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Resumen

La oncocercosis, también conocida como ceguera del rio, es una enfermedad tropical desaten-
dida (ETD) transmitida por la mosca negra Simulium sp. y causada por el nematodo Onchocerca
volvulus, en el pasado esta se encontraba distribuida a lo largo de Ameérica Latina y Africa, pero
gracias a los diferentes programas de control y monitoreo se ha logrado eliminar su transmisién en
diferentes paises. Guatemala desde el 2016 forma parte de esta lista, sin embargo atn existe la pro-
babilidad de una reemergencia o reintroduccién a causa de las migraciones hacia el pafs. Para evitar
esto la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) recomienda la implementaciéon de instrumentos
altamente sensibles y especificos como parte de la vigilancia epidemiolégica post-eliminacion de la
transmisién. Es por ello que en la presente investigacion se desarrolldé un protocolo para la deteccion
y analisis de anticuerpos IgG e Ig(G4 especificos para el antigeno recombinante OV16, OV17 y OV33
de O. volvulus por ensayo multiplex usando la tecnologia Luminex®). Se desarrollaron protocolos
normados de operaciéon para cada uno de los procedimientos claves de la preparaciéon y deteccion de
los anticuerpos utilizando el equipo Luminex@® MAGPIX ®) siguiendo los lineamientos establecidos
por WHO. Ademas, se elabor6 un algoritmo en R para el anélisis e interpretacion de resultados,
su funcionalidad se evalu6 utilizando una base de datos con 610 resultados de pacientes con ETDs,
incluyendo oncocercosis, recolectados a nivel mundial en varios estudios. El algoritmo elaborado fue
capaz de analizar los resultados de una corrida de proveniente de un ensayo miltiplex. Se recomien-
da realizar la validacion de los protocolos elaborados para la implementacion del ensayo como una
herramienta para la vigilancia de oncocercosis en el pais.
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Abstract

Onchocerciasis, also known as river blindness, is a neglected tropical disease (NTD) transmitted
by the black fly Simulium sp. and caused by the nematode Onchocerca volvulus, in the past it re-
mained distributed throughout Latin America and Africa, but with the implementation of different
control and monitoring programs, its transmission has been eliminated in different countries. Guate-
mala has been part of this list since 2016, however there still exists the probability of a re-emergence
or reintroduction due to migration to the country. To avoid this, the World Health Organization
(WHO) recommends the implementation of highly sensitive and specific instruments as part of the
epidemiological surveillance post-elimination of transmission. That is why in the present research,
was developed a protocol for the detection and analysis of IgG and IgG4 antibodies specific for the
recombinant OV16, OV17 and OV33 antigen of O. volvulus by multiplex assay using Luminex®)
technology. Normative operating protocols were developed for each key procedures in preparation
and detection of antibody using the Luminex® MAGPIX®) technology, following the guidelines
established by the WHO. In addition, an algorithm was developed in R for the analysis and inter-
pretation of results, its functionality was evaluated using a database with 610 results of patients
with NTDs, including onchocerciasis, collected worldwide in several studies. The algorithm develo-
ped was able to analyze the results of a multiplex assay run. It is recommended to carry out the
validation of the protocols developed for the implementation of the trial as a tool for the surveillance
of onchocerciasis in the country.
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CAPITULO 1

Introduccién

Este trabajo de investigacion tuvo como finalidad el desarrollo de un protocolo para la deteccion
y analisis de anticuerpos IgG e Ig(G4 especificos para el antigeno recombinante OV16, OV17 y OV33
de Onchocerca volvulus por ensayo miltiplex. En la actualidad la transmision de la oncocercosis se
encuentra eliminada del pais sin embargo, es una enfermedad que atn no se ha logrado erradicar
del mundo por lo que se corre un riesgo de reintroduccion o reemergencia. Aqui es donde entra la
elaboracién de protocolos para la vigilancia epidemiolégica post-eliminaciéon, que tienen como ob-
jetivo la deteccion temprana de una infeccién y su posterior tratamiento. La herramienta utilizada
para su deteccion es el ELISA OV16, considerado como el estandar de oro, pero ha surgido la ne-
cesidad de implementar instrumentos més sensibles y de mayor alcance como un ensayo multiplex.
Esta permite el analisis y deteccién de miltiples analitos de manera simultanea dentro de un mismo
volumen de muestra; en Guatemala no existe ningin registro de su implementaciéon o uso como
herramienta de vigilancia epidemioldgica. Por eso se desarrollaron protocolos tanto para los proce-
dimientos claves involucrado en la deteccién de los anticuerpos descritos con anterioridad utilizando
el equipo Luminex® MAGPIX ®), como para aquellos comprendidos en el analisis de respuesta de
los anticuerpos.

Los protocolos elaborados siguieron los lineamientos y recomendaciones de la Organizaciéon Mun-
dial de la Salud, utilizando el formato establecido por el laboratorio de Leishmaniasis y Oncocercosis
del Centro de Estudios en Salud (CES). Ademas, se elabord un algoritmo en R para el andlisis e
interpretacion de resultados cuyo funcionamiento fue evaluado al someter una base de datos de onco-
cercosis y otras parasitosis, el despegamiento correcto de todos los estadisticos y graficas confirmé su
funcionamiento y poder de analisis. Se logré elaborar el protocolo para el acoplamiento del antigeno
OV16, OV17 y OV33 de O. volvulus a las microesferas xMAP®), mismo que puede ser modificado
para el acoplamiento de otros antigenos caracteristicos de ETDs de la regién. Esto tiene grandes
implicaciones sobre el sistema de vigilancia, pues puede ser utilizado como una plataforma para la
deteccion de multiples enfermedades endémicas.



CAPITULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Desarrollar un protocolo para la deteccidon y analisis de anticuerpos IgG e IgG4 especificos para
los antigenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus por ensayo multiplex.

2.2. Objetivos especificos

= Elaborar Protocolos Operacionales Estandarizados para el acoplamiento de los antigenos OV16,
OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus a las microesferas xMAP®).

= Elaborar Protocolos Operacionales Estandarizados para las condiciones de corrida del ensayo
multiplex para la deteccion de anticuerpos IgG e IgG4, contra los antigenos recombinantes
OV16, OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus.

s Elaborar Protocolos Operacionales Estandarizados y un cédigo en R para el anéalisis de los
resultados en el equipo multiplex MagPix®).



CAPITULO 3

Justificacién

Las enfermedades tropicales desatendida (ETD) son un conjunto de enfermedades transmisibles,
en areas tropicales y subtropicales, que deja severas secuelas a los infectados y la morbilidad ocasio-
nada genera pérdidas econdémicas para el paciente, su familia y el pais. Estas enfermedades requieren
tratamientos prolongados, lo que también constituye una carga para los servicios de salud. La Or-
ganizacion Mundial de la Salud (OMS) ha desarrollado diferentes iniciativas para la eliminacion y
control de las ETDs como el dengue, chinkungunya, leishmaniasis y oncocercosis, entre otras. Estos
esfuerzos han logrado eliminar la transmision de algunas ETDs de varios paises latinoamericanos.

Una de las ETDs es la oncocercosis o ceguera del rio, que es causada por el nematodo O. volvulus y
transmitida por moscas negras (simulidos) infectadas. La enfermedad se manifiesta con cambios en la
piel (ej.hiperpigmentacion, atrofia de la piel ), nodulos subcutaneos o afecciones oculares que pueden
llegar a ceguera permanente (World Health Organization (WHO), |2019). En Guatemala, desde el
2016, se certificod la eliminacion de la transmision de esta enfermedad en los cuatro focos que tuvo el
pais. Pero, de acuerdo a los lineamientos de la OMS, para mantener esta certificaciéon es necesario
seguir realizando la vigilancia de la enfermedad. Dado que la transmision ya esté eliminada, las
herramientas de vigilancia para la detecciéon de una reemergencia o reintroducciéon de la enfermedad
deben de ser mucho més sensibles y especificas (Organizacion Panamericana de la Salud (PAO),
[2018} [Takaoka y Suzuki, 2015]).

Es por ello que es necesario continuar con la bsqueda de nuevas herramientas de diagnoéstico que
puedan incorporarse a las estrategias de vigilancia, especialmente pruebas con una alta sensibilidad
que permitan detectar la presencia de anticuerpos en contextos de muy baja transmision. Este es el
caso de poblaciones de areas que fueron endémicas para la oncocercosis y que estan en riesgo de una
reintroduccion de la enfermedad por poblaciones migrantes de paises con transmisiéon activa u otros
(Gustavsen, Hopkins, y Sauerbrey, 2011)).El multiplex, es un ensayo que permite detectar y cuanti-
ficar multiples analitos utilizando volimenes pequenos de muestra y en tiempos més cortos (Boivin,
[Coté, Déry, De Serres, y Bergeron| 2004, [Breen, Tan, y Khan| [2016; [Pedram y cols.| 2017).Como
inmunoensayo una de sus ventajas es que existe la posibilidad de analizar simultdneamente antigenos
para los que podria haber una reaccién cruzada con oncocercosis, como otros helmintos transmitidos
por el suelo, filarias. Esto es especialmente importante para paises de América como Brasil, o de
Africa Central en donde coexisten enfermedades como la oncocercosis y la filariasis linfatica
[y cols.} 2018; Wu y cols., 2004)).

Esta clase de prueba tiene capacidad de deteccién de concentraciones pequeinias del analito
(pg/ml), lo cual hace que su sensibilidad sea alta. La especificidad dependera de la molécula de



captura que se esté utilizando. Este tipo de ensayos han servido para estandarizar procedimientos
de deteccion de Plasmodium falciparum y Human orthopneumovirus (Fonseca y cols., 2017)).




CAPITULO 4

Marco tedrico

4.1. Generalidades de la enfermedad

La oncocercosis, o también conocida como ceguera del rio, es causada por el gusano nematodo
Onchocerca volvulus y transmitido por la mordedura de una mosca negra Simulium sp. Esta es una
enfermedad crénica y progresiva, que se caracteriza por tener periodos asintométicos largos en los
hospederos (Burton, [2009).

La infeccién causa afecciones cutaneas cuyas manifestaciones dependen del hospedero y de la
etapa de infeccion. Segtun Hoerauf, Mand, Adjei, Fleischer, y Bittner| (2001), existen cinco tipos
de lesiones caracteristicas en la piel: (1) oncodermatitis papular aguda, pequenias papulas que se
ubican en las extremidades y provocan picazon, (2) oncodermatitis papular crénica, papulas hiper-
pigmentadas que se localizan principalmente en gluteos, cintura, hombros y de picazén menor, (3)
oncodermatitis liquenificada, las papulas presentan picazon extrema, (4) atrofia de la piel, debido a
la inflamacién cronica el hospedero presenta una pérdida de la elasticidad en el area afectada y (5)
despigmentacion manchada, se observa sobre todo en antebrazo, torso y dorso de las manos.

Las lesiones oculares se manifiestan en diferentes segmentos del ojo. La presencia del nematodo
en la parte anterior del ojo puede causar uveitis anterior, también conocida como iritis, que es la
inflamacion del globo ocular. La falta de tratamiento promueve el desarrollo de sinequias, cataratas
y glaucoma. Todas llevaran a la pérdida permanente de la vision (Enkl 2006; |Zouboulis|, 2018)).Si la
afeccion sucede en el segmento posterior del ojo, puede causar atrofia del epitelio pigmentario de la
retina o una neuritis 6ptica. Algunos sintomas que se presentan antes de la ceguera son: picazon,
enrojecimiento, dolor, fotofobia, queratitis difusa y visiéon borrosa (Enkl, 2006]).

4.2. Ciclo de vida del parasito

4.2.1. Insecto vector

Las hembras de Simulium sp. se infectan al ingerir sangre con microfilarias (MF) de una per-
sona infectada. Una vez dentro del similido las MF migran hacia los musculos torécicos donde se
desarrollan a larvas de primer estadio (L1) y pasan por el segundo estadio (L2) hasta llegar a ser



larvas infectivas de tercer estadio (L3). Este desarrollo sucede en un periodo de 10 a 12 dias, una vez
completo el desarrollo a larva L3, migra al hemocele y desde alli se dirige a la cabeza para ubicarse
en la proboscis del similido. Siendo capaz de infectar a un mamifero en su proxima ingesta de sangre
(Boatin y Richards Jr, 2006; Higazi y cols., 2005; Hopking y Boatin, [2011).

4.2.2. Hospedero mamifero

El hospedero es infectado una vez el simulido lo muerde para ingerir sangre, depositando las
larvas infectivas de O. wvolvulus que se desplazan a los tejidos subcuténeos. Las MF se alojan en
este tejido formando noédulos subcutaneos y continian su desarrollo hasta gusanos adultos capaces
de reproducirse. La hembra se reproduce dentro del nédulo, liberando MF. El tiempo de vida de
estas, es de 12 — 15 meses, durante los cuales circularén en: la sangre, orina y esputo del hospedero
(Centers for Disease Control and Prevention (CDC), [2017; [E. Cupp, Sauerbrey, y Richards| 2011)).
Este ciclo puede observarse mejor en la Figura [4.1]

Figura 4.1: Ciclo de vida de O. volvulus
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4.3. Distribuciéon

4.3.1. Nivel mundial

En la actualidad se estima que alrededor de 17 millones de personas se encuentran infectadas de
con O. volvulus y que alrededor de 198 millones se encuentran en riesgo de contraerla
[Joni, Sodahlon, y K| 2018). La mayoria de personas infectadas residen en alguno de los 28 focos del
Africa subsahariana: Angola, Benin, Burkina Faso, Burundi, Camertn, Republica Centroafricana,
Chad, Republica del Congo, Costa de Marfil, Republica Democrética del Congo, Guinea Ecuatorial,
Etiopia, Gabon, Ghana, Guinea, Guinea-Bissau, Kenia, Liberia, Malawi, Mali, Mozambique, Niger,
Nigeria, Ruanda y Senegal (Lawrence y cols., 2018]).

También se ha reportado su presencia en Yemen, y en América Latina todavia esté presente en el
foco Yanomami que comprende Brasil y Venezuela, véase Figura (Ono, Hiratsuka, y Murakamil

2010).

Figura 4.2: Distribuciéon mundial de oncocercosis 2017
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4.3.2. América

En América Latina actualmente solo se reportan casos en Brasil, cuyo foco principal es Amazonas-
Roraima, y Venezuela, que posee un solo foco activo, el Foco Sur (Onchocerciasis Elimination Pro-|
lgram for the Americas (OEPA), 2019; Rodriguez y Lizarazo, 2010).

Los paises que han sido certificados para la eliminacion de la transmision de la oncocercosis
son, Colombia en 2013, Ecuador en 2014, México en 2015 y Guatemala en 2016. Todos los anterio-
res cuentan con un protocolo de vigilancia pos-interrupciéon de transmision (Carvajal, Saldarriaga,|




[Escudero, y Restrepo, [2016).

