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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue estimar la incidencia de sero-
conversion a Brucella abortus e identificar factores de riesgo
asociados en hatos lecheros de Michoacan, México, utilizando
técnicas de analisis de sobrevivencia. El estudio longitudinal
se realizé de diciembre 2001 a noviembre 2002. Los animales
fueron monitoreados mensualmente por 12 meses, mediante
la presencia de anticuerpos. Los datos sobre factores de ries-
go potenciales fueron obtenidos de entrevistas. Los factores
de riesgo fueron: tamafio de hato (2-9; 10-25 y 26-55 anima-
les), estado serologico del hato (seropositivo o seronegativo),
sexo (machos o hembras), grupo de edad (6-12; 13-24; 25-48
y 49-132 meses de edad) y origen del animal (nacido en el
rancho, comprado). Las incidencias acumulada y verdadera
fueron 2,34% y 1,97 x 1000 animales-mes a riesgo, respecti-
vamente. En el modelo proporcional de Cox, el riesgo de sero-
conversion fue 8,5 veces mayor para un animal en un hato se-
ropositivo en comparacion con un animal en un hato seronega-
tivo. La razédn de riesgo (RR) fue menor para los animales en
el grupo de edad mas joven (6-12 meses) y mayor para los
animales en el grupo de edad de 13 a 24 meses (RR = 9,05).
En conclusién, la incidencia de seroconversion a brucelosis
fue relativamente baja, la cual fue afectada por el estado sero-
l6gico del hato y grupo de edad.

Palabras clave: Brucelosis, incidencia, factores de riesgo, tro-
pico, México.
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ABSTRACT

The objective of this study was to estimate the incidence of se-
roconversion to Brucella abortus and to identify associated risk
factors in dairy herds of Michoacan, Mexico, using survival
analysis techniques. The longitudinal study ran from December
2001 to November 2002. Animals were tested monthly for 12
months, for the presence of antibodies. Data on potential risk
factors were obtained from interviews. Risk factors were: herd
size (2-9; 10-25 and 26-55 animals), herd serostatus (seroposi-
tive or seronegative), sex (male, female), age group (6-12; 13-
24; 25-48 and 49-132 months of age), and animal origin (born
in farm, purchased). The cumulative incidences and the inci-
dence density rates were 2.34% and 1.97 x 1000 animal-
months at risk, respectively. In the Cox proportional-hazard
model, the risk of seroconversion was 8.65 times greater for an
animal in a seropositive herd than for an animal in a seronega-
tive herd. The risk ratio (RR) was lowest for the animals in the
youngest age group (6-12 months) and highest for the 13-24
month old age group (RR = 9.05). In conclusion, the incidence
of seroconversion to brucellosis was relatively low; which was
associated with herd serostatus and age group.

Key words: Brucellosis, incidence, risk factors, tropics, Mexi-
co.

INTRODUCCION

El anadlisis de sobrevivencia es un procedimiento esta-
distico que considera el tiempo que un individuo contribuye al
estudio; es una técnica para datos censurados que permite a
los investigadores analizar datos incompletos debido al retraso
en la entrada o retiro temprano de individuos [2].
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La brucelosis es la zoonosis mas distribuida en el mun-
do, la cual tiene un impacto econémico importante sobre la in-
dustria ganadera y en la salud publica. Esta enfermedad redu-
ce el volumen de produccion de leche y carne en los animales
y aumenta los costos de produccion, asi como los dias no tra-
bajados y costos de hospitalizacion en los humanos [3, 17]. La
brucelosis afecta principalmente el sistema reproductivo de los
animales, causando pérdidas directas a los sistemas de pro-
duccién ganaderos debido a los abortos, infertilidad, reduccion
de remplazos, reducciéon de produccion de leche y muerte de
becerros [11]. El género Brucella incluye tres especies impor-
tantes para la patologia humana: B. melitensis que afecta pre-
ferentemente a cabras (Capras hircus), pero que puede afec-
tar a bovinos (Bos taurus-indicus) y cerdos (Sus scrofa domes-
ticus); B. abortus que es la principal responsable de la brucelo-
sis bovina y B. suis en cerdos. Los animales infectados disemi-
nan la bacteria a través de sus excreciones, productos de
aborto, secreciones vaginales y leche. La transmision a los hu-
manos puede ser a través del consumo de leche o sus deriva-
dos procedentes de animales infectados o por contacto directo
con los animales [14, 17]. La brucelosis se considera endémi-
ca en todo México y existe un programa de control que cubre
todo el pais. Este incluye la cuarentena de importaciones, con-
trol de movilizacién, muestreos voluntarios y vacunacion [9].

