Cuando cierta caracteristica cambia de
acuerdo al elemento de estudio (por ejemplo la raza), se le considerara como una variable de
nivel I o de oveja.

Cabe sefalar que las variables de nivel 1y Il corresponden a las unidades secundarias y primarias
de muestreo respectivamente. Este cambio de notacién (que se espera no sea motivo de
confusion) es hecho para quedar de acuerdo a la usada en los modelos multinivel (Fielding,
Pillinger) (los GLMM son miembros de esta familia aunque a veces son llamados indistintamente).

La tabla 5.1 muestra el total de variables por nivel y tipo de escala de medicion. Se observa que la
mayoria de ellas son de nivel Il (37 en total). Los factores de tipo binario son los que aparecen con
mayor frecuencia en la base de datos.

Las variables incluidas en la base de datos corresponden a las preguntas o pruebas de la siguiente
manera:

e Rebario: Identificador de la manada a la que pertenece la oveja.
e Estrato en el cual se encuentra clasificado el rebafio.
e Leptospira: Estado de seropositividad antileptospira en la oveja.
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e Region en la que habita el rebafio.

e Chlamy: Estado de seropositividad de Chlamydophila abortus.

e Municipio en el que habita el rebafio.

o Origen de las ovejas.

e Objetivo de la explotacion.

e Raza

e Sistema d explotacion.

e Matcorral: Material del que estéa hecho el corral donde habitan los animales.
e Piso: Tipo de piso del corral.

e Cama: ¢Utilizan cama los animales?

e Luparicion: ¢En dénde paren las ovejas?

o Disagua: Suministro de agua.

e Pastoreo: ;/Pastorean los animales?

¢ Donde: ;Donde pastorean?

e Separto: ;Separan a los animales durante el parto?

e Encierro: NUmero de animales por corral de encierro.

e Limpcorr: ¢Limpian los corrales?

e Freclimp: Frecuencia de limpieza.

e Excremento: ;Qué sucede con el excremento que se recoge?

e Conviven: ¢;Durante el pastoreo los animales conviven con animales de otros rebafios?
e Introduce: ;Ha introducido animales en los Ultimos 6 meses?

o Cuarentena: ;Realiza cuarentena de los animales que introduce?

e Sistrepr: Sistema de reproduccion.

o Auxparto: ;Auxilian a las ovejas durante el parto?

e Dxgest: ¢Realiza diagndstico de gestacion?

o (Guantes: ¢Utiliza guantes cuando auxilia a las ovejas?

e Quien: ;Quién realiza el auxilio a las ovejas?

e Ayudan: ¢;Le ayudan a atender los partos?

e Placenta: ;Qué sucede con la placenta?

e Sepantpar: ;Separan las ovejas antes del parto?

e Aborto: ¢Han abortado sus ovejas?

e Contacto: ¢Ha estado usted en contacto con abortos?

e Partprem: ;Han presentado partos prematuros las ovejas?

e Placabort: ;Qué sucede con las placentas y los fetos abortados?

e Mujeres: ¢Hay mujeres trabajando en la explotacion?

e Actmujeres: ¢Cuales son las actividades que realizan las mujeres?

e Embamujer: ¢Estando embarazadas contintan realizando estas actividades?
e Bovis: Estado de seropositividad de la bacteria Brucella ovis.

e Babortus: Estado de seropositividad de la bacteria Brucella abortus.
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Tabla 5.1 Total de variables por tipo de escala y nivel

NIVEL TIPO NUMERO DE VARIABLES
Numérica 0
I Categodrica binaria 4
Categorica 2+ 1
Numérica 2
I Categorica binaria 31
Categorica 2+ 4

Tabla 5.2 Descripcion de las variables

Variable Nivel Tipo Categorias Codificacion % de muestra
Rebafio 1 Numérica 1-35. 1-35. -
1 1 14.71
Estrato I Categorica 2 2 53.95
3 3 31.34
Leptospira | Binaria Negjdt.ivo 0 10
Positivo 1 54
Valle 1 64.31
Region Il Categérica2+  Inter montafia 2 26.43
Montaia 3 9.26
Negativo 0 74.93
Chlamy I Categorica 2+ Positivo 1 21.53
Sospechosos 2 3.54
Xalatlaco 1 63.49
Municipio Il Categdrica 2+ santiago 2 109
Calpuluah 3 20.71
Chapultepec 4 4.9
Propio 1 14.71
Origen | Categorica 2+ Importadas 2 9.26
Mercado rural 3 76.02
Objetivo I Binaria Reproduccion 0 80.65
Engorda 1 19.35
Peliguey 1 6.27
Hampshire 2 46.59
raza | Categdrica2+  Sulfock-peliguey 3 4.9
Peliguey-Hampshire 4 16.62
Sulfock 5 25.61
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Tabla 5.2 Descripcion de las variables (continuacion).

Variable Nivel  Tipo Categorias Codificacion % de muestra
. L Intensivo 0 88.56
Sistema 1 Binaria
Trashumante 1 11.44
Matcorral I Binaria Tabique 0 32.43
Malla 1 67.57
Piso I Binaria Tierra mas cemento 0 18.26
Tierra 1 81.74
Cama I Binaria No 0 83.38
Si 1 16.62
. L Pradera 0 89.37
Luparicion Il Binaria .
Paridero 1 10.63
Disagua I Binaria Tapwater 0 43.32
g Lago 1 56.68
Pastoreo 1 Binaria No 0 763
Si 1 92.37
Donde I Binaria Pecebre 0 763
Pradera 1 92.37
Separto I Binaria No 0 16.89
P Si 1 83.11
Encierro I Numérica 1-20. 1-20.
Limpcorr I Binaria No 0 6.54
P Si 1 93.46
Freclim I Binaria 1 vez por semana 0 63.22
P més de 1 por semana 1 36.78
Excremento I Binaria Lo riega como abono 0 16.08
Lo aglomera cerca del corral 1 83.92
Conviven 1l Binaria N(,) 0 63.49
Si 1 36.51
L No 0 74.11
Introduce I Binaria )
Si 1 25.89
L No 0 5.72
Cuarentena I Binaria i
Si 1 94.28
Sistrenr I Binaria Empadre no controlado 0 25.34
P Empadre controlado 1 74.66
L Si 0 16.08
Auxparto Il Binaria
No 1 83.92
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Tabla 5.2 Descripcion de las variables (continuacion).

Variable Nivel Tipo Categorias Codificacion % de muestra
L No 0 96.19
Dxgest Il Binaria )
Si 1 3.81
Guantes Il Binaria No 0 12.26
Si 1 87.74
Uien I Binaria Encargado 0 63.22
Q Duefo 1 36.78
Ayudan Il Binaria No 0 30.52
y Si 1 69.48
.. lLadejanenlapradera 0 18.26
Placenta Il Binaria
La recogen 1 81.74
Sepantpar Il Binaria No 0 20.71
pantp Si 1 79.29
Aborto Il Binaria No 0 1r.17
Si 1 82.83
Contacto Il Binaria No 0 23.98
Si 1 76.02
Partprem Il Binaria No 0 30.25
P Si 1 69.75
. No 0 79.29
Placabort Il Binaria )
Si 1 20.71
. L No 0 58.86
Mujeres Il Binaria i
Si 1 41.14
Act mujeres Il Binaria Limpieza 0 52.04
J Pastoreo 1 47.96
. L No 0 92.1
Embamujer Il Binaria )
Si 1 7.9
Negati 0 96.1
Bovis I Binaria egfd_lvo
Positivo 1 3.9
o Negativo 0 91.15
Babortus | Binaria .
Positivo 1 8.85

La tabla 5.2 muestra la descripcion de cada una de las variables, el nombre que se le asigno, nivel,
tipo y categorias, asi como la codificacién que se usara en el andlisis y el porcentaje que cada valor
de los factores ocupd de la muestra. Unicamente las variables Bovis y Babortus presentan datos
faltantes, 59 y 62 respectivamente. La variable “Donde” no sera tomada en cuenta ya que todos
los rebafios donde se respondié que las ovejas pastaban también se contesté que lo hacian en la
pradera, siendo entonces informacion redundante.
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De entre todas las variables hay que destacar tres: Estrato, Rebafio y Leptospira, siendo estas las
indicadoras del disefio del estudio: manera de estratificar (tabla 4.1), criterio de agrupamiento y
variable respuesta respectivamente. Estos tres factores formaran parte fundamental en esta
investigacion.