4.3.3. Guatemala

Antes de la eliminacion de la transmision, el pais tenia el mayor nimero de personas en riesgo en
América. El foco principal era el Foco Central (comprendido por un area que abarca Suchitepéquez,
Chimaltenango y Solol4), seguido por el foco Escuintla-Guatemala, Santa Rosa y Huehuetenango.
Para eliminar la transmision, las autoridades utilizaron los lineamientos planteados por la OMS,
contemplando dos rondas de tratamiento, al ano en las comunidades elegibles. Estas rondas fueron
realizadas hasta 2011, cuando se comprob6 que la transmisiéon habia sido interrumpida en todos
los focos y se interrumpi6 la medicacion masiva con IVM y se inici6 la vigilancia epidemiologica
post-tratamiento. En 2014, se realiz6 la tltima evaluacién entomologica, con la que no se detectod
infeccion en los vectores (Griswold y cols.) [2018} |[F. Richards y cols., [2015} [Sauerbrey, Rakers, y|

Richards| BOLS).

En este punto, el pais solicit6 a la OMS la certificacion de la eliminacién, para entonces los criterios
utilizados fueron los establecidos en los lineamientos de la OMS publicados en el 2001. Dentro de
estos criterios se encontraba que debia de haber una ausencia de infeccién por O. volvulus en el
vector, lo cual se determiné a través del PCR 0-150 (WHO, 2016)).Ante la ausencia de infeccion en
el vector, el Ministerio de Salud preparé el informe de pais y solicit6 la verificacion de la eliminacién
de la oncocercosis a la OMS. Luego de la visita del equipo de verificacion de la OMS en el 2016,
Guatemala obtuvo la certificacion de la eliminacion de la transmision (Richards y cols., 2015; WHO,
2016).

4.3.4. Vectores

El tnico vector de la oncocercosis son los simulidos, pertenecientes al género Simulium spp.
Existen alrededor de 1, 000 especies identificadas alrededor del mundo, varias de ellas son vectores
de la enfermedad para humanos. Estas son pequenas y como su nombre lo dice la mayoria son
de color negro/gris, aunque algunas especies como S. ochraceum son color amarillo claro
|Catteruccial, [2019).

Las hembras pertenecientes a este género son hematofagas. Lo que indica que adquieren los
nutrientes necesarios para la maduracion de los huevos de sangre de vertebrados. Para la ovoposicion
la mosca emplea dos métodos de seleccion: quimica y visual, lo cual le permite elegir el mejor sitio
para depositar los huevos, en superficies himedas, usualmente rocas. A diferencia de Anopheles spp.
las hembras buscan ovopositar en estructuras sumergidas agua limpia de rios con corriente suave
(Mantilla, Moncada, Matta, y Adler},2014). Los machos, por otra parte, basan su dieta en el consumo
de azucares usualmente de jugos provenientes de plantas (Adler y McCreadie| [2019)).

Para que el huevo se desarrolle, la larva requiere de un promedio de una semana, dependiendo
de la especie de simulido. A partir de alli, la etapa de pupa puede durar hasta 4 semanas o bien de
8-12 dias, como es el caso de la S. damnosum, y la mosca adulta puede vivir hasta cuatro semanas.
Su ciclo de vida puede observarse en la Figura [£.3]

El S. ochraceum era el vector de la enfermedad en los focos de México y Centroamérica. En el
foco activo de Venezuela los principales vectores son S. guianense y S. oyapockense. Mientras que en
los paises de Africa Central y del este es el S. neavei y S. damnosum (Adler, Hamada, Cavalcante do)
[Nascimento, y Grillet}, 2017 Botto y cols.| [2016).




Figura 4.3: Ciclo de vida de la Simulium spp
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4.4. Animales reservorios

Oficialmente, el principal reservorio animal de este nematodo es el ser humano. Sin embargo,
se ha determinado que animales como los antilopes y bufalos son posibles reservorios. Pero no es
patogeno para ninguno de ellos. Y ambos estan distribuidos alrededor de Africa, lo cual dificultara
el control de la enfermedad en esta region (Brattig, 2004; Koroma y cols.| [2018)).

4.5. Tratamiento de la Oncocercosis

Ivermectina (IVM)

Es un medicamento derivado de la avermectina, producida por la actinobacteria Streptomyces
avermitilis. Desde su descubrimiento a finales de 1970s, se ha utilizado como tratamiento contra
distintos parasitos. Y desde 1988 se utiliza como el principal tratamiento en contra de O. volvulus
como microfilaricida (Crump y Omural, [2011)).

La IVM acttia a nivel de los canales de cloruro activados por glutamato (GluCl), que solo se en-
cuentran en los invertebrados protostomados. Este es un tipo de canal i6nico dependiente de ligando



pentamérico (pLGIC); cada una de estas proteinas se compone de cuatro subunidades denominadas
M1-M4. Los GluCl se expresan en las neuronas motoras, faringeas, cordones nerviosos laterales y
bilaterales del nematodo, y se caracterizan por cumplir con un amplio rango de funciones, como la lo-
comocion, alimentacion y regulacion de los estimulos sensoriales (Atif, Estrada-Mondragon, Nguyen,|
[Lynch, y Keramidas, 2017, Laing, Gillan, y Devaney, 2017)).

IVM se une a las subunidades M3 y M1 logrando separar a las proteinas y abriendo el GluCl. El
cambio conformacional permite el paso de iones de cloro junto con una potenciaciéon de la respuesta de
glutamato, provocando la hiperpolarizacion de las neuronas y musculos. Esto paraliza al nematodo,
evitando que este logre movilizarse y alimentarse. En los gusanos hembra ha demostrado inhibir la
produccion de MF in dtero; se cree que esto se debe a la presencia de una subunidad de GluCL,
avr-14, presente en las células del tracto reproductor (Chen y Kubol [2018; Wolstenholme, 2012)).

El efecto microfilaricida es reversible luego de seis meses, por ello es que el tratamiento debe repe-
tirse hasta que mueran los gusanos adultos. En dado caso que no se hiciera, habria una reemergencia
de MF en la piel (Crump y Omura, 2011; Osei-Atweneboana y cols., 2011)).

La IVM es un medicamento extremadamente seguro y eficaz para seres humanos por dos aspectos,
(1) al ser una molécula grande no es capaz de pasar la barrera del humor sanguineo al acuoso, lo cual
evita un dafio a nivel ocular o del sistema nervioso central (SNC). (2) Los vertebrados no expresan
los canales GluCl, evitando que la molécula interacttie con las células del hospedero (Laing y cols.
.Y ha demostrado ser tan eficaz que su efecto microfilaricida dura meses luego de haber dejado
el sistema (E. W. Cupp, Mackenzie, y Unnaschl, [2011)).

Moxidectina

O también conocido como MOX es una lactona producida por la actinobacteria Streptomyces
cyanogriseus subespecie Noncyanogenus. Tiene un amplio espectro de accién sobre nematodos, in-
sectos y acaros. Se empezod a utilizar en ganado desde 1989. En la actualidad se encuentra en la fase
IIT de ensayos clinicos para su uso como tratamiento contra O. volvulus, en dosis de 3 y 36 mg
[y Boeckhl, 2009} [Song y cols.|, [2018]).

El mecanismo de accién es el mismo descrito para la IVM (Cobb y Boeckhl 2009)

Doxiciclina

Se utiliza en combinaciéon con IVM. Dicho antibiético ha demostrado tener un efecto negativo
sobre la embriogénesis de O. volvulus, debido a que ataca al endosimbionte Wolbachia sp
.La bacteria Gram negativa es heredada de la madre e influye sobre el ciclo reproductivo
del hospedero, principalmente a través de partenogénesis. Durante dicho proceso la bacteria infecta
a los 6vulos haploides, duplicando el material genético materno y haciendo que estos embriones se
conviertan en hembras. Estudios han demostrado que las hembras infectadas producen el doble de
progenie, a comparacion de aquellas que no lo estan (Higazi y cols., 2005; [Prevotl, [2015)).

Remociéon de nédulos subcutaneos

Cuando los nédulos subcutaneos se inflaman se denominaréan oncocercomas, estos se localizan
cerca de los 0jos o en la cabeza, se opta por la remocion quirirgica. Cuando la infeccion es persistente,
se opta por un tratamiento de seis semanas con doxiciclina e ivermectina si no ha tenido efecto alguno
sobre el nematodo (Debrah y cols.) [2015; Keating, Yukich, Mollenkopf, y Tediosi, 2014]).

Los oncocercomas, también podran encontrarse cerca de prominencias éseas, lo cual facilita su
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extraccion. Este método también es utilizado como una herramienta para mapear la distribucion de
la enfermedad (Vlaminck, Fischer, y Weil, 2015).

4.6. Diagnostico

Diagnéstico parasitologico

El método de diagnostico parasitologico estandar para la oncocercosis es la deteccion de MF en
piel por microscopia. Este consiste en obtener biopsias de piel del paciente, utilizando un esclerocor-
ne6tomo o, en su defecto, una punta de aguja. Cominmente, la biopsia se obtiene de los hombros
o de las crestas iliacas y es de 1 mm de diametro. La biopsia se coloca en un medio salino, para
liberar las MF del tejido y poder evaluarlas mediante microscopia. Ademaés, se debe secar y pesar
la muestra de piel, ya que los resultados se reportan como el nimero de MF por miligramo de piel
(Enkl |2006; Thiele y cols.| [2016).

Este método de diagnoéstico se ha vuelto poco popular, pues para poder visualizar las MF se
necesita que el gusano adulto tenga al menos 1.5 afios para haber liberado las suficientes MF como
para ser detectadas por microscopia (Enk, [2006; |Udall, [2007)).

Diagnéstico inmunolégico

Las pruebas inmunologicas para el diagnostico de la oncocercosis estan disenadas para detectar
la presencia de anticuerpos contra OV16; esta es una proteina recombinante de uniéon a fosfatidile-
tanolamina la cual recibe su nombre debido a que consta de 16 aminoécidos; se caracteriza por ser
altamente inmunogénica, estar presente durante todo el ciclo de vida del nematodo y ser especifica
al mismo (Lobos y cols., [1991; Richards y cols., 2018)).

Este antigeno es catalogado como un ‘indicador sensible” ya que el nematodo lo comienza a
expresar desde sus primeros estadios, desencadenando una respuesta de anticuerpos antes de la
aparicion de las MF. OV16 también se caracteriza por ser expresado durante infecciones patentes,
es decir que no se desarrollan con éxito a causa de que las MF eran del mismo género y por ende no
hubo reproduccion (Richards y cols., 2018).Actualmente existen otros antigenos diseniados para la
deteccion de O. volvulus (ej. OV103 y OV10) sin embargo, ninguno de estos muestra la especificidad
y sensibilidad que OV16 (Unnasch, Golden, Cama, y Cantey, [2018]).Es por ello que es considerado
como el antigeno estandar para la deteccion de la oncocercosis.

Otra proteina utilizada para el diagnostico de oncocercosis es la oncocistatina o OV17, esta cis-
teina es expresada en la hipodermis del nematodo y diferentes estadios (adulto, MF adulta y L3). Su
continua expresiéon mantendra activa la respuesta inmune especifica para OV17, y por ende permite
la formacion de anticuerpos detectables a través de métodos moleculares. Por otra parte, OV33 es
un antigeno localizado en los misculos y aparato reproductor del nematodo adulto y L3, es alta-
mente inmunogénico. Al igual que OV17 esto permitira la presencia de grandes concentraciones de
anticuerpos especificos en la muestra del paciente, detectables por métodos moleculares o inmunolé-
gicos (Bradley y cols.| [1993; [Lucius y cols., [1988)).Clinicamente esto representa una ventaja, ya que
permitiria la deteccién de individuos con cargas filariales bajas o aquellos con anticuerpos anti-L3
(Rodriguez-Pérez y cols. 2003).
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ELISA

Su nombre proviene de Ensayo por Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas
en inglés). Esta técnica de inmunoensayo, consiste en la deteccion de un ligando a través de la
formacion de un complejo antigeno-anticuerpo. Estos complejos son detectados a través de una senal
fluorescente, que resulta de la uniéon de una enzima y un sustrato especificos. Esta senal se interpreta
como positiva para el ligando que se busca (Aydin,|2015). En oncocercosis el ELISA maés utilizado esta
disenado para la deteccion de anticuerpos IgG4 anti-OV16, y muestra una especificidad y sensibilidad
alta de 99.7% y 88.2 %, respectivamente. Se utilizan alrededor de 1.0-0.5 pg del antigeno por pozo
con muestras de sangre eluida de papel filtro o con suero del paciente. Cuando se tiene un paciente
con biopsia de piel negativa y ELISA positivo, este deberé confirmarse a través de PCR O-150 (Cama
y cols., |2018; [Unnasch y cols.| [2018)).

El ELISA con OV16 es considerado como el estandar de oro para el diagnostico por sus multiples
ventajas. Entre ellas se encuentran su rapidez, el resultado no se ve afectado si el paciente ha
empezado su tratamiento con IVM, tiene una alta sensibilidad y especificidad. A comparacion de
la microscopia de biopsias de piel, la toma de muestra para el ELISA es menos invasiva, lo cual
se traduce en una mayor aceptaciéon por parte de los pacientes. Y en cuestiones de costos, llevar a
cabo un ELISA cuesta alrededor de US $0.15 por muestra, mientras que la biopsia de piel cuesta US
$7.58. La unica desventaja del ELISA es que no indica si la infeccion es actual o pasada (Dieye y
cols., 2017; [Lobos y cols., 1991} Vlaminck y cols., 2015; World Health Organization (WHO), [2016).

Sistema de Inmunoprecipitacion Luciferasa (LIPS)

La base del inmunoensayo es trabajar con antigenos, marcados con luciferasa, producidos en
células eucariotas. Para ello se utiliza un vector de expresion de mamiferos, como pREN2, el cual
constara del gen Ruc y el gen que codifique para el antigeno de interés. El vector se introduce
a células Cosl, mediante transfeccion, y se incuba durante 48 horas para luego tratarse con una
solucién de lisis celular (Burbelo, Lebovitz, y Notkins| 2015]).

Para O. volvulus los antigenos utilizados son OV-FAR-1, OV-API-1, OV-MSA-1 y OV-CPI-1.
Segtn un estudio realizado por Burbelo Burbelo, Leahy, Iadarola, y Nutman| (2009) este método no
solo tiene una sensibilidad de 100 %, sin perder la especificidad, sino que también puede utilizarse
como un método de mapeo para identificar nuevas areas de transmision.

4.6.1. Meétodos moleculares

Se utiliza variantes de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), principalmente tiempo real
y anidado. En ambos casos se necesita un minimo de 200 ul de muestra, que es menor cantidad
a los 2 mg de piel necesarios para una prueba parasitoléogica de presencia de MF. Para ambas se
necesita una menor cantidad de muestra de piel, sangre o ambos, comparado con las mencionadas
anteriormente (Tang y cols., [2010).