Entre los factores importantes que contribuyen a la inci-
dencia y distribucion de la brucelosis entre y dentro de hatos
se mencionan: el sistema de produccion, el tamafio del hato, la
densidad animal, la falta de higiene en el corral, el tener bovi-
nos y pequefios rumiantes en el rancho, el movimiento no con-
trolado de animales, el pastoreo comunal y el mezclado de
animales entre hatos [7, 8, 12].

El objetivo del presente estudio fue estimar la incidencia
de seroconversion para brucelosis bovina e identificar los fac-
tores de riesgo asociados utilizando la metodologia de analisis
de sobrevivencia.

MATERIALES Y METODOS

Localizacién y clima

El estudio se realizé en las localidades de Cotzio y Teja-
ro, Michoacan, México. El clima de la region es templado con
lluvias en verano. La maxima precipitacion ocurre en julio
(1.060 mm?®) con un promedio de 772 mm?® y un minimo de 487
mm? en enero. Los promedios anuales de humedad relativa y
temperatura son 56,6% y 17,7°C, respectivamente [5]. Cotzio y
Tejaro estan localizados cerca de Morelia, la capital del estado
de Michoacan, los cuales son importantes lugares para la pro-
duccion de leche dentro del valle Morelia-Queréndaro. La pro-
duccién de leche es practicada por familias rurales de bajo es-
trato socio econdmico y ocupa el segundo lugar como activi-
dad econdmica en la regién, con un inventario de 154 hatos y
3.180 vacas aproximadamente. Los hatos son pequefios (2-55
animales) con animales principalmente de la raza Holstein.

Las vacas son mantenidas en establos construidos de tabi-
ques o concreto, sin piso o con pisos de concreto. Las vacas
eran ordefiadas a mano, dos veces al dia, con una producciéon
de aproximadamente 14,8 litros/vaca y alimentadas con alfalfa
(Medicago sativa) fresca y rastrojo de maiz (Zea mays) en los
meses de escasez de pasto (abril y mayo). Los animales se
reproducian principalmente por monta natural. La profilaxis no
era una practica comun en la region; sin embargo, la vacuna-
cion cuando se hacia era principalmente contra la rabia, pas-
teurelosis y carbén sintomatico.

Disefio y poblacién de estudio

En el afio 2.000 se realizdé un estudio transversal utili-
zandose 62 hatos seleccionados para estimar la prevalencia y
factores de riesgo asociados a brucelosis [16]. Posteriormente,
todos los animales seronegativos de los 62 hatos evaluados
fueron incluidos en un estudio prospectivo realizado de diciem-
bre 2001 a noviembre del 2002. Los animales seronegativos,
mayores de seis meses en cada hato, fueron muestreados por
12 meses por la presencia de anticuerpos. Se consideré6 como
evento a un animal que seroconvirtié durante el periodo. Los
animales fueron identificados individualmente en la oreja con
aretes numerados. El estado seroldgico de los animales a ries-
go se consideré como un indicador de infeccién, porque la va-
cunacion contra esta enfermedad no se practicaba en la re-
gién. Se obtuvo informacion de los factores de riesgo tales
como: tamafo de hato, estado serologico del hato, edad, sexo
y origen de los animales, del estudio de prevalencia y de las vi-
sitas mensuales, para los animales de nuevo ingreso. La pobla-
cion a riesgo al inicio del estudio fueron todos los animales se-
ronegativos de los 62 hatos (n=889 animales). EI nimero total
de animales (n=993) y hatos para cada nivel de los factores de
riesgo se presentan en la segunda columna de la TABLA I. El
tamario de hato se defini6 como el niumero de animales en el
hato (positivos o negativos) al inicio del estudio. El estado sero-
l6gico del hato se refiere a un hato con dos 0 mas animales se-
ropositivos, basado en los datos del estudio transversal [16].