5.2.-Variable Respuesta o de interés

Tanto para la estimacion de seroprevalencia como para la construccién del modelo de regresion
logistica, la variable de interés es Leptospira, ésta es una indicadora de la presencia o ausencia de
anticuerpos de la bacteria en cuestion. Una oveja era considerada positiva si bajo la prueba de
aglutinacién microscépica MAT (seccion 4.10) se encontraban titulos mayores o iguales a 1:100
para cualquiera de las serovariedades.

0 negativa bajo la prueba MAT

LeptOSp'ra{l positiva bajo la prueba MAT

Imagen 5.1 Estado de las muestras cuando son negativas o positivas bajo MAT.

En la imagen 5.1 se muestran los diferentes niveles de aglutinamiento y el estado seroldgico de
diferentes muestras.
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5.3.-Estimacion de la seroprevalencia

En la tabla 5.2 se observa que el 54% de las ovejas fueron positivas. Este nimero puede ser una
estimacion de la seroprevalencia, sin embargo no se estd tomando en cuenta el esquema de
muestreo. Usualmente el calculo de las cantidades de interés no difiere mucho si despreciamos el
disefio (puede ocurrir que si), sin embargo el valor de las varianzas de los estimadores si puede
cambiar drasticamente. En el paquete STATA se puede definir el tipo de muestreo mediante el
comando Svyset y asi las proporciones y las varianzas estimadas estardn tomando en cuenta a éste.

Tabla 5.3 Estimacién de seroprevalencia (%) de Leptospira interrogans respetando el disefio de muestreo.

Valle Intermontana Montafia
52.5 (44-61) 55.6 (46-65) 57 (42-71)
Estrato 1 Estrato 2 Estrato 3 Estrato 1 Estrato 2 Estrato 1 Estrato 2
37.4 (18-57)|57.2 (42-72) | 50.7 (39-61) | 24.5 (13-35) | 60.2 (51-59) | 45.2 (11-79) | 62.2 (45-78)

seroprevalencia general: 53.4 (47-60)

Los Intervalos al 95% de confianza se encuentran entre paréntesis

En la tabla 5.3 se indica que la estimacién puntual de la proporcion de seropositivos es de 0.53,
aproximadamente 1% de diferencia de la cantidad calculada cuando se ignora el disefio. En el
extremo inferior del intervalo al 95% de confianza se observa que la prevalencia esté casi en el
limite de los valores observados en otras regiones del pais (47%) y tal vez hasta muy por encima
(60%).

Mediante el comando estat effects, se calculd el efecto del disefio (DEFF) (Cochran 1976). Este
indica cuan mayor o menor es la varianza del estimador con respecto a si se hiciera un muestreo
aleatorio simple (m.a.s); el DEFF fue de 1.62295, el cual dice que el disefio es menos eficiente (por
lo regular esto siempre ocurre en los disefios por conglomerados), sin embargo no hubiera sido
posible realizar un m.a.s debido a la cantidad de tiempo que se invertiria. Este efecto podria ser
ocupado para corregir las pruebas de hipotesis en los modelos que no toman en cuenta el
esquema de muestreo, sin embargo no es el objetivo de este trabajo.

El célculo de seroprevalencia para las subpoblaciones de las diferentes partes del lugar de estudio
son importantes ya que indican que la Leptospira interrogans se esta adaptando a altitudes en las
cuales no se crefa que podia sobrevivir (3273 m.s.n.m.m en algunas zonas) y que en las tres
regiones esta distribuida de manera mas o menos homogénea (52%, 55%,57% para valle,
intermontafia y montafia respectivamente). Para el estrato 2 se encontraron estimaciones
puntuales més altas.
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5.3.1.- Determinacion de las serovariedades y titulos anti leptospira presentes en los animales

La determinacion de las serovariedades de Leptospira interrogans presentes en la poblacion de
estudio es relevante, ya que es hacia éstas a las que se deben dirigir las medidas preventivas, por
ejemplo, la creacion de una vacuna que ataque especificamente a ellas.

En las ovejas seleccionadas se encontraron 8 diferentes serovariedades: Bratislava, Canicola,
Grippothyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Pomna, Pyrogenes y Tarasovi; en todas ellas los
titulos més frecuentes fueron 1:50, 1:100 y la falta de reaccién (no seropositividad).

La serovariedad Canicola generalmente identificada en perros e Icterohaemorrhagiae en ratas son
las Gnicas que mostraron titulos muy altos (hasta 1:6400 y 1:1600 respectivamente) lo cual sugiere
la adaptacion al nuevo huésped. Ademas, la presencia de titulos altos en un reducido nimero de
ovejas indica que se puede clasificar a la especie ovina (por lo menos en esta poblacién) como
huésped accidental de las serovariedades Canicola e Icterohaemorrhagiae.

Por otro lado, las serovariedades Bratislava, Grippothyphosa, Hardjo, Pomona, Pyrogenes y
Tarassovi que mostraron titulos bajos y en algunos casos como con L. bratislava en una cantidad
considerable mayor que las otras serovariedades, sugieren que estos serogrupos de Leptospira se
han instalado en la especie ovina, por lo tanto las ovejas ahora deberéan ser consideradas en la
epidemiologia de la zona. La gréfica 5.1 muestra la distribucién de los titulos seroldgicos anti-
Leptospira.

Gréafica 5.1.- Distribucion de los titulos en las diferentes serovariedades.
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5.4.-Factores de riesgo. Modelo de regresion logistica con efectos mixtos

El siguiente paso después de haber estimado la proporcién de animales que mostraron reaccion
seroldgica contra Leptospira, es el estudio de los factores que pueden estar relacionados con la
presencia o ausencia de dicha caracteristica. Un método comun en estudios de este tipo es la
regresion logistica (capitulo 1) debido a la interpretacion epidemioldgica natural de los
coeficientes en términos de razén de momios (odds ratio). Un supuesto muy importante en el
modelo logit clasico es el de la independencia de la variable respuesta en los diferentes elementos
en estudio. Al permanecer las ovejas dentro de las unidades de agrupamiento (rebafio) es muy
probable que los animales que compartan el mismo sitio estén correlacionados unos con otros,
con lo cual no se cumple la condicion deseada y al ser esto ignorado, conduce a errores estandar
subestimados, por lo tanto, a identificar relaciones “falsas” o no adecuadas. Los modelos de
efectos mixtos (capitulo 2) son una alternativa para manejar el problema de las observaciones
correlacionadas. En este estudio la variable rebafio (de agrupacién) debe tener efecto aleatorio
sobre la respuesta, controlando asi la posible correlacion.

5.4.1.-Construccion del modelo
Modelo nulo

El primer paso es ver si el nivel rebafio tiene un efecto aleatorio significativo en la ausencia de
cualquier otra variable explicativa. El modelo por ajustar es:

n' j - -7
log <1 . > =fo+U; U esunarealizacion de u~N(0,2)

Donde m;; es la probabilidad de que la ovejaien el rebafio j sea seropositiva y u; es el efecto

aleatorio del rebafio j. Los parametros por estimar son f3, y ¢2. Mediante el comando xtmelogit se
ajustd este modelo arrojando los resultados mostrados en la tabla 5.4.

Tabla 5.4 Modelo nulo con efecto aleatorio.

Parte fija
Parametro | Coeficiente estimado | Error estandar | z P>|z| [Intervalo al 90% de confianza
Bo 0.1563239 0.1323877 |1.18( 0.0852 | 0.1031512 0.4157989

Parte aleatoria
Parametro | Coeficiente estimado | Error estandar | y2 [P>]x? | | Intervalo al 90% de confianza
o’ 0.1797179 0.1617517 | 2.4 | 0.0608 | 0.0408934 0.7898219
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En la parte inferior de la tabla 5.4 se observa la prueba de razén de verosimilitudes para la
hipétesis nula Hy: o2 = 0. La estadistica de prueba tiene una distribucion mixta y el valor-p es la
mitad del que se obtiene normalmente (seccion 2.4.4). El programa STATA muestra el valor
correcto. Si se acepta un nivel de significancia del 7% la hipotesis nula se rechaza, entonces existe
efecto aleatorio significativo de rebafio (p=0.061).