Uno de los PCR mas utilizados es el O-150 que se basa en la amplificaciéon de una secuencia
repetitiva de 150 nucleotidos, ubicada en la region denominada O-150. Si bien esta técnica propor-
ciona un diagnostico rapido y certero, este es el método de diagnostico méas caro. Por lo que en
muchos de los paises endémicos no se utiliza como primera opcion (Fink, Fahle, Fischer, Fedorko,
v Nutman, 2011; Meredith, Lando, Gbakima, Zimmerman, y Unnasch| 1991} Meredith, Unnasch,
Karam, Piessens, y Wirth, [1989)).
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Ensayo de perlas multiplex (MBA, por sus siglas en inglés)

E1 MBA es una técnica que permite evaluar hasta 100 analitos de manera simultanea, utilizando
un solo volumen de muestra.Es capaz de detectar desde citoquinas solubles, antigenos, anticuerpos
hasta quimioquinas; para ello el sistema utiliza microesferas (o perlas), citometria de flujo y fluo-
rescencia. Las microesferas cuentan con dos fluorocromos internos (rojo e infrarrojo) combinados en
diferentes concentraciones, obteniendo alrededor de 100 diferentes sets de microesferas cada una con
una firma espectral tnica. Esto permite asignarle a cada perla un analito en particular, véase Figura

Z4

Figura 4.4: Combinacion de tintes en las microesferas
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(Houser, |2012)

También se caracterizan por estar recubiertas por grupos carboxilo, que sirven como sitios de
union para las moléculas que capturaran a los analitos. La unioén entre ambos componentes,permite
que una molécula reportera se sume al complejo creado (Khan, Smith, Reda, Suffredini, y McCoy Jr.|
[2004} Luminex®), 2018)).

Para la detecciéon, véase Figura el equipo cuenta con dos diodos emisores de luz (LED por
sus siglas en inglés) . La mezcla de fluorocromos sera excitada por el diodo A o laser rojo, la senial
emitida permite identificar a que regién pertenece la perla y por ende la identidad del analito.
Mientras que el diodo B o laser verde excita la molécula reportera asociada con la microesfera, la
senal emitida permite conocer la concentracion del analito unido. Ambas senales son detectadas
y el analisis de estas dird qué analitos estuvieron presentes durante el ensayo, dando paso a un
diagnostico (Luminex®), 2018)).
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Figura 4.5: Funcionamiento general del Ensayo Multiplex de Perlas
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El MBA es una alternativa util para el monitoreo y deteccién de ETDs. Permitiendo la evaluacion
rapida de aquellas enfermedades latentes, junto con el inicio del tratamiento. Esta herramienta podria
utilizarse para enfocar la administracion masiva de medicamento (AMM) a las zonas vulnerables. La
AMM es la estrategia de actual de la OMS para la eliminacion de oncocercosis en los mayores focos.
También puede utilizarse como una herramienta para la deteccion y cuantificacion de biomarcadores,
por ejemplo aquellos que se encuentran ligados a la respuesta inflamatoria (Breen y cols., |2016; |Feeser
y cols.| [2017)).

4.6.2. Control de calidad (CC)

CC seran el conjunto de practicas, procedimientos y recursos que permitan detectar, minimizar
y corregir deficiencias para asegurar la calidad y validez de los datos obtenidos durante un proceso
de analisis. Para ensayos inmunologicos estas son paneles con muestras de referencias, ensayos de
reproducibilidad, etc. El CC reducira el riesgo de proporcionar un resultado inexacto, de baja con-
fiabilidad y precision para el paciente o para la investigacién en curso; por lo general se recomienda
que cada una de las pruebas posea una documentaciéon en la cual se describan los pasos a llevar a
cabo para realizar este CC. Esto con el objetivo de estandarizar el procedimiento y asi cumplir con
los objetivos del CC (Centers for Disease Control and Prevention, [2018; [World Health Organization
(WHO)!, [2009).

Un documento que asegura la calidad del procedimiento es el Procedimiento Normado de Ope-
racion (SOP, por sus siglas en inglés), en este se detalla paso a paso las instrucciones de una rutina
o procedimiento complejo. Para su elaboracion cada laboratorio se encarga de fijar el formato y
lineamientos especificos, por eso variaré entre laboratorios. Por ejemplo el CES de la Universidad
del Valle de Guatemala utiliza los lineamientos dados por el programa especial de investigacion y
formacion en enfermedades tropicales (TDR) (World Health Organization (WHO)), 2009).

Durante una prueba diagnostica se ven involucrados varios procesos, descritos en diferentes SOPs
y una manera sencilla de observarlos es a través de un diagrama de flujo panoramico. Esta es una
herramienta que facilita la visualizaciéon del proceso diagnostico, pues se describen los pasos claves
desde el inicio hasta el final del procedimiento (Wilson y Rigakos, [2016)).

4.6.3. Analisis estadistico

Una manera convencional para describir la precision de un instrumento diagndstico es a través
del analisis estadistico de los datos obtenidos.

Curva de caracteristica operativa del receptor (ROC, por sus siglas en inglés)

ROC es una herramienta de la epidemiologia clinica que permite cuantificar que tan precisa es
una prueba o sistema de diagnoéstico para discriminar entre dos estados de pacientes, estos siendo
“enfermo” y “no enfermo’. Esta viene siendo la representacion grafica de la relacién inversamente
proporcional que existe entre la sensibilidad y especificidad de una prueba. Una parte importante
de ROC es la linea de oportunidad, que consiste en una linea diagonal que se extiende de la esquina
inferior izquierda hacia la esquina superior derecha. Esta representa los puntos en donde la sensibili-
dad y especificidad se igualan, por lo que una curva cercana a esta reflejaria que la prueba o sistema
es poco preciso (Hajian-Tilaki, 2013; van Erkel y Pattynamal, [1998).
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Distribucién de datos

Existen diferentes graficos y estadisticos que permiten determinar el tipo de distribucién que un
set de datos posee, por ejemplo grafico Q-Q y diagramas de caja y bigotes. El grafico Q-Q permite
determinar el tipo de distribucién de los datos de MF1 y la simetria y curtosis de dicha distribucion.
Si los puntos trazados en el grafico se encuentran formando una linea recta, puede decirse que la
distribucién es normal. Si el extremo inferior de la grafica Q-Q se desvia de la linea recta pero el
extremo superior no, entonces la distribucion esta sesgada hacia la izquierda (negativamente) pero
si el extremo superior del grafico Q-Q se desvia de la linea recta pero el inferior no, entonces la
distribucion esta sesgada a la derecha (o sesgada positivamente). En cuanto a la curtosis, si ambos
extremos de la grafica Q-Q se desvian de la linea recta y su centro es recto, tenemos una distribucion
con una cola gruesa. Una distribucion de cola delgada formaré una grafica Q-Q con una desviacion
muy pequena o insignificante en los extremos (Wang, Steele, y Zhang, [2016)).

El diagrama de caja y bigote da una idea del nivel de acuerdo entre los datos. La mediana es la
que se muestra en el centro del cuadro. El rango indica la distribucion de los datos; la distancia entre
el valor més pequeno y el valor més grande, incluidos los valores atipicos. Los bigotes superiores e
inferiores representan puntos fuera del 50 % de la muestra. Los bigotes generalmente se extienden
sobre un rango méas amplio que los grupos del cuartil medio (Williamson y Kendrick) [1989).

4.6.4. Parametros de validaciéon

La validez de una prueba esté dada por la sensibilidad y especificidad del instrumento. La sensi-
bilidad es la capacidad de la herramienta de clasificar correctamente a un paciente como “enfermo”,
mientras que la especificidad su capacidad de clasificar a los “no enfermos”. A raiz de estos surgen
otros parametros como el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo, este tltimo deter-
mina cuéntos de los negativos son realmente negativos y viceversa para el valor predictivo positivo
(Parikh, Mathai, Parikh, Chandra Sekhar, y Thomas| 2008).

4.7. Vigilancia epidemiolégica post eliminacién de la oncocer-
cosis

4.7.1. Lineamientos de la OMS

Segun las recomendaciones de la OMS (2016) la vigilancia post-eliminacion de la oncocercosis se
centra en la evaluacion entomolégica del vector para demostrar la ausencia de L3 de O. volvulus, esto
mediante el PCR O-150, utilizando sondas especificas de ADN para el nematodo. Las evaluaciones
deberan de realizarse de manera regular hasta que la eliminacién sea verificada en todos los paises
de la region, que en el caso de Guatemala seria América.

Existe la posibilidad que en un futuro estos lineamientos cambien debido al surgimiento de
nuevas metodologias, como pruebas diagnodsticas. Si ese fuera el caso, estas deberan ser aprobadas y
validadas en campo. Su implementacion serfa recomendada en versiones futuras de los lineamientos
de la OMS.
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4.7.2. Protocolos establecidos en paises latinoamericanos
Guatemala

Guatemala cuenta con su propio protocolo de vigilancia epidemiolégica post-eliminacion, en el
cual se detallan las acciones inmediatas a tomar luego de la identificacién de un caso sospechoso,
junto con las acciones de control y los indicadores de vigilancia (Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social [MSPAS]| [2018).

El protocolo consta de dos instancias (1) el monitoreo permanente de sintomas y signos de
la enfermedad en la poblacién, a través de una vigilancia pasiva en la cual se busca identificar
casos sospechosos. Estos se definen como el individuo que posea noédulos fibrosos irregulares en
el tejido subcuténeo, cuerpo extrano intraocular con movimiento propio y/o sintomas cutaneos
(oncodermatitis papular); tanto en la poblacion general, como en aquellas personas procedentes de
cualquier parte del mundo donde la transmision atn esté activa (MSPAS, 2018)).

Segun los lineamientos establecidos por la MSPAS (2018), cualquier caso sospechoso serd remi-
tido a los centros de salud y debera realizarse las pruebas de diagnoéstico establecidas, siendo estas
la nodulectomia para extirpacion del nédulo subcutaneo (onchocercoma) en busca de O. volvulus
adultos. Prueba serolégica mediante un ELISA OV16, con el objetivo de determinar la presencia de
anticuerpos IgG4 y una biopsia de piel que dé positivo para la identificacion de MF. De ser un caso
positivo debera de ser comunicado dentro de las primeras 24 horas, luego de ser identificado, en el
Epidiario y registrarse en el Sistema de Informaciéon General de Salud 3 (SIGSA 3).

(2) Evaluaciones entomologicas de Simulium spp., provenientes de los antiguos focos, en busca
del nematodo en su estadio L3. Estas seran realizadas periédicamente y coordinadas por la Seccion
de Entomologia del Programa de Enfermedades Transmitidas por Vectores (MSPAS, 2018|).

Colombia

El protocolo colombiano, propuesto por el instituto nacional de salud -INS- (2014), define como
objetivo principal la identificaciéon oportuna de posibles casos nuevos en las areas de riesgo. Para
confirmar un caso positivo, a diferencia de Guatemala, el INS pide las pruebas ya descritas junto con
un diagnostico dado por un oftalmélogo calificado, quien confirme la presencia de MF en la cAmara
anterior del ojo. 1.1220
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CAPITULO b

Metodologia

5.1. Procedimiento

5.1.1. Elaboracién de procedimientos normados de operaciéon (PNO)

Se desarrollaron protocolos tanto para los procedimientos claves de la deteccion de anticuerpos
IgG4 anti-OV16 usando el equipo Luminex® MAGPIX®), como para aquellos asociados al analisis
de la respuesta de anticuerpos. Esto con el objetivo de que en un futuro sean utilizados para la
estandarizacion y validacién del método en el pais.

El formato utilizado para elaborar los PNOs es el que se utiliza en el laboratorio de Leishmaniasis
y Oncocercosis del CES, siguiendo los lineamientos y formatos de las Buenas Practicas de Laboratorio
Clinico, recomendados por el TDR de la Organizaciéon Mundial de la Salud. La secuencia logica para
su uso se encuentra representada en la Figura [5.1]

5.1.2. Calibracién y verificacion del equipo Luminex® MAGPIX®)

Antes de una corrida es necesario calibrar el equipo para configurar el sistema y asegurar que
las microesferas se clasifiquen de manera 6ptima y consistente durante la corrida. Por otro lado, la
verificacion confirmara que el analizador esté funcionando de manera correcta (Luminex® Corpo-
ration, [2011)). Ambos procesos comprenden el primer SOP elaborado; en este documento se detallan
los reactivos y comandos a seguir antes de iniciar con los analisis diagnosticos (Luminex@®), [2011)).
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Figura 5.1: Flujo de trabajo para llevar a cabo un inmunoensayo usando el equipo Luminex(®)
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5.1.3. Acoplamiento del antigeno a las microesferas

Para cualquier tipo de deteccion a través del MAGPIX®) se debe de acoplar la molécula de
captura a las microesferas xMAP®), el principio de esto es una reaccién de carbodiimida de dos
pasos, como se muestra en la Figura[5.2] en la cual los grupos carboxilos que recubren la microesfera
son activados por medio de derivado de carbodiimida para formar al intermediario O-acilisourea. Al
ser un éster inestable es tratado con N-hidroxisuccinimida. Esta activaciéon permite que los carboxilos
interacttien con las aminas primarias de la molécula para formar un enlace covalente (Luminex®),

2011).

Figura 5.2: Reaccién de carbodiimida
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(Luminex@®) Corporationl [2011))

En el caso de la deteccion de O. volvulus la molécula de captura son los antigenos OV16, OV17
y OV33, que se acoplaran a la superficie de las microesferas de manera covalente. Este es el segundo
SOP que se elabord siguiendo las indicaciones del fabricante (Cox y cols), 2019} [Luminex®), [2018)).

5.1.4. Verificaciéon del acoplamiento del antigeno

Verificar el acoplamiento del antigeno es necesario para asegurar que el mismo se hizo de manera
adecuada y las que las microesferas estdn aptas para realizar el inmunoensayo. Ademaés, a partir
de esta etapa se puede determinar la confiabilidad y calidad que tendran los ensayos a desarrollar.
Durante este proceso las microesferas acopladas reaccionan con un anticuerpo de detecciéon anti-
antigeno (marcado con ficoeritrina) y la fluorescencia emitida por el complejo, se mide con el equipo
MAGPIX®). La intensidad de fluorescencia media (MFI) obtenida sera directamente proporcional
a la cantidad de anticuerpos acoplados en la superficie de la esfera (Luminex®), 2011}, 2018))

5.1.5. Inmunoensayo miultiplex para la deteccion de O. volvulus con mi-
croesferas acopladas con antigenos recombinantes

Los inmunoensayos multiplex son utilizados para la deteccién sustancias biolégicas a través de
citometria de flujo y microesferas xXMAP@®) recubiertas con antigenos de captura especificos para
un anticuerpo. Es un proceso especifico, rapido y de alto rendimiento cuyos parametros variaran
de acuerdo al tipo de muestra y antigeno a evaluar. Por ello se elabor6 un SOP especifico para la
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deteccion de anticuerpos IgG e IgG4 anti-OV16, OV17 y OV33 presentes en el suero (Feeser y cols.,
2017, [Lobos y cols.) 1991} Luminex®), 2018).

5.1.6. Analisis e interpretaciéon de resultados

Los resultados obtenidos de cada corrida son administrados por el software Bio-Plex®), el cual
se encarga de registrar la MFI y la concentracion estimada del analito. El conjunto serd denominado
como los datos en bruto. El anéalisis e interpretacién de estos posee distintos componentes, entre
los cuales podemos encontrar la exportaciéon de los datos a formato mas accesible para el usuario,
exclusion de datos atipicos, ajuste de la curva de calibraciéon, visualizacién de los resultados y analisis
estadistico.

Sistematizar los pasos para cada uno de estos componentes permite que el analisis e interpretacion
de los resultados sea un proceso més amigable para el usuario, por lo que se desarrollé6 un protocolo
con base a estudios previos(Breen, [2017; Breen y cols., 2016 |Eckels y cols.| [2013} [Sanz y cols.|, 2017}
Won, Goldberger, Shen-Orr, Davis, y Olshen, [2012).