Muestreo y analisis de laboratorio

Se colectaron muestras de sangre (10 mL) de la vena
coccigea de cada animal, mediante agujas desechables (21 x
1% mm) y tubos vacutainer y se transportaron en hielo al labo-
ratorio. Las muestras se centrifugaron a 2.000 g por 10 minu-
tos en una centrifugadora Damon (Modelo DPR 6000, Division
Damon/IEC, EUA) para obtener los sueros, los cuales, se
transfirieron a viales identificados y se conservaron en un con-
gelador (marca VWR, modelo 5700; VWR Sales group, EUA) a
—20°C hasta su procesamiento. Las muestras de sangre se co-
rrieron para determinar anticuerpos contra Brucella abortus
con un kit de ELISA competitivo (Brucella abortus-Ab C-ELISA,
Svanova Biotech AB: 10-2701-10, SE-751 83 Uppsala, Suecia)
con sensibilidad y especificidad de 94,0 y 98,7%, respectiva-
mente. Los sueros con un porcentaje de inhibicion mayor o
igual a 30 se consideraron positivos.
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TABLA |
INCIDENCIA Y PRUEBA DE IGUALDAD DE LAS CURVAS DE SEROCONVERSION POR NIVEL DE LOS FACTORES
DE RIESGO EN UN ESTUDIO LONGITUDINAL PARA ANTICUERPOS CONTRA LA INFECCION POR Brucella abortus
EN HATOS LECHEROS DE MlCHOACAN, MEXICO / INCIDENCE AND TEST OF EQUALITY OF THE SEROCONVERSION CURVES BY RISK
FACTOR LEVELS IN A LONGITUDINAL STUDY AGAINST THE INFECTION OF Brucella abortus IN DAIRY HERDS OF MICHOACAN, MEXICO

Factores de riesgo N° de Sero- Incidencia Animal-meses a TIV Valor de P
animales™ convirtieron acumulada riesgo (Log rank)
Tamafio de hato 0,6656
2-9 177(24) 2 1,42 1.778,5 1,19
10-25 273(19) 6 3,07 2.692,5 2,60
26-55 543(19) 9 2,30 5.281,0 1,94
Estado del hato 0,0001
Seronegativo 723(49) 0,76 7.273,5 0,63
Seropositivo 270(13) 13 7,14 2.468,5 6,17
Sexo 0,2359
Hembra 868 17 2,52 8.872,5 2,13
Macho 125 0,00 869,5 0
Edad (meses) 0,0030
6-12 264 1 0,70 2.248,0 0,59
13-24 180 9 6,29 1.825,0 5,41
25-48 286 5 2,16 3.017,5 1,82
49-132 263 2 1,04 2.651,5 0,87
Origen del reemplazo 0,1948
Propio hato 788 16 2,70 7.913,0 2,28
Otros hatos 205 0,53 1.829,0 0,44

*(Entre paréntesis el nimero de hatos).

Analisis de los datos

Los datos de todos los animales al inicio del estudio
(889) y de nuevos ingresos (104) que completaron al menos
una visita fueron incluidos en el analisis estadistico. Por lo tan-
to, los datos estaban agrupados a nivel de rancho y el evento
de interés en este estudio fue el tiempo de seroconversion.