El coeficiente EO = 0.15 se interpreta como el logaritmo del momio de ser seropositivo en un
rebafio “promedio”, es decir con la estimacion del efecto aleatorio (seccién 2.4.5) correspondiente
igual a cero (0; = 0). Para cada uno de los rebarios el logaritmo del momio de ser seropositivo es
0.15 + 4, donde el efecto aleatorio tiene una varianza de 0.17.

La gréafica 5.2 muestra la estimacién del efecto de cada rebafio y su intervalo al 90% de confianza,
los cuales estan ordenados de menor a mayor de acuerdo a su valor puntual. Se puede observar
que solo las manadas 21 y 14 tienen un efecto estadisticamente significativo, siendo éstas las que
hacen que la variabilidad sea mayor que cero.

Una manera de medir el porcentaje de variabilidad total que es debida a la diferencia entre grupos
es mediante el coeficiente de particion de la varianza (VPC por sus siglas en inglés):

varianza nivel 2 o’

VPC = . - . - == 3
varianza nivel 1 + varianza nivel 2 ¢4 + 03

Donde o2 es la estimada por el modelo y o2 en el caso de la regresion logistica se fija en 3.29"
(seccion 2.5.4) (cuando se usa la liga probit, 62=1). En este caso el VPC es igual a
0.1797/(0.01797+3.29)=.05179, entonces el porcentaje de la variabilidad total debida a los
rebafios cuando no se esté ajustando por ninguna otra variable es del 5%.

La estimacion de o2 se hace por integracion numérica (seccion 2.5.2) por lo que sélo es una
aproximacion y se debe analizar si es adecuada, esto se puede realizar aumentando el nimero de
puntos de integracién y ver si existen cambios drésticos en los coeficientes estimados.

Tabla 5.5 Coeficientes estimados con diferentes puntos de integracion.
Numero de puntos de integracion

Parametro 1 5 7 8 20 50
Bo 0.1574568 |0.1563235 [ 0.1563239 | 0.1563239 | 0.1563239 | 0.1563239
o 0.1662583 |0.1797162 (0.1797179]0.17971790.1797179(0.1797179
Log verosimilitud | -251.77179 | -251.7014 | -251.7014 | -251.7014 | -251.7014 | -251.7014

1 VPC también es llamado coeficiente de correlacion intraclase por algunos autores. (Fieldng 2010, Collet 2003).
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Los parametros estimados asi como la log-verosimilitud se estabilizan a partir de 7 puntos (tabla
5.5) (nimero predeterminado en STATA). El cambio en los valores calculados cuando se pasa de 1
a 7 puntos de integracion no es muy grande, por lo tanto en los modelos sucesivos se seguira
usando esta cantidad (7).

Grafica 5.2 Estimacion de u; para cada rebafio.
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Modelos con una variable explicativa

La varianza debida a los rebafios puede aumentar o disminuir al incluir una variable explicativa, lo
cual depende del comportamiento de dicha variable dentro de los diferentes rebafios. Este es el
primer paso para encontrar los factores relacionados con la respuesta.

La tabla 5.5 muestra Unicamente los modelos en los que el valor-p de la prueba de Wald (seccién
1.2.4) sobre el factor es menor a 0.25, esto es porque sera ocupado en la siguiente seccion. En la
misma tabla se observa que al incluir una variable explicativa el efecto de rebafio desaparece, es
decir la prueba H,: 62 = 0 no se rechaza (excepto en los modelos con las variables Origen y Dxgest
con un nivel de confianza del 90%).

El no rechazar la nulidad de la varianza del efecto aleatorio de rebafio indica que se puede
regresar al modelo de regresion logistica clasico sin embargo esto puede ser peligroso ya que los
errores estdndar pueden variar y asi afectar las pruebas de hipétesis, esto sera analizado en la
construccion del modelo mdltiple.
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Tabla 5.5 Modelos mixtos con una sola variable explicativa.

Modelo Categoria  Coef. estimado Coef. Valor-p a? Valor-p 62"
Estrato B 0.9347467 0.007
Estrato 0.0823839  0.1951
Estrato C 0.6387093 0.089
Positivo 0.350223 0.21
Chlamy 0.1362295  0.1327
Sospechosos 1.183803 0.084
Santiago -0.5949947 0.121
Municipio  Calpuluah -0.5211587 0.085 0.0972589  0.1909
Chapultepec  -0.3651151 0.535
. Importadas 0.6482389 0.229
Origen 0.1504585  0.0803
Mercado rural  -0.0390898 0.907
Objetivo Engorda -0.3978195 0.215 0.1465514  0.1018
Matcorral Malla 0.4443822 0.097 0.1250337  0.1461
Luparicion ~ Paridero 0.6471256 0.129 0.0933057  0.2349
Disagua Lago 0.3107618 0.221 0.1313974  0.1381
Pastoreo Si 0.8935239 0.068 0.1358275  0.1108
Encierro aumentode 1 0.045935 0.161 0.1391758  0.1172
Limpcorr No -1.237085 0.026 0.0391488 0.3731
Dxgest Si 0.8151076 0.23 0.1634647  0.0708
Contacto Si 0.5407131 0.056 0.113314  0.1547
Bovis Positivo 1.066262 0.178 0.0735916  0.2552
Babortus Positivo 0.9517853 0.065 0.0363781  0.3652

*Valor-p correspondiente a la prueba Hy: 02 = 0

Modelos con multiples variables explicativas

Los modelos univariados sélo evalian el impacto de la variable explicativa aisladamente, se
necesita estudiar el efecto cuando otra variable es tomada en cuenta, lo que se conoce como
“ajustar estadisticamente”. Debido a la gran cantidad de factores explicativos es muy dificil
computar todos los modelos posibles; por la misma razén y por la complejidad de los célculos que
se hacen cuando se incluyen términos aleatorios no esta implementado ain un algoritmo de
seleccion de variables. El procedimiento que se usé para la eleccion es similar al llamado stepwise
(Agresti 2002, Hosmer y Lemeshow 1989, Collet 2003). Los factores que se utilizaron en este
método son los que fueron significativos en los modelos univariados (tabla 5.5) y en los que se
encontrd relacion con la respuesta bajo las prueba de independencia de ji-cuadrada de Pearson o
la prueba exacta de Fisher. Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:
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1. La variable estrato fue tomada como base ya que en todas las pruebas preliminares fue
significativa ademés de que es importante en el disefio. Se empezd con el modelo que

incluia Gnicamente a esta variable.

2. Se incluye una variable y se utiliza la devianza para comparar este nuevo modelo con el
anterior. La variable recién agregada es retenida si el valor-p de la prueba es menor que
0.10. La significancia y los criterios AIC y BIC? (Agresti 2002) también son evaluados.

3. Sialguna variable del modelo previo ya no es significativa (en presencia de un nuevo factor

que si lo es) es sacada del modelo.

4. Serepite el procedimiento hasta que ninguna variable entre o salga.

Los modelos ajustados se muestran en la tabla 5.6. En los que hubo un cambio significativo estan

marcados con negritas.

Tabla 5.6 Modelos mixtos con mas de una variable explicativa.