Para el analisis, se desarrollé un pipeline con base en diferentes paquetes del lenguaje de progra-
macion RStudio 1.3.1073 (R Core Team), 2020) ya que, a diferencia de otros lenguajes, este posee un
enfoque estadistico. El codigo incluye las siguientes funciones de manera secuencial:

1. read_ excel/read.csv estas funciones se utilizaron para importar los datos crudos a la interfaz
de R, en un formato csv o xlsx.

2. prediction se utiliz6 para transformar la base de datos a un formato estandarizado, dentro de
este se colocaron las variables que se deseaban tener en la ROC.

3. performance se encargd de realizar miltiples evaluaciones predictivas, para calcular la curva
ROC se utilizaron los argumentos tpr (true positive rate) y fur (false positive rate) . Se utilizo
la misma funcion con el argumento auc para obtener el AUC de la curva ROC.

4. plot devolvio el tipo de grafico ROC construido con las funciones descritas anteriormente.

5. coords con los argumentos best y threshold se encargd de determinar los puntos de corte para
el modelo.

6. ci_coords con esta funcion se calcul6 el intervalo de confianza de los datos; dentro del comando
se especificd que fueran del 95 % pues es lo recomendado por el fabricante del equipo.

7. filter se coloco para filtrar la base de datos original en funcién al punto de corte. De esta
manera se obtuvo un subconjunto de datos con solo las mediciones por arriba de este valor.

8. ggnorm en una funciéon que genero el grafico Q-Q (cuantil-cuantil) con el que se determiné si
los datos tenfan una distribucién normal o no, y qqline anadié una linea teérica en los cuantiles
primero y tercero.

9. bozxplot devolvio el diagrama de caja y bigote para observar la dispersion de los datos analizados
para cada sistema antigeno anticuerpo.

10. epitests calculd la sensibilidad, especificidad y valores predictivos (negativos y positivos) de la
prueba diagnoéstica. También devolvio los intervalos de confianza (del 95 %) de cada parametro
descrito.

Como parte de estos protocolos se elabor6 un flujograma, véase Figura[£.5] indicando los métodos
de procesamiento de la muestra, corrida, extraccion, limpieza y analisis de resultados, con el fin de
facilitar el proceso.
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5.1.7. Validacién de pipeline de anilisis y flujograma

Para validar el pipeline de R se trabajo con la base de datos Feeser y colaboradores (2017) obteni-
da con un equipo Bio-Plex®) 200 (Bio-Rad®) Laboratories). Esta posee 610 lecturas de respuesta de
anticuerpos IgG e IgG4 a los antigenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus,
provenientes de pacientes con oncocercosis y otras filariais de areas endémicas para dichas enferme-
dades. Siendo estas oncocercosis, filariasis linfatica, cisticercosis, estrongiloidiasis y esquistosomiasis.
La base de datos se obtuvo ya revisada y sin discrepancias, y la senal de fondo ya habia sido restada
del MFI reportado.

Se corri6 el codigo elaborado con estos datos, y se desplegaron todos los estadisticos. Paralelo
a ello el codigo se sometioé a pruebas de estrés, esto con el objetivo de documentar si era capaz de
detectar valores fuera de los rangos biologicos esperados y cualquiera otra limitacién de su capacidad.
De acuerdo con los resultados de estas pruebas, se realizaron los ajustes al pipeline hasta que su
desempertio fuera satisfactorio.

5.1.8. Aspectos éticos

Los datos utilizados para la validaciéon del pipeline se obtuvieron del custodio, desligados de
identificadores personales, por lo que no es posible vincularlos con personas individuales. Ademés,
no se utilizaron para responder a una pregunta de investigacion, sino que para estandarizar una
técnica de laboratorio y el analisis de los datos respectivos. Por lo tanto, la actividad esta exenta de
revision por parte de un comité de ética en investigacion con personas.
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CAPITULO ©

Resultados

6.1. PNO

Se elaboraron un total de seis PNO siguiendo los lineamientos de TDR, en ellos se detallan los
pasos a seguir para montar el inmunoensayo para la deteccion de los anticuerpos IgG e IgG4 de O.
volvulus. Los nombres y su ubicaciéon se encuentran detallados en el Tabla

Tabla 6.1: Titulo de PNO y ubicaciéon

PNO Anexo
Inicio y apagado del equipo Luminex® MAGPIX®) 1
Calibracion y verificacion del equipo Luminex® MAGPIX®) 2
Acoplamiento de antigeno OV16, OV17, OV33 a las microesferas 3
xMAP®)
Verificacion del acoplamiento de antigenos OV16, OV17, OV33 a las

. 4
microesferas xMAP®)
Ensayo multiplex para la deteccion de anticuerpos IgG e IgG4 5
contra antigenos recombinantes de O.volvulus
Analisis e interpretacion de resultados del ensayo multiplex para la deteccion 6

de anticuerpos IgG e IgG4 contra antigenos recombinantes de O. volvulus

6.2. Analisis de curva ROC

El pipeline elaborado en R generd curvas ROC para la respuesta de anticuerpos IgG e IgG4 con
los antigenos OV16, OV17 y OV33 y en cada una de este se desplego el AUC, como se puede visualizar
en la Figura y los anexos B.1 - B.5. Derivado de estas curvas se lograron obtener los puntos de
corte para cada uno de los ensayos. En el caso del antigeno OV16 el AUC del ensayo con IgG fue de
0.985 y para IgG4 de 0.983, los puntos de corte fueron 556 MFI y 40.7 MFI, respectivamente. Para el
antigeno OV17 el AUC de IgG fue de 0.907 y para IgG4 de 0.873, los puntos de corte determinados
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por el pipeline fueron 766 MFI y 453 MFI como se observa en el Tabla En el caso de OV33 el
AUC de IgG fue de 0.984 y de IgG4 0.993, este tltimo siendo el mas cercano a uno (véase Tabla
; el punto de corte de IgG4 estuvo en 66.0 MFI y en 5,181 MFT.

Figura 6.1: Curva ROC del poder diagnostico del ensayo multiplex para determinacion de
anticuerpos IgG4 con microesferas acopladas con OV16
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Tabla 6.2: Caracteristicas de los ensayos de anticuerpos contra los antigenos recombinantes de O.
volvulus

Punto de corte

Antigeno Inmunoglobulina (95% CI) AUC
IgG 556 0.985

OV16 [gG4 40.7 0.983
IgG 766 0.907

OviT [gG4 453 0.873
IgG 5, 181 0.984

OV33 [gG4 66.0 0.993

6.3. Distribucién de los datos

El grafico de caja y bigote permite explorar y analizar de una manera visual la dispersién de los
datos dentro de un grupo, permitiendo obtener informacion sobre posibles datos atipicos importantes
para el estudio. En este caso se gener6 uno para cada ensayo antigeno-anticuerpo, utilizando los
valores por encima del punto de corte. Todos los diagramas carecieron de datos atipicos, como se
muestra en la Figura de igual manera los tres antigenos presentaron una mayor dispersion de
los datos comprendidos en el segundo cuartil. Segtin lo observado en la Figura la mediana de
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los datos MFI de OV33 es superior a la de OV16 y OV17, esto se corrobor6 calculando la mediana
aritmética a través del comando mediana() en R teniendo 22,173 para OV16, 22,204 para OV17 y
26,629 para OV33 . Se utiliz6 la mediana como medida de tendencia central, ya que esta no se ve
afectada por los valores atipicos encontrados en la base de datos. Lo cual le permite representar de
mejor manera la distribucion de los mismos (CDC, 2017)).

Figura 6.2: Diagramas de caja y bigote de la distribucion de las repuestas de anticuerpos para los
tres antigenos de O. volvulus
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Con un gréafico Q-Q se espera poder determinar el tipo de distribucién de los datos; para una
distribucién normal se esperaria observar que los puntos trazados estuvieran cercanos a la linea recta.
Como se muestra en la Figura[6.3] la tendencia de la respuesta de anticuerpos IgG4 al antigeno OV17
es mas cercana a una linea recta, en comparacion con la respuesta de anticuerpos IgG4 contra OV16
y OV33 (véase anexos B.6 y B.7).
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Figura 6.3: Grafico Q-Q de la respuesta de anticuerpos IgG4 al antigeno OV16
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6.4. Parametros de validaciéon

A partir del punto de corte se gener6 un comando en el pipeline de R para filtrar los datos
de dicho antigeno y asi obtener los verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos y
falsos negativos. Con estos valores se realizaron los calculos necesarios para obtener los pardmetros
de validacién de cada ensayo antigeno-anticuerpo. Utilizando el punto de corte ya descrito para el
ensayo de IgG4 OV16, este clasifico erroneamente a cuatro muestras como negativas, dando como
resultado una sensibilidad de 0.96 y un valor predictivo negativo de 0.99; en cambio, la determinacién
de IgG con OV16 tuvo una sensibilidad de 0.89 como se muestra en el Tabla

Tabla 6.3: Parametros de validacién de cada ensayo multiplex de antigeno-anticuerpo

Parimetro OV16 ov17 OV33
IeG IgG4 IgG 1IgG4 IgG IgG4
Sensibilidad 0.89 096 0.85 0.77 0.85 0.96
Especificidad 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Valor predictivo de
una prueba positiva
Valor predictivo de
una prueba negativa

1.00 100 1.00 1.00 1.00 1.00

098 099 097 095 097 0.99

El OV17 IgG clasifico de manera errénea a 16 muestras como negativas, la sensibilidad del
instrumento fue de 0.85. Por otra parte, el OV17 IgG4 clasificd erréneamente a 25 muestras como
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negativas y teniendo una sensibilidad de 0.77 (véase Tabla . El valor predictivo negativo de las
inmunoglobulinas fue de 0.97 y 0.95.

Basados en punto de corte de OV33 IgG este clasifico de manera errénea a 10 muestras como
negativas e IgG4 lo hizo con 4 muestras, dando sensibilidades de 0.85 y 0.96 respectivamente; el valor
predictivo negativo fue de 0.97 y 0.99. La especificidad, véase Tabla se mantuvo igual para los
cuatro antigenos al igual que la prevalencia y el valor predictivo positivo. Al comparar los valores
obtenidos con el pipeline y los reportados en el estudio de Feeser y colaboradores (2017) encontramos
una variacion de 0.67 %-24.8 % para los puntos de corte y valores <1 % para el AUC, tal y como se
observa en el Tabla

Tabla 6.4: Comparacion valores reportados y valores teoricos de cada ensayo miltiplex de
antigeno-anticuerpo

Porcentaje de variacion
Parametro OV16 ovir OV33
[gG IgG4 IgG IgG4 IgG IgG4

Punto de corte 5.11 23.3 16.2 24.8 0.67 1.49
AUC 0.20 0.10 0.55 0.68 0.00 0.20
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CAPITULO [

Discusién

En este estudio se desarrolld6 un protocolo para la deteccién y analisis de anticuerpos IgG e
IgG4 especificos para los antigenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 de O. volvulus por ensayo
multiplex. Se elaboraron PNOs para que en un futuro se proceda a la implementacion de este ensayo
miltiplex como herramienta de vigilancia epidemiolégica post-eliminaciéon de la oncocercosis en
Guatemala. Esto para cumplir con las recomendaciones de la OMS para los paises que ya obtuvieron
la certificacion de la eliminacién de la transmision de la enfermedad, especificamente la de continuar
con el desarrollo de pruebas que permitan una mayor sensibilidad y especificidad, capaces de detectar
infecciones en contextos de baja transmision (WHO, 2020) .Ademas, su implementacion sentaria las
bases para el desarrollo de una plataforma capaz de detectar miltiples analitos de ETDs endémicas
de la region, lo cual cumpliria con una de las metas finales propuestas por LA OMS (2020)) para el
monitoreo y eliminacién de estas enfermedades. El apoyo a la vigilancia mediante estas herramientas
deberia es importante para el pais, debido al riesgo de una posible reemergencia o reintroducciéon
de la enfermedad por los migrantes que transitan por Guatemala, provenientes de paises donde la
oncocercosis ain es endémica (Herrera, [2013).

El software de analisis Bio-Plex®) de MAGPIX®) limita el analisis y exploracion de los resultados
obtenidos en un ensayo miltiplex. Esto se observa de varias maneras durante el pre-procesamiento
de datos, donde se corre el riego de que algunas muestras no sean cuantificadas debido a que se
encuentran fuera de los rangos de cuantificacion del equipo y que carece de la generacion de graficos
y valores estadisticos (como AUC, limites de confianza, ANOVA, t-student, diagrama de caja y
bigote, regresion lineal, etc.)(Chiu y Christopoulos, 2012;|Sanz y cols.,2017).Esta limitante se resolvio
utilizando el lenguaje de R como herramienta de anélisis, ya que su interfaz permite el manejo de
los datos que se obtienen del equipo multiplex de una manera amigable y flexible para el usuario,
generando estadisticos y graficos de alto nivel. Esto se verifico calculando el punto de corte, y
generando graficos de dispersion y distribucion de MFI para cada antigeno evaluado.

La verificaciéon del funcionamiento del pipeline desarrollado se realizé con una base de datos con
610 resultados de pacientes con ETDs de varios paises endémicos (Feeser y cols., 2017)); al ser el
mismo conjunto de datos, se logré comparar los estadisticos obtenidos con el logaritmo contra los
reportados en el estudio citado, esto a través del calculo del porcentaje de variacion. Se confirmo
que el pipeline es capaz de discriminar, dentro de una misma base de datos, casos de oncocercosis,
confirmados parasitologicamente, de otras parasitosis. Ademaés de esto, se logro calcular el punto de
corte, AUC y parametros de validaciéon de la prueba para tres diferentes antigenos (OV16, OV17 y
0OV33) y dos inmunoglobulinas (IgG e IgG4). Dentro del pipeline se gener6é una curva ROC cuyo
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analisis permite cuantificar qué tan precisa es una prueba diagnoéstica para discriminar entre pacientes
“enfermos” y “no enfermos”. Derivado de esta curva, se obtiene el AUC, que se esperaria fuera >
0.9, junto con los puntos de corte tal y como se mostr6 en la Figura y Tabla (véase seccion
de resultados) (Hajian-Tilaki, [2013). Para IgG4, la curva ROC se presenté alejada de la diagonal y
con AUC de 0.983, indicando que este método es lo suficientemente preciso para ser utilizada como
herramienta de diagnostico. También se coloco el calculo de la sensibilidad y especificidad, ya que son
considerados como los parametros de validaciéon para una prueba diagnostica; se esperaba encontrar
una relacion inversamente proporcional entre estos (Parikh y cols., [2008]). Lo cual se comprobé en el
Tabla [6.3] seccion de resultados, donde OV16 IgG4 reporté una especificidad de 1.00 y sensibilidad
de 0.96. Misma tendencia que se observa en los demés valores resultantes del analisis de prueba.