Analisis de sobrevivencia y determinacion de la incidencia

Los datos de la permanencia, en meses, de los animales
seronegativos, hasta el final del periodo de monitoreo, vendi-
dos o muertos se consideraron censurados a la derecha. El
tiempo de sobrevivencia (tiempo de seroconversion) fue el nu-
mero acumulado de animales mes hasta la seroconversion. La
incidencia acumulada (lA) de la infeccion a brucelosis se cal-
culé mediante el método de tabla de vida a través del procedi-
miento PROC LIFETEST del SAS [10]. El promedio de la tasa
incidencia verdadera (TIV) se estim6 usando la ecuacion
TIV = —logaritmo natural (1 — A)/periodo, derivada de la ecua-
cién 1A = 1 — e TV'periodo [4]- donde periodo es la duracién de 12
meses del estudio y e es la base de los logaritmos naturales.
Para probar la igualdad de las funciones de sobrevivencia en-
tre los niveles de los factores de riesgo, se utilizé la prueba
Log rank [10].

TIV = Tasa de incidencia verdadera (x1000 animales-mes a riesgo).

Analisis proporcional de Cox

En este estudio, la funcion de riesgo fue la probabilidad
condicional de que un animal seroconvierta entre un mes dado
(t1) y el siguiente (t2), dividido entre la probabilidad de que el
animal no haya seroconvertido hasta el mes ti. EI modelo pro-
porcional de Cox fue

h(t) =hee™

donde: h(f) es el riesgo en un intervalo de tiempo dado, hy es
el riesgo base (el riesgo que se obtendria si no se incluyera
ningun factor de riesgo en el modelo), y i es el coeficiente de
regresion para la ji-ésima variable explicativa. La razon de ries-
go en la situacion donde el factor de riesgo X esta presente
versus la situacion donde el factor de riesgo X esta ausente,
esta dada por la formula [2]:

h(t,X =1) :eﬂ,'X,'
h(t,x =0)

El tiempo de seroconversion se describié usando un
analisis de regresion de riesgo proporcional de Cox (Cox pro-
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portional hazard regression analysis) para identificar variables
explicativas asociadas con la seroconversién a brucelosis. Las
variables explicativas, estadisticamente significativas (P<0,1)
en el analisis de sobrevivencia se incluyeron en el modelo de
regresion de riesgo proporcional de Cox. Para ajustar por la
posible correlacion dentro de hatos se utilizé la opcion ‘c-
ovsandwich [aggregate]’ del procedimiento PHREG del SAS
[10]. Para identificar efectos significativos de las interacciones
simples entre las variables explicativas, éstas fueron adiciona-
das sucesivamente al modelo marginal multivariable. Las inte-
racciones no significativas (P>0,05) en la prueba de verosimili-
tud) fueron eliminadas. Los limites de confianza de las razones
de riesgo (RR) en el modelo final se basaron en la prueba de
Wald [2]. El modelo final incluy6 las variables: estado serolégi-
co del hato y grupo de edad del animal. Las suposiciones de
proporcionalidad del modelo de Cox para las variables explica-
tivas significativas se evaluaron por la no significancia de la in-
teraccion de la variable tiempo con cada una de las variables
explicativas incluidas en el modelo.

Para facilitar la interpretacion de las razones de riesgo, el
tamafio de hato se agrupd como una variable categérica con
tres estratos: de 2 a 9, de 10 a 25 y de 26 a 55 animales. Hatos
con 0 6 1 animal seropositivo se consideraron negativos y hatos
con 2 0 mas animales positivos se consideraron positivos; esto
debido a que la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELI-
SA de competencia no era del 100%. Otros factores de riesgo
fueron: sexo (macho o hembra), grupo de edad (6-12; 13-24;
25-48 y > 48 meses) e origen del animal (nacido en el rancho o
comprado). Los datos de los animales se usaron para determi-
nar si la incidencia de los animales estaba asociada a las varia-
bles explicativas (factores de riesgo) antes mencionadas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Incidencia