MODELO DIF DEVIANZAS | G.L| Valor-p AIC BIC

estrato*,chlamy- 5.2936 2 | 0.0708 |503.023 | 526.45
estrato*,chlamy-,Municipio 4.4387 3 | 0.2178 | 504.584 | 539.7328
estrato*,chlamy:,objetivo 2.269 1 | 0.1319 [ 502.754 | 530.0911
estrato*,chlamy-,origen 0.8909 2 | 0.6405 |506.132 | 537.3752

estrato*,chlamy:,matcorral* 4.2808 1 | 0.0385 | 500.74 | 528.08
estrato*,chlamy:,matcorral-,luparicién 2.4322 1 | 0.1188 | 500.31 | 531.5531
estrato*,chlamy-,matcorral,disagua 0.7819 1 | 0.3765 | 501.96 | 533.2034
estrato*,chlamy-,matcorral- ,pastoreo 2.3607 1 | 0.1244 ([ 500.381 | 531.6246
estrato*,chlamy-,matcorral-,separto 0.1572 1 | 0.6917 [ 502.585 | 533.8281
estrato*,chlamy,matcorral-,encierro 1.1122 1 | 0.2916 | 501.63 | 532.8702
estrato*,chlamy-,matcorral,municipio 2.0977 3 | 0.5523 | 504.649 | 543.6983
estrato*,chlamy-,matcorral-,objetivo 0.9893 1 | 0.3198 [ 501.753 | 532.9961
estrato*,chlamy-,matcorral*,origen 0.6917 2 | 0.7076 | 504.05 | 539.199
estrato*,chlamy:,matcorral*,limpcorr* 6.1993 1 | 0.0127 | 496.543 | 527.786
estrato*,chlamy-,matcorral- limpcorr*dxgest 0.3523 1 | 0.5527 | 498.19 | 533.339
estrato*,chlamy,matcorral- limpcorr*,contacto 0.6993 1 | 0.4031 |[497.843 | 532.992
estrato*,chlamy,matcorral* limpcorr-,bovis 100.8039 1 | 1.02E-23 | 397.739 | 431.3101
estrato*,chlamy-,matcorral,limpcorr,municipio 2.0396 3 | 0.5642 |500.503 | 543.4628
estrato*,chlamy-,matcorral,limpcorr*,objetivo 0.9835 1 | 0.3213 [ 497.559 | 532.7079
estrato*,chlamy-,matcorral- limpcorr*,origen 0.7955 2 | 0.6888 | 499.797 | 538.8512
estrato*,chlamy:-,matcorral* limpcorr-, luparicion 0.6889 1 | 0.7655 [ 498.454 | 533.6025

2 AIC:Akaike information criterion: BIC:Bayesian information criterion.
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Tabla 5.6 Modelos mixtos con méas de una variable explicativa (continuacion).

MODELO DIF DEVIANZAS | G.L| Valor-p AIC BIC
estrato*,chlamy-,matcorral,limpcorr*,disagua 0.4794 1 | 0.4886 |498.063|533.2119
estrato*,chlamy-,matcorral,limpcorr*,pastoreo 2.6204 1 |0.105495 | 495.922 | 531.0709
estrato*,chlamy-,matcorral- limpcorr*,separto 0.0088 1 | 0.9249 | 498.534 | 533.6825
estrato*,chlamy,matcorral,limpcorr*,encierro 0.79 1 | 0.3741 |497.753 | 532.9013
estrato*,chlamy:,matcorral*,limpcorr-,babortus- 107 1 | 4x10-25 | 391.513 | 424.9965
estrato*,chlamy-,matcorral- limpcorr-,babortus:,

1.0323 3 | 0.7939 |396.481 | 441.1257
municipio
estrato*,chlamy-,matcorral- limpcorr-,babortus:,
o 0.3802 1 | 0.5374 |393.133 | 430.3366
objetivo
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr-,babortus,
) 0.5603 2 | 0.7556 |394.953 | 435.8768
origen
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr,babortus:,
0.0223 1 | 0.8811 |393.491 | 430.6945
luparicion
estrato*,chlamy-,matcorral,limpcorr-,babortus:,
) 0.5415 1 | 0.4418 |392.922 | 430.1253
disagua
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr-,babortus:,
0.7395 1 | 0.3898 |392.774 | 429.9713
pastoreo
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr-,babortus,
0.0751 1 | 0.7831 |393.438 | 430.6416
separto
estrato*,chlamy-,matcorral- limpcorr-,babortus:,
) 0.6785 1 0.41 392.835 | 430.0383
encierro
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr-,babortus,
0.19938 1 | 0.6552 |393.314 | 430.3175
dxgest
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr-,babortus,
0.83129 1 | 0.3619 |392.682 | 429.8856
contacto
estrato*,chlamy-,matcorral*,limpcorr-,babortus:,
1.2017 1 | 0.2729 |392.312 | 429.5151

Bovis

Las columnas: Diferencia de devianzas, G.L (grados de libertad) y valor-p de la tabla 5.6
corresponden a la comparacion y prueba de hipétesis de modelos anidados (seccién 1.2.5y 2.4.4)
del modelo presentado en cada renglén con el mismo modelo pero sin la Ultima variable. Las
columnas AIC y BIC corresponden al modelo presentado.

Hay 4 modelos en los que se tienen cambios importantes en la devianza y que tienen variables
significativas, los cuales estan marcados con negritas en la tabla 5.6 y numerados en la tabla 5.7.
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Tabla 5.7 Significancia de o2 de los principales modelos mixtos.

MODELO 62 Valor-p VPC
1.-estrato 0.0823839 0.1951 0.02442898
2.-estrato,chlamy 0.0399369 0.3435 0.01199329
3.-estrato,chlamy,matcorral 4,32E-15 1 1.31E-15
4.-estrato,chlamy,matcorral limpcorr 2.06E-14 1 6.26E-15
5.-estrato,chlamy,matcorral limpcorr,babortus 1.13E-16 1 3.43E-17

Como se puede observar en la tabla 5.7 en ninguno de los modelos fue significativa la varianza del
efecto aleatorio de rebafio, mas aln al agregar una segunda variable de nivel Il, 62 es
estadisticamente igual a cero con un valor-p cercano a 1y al incluir un tercer factor la variabilidad
debida a la agrupacion (VPC) es practicamente nula.

Los coeficientes estimados en el mejor modelo mixto (modelo 5 tabla 5.7) se muestran en la tabla
5.8.

Tabla 5.8 Coeficientes estimados del modelo mixto seleccionado.

Parte fija
Parametro Coeficiente E(ror . P>|z] Intervaloial 90% de
estimado estandar confianza
Estrato 2 0.8651397 0.3628535 | 2.38 0.017 0.2682988 | 1.461981
Estrato 3 0.3817941 0.4095182 | 0.93 0.351 -0.291803 1.055392
Chlamy 1 0.0249366 0.3078975 | 0.08 0.935 -0.48151 0.531383
Chlamy 2 1.842417 1.076591 1.71 0.087 0.0715822 | 3.613252
Matcorral 1 0.5928036 0.2717162 | 2.18 0.029 0.1458702 | 1.039737
Limpcorral 1 -1.270608 0.6877072 | -1.85 0.065 -2.401786 | -0.1394308
Babortus 1 0.9017116 0.5248013 | 1.72 0.086 0.0384903 | 1.764933
Const 0.6829029 0.7978719 | 0.86 0.392 -0.62948 1.995285
Parte aleatoria
Parametro Coeficiente E(ror e P> 22 Intervaloial 90% de
estimado estandar confianza
1.13E-16 3.97E-09 0 1 0

Se sabe que los modelos mixtos son condicionales al efecto aleatorio, es decir tanto los valores
esperados, los momios y las probabilidades que se estiman se calculan una vez dada una
realizacion de éste:

TL’..
log <#> = Predictor lineal estimado + 0;
1-— T[ij
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P

, _ . . -
Alser 63 = 0y cada u; cero, se llega a que el modelo mixto queda igual que el logistico usual, por esta
razon la interpretacion de los coeficientes se dard més adelante.

5.5.-Modelo logistico sin efecto aleatorio

Para poder regresar a la regresion logistica de un sélo nivel se necesita revisar que los errores
estdndar de las variables y los modelos finales bajo las dos técnicas no tengan cambios muy
“drasticos”. A continuacion se presenta un resumen de la construccion de este modelo y algunos
comentarios importantes:

1. En todos los modelos con dos 0o més variables explicativas los errores estandar fueron
exactamente los mismos que en su similar con efecto aleatorio de rebafio. En los que sélo
se incluia una variable, la diferencia en los errores estandar era a lo mas de centésimas y
al nivel de confianza que se ha estado trabajando (90%) no hubo cambio, con respecto al
modelo mixto, en cudl era significativa o no.

2. Seleccion de variables mediante stepwise iniciando por modelo nulo y por modelo
completo sélo con las variables que se usaron para la construccién del modelo mixto
multiple: Se utilizé un valor de entrada de menos de 0.10 y de salida mayor o igual que el
mismo. La prueba en la que se baso el método fue la razén de verosimilitudes El modelo
bajo los dos criterios (modelo nulo y completo) resultante fue exactamente el mismo que
se obtuvo mediante la regresion logistica con efecto mixto.

3. Seleccion de variables mediante stepwise iniciando por modelo nulo tomando en cuenta
todas las variables explicativas: El modelo resultante es el mismo que el mixto.