Al comparar los valores de OV16 obtenidos con el pipeline contra los reportados en Feeser y
colaboradores (2017) se observo un porcentaje de variacion superior al 10 %, sobre todo en los
puntos de corte, como se puede observar en el Tabla [6.4] Esto es porque a diferencia del estudio
citado, los puntos de corte reportados con el pipeline fueron se calculados a partir de las MFI
sin la sefial de la proteina de fusion Glutation S-transfersa (GST). Dicha sefial se substrajo para
obtener la reactividad especifica de la IgG4 sérica al antigeno recombinante OV16 y eliminar el ruido
producido por reacciones inespecificas o potenciales reacciones cruzadas con la GST (Dobano y cols.,
2008; [ Tetteh y cols.| |2020)). Cabe mencionar que al no haber probado el pipeline con una base mayor
a 610 datos no se conoce el punto en que este deja de funcionar de manera éptima, por lo cual se
recomienda que durante la validacion se realicen pruebas con bases con mayor cantidad de datos.

Se trabajo los PNO para el ensayo con OV16 debido a que el nematodo lo expresa durante toda
su vida y es especifica del mismo, su capacidad diagnéstica ha sido ampliamente documentada y
por ello es considerado como el antigeno estandar la para deteccion de O. volvulus. Mientras tanto,
OV17 se expresa en estadios especificos del nematodo y presenta secuencias homologas en Onchocerca
gibson, Wuchereria bancrofti y Brugia malayi; al igual OV33 presenta homologia con Ascaris suum,
Mansonella perstans y B. malayi (Feeser y cols. 2017 [Krushna y cols., [2009).Debido a que ambos
tienen una alta probabilidad de reaccién cruzada con otras filariasis, se les descarta como antigenos
diagnosticos pues se corre el riesgo de obtener falsos positivos. Pero se utilizan como parametro de
comparacion porque poseen una alta sensibilidad y especificidad. Como en el caso de OV33 cuyo
ELISA reporta una sensibilidad 93.0 % y especificidad de 96.0 % (Bennuru y cols., 2020; [Unnasch y
cols., 2018)).

El protocolo se elabord para la deteccion de anticuerpos IgG4 debido a que presenta una mayor
sensibilidad y especificidad en comparacién a los anticuerpos IgG, esto se debe a un fenémeno propio
de las inmunoglobulinas G4 llamado “intercambio del brazo Fab”. Durante esta reaccion las cadenas
pesadas del anticuerpo se separan y re-asocian de manera aleatoria con otras cadenas, dando paso a la
formacion de anticuerpos asimétricos biespecificos y monovalentes. Esto evita que exista una reacciéon
cruzada con antigenos similares y por ende aumenta su especificidad y sensibilidad (Nirula, Glaser,
Kalled, y Tayloray, 2011} Rispens, Ooijevaar-de Heer, Bende, y Aalberse, |2011).Esto se comprobé al
identificar que las sensibilidades mas cercanas a 1 pertenecian a los resultados obtenidos de 1gG4,
especificamente de OV16 con 0.95 y OV33 con 0.95 (Tabla seccion de resultados).
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CAPITULO 8

Conclusiones

Se elabor6 un protocolo detallado para el acoplamiento de los antigenos OV16, OV17 y OV33 de
O. volvulus a las microesferas xMAP®), mismo que puede ser modificado para el acoplamiento de
otros antigenos caracteristicos de ETDs de la region, para ensayos de respuesta de anticuerpos IgG
e IgG4.

Se elabor6 un protocolo operacional estandarizado especifico para la determinacion de las con-
diciones de corrida del ensayo miltiplex para la detecciéon de anticuerpos IgG e IgG4 contra los
antigenos recombinantes OV16, OV17 y OV33.

Se elabor6 un pipeline en R capaz de analizar los resultados de un ensayo multiplex para la
deteccién de anticuerpos contra antigenos recombinantes de O. wvolvulus. La interpretacion de los
estadisticos desplegados permite hacer determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba, asi
como otros parametros de validacion.
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capPiTuLo 9

Recomendaciones

Se recomienda llevar a cabo la validacién de los protocolos elaborados en este estudio en el
laboratorio, con el fin de poder implementar esta herramienta en la vigilancia epidemiologica post-
eliminacién de la oncocercosis.

Se recomienda disenar protocolos para la implementacién de ensayos multiplex que evaltien an-
tigenos de otras ETDs endémicas de la region y realizar a su vez la validacion de los mismos para
su pronta implementacion.

La existencia de este protocolo de deteccion de la respuesta de anticuerpos IgG e IgG4 a los
antigenos OV16, OV17 y OV33 de O. volvulus permitira evaluar la utilidad de esta técnica para la
vigilancia epidemiologica post-eliminacion de la transmision de la oncocercosis, mediante el uso de
una herramienta de alta sensibilidad y especificidad.
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A1 Inicio y apagado del equipo Luminex®MAGPIX®).

PNO: 6.00
Instituto de Investigaciones Procedimiento normado de | Version: 1
operacion Fecha: 2020

Centro de Estudios en Salud

Laboratorio 112-304

Paginas Totales: 4

Inicio y apagado del equipo | Autorizado:
Luminex *MAGPIX® | preparado por: Estefani
Quesada

1. Propésito: Preparar el equipo multiplex MAGPIX® de Luminex® previo a realizar una corrida asegura
que el instrumento esté operando de manera correcta, esto asegurard en parte la calidad de los resultados
obtenidos Prepararlo para el apagado, evitando la formacion de cristales o aglomerados de sal en la
sonda, que podrian dafiar el equipo.

2. Aplicacién: Investigacion.

3. Referencias:
Luminex® Corporation. (2011). MAGPIX® User Quick Guide 4.2. Luminex® Corporation.
3.1 https://www.fresnostate.edu/csm/rimi/documents/equipment/MagPix® pdf

32 MERCK®. (2017). User Quick Guide Developed for Luminex® MAGPIX®

4. Terminologia y abreviaturas:
4.1 Cdm: Comandos
4.2 DI: desionizada

5. Principio: El equipo Luminex® MAGPIX utiliza perlas, con diferentes colores, para llevar a cabo
ensayos de deteccion. Cada una de las perlas puede ser recubierta con diferentes moléculas de captura,
como acidos nucleicos y proteinas, especificos para un blanco bioldgico. Esto permite la captura y
deteccion de multiples analitos, provenientes de una misma muestra.

6. Documentos asociados:

6.1 PNO #6.1: Calibracién y verificaciéon del equipo Luminex ® MAGPIX®

7. Seguridad:
7.1 Antes de cualquier procedimiento el investigador debera de haber leido el manual del equipo.
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Laboratorio I112-304

Paginas Totales: 4

Inicio y apagado del equipo | Autorizado:
Luminex ®* MAGPIX® Preparado por: Estefani
l{g 5 Quesada

HDALLE

7.2 Utilizar bata de laboratorio, guantes y lentes de proteccion durante todo el proceso.

Equipos, materiales y reactivos:
8.1 Equipo Luminex® MAGPIX® (16047702)
8.2 Etanol 70% (v/v)

8.3 AguaDI
8.4 Cloro 10% (v/v)
8.5 Cloro 20% (v/v)

8.6 Descarte para solventes no halégenos

9. Procedimiento:

91 Inicio del ordenador Prenda el computador como lo haria con cualquier otro ordenador. Una
: vez en dentro haga click en el icono de xPONENT Luminex..

91 Para iniciar del sistema. Pulsar la pestafia de Maintenance, una vez dentro ubicarse en el
i lado izquierdo de la ventana y pulsar Cmds & Routines.

92 Dirigirse a la opcién Routine Name, que se encuentra en la parte superior de la ventana y

seleccionar la opcion Revive After Storage.
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Version: 1
Fecha: 2020

Inicio y apagado del equipo
Luminex ®* MAGPIX®

Paginas Totales: 4

Autorizado:
Preparado por: Estefani
Quesada

s Protocels
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9.3
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9.6
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9.8
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Dirigirse a la esquina inferior derecha y pulsar Eject y agregar etanol al 70% (v/v) al pocillo
RB1 hasta %: de su capacidad. Los demas pocillos deberan quedar vacios.

Siempre en la esquina inferior derecha de 1a ventana de Cmds & Routines presionar Retract
v Run.

Retomar a la pestaiia Home y pulsar System Initialization. Durante todo el proceso el
pocillo debera siempre debera de contener etanol al 70% (v/v).

Una vez finalizado el paso anterior volver a pulsar Run.

Apagado del sistema. Ubicarse en la pestafia de Maintenance, una vez dentro, ubicarse en el
lado izquierdo de la ventana y pulsar Auto Maint.

Cuando el proceso de auto maint finalice pulsar Eject, que se ubica en la parte inferior en el
centro de la pantalla.

Luego ubicar el pocillo RA1 y llenar hasta 3: de su volumen con agua DI.
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910 Ubicar el pocillo RC1 y llenar hasta % de su volumen con cloro al 10% (v/v) o 20%( v/v)

9.11  Pulsar Retract y Run. Recordar que el pocillo RDI deberd de permanecer vacio durante
todo el proceso.

10. Calculos:
10.1 No aplica

11. Control de calidad:

11.1  En caso que alguno de los pasos de la rutina no funcione revisar el manual del equipo. Si no
logra solucionar el problema, comunicarse con su supervisor inmediato y con el representante
de la casa comercial Lic. Andres Moreira(andres. moreira@merckgroup.com).

12. Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1  Registrar en el cuaderno de laboratorio respectivo cuédndo se corrieron estos programas de
preparacion, colocando la fecha y el nombre del investigador que los realizé
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A.2 Calibracién y verificacion del equipo Luminex® MAGPIX®).

PNO: 6.01
Instituto de Investigaciones Procedimiento normado de | Version: 1
operacion Fecha: 2020

Centro de Estudios en Salud

Laboratorio I12-304 Paginas Totales: 4
Calibracién y verificacion | Autorizado:
del equipo Luminex® Preparado por: Estefani
MAGPIX® Quesada

Propdsito: Antes de una corrida es necesario calibrar el equipo para configurar el sistema y asegurar
que las microesferas se clasifiquen de manera optima y consistente durante la corrida. Por otro lado la
verificacion confirmara que el analizador esté funcionando de manera correcta

Aplicacion: Investigacion.

Referencias:
Luminex® Corporation. (2011). MAGPIX® user quickguide 4.2. Luminex® Corporation.
3.1 https://www.fresnostate.edu/csm/rimi/documents/equipment/MagPix®.pdf

Terminologia y abreviaturas:

4.1  CD: Disco compacto, por sus siglas en inglés.
4.2 CAL: calibracion

4.3 VER: verificacién

44  Fl:Fluidos 1

4.5  F2:Fluidos 2

Principio: Durante la calibracion lo que se hace es una normalizacién de la configuracion del sistema,
utilizando como base la informacion encontrada en el CD CAL, mientras tanto la verificacion utiliza
los controles internos del sistema para asegurar que el analizador esté funcionando segiin los pardmetros
establecidos en la calibracién anterior. pardmetros del sistema.

Documentos asociados:

6.1 PNO # 6.00: Inicio y apagado del equipo Luminex® MAGPIX®
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Seguridad:

7.1 Leer el manual del equipo antes de empezar cualquier procedimiento que involucre el uso del
equipo.

7.2 Verificar las fechas de vencimiento de los kits de calibracion y verificacion.

7.3 Utilizar bata de laboratorio durante todo el procedimiento.

Equipos, materiales y reactivos:
8.1 Equipo Luminex® MAGPIX (16047702)
8.2 Kit de calibracién (Luminex®, catalogo MPSCALK?25, ThermoFisher®)

8.3 Kit de Verificacion (Luminex®, catalogo MPXPVERK2S5, ThermoFisher )
84 Isopropanol 70% (v/v)

85 Etanol 70% (v/v)

8.6 Toalla de papel absorbente tipo Kimwipe

8.7 Agitador tipo Vortex

8.8 Piseta con agua destilada

8.9 Descarte para solvente no halogenos
Procedimiento:
9.1 Antes de empezar debera sacar los reactivos de la refrigeradora; se recomienda que sea una
) hora antes de iniciar con este proceso. De esta manera estos lograran alcanzar la temperatura
ambiente. Ademas de esto deberd agitarlos utilizando un agitador tipo Vortex previo a su uso.
9.2 La calibracion debera hacerse mensualmente, o cuando el aparato muestre el estatus del
i sistema (System Status)en amarillo esto luego de la rutina de inicio. Ubicarse en la pestafia
de Maintenance y dirigirse Al lateral izquierdo y presionar Auto Maint
93 Una vez aqui presionar en la opcion Calibration/Verification, ubicada en la parte superior
de la pestaila, luego colocar el CD del kit de calibracién y pulsar en Import Kit. Se desplegara
una lista, buscar en la ubicacién del CD y abrir el archivo con extension .1x!
94 En cada pozo de la tira , colocar 6 gotas de cada reactivo en el siguiente orden:

SAl - CAL, SB1- VER, SC1 -F1 y SD1 - F2
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Procedimiento normado de
operacion

PNO: 6.01
Version: 1
Fecha: 2020

Calibracion y verificacién
del equipo Luminex®
MAGPIX®

Paginas Totales: 4

Autorizado:
Preparado por: Estefani
Quesada

10.

Automated Maintenance - Calibration | Verification
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Llenar el pozo RB1 hasta % de su capacidad con isopropanol al 70% (v/v) o etanol al 70%

. (v/v) . Mientras el pozo de limpieza (RD1) debera de quedar vacio.

Pulsar Eject, para que la puerta del equipo se abra, colocar la tira con los reactivos ya

9.6 . . .
adicionados, dejando el a RD1 vacio.

9.7 Pulsar RUN y permitir que el aparato realice la corrida. Una vez finalizada, el equipo le
indicara “Ok”, si la calibracion y verificacion fueron satisfactorias. En caso contrario se
debera repetir el procedimiento.
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Version: 1
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Calibracion y verificacién
del equipo Luminex®
MAGPIX®

Paginas Totales: 4

Autorizado:
Preparado por: Estefani
Quesada

10.1 No aplica

11. Control de calidad:

11.1  En caso que alguno de los pasos de la rutina no funcione revisar el manual del equipo. Sino
llegase a encontrar la solucion, favor comunicarse con el proveedor del servicio Lic. Andres

Moreira (andres.moreira@merckgroup.com)

12. Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1  Enel cuaderno de laboratorio del proyecto especifico se debe colocar la fecha en que se realizé
la calibracion y verificacion, para llevar un registro de este y realizarlo al tiempo recomendado
por el fabricante. Se debe colocar el niimero de serie de los kits utilizados para realizar estos

procedimientos.
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A.3 Acoplamiento de antigenos recombinantes de O. volvulus a las microesferas xMAP®).

Instituto de Investigaciones
Centro de Estudios en Salud

Laboratorio 112-304

Procedimiento normado de
operacion

Acoplamiento de antigenos
recombinantes de
O.volvulus a las
microesferas XM AP®

PNO: 6.02
Version: 1
Fecha:

Paginas Totales: 6

Autorizado:
Preparado por:
Estefani Quesada

detectar la respuesta de anticuerpos IgG e IgG4 .

3. Referencias:
31 Luminex.

(2018).
https://www luminexcorp.com/blog/new-alternative-coupling-problematic-proteins-

Aplicacion: Realizar estudios epidemiolégicos de la Oncocercosis.

xMAP cookbook

Propésito: Acoplamiento de los antigenos OV16, OV17 y OV33 a las microesferas xXMAP® para

(3rd ed.). Luminex.

luminex-xmap-microspheres/downloadxmapcookbook/

32

Advancing Translational Sciences.