De los 993 (889 al inicio) animales estudiados, 17 sero-
convirtieron y 976 fueron censurados (9.740 animales-mes a
riesgo). Durante el periodo de estudio, 284 animales fueron
vendidos, uno muri6 de anaplasmosis y 104 fueron introduci-
dos (comprados o autoreemplazos). La incidencia acumulada
general durante los 12 meses de estudio fue 2,34% vy la tasa
de incidencia verdadera (TIV) fue 1,97 por 1.000 animales-
mes a riesgo. Las incidencias para cada nivel de los factores
de riesgo se presentan en la TABLA |. Las incidencias acumu-
ladas para los hatos seronegativos y seropositivos fueron 0,76
y 7,14%, respectivamente. En ambos grupos de animales, el
primer caso de seroconversion se detectdé a los 3 meses de
exposicion. Las TIV fueron 0,63 y 6,17 x 1.000 animales-mes
a riesgo para los hatos seronegativos y seropositivos. Los ani-
males pertenecientes al grupo de edad de 6-12 meses tuvie-
ron las incidencias acumuladas mas bajas (0,70%) y los ani-
males del grupo de edad de 13-24 meses tuvieron las inciden-
cias mas altas (6,29%).

La presencia de nuevos casos de seropositividad a bru-
celosis en los hatos estudiados (2,34%) confirma la exposicion
y posible circulacion del agente etiolégico, el cual puede estar
causando la enfermedad en la poblaciéon animal de Cotzio-Te-
jaro, Michoacan. No se encontraron en la literatura valores de
incidencia para la seroconversion a brucelosis; sin embargo, la
incidencia de anticuerpos a B. abortus encontrada es menor al
rango de prevalencias notificadas para ganado lechero en Ti-
juana, México 6,4% [8] y 9,2% [12]. Esto es debido a que, co-
munmente los valores de prevalencias son mayores que los de
incidencia.

Analisis de sobrevivencia y analisis proporcional de Cox

El anadlisis de sobrevivencia no mostrdé diferencias
(P>0,10) entre niveles de los factores tamario de hato, sexo y
origen de los animales, pero se observaron diferencias para el
estado serolégico del hato y grupo de edad (TABLA I). Similar-
mente, en la regresion de riesgo proporcional de Cox, el esta-
do serologico del hato y el grupo de edad fueron significativos
(P<0,001). Las curvas de seroconversion por nivel para cada
uno de los factores de riesgo fueron paralelas y la interaccion
de la variable tiempo con los factores no fueron significativas
(P>0,10) indicando que la suposicién de riesgo proporcional
del modelo de Cox se cumplio.

El inicio, propagacion y persistencia de la brucelosis bo-
vina en los hatos son funcién de una serie de factores relacio-
nados con las caracteristicas de la poblacion animal, tipo de
manejo y las caracteristicas biolégicas de la enfermedad. En-
tre los factores que influyen en la transmisiéon de la brucelosis
se citan: la introduccion de animales y la presencia de anima-
les seropositivos en el hato [13]. En este estudio, los animales
en los hatos considerados seropositivos tuvieron mayor riesgo
de infeccion (RR = 8,65) que aquellos en los hatos seronegati-
vos (TABLA II), lo que indica que el contacto de animales in-
fectados con animales susceptibles son una causa de disemi-
nacion de la enfermedad en el hato. Segun algunos autores, el
contacto entre animales de diferentes edades, aumenta el ries-
go de infeccién [11, 14]. Ademas, la proximidad de hatos infec-
tados con hatos libre de brucelosis puede ser importante para
la transmision de la enfermedad entre hatos. La presencia y
distribucion de la infeccién dentro de los hatos dependera de
la proporcion de animales susceptibles y la existencia o no de
programas de medicina preventiva [6].