4. Seleccion de variables mediante stepwise iniciando por modelo completo tomando en
cuenta todas las variables explicativas:

e Mediante este criterio de seleccion el modelo resultante incluyo las variables
estrato, Chlamy, Matcorral , limpcorral, Aborto y Auxparto.

e Si al modelo resultante se le afadia la variable Babortus (que es la que sale
significativa mediante los anteriores criterios) tanto Aborto, Auxparto y Babortus
no eran significativas. Esto se puede deber a la alta correlacion Auxparto-Aborto
(presentada en la muestra) y Aborto-Babortus (presentada tedrica y en la
muestra).

e Se corrieron los modelos en los que se incluian las 4 primeras variables (que en
ningun modelo cambian significativamente) mas las variables Aborto-Babortus y
Auxparto-Babortus, en los cuales solo la variable Babortus fue significativa. Esto
nos condujo de nueva cuenta al modelo logistico encontrado con el efecto
aleatorio de rebafio.
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5. Todos los coeficientes estimados en estos modelos coincidieron con los estimados bajo el
modelo de sequndo nivel (tabla 5.8).

En este estudio se puede determinar mediante los cinco puntos anteriores que el modelo logistico
clasico y mixto coinciden. Por esto y porque se encontré que 62 = 0 concluimos que el efecto de
agrupacién en rebafios es nulo, esto nos lleva a que podemos tratar la variable respuesta entre
diferentes ovejas como independiente y por lo tanto poder usar la regresion logistica usual, lo cual es
muy conveniente ya que estos modelos han sido mas estudiados y se cuenta con métodos de bondad
de ajuste (en los de efectos mixtos no) ademas de ser més sencillos.

5.5.1.-Bondad de ajuste y verificacion del modelo

Antes de interpretar los pardmetros estimados, se debera revisar si hay buen ajuste del modelo a los
datos, si la funcion liga es adecuada y si existen observaciones atipicas o influyentes.

Debido a que las observaciones se encuentran de forma desagrupada (binaria), la devianza no es un
método adecuado de bondad de ajuste, en este caso se tiene que usar la estadistica de Hosmer-
Lemeshow (seccion 1.3.4). La tabla 5.9 muestra la prueba con diferentes nimeros de grupos en la cual
podemos observar que en ninguno de ellos se rechaza la hipétesis nula de que el modelo ajuste
adecuadamente a los datos.

Tabla 5.9 Prueba Hosmer-Lemeshow.

Ndmero de grupos | Estadistica | Valor-p
4 0.85 0.6544
6 2.24 0.6915
7 2.26 0.688
10 2.03 0.8448

Existen pruebas para verificar si la eleccion de la funcién liga es adecuada, las cuales se basan en
las transformaciones de Arnada-Ordaz(Collet 2003). Se crea una nueva variable. Para que la liga
sea adecuada esta variable no tiene que tener poder explicativo (ser no significativa). Para el
modelo en cuestion, resulté que no se rechaza la hipétesis nula de que la liga Logit es adecuada
(comando linktest de STATA).

Otra manera de medir como ajusta nuestro modelo a los datos es mediante una tabla de
clasificacion donde se calcula la sensibilidad (probabilidad de que dada una oveja positiva, el
modelo la clasifique correctamente con un punto de corte dado) y la especificidad (probabilidad
de quedada una oveja no seropositiva sea clasificada como tal). La gréfica 5.3 muestra como
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cambian la sensibilidad y especificidad con las probabilidades estimadas de los diferentes patrones
de covariables (diferentes combinaciones de los niveles de las variables, en este modelo 28 en
total) y la tabla 5.10 muestra las mismas estadisticas con ciertos puntos de corte de interés. A
pesar de que el modelo no se construyd con fines predictivos el nivel de clasificados
correctamente es relativamente alto, con lo cual se puede apoyar la hipétesis de que no hay falta
de ajuste.

Tabla 5.10 Algunos puntos de corte para el calculo de sensibilidad y especificidad.

Punto de corte Sensibilidad | Especificidad | Clasificados correctamente
Prevalencia estimada(.5341) 86.73% 23.85% 64.26%
Probabilidad media estimada(.6426) 55.10% 68.81% 60.00%
Punto "6ptimo"(.5955) 68.37% 51.38% 62.30%

Grafica 5.3 Sensibilidad y especificidad
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Para identificar posibles patrones de covarianza que sean “atipicos” o influyentes en la estimacion
de los coeficientes se utilizan los residuos de la devianza (el programa STATA no lo hace por
observacion, sino por patron de covarianza).
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Gréfica 5.4 Residuos de devianza.
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Patrén 6: Leptospira:1, estrato:1, Chlamy:1, Matcorral:1, limpcorral:1, Babortus:0

En STATA se pueden calcular estadisticas que miden el cambio en la devianza y en los coeficientes
estimados al eliminar cada patron de covariables (Manual de referencia STATA 11). Las diferencias
mas importantes resultaron ser en el patron 6, el mismo que se observa més alejado en la gréfica
5.4. Los resultados de ajustar el modelo sin las observaciones que estan dentro de este patron (4

en total) se muestran en la tabla 5.11.

Tabla 5.11 Modelo ajustado sin el patrén de covariable 6.

Parametro | Coeficiente estimado | Error estandar | z P>|z| | Intervalo al 90% de confianza
Estrato 2 1.118334 0.3861099 2.9 |0.004 | 0.48324 1.753428
Estrato 3 0.6339242 0.4291917 1.48 | 0.14 | -0.072033 1.339882
Chlamy 1 -0.1569272 0.3167721 -0.5 | 0.62 | -0.677971 0.3641166
Chlamy 2 1.888369 1.084792 1.74 | 0.082 | 0.1040451 3.672692

Matcorral 1 0.56483 0.2732283 2.07 | 0.039 | 0.1154095 1.014251

Limpcorral 1 -1.353172 0.6904857 | -1.96 | 0.05 -2.48892 -0.2174243

Babortus 1 0.8785193 0.5244252 1.68 | 0.094 | 0.0159167 1.741122

Const 0.5715823 0.8034836 0.71 [ 0.477 | -0.750031 1.893195

No se observan cambios drasticos en los coeficientes estimados ni en sus errores estandar, los
mismos niveles de las variables que eran significativos anteriormente lo siguen siendo aun.

El coeficiente del nivel 1 de Chlamy cambi6 de signo, sin embargo sigue siendo estadisticamente

cero.
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La tabla 5.12 muestra un resumen del modelo una vez eliminado el patrén 6. Sigue habiendo un
buen ajuste, la funcion Logit aln es adecuada y hubo una pequefia ganancia en especificidad y en

observaciones clasificadas correctamente.

Tabla 5.12 Resumen de ajuste del modelo después de eliminar el patrén 6.

Prueba o Estadistica de clasificacion | Estadistica | Valor-p
Hosmer-Lemeshow (7 grupos) 2.33 0.802
Linktest 0.0651554 | 0.753
Sensibilidad(.5955) 66.67% -
Especificidad(.5955) 55.05% -
Clasificados correctos 62.46% -

En la gréfica 5.5 ya no se observan residuos demasiado grandes (todos menores a 2 regla empirica).

Grafica 5.4 Residuos de devianza del modelo sin el patrén 6.
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5.6.-Interpretacion de los coeficientes

Una vez que se ha verificado que el modelo es adecuado se pueden interpretar los coeficientes
estimados, esto se hard en términos de los odds ratios o razon de momios (seccién 1.3.3). Se
explicara el modelo sin el patrén de covariables 6 (tabla 5.11).

Tabla 5.13 Odds Ratio (Raz6n de momios) del modelo ajustado.

Parametro Odd Ratio Intervalo_al i
confianza

Estrato 2 3.059753 1.621319 5.774365

Estrato 3 1.884993 0.9304999 3.818592

Chlamy 1 0.8547663 0.507646 1.439242

Chlamy 2 6.608579 1.10965 39.35773
Matcorral 1 1.759149 1.122333 2.757296
Limpcorral 1 0.2584192 0.0829995 | 0.8045885
Babortus 1 2.407333 1.016044 5.703739

Las posibilidades de una oveja de ser seropositiva a Leptospira interrogans en rebafios con 51 a
140 animales (estrato 2) son mayores (de 1.62 a 5.7 veces) que las de otra con las mismas
caracteristicas, pero que conviven en una manada con menos de 50 (estrato 1) o mas de 141
animales (estrato 3). Una oveja que co-habita en un rebafio entre 51 a 140 animales: Factor de

riesgo.