4.1 min: minutos

4.2 s :segundos

Terminologia y abreviaturas:

4.3  rpm: revoluciones por minmito

4.4  mL: mililitro
4.5 pL: microlitro
4.6 mg: miligramo
4.7  M:molar

4.8 g gramos

4.9 EDC: N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida)
4.10 Sulfo-NHS: Sulfo- N-hydroxysulfosuccinimide
4.11 PBS: solucion amortignadora de fosfatos
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Acoplamiento de antigenos | Autorizado:
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microesferas xMAP®

4.12  O. volvulus: Onchocerca volvulus

4.13 MES: acido 2- (N -morfolino) etanosulfonico

4.14 BSA: albiimina de suero bovino

4.15 °C: grados Celsius

4.16 OV16: Antigeno recombinante de 16 aminoacidos especifico de O. volvulus
4.17 OV17: Antigeno recombinante de 17 aminoacidos especifico de O. volvulus
4.18 OV16: Antigeno recombinante de 33 aminoacidos especifico de O. volvulus
4.19 PE: ficoeritrina

4.20 LED: Diodo emisor de luz

4.21 MFTI: intensidad media fluorescente

5. Principio: Las microesferas o perlas son particulas de poliestireno carboxilado recubiertas de grupos
carboxilo, lo que permite que se forme un enlace covalente entre las aminas primarias del antigeno
OV16 y el grupo carboxilo de las esferas. Este acoplamiento permite que durante un ensayo el analito
objetivo, en este caso un anticuerpo, se una a la perla. Para la deteccion se mezclan el complejo
antigeno-anticuerpo con estreptavidina conjugada con ficoeritrina (molécula reportera). El complejo
recién formado es excitado por dos fuentes de luz LED que emitira las sefiales de fluorescencia. Esta
sefial serd detectada por el equipo, con la que se haran diferentes analisis.

6. Documentos asociados:
6.1 PNO # 6.01: Calibracién y verificacion del equipo Luminex ®MAGPIX®
6.2 PNO # 6.03: Verificacion del acoplamiento de perlas

7. Seguridad:
7.1 Utilizar bata de laboratorio y guantes durante todo el procedimiento.
7.2 Los materiales descartables deben de estar limpios y previamente esterilizados por autoclave.
7.3 Descartar todos los materiales desechables dentro del descarte de materiales plasticos.

7.4 Desinfectar todas las areas de trabajo antes y después del trabajo con etanol al 70% (v/v).
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e AALLL

Equipos, materiales y reactivos:
8.1 Equipo Luminex® MAGPIX® (16047702)
8.2 Agitador tipo Vortex

8.3 Micropipeta de 100 a 1000p1
8.4 Puntas de 100 a 1000 pl
8.5 PapelpH
8.6 Microesferas xXMAP®
8.7 Centrifuga
8.8 Tubos conicos de 1.5 ml
8.9 Descarte de puntas
8.10 Refiigeradora a 4°C
8.11 Marcador indeleble
8.12 Gradilla para tubos conicos de 1.5 mL
8.13 Servilletas de papel
8.14 Sonicador

8.15 Papel aluminio

Buffer de fosfato de sodio 0.1M (agua destilada 1L, NaH,PO, * H,O 3.1 g, Na,HPO, 10.9g;
PH 6.2)

8.17 Buffer de fosfato de sodio 1% (v/v)

PBS 1X o buffer de acoplamiento (Agua destilada 800 ml, NaCl 8 g, KC1 0.2 g, KH,PO, 0.24
g, Na,HPO; 1.44 g; pH 7.2)

8.19 EDC
8.20 Sulfo-NHS

8.16

8.18

8.21 Antigenos recombinantes OV16 en concentracion de Smg/ml

8.22 Agua destilada-desionizada grado molecular
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8.23
8.24
8.25
8.26
8.27

BSA

Solucién de inhibidores de proteasas (1X PBS 100ml, BSA 1g, NaN3 20ul, Tween-20 50ul)
PE

Acgitador tipo Rocker

Separador magnético

9. Procedimiento:

9.1

9.2

9.3

94

Previo a iniciar .

9.1.1 Retire todos los reactivos del refrigerador para que alcancen la temperatura ambiente; se
recomienda hacer esto 20-30 min antes de iniciar. Encender el equipo 15 minutos antes
de iniciar.

9.1.2 Resuspenda el vial de stock de microesferas sometiendo a agitacién con un agitador
Vortex por 10 s, seguido de una sonificacion de 10s.

9.1.3 Pipetee con una micropipeta de 1000 ul la cantidad deseada de microesferas del stock a
un tubo de centrifugacién. En este caso utilizara 1.25 x 10%microesferas lo cual equivale
a 1 ml. El célculo de cuanto volumen pipetear segin las microesferas deseadas se
encuentra en la seccion de célculos.

9.1.4 Coloque este tubo de centrifugacion en el separador magnético por 1-2 min. Luego, con
la micropipeta de 1000 ul, retire el sobrenadante y descartelo en el contenedor de
desechos.

9.1.45 Lave las microesferas del tubo anterior con 500 pl de buffer de fosfato de sodio 0.1M
(pH 6.2)

9.1.6 Resuspenda las microesferas sometiéndolas a agitacion durante 15s, seguido de una
sonicacion durante 30s.

Con una micropipeta de 1000 uL, recolecte 1000 pl de la solucion anterior y transfiérala a un

tubo conico de 1.5ml (el cual se denominaréd tubo A). Este se centrifuga durante 5 min a 13

200 rpm. Con una micropipeta retire el sobrenadante y descartelo en un contenedor de

desechos identificado.

Al pellet de esferas obtenido el paso anterior, agregue 200ul de buffer de fosfato de sodio

0.1M (pH 6.2).

Agite en agitador Vortex durante 10 s, seguido de una sonicaciéon durante 10 s. Por tiltimo

cenfrifugue 5 min a 13,200 rpm (deberd de remover el sobrenadante como se describi6 en el

paso 9.1.4-9.1.5). Repita el paso 9.3 una vez mas.
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9.6

9.7

9.8

929

9.10

9.11

9.12
9.13

9.13

9.14

9.16

9.13

9.14

Agregue 800ul de buffer de fosfato de sodio 0.1M (pH 6.2) al pellet de esferas, agite la
solucién con un agitador Vortex hasta que se homogenice.

Prepare dos soluciones: una de EDC y otra de Sulfo-NHS, utilizando el buffer de fosfato 0.1M
(pH 6.2); para ambas soluciones la concentracion final debera ser 50 mg/ml.

Agregue 100y, de cada una de estas soluciones, al tubo A.

Mezcle con agitador Vortex durante 10 s y luego deje incubando a temperatura ambiente en
un agitador tipo Rocker a 700 rpm por 20 min. Durante este tiempo el tubo A debe de
protegerse de la luz.

Durante el tiempo de incubacién retire al antigeno del refrigerador y deje que llegue a
temperatura ambiente.

Posterior a la incubacion, centrifugue durante 5 min a 13,200 rpm y descarte el sobrenadante
como se describe en el paso 9.1.4-91.5.

Lave el tubo A con 200pul de buffer de fosfato de sodio 0.1M (pH 6.2), mezcle con agitador
Vortex durante 10 s y centrifugue durante 5 min a 13,200 rpm

Descarte el sobrenadante y repita los pasos 9.8 -9.9 una vez mas.

Re suspenda el pellet en buffer de acoplamiento (PBS 1X, pH 7.2 0o MES 0.05M, pH 5.0) ¥y
agregue el antigeno OV16 de O. volvulus a una concentracion final de Spg/10° microesferas.

Deje incubando a temperatura ambiente durante 2 horas en el agitador tipo Rocker a ~15-30
pm .

Luego centrifugue la solucién a 13,200 rpm durante 5 min v descarte el sobrenadante como se
indicé en 9.1.4-9.1.5.

Agregue 200 1l de buffer de fosfato de sodio 1% (v/v) y mezcle con agitador Vortex durante
10 s. Seguido cenfrifugue 5 min a 13,200 rpm y remueva el sobrenadante.

Agregue 200 pl de buffer de fosfato de sodio con 1% (p/v) de BSA al tubo A. Luego mezcle
con agitador Vortex durante 15 s e incube a temperatura ambiente durante 30 min con
agitador tipo Rocker en su minima velocidad.

Centrifugue a 13,200 rpm durante 5 min y descarte el sobrenadante en un contenedor
identificado como se describe en 9.1.4-9.1.5. Al nuevo pellet agréguele 200 pl de buffer de
acoplamiento. Re suspenda las perlas mediante inversion del tubo conico y centrifugue por 5
min a 13,200 rpm, para luego descartar el sobrenadante.

Para guardar las microesferas acopladas: re-suspenda el pellet de perlas acopladas en 1500
nl de buffer de acoplamiento (que contenga 200 ug/ml de solucién de inhibidores de
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10.

11.

12.

proteasas). Proteja el tubo de la luz envolviendo el fubo A con papel aluminio y almacene a
4°C hasta el momento de su uso.

Calculos:
10.1 Para calcular el volumen de stock de microesferas a utilizar
. (# de microesferas a acoplar)

Volumen de stock necesario =
(concentracion del vial de stock)

Para calcular las diluciones de reactivos

10.2
(Volumen inicial)(Concentracién inicial) = (Volumen final)(Concentracion final))
10.3 ;
Para calcular el porcentaje peso volumen
(g de soluto) + 100
(ml de la solucicn)
Control de calidad:

11.1 Confirmar el acoplamiento de las perlas, para ello dirigirse al PNO 6.3: Verificacion del
acoplamiento de perlas.

Reporte de datos y documentos utilizados:
12.1  Enel cuaderno de laboratorio correspondiente anotar:
Fecha y nombre del responsable.

Detalle de los reactivos utilizados, colocando la marca, niumero de catalogo y concentracion
de la solucién madre.

Detalle de la preparacion de las soluciones.
Cualquier procedimiento que se realizo y no esta descrito en el presente PNO.

Cualquier observacion que pudiera ser relevante para explicar los resultados.
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1. Propésito: Verificar que el acoplamiento de los antigenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 a las
microesferas XMAP® se haya realizado con exito, y que durante el proceso se mantuvo la estructura y
capacidad de acoplamiento del antigeno. Este proceso se llevaba a cabo previo a iniciar un ensayo
multiplex con las perlas, para eliminar la probabilidad de un falso negativo debido a un acoplamiento
incorrecto del antigeno.

2. Aplicacién: Confirmacion del acoplamiento correcto para su uso en estudios epidemiologicos de
oncocercosis en el pais.

3. Referencias:

31

32

Luminex. (2018). xMAP Cookbook (3rd ed.). Luminex.
https://www.luminexcorp.com/blog/new-alternative-coupling-problematic-proteins-luminex-
xmap-microspheres/downloadxmapcookbook/

Luminex®. (2011). Coupling Assessment. In xMAP® Antibody Coupling Kit User Manual
(Issue 4, pp. 14-16). Luminex® Corporation. https://www 1d.ruw/w/multiplex/manual abc.pdf

4. Terminologia y abreviaturas:

4.1
4.2
43
44
45
4.6
47
4.8
4.9

s: segundos

min: minutos

mL: mililitro

pL: microlitro

LLg: microgramos

PBS: solucion amortiguadora de fosfatos
PE: ficoeritrina

BSA: alblimina de suero bovino

MFT: intensidad media fluorescente

4.10 O.volvulus : Onchocerca volvulus
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4.11 OVI1e6: Antigeno recombinante de 16 aminoacidos especifico de O. vohulus
4.12 OV17: Antigeno recombinante de 17 amino4cidos especifico de O. vohulus

4.13 OV33: Antigeno recombinante de 33 aminoacidos especifico de O. vohulus

Principio: Las microesferas acopladas con el antigeno recombinante OV16 pueden reaccionar y
unirse a un anticuerpo especifico marcado con ficoeritrina (PE). Este complejo luego se puede analizar
en un instrumento Luminex® xMAP®. Y la intensidad de la fluorescencia emitida por la reaccion
indicara el acoplamiento de las perlas se realizd de manera exitosa.

Documentos asociados:
6.1 PNO 6.01: Calibracion y verificacion del equipo Luminex ® MAGPIX®

6.2 PNO 6.02 : Acoplamiento del antigeno OV16 de Onchocerca volvulus a las microesferas

Seguridad:
7.1 Utilizar bata de laboratorio y gnantes durante todo el procedimiento
7.2 Los materiales descartables deben de estar limpios y previamente esterilizados por autoclave
7.3 Desinfectar todas las areas de trabajo antes y después del trabajo con etanol al 70% (v/v)

7.4 Descartar de manera adecuada todos los materiales desechables dentro del basurero indicado
para materiales plasticos.

Equipos, materiales y reactivos:
8.1 Equipo Luminex® MAGPIX® (16047702)
8.2 Microesferas XM AP® acopladas con antigeno OV16, OV17 y OV33

8.3 Micropipeta de 20 a 200pul

8.4 Punta de 20 a 200l estériles

8.5 Micropipeta multicanal 20 a 200pl
8.6 Marcador indeleble
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8.7 Descarte de puntas
8.8 Placa de ensayo de 96 pozos (Millipore® MultiScreen)
8.9 Gradilla para microtubos 1.5ml

8.10 Servilletas de papel absorbente

8.11 Agitador de placas tipo Roker

8.12 PBS 1X (Agua destilada 800ml, NaCl 8 g, KC10.2 g, KH-PO, 0.24 g, Na,HPO,; 1.44 g; pH

7.2)
8.13 PE
8.14 BSA

8.15 Scepter® 2.0 Cell Counter
8.16 Agua destilada y desionizada grado biologia molecular
8.17 Separador magnético

9. Procedimiento:
91 Resuspenda las microesferas ya acopladas con el antigeno OV16, OV17 y OV33 usando
) agitador Vortex y sometalas a sonicacion por 20 s
97 Prepare la mezcla de microesferas diluyendo el stock en PBS 1X hasta alcanzar una
i concentracion final de 50 microestferas/ pl
9.2.1 Uso de Scepter® 2.0 Cell Counter para alcanzar 50 microesferas/ul
9.2.1.1 Encienda el Scepter® para esto presione el interruptor que se encuentra en la parte
posterior del instrumento.
9.2.1.2 Una vez encendido debera conectar el sensor; en pantalla apareceran las instrucciones
(detalladas) para cada paso del proceso de conteo.
9.2.1.3 Brevemente presione el émbolo y sumerja la punta en tubo con el stock. Luego retire
su dedo del embolo para extraer 50 ul de la suspension de perlas
9.2.1.4 EIl sensor calculard la concentracion de perlas en el volumen extraido. Con este
numero podra hacer las diluciones necesarias para alcanzar las 50 microesferas/pl

Prepare una solucion de anticuerpo de deteccion de IgG4 anti-OV16, marcado con PE, a una
concentracion final de 4 pl/ml en buffer de ensayo (PBS, BSA 1% (p/v)). Repita esto para los
demas antigenos.

9.3
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94 Prepare una dilucion seriada 1:2 de la solucién de anticuerpo de deteccion, esto hasta alcanzar
una concentraciéon de 0.0625 pg/mL

En las primeras dos columnas (1 y 2) de una placa de 96 pozos, coloque alicuotas de 50 pL de
la solucion preparada en el paso 9.2. El total de pocillos llenos deberi ser de 16.