El efecto del grupo de edad estuvo asociado con la se-
roincidencia: animales del grupo de edad mas joven (6-12 me-
ses) tuvieron el menor riesgo (RR= 1) y los animales en el gru-
po de edad de 13-24 meses tuvieron el mayor riesgo de sero-
positividad (RR= 9,05) (TABLA Il). La mayor incidencia para el
grupo de edad de animales con 13-24 meses de edad sugiere
que esta etapa de la vida es la de mayor riesgo. La susceptibi-
lidad a la infeccién esta mas relacionada con la madurez se-
xual que con la edad per se y, por ello, los animales jévenes
sexualmente inmaduros generalmente no se infectan luego de
la exposicion o se recuperan rapidamente [1]. Después de la
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TABLA Il
RAZON DE RIESGO E INTERVALOS DE CONFIANZA PARA ALGUNOS FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS
CON BRUCELOSIS EN HATOS LECHEROS DE MICHOACAN, MEXICO / RISK RATIOS AND CONFIDENCE INTERVALS FOR SOME
RISK FACTORS ASSOCIATED WITH BRUCELLOSIS IN DAIRY HERDS OF MICHOACAN, MEXICO

Factor de riesgo N b S.E. RR? 95%IC*?

Estado seroldgico del hato

Positivo 723 2,16 0,59 8,65 2,72; 27,56

Negativo 270 - - 1 -
Grupo de edad (meses)

6a12 264 - - 1 -

13a24 180 2,20 1,04 9,05 1,17; 70,10

25a48 286 1,25 1,07 3,50 0,43; 28,50

> 48 263 0,82 0,25 2,26 1,38; 3,70

N = Numero de animales. ;b = Coeficientes de regresién. S.E.= Error estandar de b. RR = Razoén de riesgos. 95% IC = Intervalo de confianza

al 95%. ®Ajustado por efecto de hatos.

madurez sexual, la edad no parece ser un determinante a con-
siderar [1]. La disminucién de incidencia para el grupo de eda-
des mayores de 24 meses podria explicase como un efecto
del desecho de animales improductivos, algunos de los cuales
por causas asociadas a la brucelosis (problemas reproductivos
y disminucién de la produccion lactea).

Aun cuando, el origen de los animales, en el presente
estudio, no fue un factor de riesgo importante (P>0,10), estu-
dios de seccion cruzada con ganado para carne [15] y ganado
lechero [8] en México indican que el origen de los animales es
un factor de riesgo potencial para otras enfermedades. Asimis-
mo, otros autores, también en estudios de seccién cruzada in-
dican que el tamafo de hato es un factor de riesgo para la se-
ropositividad a la brucelosis bovina [13]. Posiblemente, como
la diferencia en el tamafio de los hatos en la region de Cotzio-
Tejaro no es muy grande (rango 2-43 vacas) ello no permitio
detectar diferencias; de igual modo, tamafios de hato muy dife-
rentes pueden estar asociados a sistemas de produccion vy
practicas de manejo diferentes, por lo que tamafio de hato
puede ser considerado como un factor de confusion.

La baja incidencia encontrada en este estudio y las ba-
jas seroprevalencias de hato y animal reportadas en la region
[16], sugieren la implementacion de un programa de elimina-
cién de animales seropositivos que permita la segregacion de
serotipos. La Norma oficial mexicana [9] establece las politicas
para este tipo de escenarios; sin embargo, para su ejecucion
es conveniente involucrar a ganaderos y autoridades para de-
terminar el programa de accion correcto.

CONCLUSION

La presencia de nuevos casos (2,34%) de seroconver-
sion contra Brucella abortus indica que, el agente causal de la

brucelosis esta circulando en los hatos lecheros de la region
de Cotzio-Téjaro, Michoacan. La incidencia de la enfermedad
fue influenciada por el estado sanitario del hato y por la edad
de los animales. Por lo tanto, se recomienda la aplicacion es-
tricta de la norma mexicana contra la brucelosis para mantener
los hatos seronegativos y establecer programas de manejo de
animales por grupo de edades, para evitar el contagio de los
animales adultos hacia los jovenes.
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