A pesar que la presencia de seroreactividad a Chlamydophila abortus resulto ser no influyente en
la variable respuesta de nuestro modelo, las posibilidades de la infeccion mixta entre las ovejas
seropositivas a L. interrogans fueron mayores (1.1 a 39.4 veces) que las observadas en las ovejas
seronegativas.

La capacidad econémica de los ovino cultores para construir barreras de proteccion de sus
animales es reflejada por el material utilizado en los corrales de encierro nocturno. Cuando el
material del corral es de malla o tela ciclénica las posibilidades de que una oveja que habita en un
lugar de este tipo sea seropositiva son de 1.12 a 2.75 veces las posibilidades de una oveja en un
rebafio que habita en un corral hecho de tabique. Nivel socio-econémico: Factor de riesgo.

En los rebafios donde se realiza la limpieza del corral de encierro nocturno se encontré que las
posibilidades de que una oveja fuera seropositiva eran de 0.08 a 0.8 veces las posibilidades de una
oveja que habita en un rebafio donde no se realiza limpieza. Limpieza del rebafio: Factor de

proteccidén.
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Las posibilidades de co-infeccion Brucella abortus/Leptospira interrogans en una oveja cuando
ésta sea seropositiva a Brucella abortus son de 1.02 a 5.7 veces las posibilidades de una oveja en
las mismas condiciones pero no seropositiva. Reactividad a Brucella abortus: Factor de riesgo.
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CONCLUSIONES.

La percepcién general es no considerar a la especie ovina como un reservorio para ninguna de las
serovariedades de Leptospira interrogans. Con los resultados seroldgicos del estudio se concluye
lo siguiente:

1.

La prevalencia de anticuerpos anti-Leptospira en las ovejas en esta region del Estado de
México es por arriba del 50%, es decir que al menos 5 de cada 10 animales estuvieron
expuestos al antigeno.

Las condiciones ecoldgicas del area bajo estudio pueden facilitar la sobrevivencia y
propagacion de la leptospirosis en los animales, aunque existe la creencia general de que
L. interrogans subsiste fuera del huésped en ecosistemas tropicales y no en altitudes por
arriba de los 1500 m.s.n.m.m.

Es posible clasificar a la poblacion ovina, de acuerdo a la distribucion de los titulos
seroldgicos, como huésped accidental para las serovariedades Canicola e
Icterohaemorrhagiae y reservorio de mantenimiento para Bratislava, Grippothyphosa,
Hardjo, Pomona, Pyrogenesy Tarassovi.

El modelo de regresion logistica mostr6 que los rebafios con un rango de 51 a 140
animales, el nivel socio-econdmico establecido por los materiales del corral de encierro
nocturno, la limpieza del corral y la co-infeccion Chlamydophila abortus/Leptospira y
Brucella abortus/Leptospira se mantuvieron independientemente asociados con la
seropositividad a Leptospira lo que sugiere que estos cinco factores en conjunto fueron los
predictores mas fuertes en la evaluacién de los factores de riesgo epidemiologico.

Mientras que los altos ¢ persistentes titulos de anticuerpos no reflejan necesariamente una
infeccién activa o cronica, la identificacion seroldgica de las ovejas permitird establecer las
posibles medidas de control a tener en cuenta en la epidemiologia de la leptospirosis ovina. La
identificacion y comprension de los predictores a nivel de rebafio también permitira la aplicacion
concreta de las campafias de educacion y sensibilizacion que seran necesarios para asegurar el
éxito de una estrategia regional de control de la enfermedad. Esto sera particularmente
importante para la deteccion inicial de reemplazos dentro del rebafio antes de la introduccion de
animales sin antecedentes clinicos del aborto o de fracaso reproductivo, asi como limitar el riesgo
de transmision zoonotica.
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Contrariamente a las predicciones hechas en el siglo 20, las enfermedades infecciosas y no las
cronico-degenerativas siguen siendo la causa principal de muerte en todo el mundo. Varias
caracteristicas complejas contribuyen a la creciente amenaza de enfermedades re-emergentes y
de la gama més amplia de agentes patdgenos reconocidos. El sistema de diagnostico seroldgico de
Leptospira interrogans en los animales infectados es un factor critico en la reduccién de la
morbilidad en humanos en los paises en desarrollo, incluso en las zonas rurales y suburbanas.
Aunque el examen seroldgico es la Unica prueba presuntiva de la infeccion en los animales y el
peso del resultados de esta se ve aumentado cuando se realizan muestras pareadas (en intervalos
de tiempo de dos o tres semanas que muestra un marcado aumento de los titulos de anticuerpos),
en este estudio, los titulos de anticuerpos contra L. interrogans, Cp. abortus, B. ovis y B. abortus
puede sugerir contacto previo con los agentes infecciosos.

La proporcion de ovejas seropositivas a L. interrogans identificados en la muestra de estudio
(53.4%; 1Cos0, 47% a 60%) fue sorprendentemente alta en comparacion con lo reportado en otros
paises que han informado anteriormente sus prevalencias, tales como, Australia (32.3%), Nigeria
(23.5%), Irén (18.4%) y Grecia (13.6 %) (Cousins y Robertson, 1986; Agunloye, 2002; Burriel y cols.,
2002; Tooloei y cols., 2008). Incluso esta proporcion de ovejas seropositivas comparada con otras
especies domésticas de diferentes regiones de México (Arteaga y cols., 1991). Este resultado
podria explicarse por la estrecha relacion entre la exposicion de animales infectados
(potencialmente ganado vacuno, perros, ratas y/o fauna silvestre) y un gran nimero de ovejas
susceptibles, sus serotipos y los desechos de los animales en la temporada previa de partos.

En el presente estudio, los porcentajes de seropositividad en las regiones valle, intermontafia y
montafia no fueron estadisticamente diferentes (52.5 %, 55.6% y 57% respectivamente).
Importante es el hecho de la sobrevivencia y propagacion de la infeccién en los animales de esta
zona, ya que existe la creencia general de que L. interrogans subsiste fuera del huésped en
ecosistemas tropicales y no en altitudes por arriba de los 1500 m.s.n.m.m como las que presenta
la region de estudio (3273 m.s.n.m.m en la regién de montafia). Esto puede indicar que la bacteria
estéd adquiriendo una gran capacidad de adaptacion fuera del huésped, apareciendo en lugares en
los que anteriormente se pensaba no se encontraria. Los factores climéaticos y ambientales que
pueden influir en la distribucion de L. interrogans entre las ovejas se determind con la ayuda de
GPS y el sistema de informacion geogréfica del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e
Informéatica (INEGI, 2008). Al parecer, el nivel de éptima supervivencia de L. interrogans fuera del
huésped puede ocurrir bajo condiciones de humedad fria con un pH cercano al neutro en el suelo
en la region de valle. Estos hallazgos sugieren que las condiciones de temperatura, precipitacion y
humedad y las caracteristicas del suelo representan un peligro considerable para la perpetuacion
de la infeccion en esta region. Si, L. interrogans se transmite sobre todo a la poblacion susceptible
a través del agua o el suelo y por contacto directo con otros animales infectados durante la

84



DISCUSION

convivencia diaria y la infeccién se expande entre las ovejas, las velocidades de transmisién vy el
riesgo para los seres humanos también se incrementarian.