9.6 Agregue 50 pL de buffer de ensayo en los pocillos Al y A2, estos serviran como blanco en la
verificacion.

9.7 Agregue 50 pL de la solucion preparada en el paso 9.4 a cada uno de los pocillos restantes,
exceptuando los que posean el blanco, asi como se muestra en el siguiente esquema:

1 2 3|4|5(6|7|8|9 10|11 |12
A Blanco | Blanco
B 1:64 1:64
C 1:32 1:32
D 1:16 1:16
E 1:8 1:8
F 1:4 1:4
G 1:12 1:12
H 1:1 1:1

Mezcle por pipeteo cada una de las reacciones con la pipeta multicanal de 200 pL. Luego

28 cubra la placa y déjela incubar durante 30 min a temperatura ambiente en un agitador de placas
tipo Rocker.
9.9 Despues de la incubacion

9.9.1 Coloque la placa en un separador magnético por 1-2 min.

9.9.2 Estando en él separador magnético refire el liquido de los pocillos utilizando una
micropipeta multicanal de 20-200 pL. Luego lave cada uno de los pocillos con 100pL
de buffer de ensayo, pipeteando varias veces, y por tltimo vuelva a remover el liquido
con una micropipeta multicanal. Hacer este procedimiento un total de dos veces.

910 Resuspenda las microesferas en 100uL de buffer de ensayo
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9.11  Analice 50-75uL de la suspensién en el Luminex®, siguiendo los pasos indicados en el PNO
6.04 . Se espera tener seflales > 2000 y obtener una grafica similar a la que se muestra a
continuacion:

ANTIBODY COUPLING CONFIRMATION
14000
12000 //.
@
2 10000 W
8 i
g 8000
- P
T 6000 /
=
5 4000
=
2000 -
0 L L] T
0 1 2 3 - 5
Anti-Species IgG - PE conjugate (ug/ml)
10. Calculos:
10.1 Para calcular porcentaje peso volumen

(g de soluto)

ml de la solucidn
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11. Control de calidad:

11.1 Eltnico pozo que no debera reportar MFI es en el pozo del blanco. En dado caso este reporte
alguna seflal se debera repetir todo el proceso de verificacion.

11.2 Se esperaria observar una relacion directamente proporcional enfre la sefial emitida y la
proteina acoplada en la superficie de la microesferas..

12. Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1  Mantener un registro de los resultados obtenidos al realizar la curva. Esto puede hacerlo
utilizando el cuademno de laboratorio respectivo para la prueba multiplex para Oncocercosis.
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1. Propésito: Determinar la respuesta de anticuerpos IgG e IgG4 a microesferas acopladas con los
antigenos recombinantes OV16, OV17 y OV33, esto utilizando la tecnologia Luminex® MAGPIX®.

2. Aplicacién: Investigacion sobre métodos para la vigilancia post-eliminacion de la transmision de la
Oncocercosis.

3. Referencias:

3.1

3.2

3.3

Luminex. (2018). xMAP cookbook (3rd ed.). Luminex.
https://www.luminexcorp.com/blog/new-altemative-coupling-problematic-proteins-luminex-
xmap-microspheres/downloadxmapcookbook/

Feeser, K. R., Cama, V., Priest, J. W., Thiele, E. A., Wiegand, R. E., Lakwo, T., Feleke, S. M.,
& Cantey, P. T. (2017). Characterizing reactivity to Onchocerca volvulus antigens in multiplex
bead assays. He American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 97(3), 666-672.
https://doi.org/10.4269/ajtmh.16-0519.

Lobos, E., Weiss, N., Karam, M., Taylor, H., Oftesen, E. A., Nutman, T. (1991). An
immunogenic Onchocerca volvulus antigen: a specific and early marker of infection. Science.
251(5001):1603-5.

4. Terminologia y abreviaturas:

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7
4.8
4.9
4.10

pL: microlitro

Ng:nanogramos

s:segundos

min: minutos

1pm: revoluciones por minuto

PBS: solucion amortiguadora de fosfatos

TwPBS: : solucion amortiguadora de fosfatos con Tween-20
SAPE: Estreptavidina conjugado con R-ficoeritrina

BSA: alblmina de suero bovino

O. volvulus: Onchocerca volvulus
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5. Principio: Consiste en una técnica que evalia hasta 50 analitos, de manera simultanea, utilizando un
solo volumen de muestra. Para ello utiliza microesferas (perlas) de poliestireno codificadas por colores,
cada una con 10 combinaciones diferentes de dos tintes fluorescentes. Es capaz de detectar desde
citoquinas solubles, antigenos, anticuerpos hasta quimioquinas a través de citometria de flujo.

6. Documentos asociados:

6.1 PNO 6.01: Calibracion y verificacion del equipo Luminex® MAGPIX®

6.2 PNO 6.02: Acoplamiento de antigenos recombinantes de O. volvulus antigeno a las

microesferas XMAP®

7. Seguridad:

7.1 Utilizar bata de laboratorio y guantes durante todo el procedimiento

7.2 Losmateriales descartables deben de estar limpios y previamente esterilizados por autoclave

7.3 Desinfectar todas las areas antes y después del trabajo con etanol al 70% (v/v)

7.4 Descartar de manera adecuada todos los materiales desechables dentro del basurero indicado
para materiales plasticos y las soluciones en los contenedores designados

8. Equipos, materiales y reactivos:

8.1 Microesferas XMAP® acopladas con antigeno OV16, OV17 y OV33
8.2 TwPBS (PBS 1X con 0.05% Tween-20)

83 7.2)

8.4 Agua destilada

8.5 IgG anti-humano de ratén biotinilado

PBS 1X (Agua destilada 800ml, NaCl 8 g, KCl 0.2 g, KH>PO4 0.24 g, Na>-HPO41.44 g; pH

8.6 Buffer de ensayo (PBS 1X 1L, BSA 5.0g, NaN3 20% 0.2ml, Tween-20 0.5ml)

8.7 SAPE

8.8 Papel aluminio

8.9 Micropipeta de 20 a 200 nL

8.10 Micropipeta de 100 a 1000 pL

8.11
8.12

Puntas de 20 a 200 pL , estériles
Puntas de 100 a 1000 pL, estériles
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8.13
8.14
8.15
8.16
8.17
8.18
8.19
8.20
8.21
8.22
8.23

Descarte de puntas

Agitador tipo Vortex

Servilletas de papel absorbente

Marcador indeleble

Gradilla para tubos conicos de 1.5 mL

Etanol al 70% (v/v)

Placa de ensayo de 96 pozos (Millipore® MultiScreen)
Agitador de placas

Equipo Luminex® MAGPIX® (16047702)

Fluido de vaina xXMAP®

Separador magnético

9. Procedimiento:

Creacion de un nuevo batch de ensayo Luminex® MAGPIX®
9.1.1 Pulse la pestaiia de Batches y dirijase a la opcion de Create new Batch from an

9.1.3 Nombre la corrida con el nombre del kit que se utilizara o con el nombre acordado con
9.1.4 Seleccione el protocolo especifico para Oncocercosis y pulse Next (Ubicado en la

9.1.5 Revise que la informacion del protocolo sea la correcta, en dado caso cambiara,

9.1.7 Edite la informacion de la placa segin las condiciones de la corrida.

9.1.7 Una vez terminados los pasos del 9.2-9.15 introduzca la placa al equipo y pulse Run
Batch, ubicado en la esquina inferior derecha

Ensayo multiplex Humedezca cada pozo de la placa con 100 pL. de TwPBS y luego descarte
el liquido. Paralelo, re suspenda las microesferas acopladas utilizando un agitador tipo

Agregue 50 uL por pozo de la mezcla de microesferas, seguido de dos lavados con 100 pL de

9.1
existing Protocol
el encargado de laboratorio
esquina inferior derecha)
modificalo.
9.1.6 Pulse Next
9.1.8 Pulse Next
9.2
Vortex.
i TwPBS cada uno.
94

Coloque 50pL de la muestra en cada pozo (Las muestras de suero o plasma deberan estar
diluidas en una relacion 1:5). Proceda a recubrir la placa con papel aluminio y deje incubando
durante 1.5 horas a temperatura ambiente sobre un el agitador de placas a 600 rpm.
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9.6

9.7

9.8

9.9

9.10

9.11

9.12
9.13

9.14

9.15
9.16

Deseche la solucién por filtraciéon al vacio o agitando la placa sobre una toalla de papel
absorbente.

Coloque la placa sobre el separador magnético, por proximadamente 1-2 min. Luego lave los
pozos tres veces, con 100 uL. de TwWPBS cada vez, y proceda a retirar el liquido al igual que
lo hizo en el paso 9.4.

Agregue 50 pL de la mezcla de anticuerpo secundario (50 pL de buffer de ensayo, 50 ng de
IgG de ratén anti-humano biotinilado o 40 ng de IgG4 ratéon anti-humano biotinilado)

Selle 1a placa con su tapadera y recubra con papel aluminio. Luego coloéquela en el agitador
de placas a 800 rpm durante 30 s.

Disminuya la velocidad hasta llegar a 600 1pm y deje incubando a temperatura ambiente
durante 45 min.

Agite la placa para descartar la solucion de los pocillos y repita el lavado con 100 pL por pozo
de TWPBS

Agregue 50 pL del buffer de ensayo con 250 ng de SAPE a cada pocillo. Selle la placa con la
tapadera y recubra con papel aluminio

Coloque la placa sobre el agitador de placas y repita el procedimiento del paso 9.8.

Agite la placa sobre una toalla de papel y lave los pocillos con 100 pL por pozo de TwPBS.
No olvide colocar sobre el separador magnético.

Agregue 100 pL por pozo de PBS (pH 7.2), selle la placa y se recubra con papel aluminio.
Coloque en el agitador Vortex y vaya aumentado la velocidad gradualmente, una vez este en
el maximo deje alli por 30s.

Remueva la placa y coléquela inmediatamente en el equipo multiplex para realizar la lectura.
Exportacion de resultados

9.15.1. Dirijase a la pagina de resultados, seleccione la pestafia de “Saved Batches” o “Lotes
guardados”. Denfro de esta pestaila busque la corrida que acaba de realizar y
seleccionela.

9.15.2. En la parte inferior del programa busque la opcion de “Exp Results” y presione el boton
izquierdo del mouse. Elija la carpeta en la que guardara el documento e identifique el
documento con el nombre del estudio.

9.15.3. Presione el boton izquierdo del mouse en la opcién de “aceptar” y espere a que el
documento se guarde en formato .xlsx. Verifique que el documento se guardo de
manera correcta abriendo el archivo desde la carpeta seleccionada.
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& Mantenance

8 -

Current Batch

Saved Batches Filter Fittaris OFF

LIS Results I
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Reports

Instructions

|0M8ﬂch

MNevw Batich 2

Progocol Protocol Version Date

Mons 1

101 272009 5 20 Py Complals Adrmin

1011272009 8:53 PM

Status (L]
Complete

10. Calculos:

101 No aplica

11. Control de calidad:

11.1 EIl control positivo podrad ser suero que ha sido confirmado previamente como positivo
mediante pruebas inmunologicas.

11.2 En cada corrida se debe incluir un control positivo, uno negativo y el buffer que se utilice
como blanco. En el control negativo se espera obtener un MFI de 0, del control positivo se

espera un MFI >2000.
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12. Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1

proyecto y la fecha en que se realizo el ensayo.
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A.6 Analisis e interpretacion de resultados del ensayo miultiplex para la deteccion de anticuerpos
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IE

1. Propésito: Interpretar de los datos obtenidos del ensayo multiplex con los antigenos recombinantes
OV16, OV17y 033 acopladas a las microesferas para determinar si hay presencia de anticuerpos IgG
e IgG4 en la muestra.

2. Aplicacién: Analizar e interpretar los datos obtenidos de una corrida multiplex en donde se evalué la
presencia o ausencia de anticuerpos IgG e IgG4 de O. volvulus.

3. Referencias:

31

32

33

34

3.6

37

3.8

39

39

3.10

Brian, A., Venables, B., Bates, D. M., Firth, D., & Ripley, M. B. (2020). MASS: Support
Functions and Datasets for Venables and Ripley’s MASS (R package 7.3-53). https://cran.1-
project.org/web/packages/MASS/MASS pdf
Dag, O. (2019). onewaytests: One-Way Tests in Independent Groups Designs (R package
2.4). https://cran.r-project.org/web/packages/userfriendlyscience/userfriendlyscience.pdf
Derek, A., & Wheeler, P. (2020). FSA4: Simple Fisheries Stock Assessment Methods (R package
0.8.30). https://cran.r-project.org/web/packages/FSA/FSA.pdf
Feeser, K. R., Cama, V., Priest, J. W., Thiele, E. A., Wiegand, R. E., Lakwo, T., Feleke, S. M.,
& Cantey, P. T. (2017). Characterizing Reactivity to Onchocerca volvulus Antigens in
Multiplex Bead Assays. He American Journal of Tropical Medicine and Hygiene, 97(3), 666—
672. https://doi.org/10.4269/ajtmh.16-0519
Hope, R. M. (2016). Rmisc. Ryan Miscellaneous (R package 1.5). https://cran.r-
project.org/web/packages/Rmisc/Rmisc.pdf
John, A., Weisberg, S., Price, B., Adler, D., Bates, D., Baud-bovy, G., Bolker, B., Ellison, S.,
Graves, S., Krivitsky, P., Laboissiere, R., Maechler, M., Monette, G., Murdoch, D., Ogle, D.,
Ripley, B., Venables, W., Walker, S., & Winsemius, D. (2020). car: Companion to Applied
Regression (R package 3.0-9). https://cran.r-project.org/web/packages/car/car.pdf
Nunes, T., Heuer, C., Marshall, J., Sanchez, J., Thom-, R., Reiczigel, J., Robison-cox, J.,
Sebastiani, P., Solymos, P., Yoshida, K., Pirikahu, S., Firestone, S., Kyle, R., Jay, M., Reynard,
C., & Stevenson, M. M. (2020). epiR - Tools for the Analysis of Epidemiological Data (R
package 1.0-15). https://cran.r-project.org/web/packages/epiR/epiR pdf
Peters, G.-J.. Verboon, P., & Green, J. (2018). userfriendlyscience: Quantitative Analysis Made
Accessible (R package 0.7.2). https://cran.1-
project.org/web/packages/userfriendlyscience/userfriendlyscience.pdf
Tobias, A., Sander, O., & Beerenwinkel, N. (2020). ROCR: Visualizing the Performance of
Scoring Classifiers (R package 1.0-11). https://cran.r-
project.org/web/packages/ROCR/ROCR.pdf
Wickham, H. (2019). stringr: Simple, Consistent Wrappers for Common String Operations. (R
package 1.4.0). https://cran.r-project.org/web/packages/stringr/stringr.pdf
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3.11 Miller, E. (2019).
312 Grammar of
3.13

Wickham, H., Bryan, J., Kalicinski, M., Valery, K., Leitienne, C., Colbert, B., Hoerl, D., &
readxl: Read Excel Files (R package 1.3.1). https:/cran.r-
project.org/web/packages/readxl/readxl.pdf

Wickham, H., Chang, W., Henry, L., Pedersen, T. L., Takahashi, K., Wilke, C., Woo, K.,
Yutani, H., & Dunnington, D. (2020). ggplot? : Create Elegant Data Visualisations Using the
Graphics (R package 33.2). https://cran.r-
project.org/package=ggplot2/ggplot2.pdf

Wickham, H., Francois, R., Henry, L., & Miiller, K. (2020). dplyr: A Grammar of Data
Manipulation (R package 1.0.2).