Esta poblacién ovina se puede clasificar, de acuerdo a la distribucion de los titulos serolégicos,
como huésped accidental para las serovariedades Canicola (19.9%) e Icterohaemorrhagiae (54.2%)
y reservorio de mantenimiento para Bratislava (38.9%), Grippothyphosa, Hardjo, Pomona,
Pyrogenes y Tarassovi (15.5%). Los casos seropositivos con los més altos titulos de anticuerpos
para Canicola (1:6400) e Icterohaemorragiae (1:1600) fueron identificados en la regién del valle,
donde la mayoria de ellas convive con diferentes animales domésticos. Todos los animales pueden
ser reservorios cuando las leptospiras persisten en los sitios anatémicos favorecidos para su
adhesion, especialmente en el tabulo renal (Hansen, 1976). Sin embargo, el compromiso renal en
muchos animales es de naturaleza diferente. En algunos los altos titulos se relacionan con dafio
renal y la excrecion de grandes cantidades de leptospiras en la orina y en otros la cronicidad sin
dafio aparente pero con la posibilidad de transmision (Levett, 2001). Estos reservorios pueden ser
las especies silvestres y roedores que viven en zonas altamente pobladas (Sunbul y cols., 2001). La
exposicion al agua o tierra contaminada con orina de animales infectados puede aumentar el
riesgo de infeccion, y la localizacién precisa de los rebafios cercanos al lago de Chingnahuapan,
donde permanecen las mejores pasturas y se convive con los animales de otros rebafios puede
sugerir una zona de mayor contaminacion de L. canicola y L. icterohaemorrhagiae que la zona de
la montafa. Ademas, estos hallazgos sugieren que las ovejas expuestas a la orina de perros, ratas
o las especies de vida silvestre en su vida diaria estan en riesgo de contraer la infeccién de una
fuente coman de exposicion (Trevejo y cols., 1998; Vado-Solis y cols., 2002). Con excepcion de L.
bratislava, no se observaron diferencias significativas en el porcentaje de seropositividad para L.
icterohaemorrhagiae, L. canicola, y L. tarassovi entre ovejas adquiridos en el mercado de ganado y
los nacidos en el rebafio. Estos resultados sugieren que la persistencia de estos serotipos
regionales puede existir por dos razones: 1) el comercio de animales infectados y 2) la mezcla de
rebarios positivos y negativos a leptospirosis en corrales de engorde (Marshall y Manktelow, 2002).

El modelo logistico de efectos mixtos ajustado para la deteccion de posibles factores de riesgo que
influyen en la presencia de anticuerpos anti-Leptospira mostr6 que el efecto de agrupacion de las
ovejas dentro de los rebafios es estadisticamente nulo, es decir la correlacion entre la respuesta
de cualquier par de ovejas es practicamente cero y por lo tanto es posible no considerar el efecto
aleatorio del rebafio.

En este modelo de logistico, los rebafios con un rango de 51 a 140 animales (OR 3.1, IC 95% 1.6-5.8,
p <0.004), respuesta seroldgica a Chlamydophila abortus (OR 6.6, IC del 95% 1.1-39.4, p = 0.08),
materiales del corral de encierro nocturno (OR 1.8, IC 95% 1.1-2,8, p = 0.04), limpieza del corral
(OR 0.25, IC 95% 0.08-0.8, p = 0.05) y aquellos animales con co-infeccién Brucella
abortus/Leptospira interrogans (OR 2.4, IC 95% 1.1-5.7, p = 0.09) se mantuvieron asociados con la
seropositividad a Leptospira lo que sugiere que estos cinco variables en conjunto fueron los
predictores mas fuertes en la evaluacion de los factores de riesgo epidemioldgico. El hallazgo de
gue en los rebafios con un rango de 51 a 140 animales existe un efecto significativo en la
seropositividad a leptospirosis puede haber sido favorecido por las practicas de confinamiento de
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ovejas en los corrales de encierro nocturno. En el cincuenta y tres por ciento de los rebafios que
tuvieron esa cantidad de animales se observo la reclusion de seis ovejas 0 més en el corral de
dichos rebafios, estos resultados son apoyados por otros estudios que muestran que el tamafio de
las explotaciones y el alto confinamiento de los animales son importantes factores de riesgo (Ellis,
WA, 1994; Lilenbaum y Santos, 1996; Aslanta y Ozdemdir, 2005). Por lo tanto, es importante hacer
hincapié en las practicas de crianza adecuadas que eviten el confinamiento de un gran nimero de
animales para disminuir el riesgo de transmision directa de leptospiras.

Otros predictores relacionados con la seropositividad de leptospirosis ovina fueron la reactividad
dual a Cp. abortus y B. abortus. A pesar que el MAT pudo detectar y diferenciar claramente a 112
de las 200 muestras positivas a Leptospira cuando la titulacion de los sueros fue mayor a 1:200 es
posible considerar la reactividad cruzada con estos antigenos bacterianos cuando los titulos sean
menores o iguales a 1:100. Sin embargo, un menor porcentaje de reactividad cruzada no especifica
se observo entre las 88 ovejas seropositivas a leptospirosis que tuvieron titulos de 1:100 (26.1% de
los sueros de ovejas mostraron una reaccion no especifica en el examen de Cp. abortus y 6.8% de
los sueros para B. abortus). Estos antigenos de reaccion cruzada podria incluir proteinas y/o
componentes de sacaridicos de la pared celular o los lipopolisacaridos de leptospiras (Matsuo y
cols., 2000). La identificacion seroldgica de las cepas lisas de Brucella que incluyen B. abortus, B.
melitensis y B. suis en los sueros de las ovejas sugieren reactividad dirigida al lipopolisacérido
predominante del antigeno de Brucella. Sin embargo, las reacciones cruzadas son sélo conocidas
para Escherichia coli 0157: H7, Salmonella serotipo O: 30, Vibrio cholerae, Yersinia enterocolitica
serotipo O: 9, y Francisella tularensis, pero no para Leptospira, ya que comparten la estructura del
lipopolisacarido M (Bundle y cols., 1987). Es posible que los resultados positivos a MAT puedan ser
atribuidos al contacto previo con esos antigenos de Chlamydophila y Brucella, aunque eso también
sobreestimaria la seroprevalencia de leptospirosis encontrada en este estudio.

El MAT, ha sido recomendado por la Organizaciéon Mundial de la Salud y utiliza como método
estdndar la aglutinacién de las bacterias para detectar los niveles de anticuerpos contra L.
interrogans con una alta especificidad y sensibilidad. Solamente en el 21.6% de las muestras
seronegativas a Leptospira tuvieron reaccion Unica para Cp. abortus y B. abortus (18 sueros
positivos a Cp. abortus y uno a B. abortus, respectivamente). Esta mas alla del alcance de este
documento especular sobre la presencia de dual seropositividad a Cp. abortus y/o a Brucella spp.,
pero estas ovejas pueden presentar un problema importante en el control del aborto enzoético
ovino y brucelosis y sus programas de erradicacion.

Componentes del manejo de rebafio como material del corral de encierro nocturno y limpieza del
mismo mostraron tener relacién con la seropositividad de una oveja, el primero como un
elemento socioecondémico que modifica el impacto de la enfermedad en los animales debido a que
el material de construccién de los corrales pudiera reflejar una condicion de reducida economia 'y
el segundo como factor de proteccion cuando se realiza las practicas de limpieza de esos corrales.
La exacta explicacion de ésta asociacion con la presencia de malla ciclonica en los corrales de
encierro nocturno requiere de mayor investigacion en el modelo social de la region.
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La imagen 6.1 es una fotografia satelital de la area de estudio. Se muestran la posicién de los
rebafos, éstos estan marcados de acuerdo al porcentaje observado de animales seropositivos.
Aunque la variable que indicaba si las ovejas convivian con los animales de otros rebafios no
mostro tener relacion con la probabilidad de seropositividad, la imagen 6.1 muestra que los
rebafios con un mayor porcentaje de ovejas seropositivas se encuentran en pequefios
conglomerados al igual que los rebafios con un porcentaje medio y bajo, con lo cual se puede
pensar que la convivencia y el compartir los campos donde pastar si incide en la seropositividad.

Imagen 6.1 Distribucion geogréfica de los rebafios seropositivos a Leptospira interrogans por porcentaje de
animales dentro del rebafio en el sitio de estudio

Seroprevalencia intra-rebafio () < 27.3%, () 27.4% a 46.7%, y (=) > 46.8%.
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ANEXO A: ESTIMADOR DE MUESTREO BIETAPICO ESTRATIFICADO

En la seccion 5.3 se estimd la seroprevalencia de anticuerpos anti-Leptospira en las ovejas de la
poblacion en estudio, sin embargo no se describio el procedimiento por el cual se hizo dicha
estimacion. En este anexo se muestra la notacion y las formulas necesarias para el calculo.

El esquema de muestreo es bietépico estratificado en las unidades primarias (UPM), con muestreo
simple en las dos etapas. Se desea estimar una proporcion, la cual puede ser vista como un
promedio de una variable binaria. Como se defini6 en la seccién 5.2, la variable de interés puede
ser definida como:

_ { 0 la oveja i en muestra no es seropositiva
Vi~ 1 la oveja i en muestra es seropositiva

Una manera razonable de calcular la proporcion es mediante el estimador de razon:

En el cual:

m m
? = 2 W;Yi Y M = 2 Wi
i=1 i=1

Donde w; es el peso de muestreo o factor de expansion de la unidad i en la muestra. Este es el
inverso de la probabilidad de seleccion de cada elemento. Para calcular dicha probabilidad
definimos:

N, = Numero de UPM en el estrato h
n, = NUmero de UPM en muestra en el estrato h
My; = NUmero de unidades secundarias de muestreo (USM),en la UPM j del estrato h

Mmp; = NUmero de USM en muestra,en la UPM j del estrato h

88



ANEXO A: ESTIMADOR DE MUESTREO BIETAPICO ESTRATIFICADO

Entonces la probabilidad de seleccion de la ovejaien muestra que pertenece al rebafio j del
estrato h es:

_M Mhj o Np My

T = S Wi
Ny My; Ny My

Para calcular los intervalos de confianza se supone normalidad en la distribucién del estimador:

Vixzi_ay *Var($)

Debido a que el esquema es estratificado, la muestra (de UPM) es tomada de manera
independiente en cada estrato y por lo tanto la varianza total del estimador es la suma de las
varianzas del mismo en cada uno de los estratos. Como en cada estrato se tiene un muestreo de
dos etapas, la varianza total es una suma de varianzas de muestreos bietapicos (Cochran 1976).
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ANEXO B: AIC Y BIC

Cuando se selecciona un modelo, se estard equivocado si se piensa que se ha encontrado el
verdadero modelo. Cualquier modelo es una simplificacion de la realidad.

Un modelo simple que ajusta adecuadamente tiene las ventajas de la parsimonia. Si un modelo
tiene relativamente un pequefio sesgo, describiendo bien la realidad, éste tiende a proveer
estimaciones mas exactas de las cantidades de interés.

Otro criterio ademas de las pruebas de significancia y de la devianza, puede ayudar a seleccionar
un buen modelo. El mas conocido es el criterio de informacién de Akaike (AIC por sus siglas en
inglés). Este juzga un modelo por qué tanto los valores estimados ajustan a los valores reales. Se
sabe que un modelo complejo ajusta mejor a los datos que un modelo més simple, sin embargo,
se suele preferir el modelo mas simple ya que éste tiende a calcular mejores estimaciones de
ciertas caracteristicas del “verdadero modelo”. Asi, el modelo 6ptimo sera el que tienda a ajustar
mejor a la realidad.

Dada una muestra, Akaike mostro que éste criterio selecciona el modelo que minimiza:

AIC = —2(log verosimilitud maximizada) + 2p

Donde p es el numero de pardmetros en el modelo. Este criterio toma en cuenta la bondad de
ajuste estadistica y el nimero de pardmetros que tienen que ser estimados para lograr ese nivel
de ajuste, penalizando a los modelos con un mayor nimero de cantidades estimadas. Valores
bajos del AIC indican un mejor modelo, esto es, el que tiene menos pardmetros y adn sigue
manteniendo un nivel adecuado de ajuste a los datos.

El criterio de informacion bayesiana, también es usado para comparar modelos, el cual se define:

BIC = —2(log verosimilitud maximizada) + p * log(n)

Donde p es el nimero de parametros y n el tamafio de muestra. Este criterio penaliza con mayor
fuerza a los modelos con més cantidades por estimar y mayor tamafio de muestra.

Cuando se usa el AIC o BIC, los modelos por comparar no necesitan estar anidados.
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Glosario de términos

Anemia hemolitica aguda: Disminucion del caudal hemoglobinico o del nimero de eritrocitos
caracterizada por la destruccion répida de los mismos con pobre regeneracion ontogénica.

Anictérico: Sin coloracion amarillenta en piel y mucosas.
Anorexia: Falta de apetito

Avirulento: Falta de toxicidad o infecciosidad del agente etioldgico para producir malignidad y
acrimonia.

Zoonatico: Estado morboso producido por un patégeno transmitido por animales.

Células endoteliales: Células planas que revisten las cavidades serésas.

Cepas saprofita: Cepa bacteriana no patégena que vive a expensas del organismo.

Cepa patogénica: Cepa bacteriana con capacidad para reproducir los postulados de Robert Koch.
Depresion: Disminucion de la actividad vital en una parte o en la totalidad del cuerpo.

Disnea: Dificultad de respiracion.

Excretas: Término general asignado al desecho de materia del cuerpo tales como sudor, heces y
orina).

Extravasacion de células: Salida de hematies y/o células de los conductos circulatorios.

Fagocitosis: Proceso de ingestion y digestion de bacterias, particulas virales, debris celulares y/o
cuerpos extrafios por parte de los fagocitos principalmente los macrofagos.

Fenotipo: Conjunto de propiedades fisicas y quimicas manifiestas por un sujeto heredadas o no de
sus antecesores.

Fiebre: Sindrome clinico integrado por hipertermia, taquicardia, taquipnea, estado saburral,
guebrantamiento e intranquilidad o estupor.

Fibrinolisis: Disolucién de la fibrina por accion de proteinas con actividad enzimatica como la
fibrinolisina.

Genotipo: Contenido gendmico que es especifico de un individuo en forma de ADN y es el
conjunto de genes de un organismo.
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Hematodgena: Producido en la sangre o derivado de ella.

Hemoglobinemia: Presencia anormal de hemoglobina en el plasma debido a la destrucciéon de
eritrocitos.

Hemoglobinuria: Presencia de hemoglobina en la orina sin evidencia de eritrocitos.
Ictericia severa: Coloracion amarilla de la piel y mucosas.

Inmunoglubulinas: Anticuerpos.
Lasitud: Debilidad, desfallecimiento, cansancio y/o agotamiento.
Leptospiremia: Infection por leptospiras del rifién y del aparato reproductor.

Leptospiruria: Fase prodrémica caracterizada por una creciente concentracion de anticuerpos
(aproximadamente después de una semana desde el inicio de la infeccion), la orina y la corteza
renal en el estudio post mortem son el in6culo mas adecuado para el aislamiento de leptospiras
de los seres humanos. Los animales salvajes y domeésticos en el estado de portador puede verter
leptospiras intermitentemente durante muchos afios o incluso toda la vida, tiempo durante el cual
las leptospiras se pueden aislar de la orina y tejido renal.

Medidas contra epizodticas: Los indicadores de riesgo permiten recomendar las medidas contra
epizoodticas dirigidas a la disminucién del riesgo entre la poblacion susceptible, basadas en el
gjercicio de un riguroso control sanitario y la identificacion y segregacion de los animales
persistentemente infectados, las que comprenden las siguientes acciones fundamentales: Uso de
bio- estimulantes del sistema inmunoldgico en los animales; seleccion de animales improductivos
y/o0 longevos para enviarlos al sacrificio; observacion y segregacion de los animales enfermos y
presuntos enfermos para su evaluacion clinica; limpieza y desinfeccion, disposicion de excretas y
basuras, cuarentena sanitaria en el area afectada y vacunacion.

Nefritis intersticial focal: Superficie renal con mdltiples nédulos prominentes de coloracion
blanco-grisdceos (riion moteado de blanco) debidos procesos inflamatorios proliferativos.
Histoldgicamente es caracterizado por la presencia linfocitos, células plasmaticas e infiltracion de
histiocitos y fibrosis.

Patogénesis: Origen y desarrollo de la enfermedad, especialmente el modo como el estado
morboso afecta al individuo.

Reservorio: El individuo que alberga agente patdgenos propagadores de infecciones.

Respuesta humoral: Respuesta inmunol6gica mediada por anticuerpos y otras proteinas tales
como el complemento.

Seroconversion: Estimulacion de las células plasmaticas para producir anticuerpos dirigidos hacia
el antigeno especicico.

Titulos seroldgicos: Nivel y/o concentracion de anticuerpos en el suero.
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Transplacentario: Que atraviesa la membrana corio-amniotica invadiendo al feto.
Trombocitopenia: Disminucion de la cantidad de plaquetas de la sangre.

Uveitis autoinmune: Inflamacion de la cara posterior pigmentada del iris debido a la presencia de
anticuerpos y/o complejos autoinmunes.
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