ROC: Caracteristica Operativa del Receptor (Receiver Operating Characteristic)

4. Terminologia y abreviaturas:
4.1  GST : glutation S-transferasa
4.2  MFI: intensidad media fluorescente
43
4.4  AUC: area debajo de la curva (Area Under the Curve)
4.5  IC: intervalo de confianza
4.6 O.volvulus: Onchocerca volvulus
4.7  nim: ntmero
4.8

Las palabras en negrita haran referencia a comandos especificos.

5. Principio:
Un algoritmo de programacion permite el andlisis un conjunto de datos “inputs” de manera
automatizada para obtener resultados “outputs”, esto lo hace al seguir una secuencia de pasos logicos o
comandos que son colocados por el investigador. Es un proceso definido, preciso y finito que lleva a
obtener la solucion de un problema.

Para ejemplificar el analisis se ufilizaran solo los datos del ensayo para la determinacion de anticuerpos
IgG4 contra en antigeno recombinante OV16

6. Documentos asociados:

6.1 PNO # 6.04: Ensayo multiplex para la deteccién de anticuerpos IgG e IgG4 contra antigenos

recombinantes de O volvilus.
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7. Seguridad:

7.1 Asegurarse que el computador esté conectado a una fuente de poder y que tenga clave de acceso
para restringir el ingreso solo al personal autorizado.

7.2 Guardar todos los archivos en la carpeta del proyecto y realizar una copia de seguridad de la

misma

Equipos, materiales y reactivos:

8.1 Computador

9. Procedimiento:
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9.1

Previo al andlisis

9.1.1. Asegurarse que el ordenador tenga instalado R y Rstudio. En dado caso no lo tenga
descargue e instale ambos programas de las siguientes péaginas:
https://cran.cnr.berkeley.edw/ y
https://www.rstudio.com/products/rstudio/download/#download.

9.1.2. Inicie el programa Rstudio, dirfjase a la ventanilla de session y elija la opcion Set
working directory. Esto definird un directorio de trabajo que le permitird cargar
diferentes archivos a la interfaz.

REUd0 a
Fle Edt Code View Plots |Sesmion | Buld Debug Profle Took  Help
o - ol MewSessicn ¥ Fraject ene) -
&7y p—— =[] Emironment History Cormectons  Titoral e[
Sourceorle  Terminate R. woun | | | Soune e -4 ©* impoet Dataset + | o Lt * .
1 b
Fstart R e SHE-FI G C

szl C To Saurce File Locatian _
Ta Files Pare Locstion Erwitarment i empty
Losd Workspace. i

Saveiorkspace As. Chooss Dirsctory..  CirlsSaifteH

Clesr Workspace..
Files  Flots  Pakages  Help  Viewer =0

2 Expert +

it Sassicen... Cerle]

Console  Terminal ©  lobs =(g

(2020-00-22) -~ “Taking Off again”
copyr 0 The m Foundation for statistical computing
Platform: x86_6£L-wbd-mingw32/x64 (64-bit)

R es

software 1ibre y visne sin GARANTIA ALGUNA
sede redistribuirlo bajo ciertas circunstanc
Micensat)’ o “licencal)’ para cuvalles oe distribucion.

25 un
zs rina
citatie

secto colaborativo con muches contribuyentes
1buTors (" para \?hlEnEI mas 1ATormacion . .
)" para saber cimo citar B o paguetes de R en publicaciones.

Escriba ‘demo()’ para dempstraciones, 'help()’ para el zistema on-Tine de ayuda,
o ‘helg.start{}’ para abrir @1 sistema de ayuda HTML com su mavegador.
Escriba ‘q( paua salir de m.

9.1.3. Instale el paquete Rmisc utilizando el siguiente comando y presionando Crt+Enter para
ejecutarlo:
1 1install.packages("Rmisc”

Luego proceda a cargar cada uno de ellos a la interfaz utilizando el siguiente comando:
2 1 i _br ary (Rmi s_cj;'u

Crtl+Enter servira para ejecutar todos los comandos o instrucciones que coloquemos
en nuestro algoritmo de R.
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Instale y cargue los siguientes paquetes de la misma forma:

Paquete

Descripcion

readx!
dplyr

MASS

ggplot?

ROCR
stringr

car

onewaytests

userfriendlyscience
epiR
Rmisc

pROC

Este paquete permitira importar archivos ‘.xls’ a la interfaz de R

Permite trabajar con dataframes (conjunto de datos) como si
fueran objetos. Las funciones dentro del paquete permitiran filtrar,
seleccionar, renombrar valores y/o columnas dentro del dataframe
Posee funciones para realizar diferentes analisis estadisticos,
importantes para el andlisis e interpretacion de los resultados
obtenidos.

Este paquete es especifico para crear diferentes tipos de graficasy
personalizar las mismas al gusto del investigador.

Se utiliza para la creacion de graficas ROC, calcular puntos de
corte y AUCs.

Las funciones dentro de este paquete permiten preparar los datos
antes de realizar el analisis de los mismos.

Este paquete debe de descargarse debido a que es un requisito para
poder utilizar MASS, paralelo a esto permite realizar regresiones y
graficos.

Util para realizar pruebas estadisticas como ANOVA, Kruskal-
Wallis, Mann-Whitney U para dos muestras, normalidad entre
otros.

El objetivo del paquete es facilitarle el uso de funciones avanzadas
a los nuevos usuarios de la interfaz de R.

Un paquete que permite realizar
epidemiologicos.

Es un paquete que posee varias funciones ttiles para el analisis de
datos (ej. Intervalo de confianza) y operaciones de utilidad.

Este paquete, ademas de generar graficos ROC, permite calcular
los puntos de corte del modelo a traves de diferentes métodos
como el de Youden.

analisis de datos

9.1.4. Exporte los resultados de la coirida en formato csv o xlsx (como se detalla en el PNO
6.04) v coloquelo en el directorio de trabajo que selecciono en el paso 9.1.2. Recuerde
guardar la sesiéon bajo un nombre que describa la naturaleza del analisis
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9.2

simbolos <-

9.3

este ejemplo el datafirame tendra el nombre de “tesis”.
14

15
16
17

tesis
view(tesis
I

97 unttizal~ B Tazis OV16 1963 10098
Filter

55 anNCcHO LF
(1] SET SET

SIS I P

7

TR ST SR PR N

3 ki 0 Uuaida

Showing 1to B of 610 entries, 38 total columns

Utilice esta funcion para verificar que el archivo cargado fue el correcto y para familiarizarse

read_excel ("ROC MA

oviG
Seroiogy_FINAL

Disease 016 Serm OD APCR_FINAL

Orchocercizsis

Crnchocerciasis

Orichocerciesis

S R
&
&

Orchac

P P
w v
(5|5
=

Oruliune wigzis

con la variable recién formada.

70

Microscony FINAL

STER_Final_VC_to_RM_EQ.x1sx™)

NO_MF_1

B - - L= mc

NO MF_2

2

mOE o o ow

Ava MO MF

Definir una variable Cargue el archivo con los resultados a la interfaz de R utilizando el
comando read_excel() o read.csv() acompafiado del nombre del archivo. Paralelo a esto se le
asignard un dataframe, lo cual se hace colocando un nombre cualquiera seguido de los

El comando View() invoca una variable y permite verla en un estilo de hoja de célculo. En
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9.4 Eliminacion de la sefial de la proteina de fusion GST

9.4.1. Define una nueva variable en donde se encuentren tinicamente las columnas de interés,
esto se hace de la siguiente manera nueva variable < variable original [fila,
columna].

9.4.2. Reste la sefial proveniente de la proteina de fusién del antigeno recombinante GST a la
sefial MFI utilizando el siguiente comando: nueva_variable[‘nombre nuevacol’] =
nueva variable[‘col Ov16’] - nueva_ variable[‘col GST’]. Esto generara una nueva
columna con el resultado de la substraccion.

9.4.3. Define una nuevo dataframe con las columnas de interés excluyendo las columnas con
los MFI originales. En este ejemplo los nuevos datatframes se llaman ‘'Ov16 I1gG" y

r -
Ov16 IgG4’.
18 #PARTE 0: Preparacidn de datos
19 #A) Eliminacion de GST
20 data.oncho <- tesis[,c(1:6,9,13,20,26, 33)]
21 data.oncho['ovlé Igc'] - data.oncho['ovi6_c']-data.oncho['GsT_G"]
22 data.oncho['ovl6 IgG4'] = data.oncho['ovli6_4']-data.oncho['G5T_4"]

23 data.oncho2 <- data.oncho[,c(1:2, 5:7, 12:13)]
24 view(data.oncho2)

9.4.4. Utilice View() para observar su nuevo dataframe

Q| Urtited1™ 9| Tesis Ov1E IgG4 10-09.R dataonchol tesis
Filter
-
OO o MO Mesemo 2 O

1 1| Orchocerdasis 1 1 207308 26229.3
2 2 1 | Drchocerdiasis 1 1 243383 27578.3
3 3l 1 | Orchocerdiasis 1 1 246665 260465
4 4 1 | Drchocerdiasis o 1 10760 €9.8
5 5 1| Drchocerdiasis 1 1 100883 147242
6 b 1 | Orchocerciasis 1 il %03 8458
T T 1| Onchocerdasis 0 1 -142 424
8 8 1| Orchocerdasis 1 1) 14317 248833

71




Instituto de Investigaciones
Centro de Estudios en Salud
Laboratorio 112-304

i yALLE

Procedimiento Normado de
Operacion

Analisis e interpretacion de
resultados del ensayo
multiplex para la deteccion
de anticuerpos IgG o IgG4
contra antigenos
recombinantes de
0. volvulus

PNO: 6.05
Version: 1
Fecha: 2020

Paginas Totales: 21

Autorizado por
Preparado por: Estefani
Quesada

Curva ROC

9.5.1 Cree un objeto prediction() indicando las dos variables que desea que tenga la curva
ROC, que es un diagrama grafico que se utiliza para mostrar la capacidad de diagnostico
de los clasificadores binarios. En este ejemplo sera la sefial de IgG Ov16 y la columna
que indica si fue o no positivo para oncocercosis, en este ejemplo conocida como

ONCHO SET.

9.5.2 Luego cree un objeto performance(prediction.obj, “tpr”, ”fpr”), este comando realiza
multiples tipos de evaluaciones predictivas.

9.5.3. Grafique su curva ROC con la siguiente funcion plot(performance.obj, colorize =T,
main = “titulo del grafico™). El argumento colorize es opcional, pues servira para darle

color al grafico.

9.5.4. Agregue al grafico una linea diagonal, para observar qué tan lejos o cerca se encuentra
el grafico de esta y hacer una inferencia de qué tan especifico y sensible es su
herramienta. Para esto utilice la funcion abline(a =0, b= 1)

25

26 #8) Establecimie
27 # I. Punto d

28

34

rva d aracteristica
prediction(data. oncho2
performance(pred_1gc4, “"tpr”, "fpr’'

29 pred_IgGd <-
30 perf_Igea <-
31 plot(perf_IgG4,
32 colorize
33 abline(a=0, b=1)

nto de punto de corte
e corte para IgG4
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9.5.5 Determinacion de AUC Cree un segundo objeto performance(prediction.obj, “auc™)
utilizando el mismo objeto prediction creado en el paso 9.5.1. El argumento auc indica
la precision de la prueba diagnoéstica, el rango de valores es de 0.5 (sin capacidad
diagnostica) — 1.0 (capacidad diagnostica perfecta).

9.5.6 Visualice el valor de AUC con el siguiente comando unlist(slot(performance.obj2,
“y.values”). En este comando la funcién slot(, “y.values”) hara referencia a la lista de
puntos del eje utilizados para hacer las predicciones, mientras que unlist() permite
colocar estos valores y hacerlo en uno solo.

9.5.7 Opcional Redondee el valor obtenido a 4 digitos utilizando el comando
round(performance.obj2, 4), el niimero puede variar de acuerdo a los pardmetros del
analisis.

Ahora coloque el AUC a la curva ROC con el siguiente comando legend(x, Yy,
performance.obj2, title = “AUC”)

IgG4 ROC
o ] |
(T}
™~
[1]_ | | -
g 3
g o~
s S - -
=2 o
o -
o = _| |~
s ° 3
= e AUC |
e 0.983
C’, _ - o)
a5 =
I | T T I |
0.0 0.2 04 0.6 0.8 10

False positive rate
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9.6 Punto de corte

9.6.1. Cree un objeto roc(respuesta, prediccion, transponse), el argumento transpose =
FALSE . La “respuesta” es la columna codificada por 0(casos negativos) y 1 (casos
positivos). Y némbrelo pto.corte

9.6.2. Cree un dataframe cuyo nombre sea cufoffs con el comando coords(pto.corte, “best”,
ret= “threshold”). El argumento best y threshold le indicaran al comando que devuelva
el punto de corte mas optimo. Ejecttelo y el programa le devolvera el valor del punto
de corte, que es el punto de donde los resultados de la prueba se dividen en diferentes
categorias; tipicamente positivo (indicando que alguien tiene la enfermedad o condicion
de interés) o negativo (indicando que alguien no tiene la enfermedad o condiciéon de

interés).

#2. Punt le
pto.corte_IgG4 <
cutoff_1gcs
cutoff_1Igcd

roc(data.oncho2$ ONCHO SET", data.oncho2i’0vli6 IgG4",
<- coords(pto.corte_Igec4, "best”, rer="threshold”, transpose = FALSE

> Cutoff_IgG4
threshold
1 40.75

transpose = FALSE)

9.7 Determinacion del IC

Determine el intervalo de confianza de las sefiales de IgG anti OV16 con una probabilidad de
0.95 (95%), recomendado por Luminex®, esto utilizando la funcién ci.coords(,;x = “best”,
input = “threshold”, conf.level = 0.95). Un intervalo de confianza del 95% es un rango de
valores del que se puede estar 95% seguro que contiene la media real de la poblacion.

#3. Determinacion de intervalo de confianza

#e]1 IC servira para determinar la fiabilidad de

Intervalo_confianza ci.coords(pto.corte_IgG4, x="best",
Intervalo_confianza

1=y]

valor de corte.
input = "threshold”, conf.level = 0.95)

Esto servira para determinar la fiabilidad del punto de corte calculado en el paso anterior.
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9.8 Opcional Cree un nuevo datafiame especifico, en el cual posea solo los valores provenientes
) de oncocercosis para ello utilice la funcién filter() esta le permitira seleccionar todas las filas
que cumplan con ciertas condiciones.

8 #PA aTamient T INCOCerc

88 # Datafrar cor ONCOCercosis

89 #1. pataframe solo 0Cercosis

90 data.specific <- filter(data.oncho2, Disease == "onchocerciasis”

91 view(data.specific)

Utilice el operador == para indicar que criterio deben de cumplir las filas para ser incluidas

en el nuevo dataframe.

9.9 Filtre su base de datos especifica a partir del punto de corte, utilizando la funcion filter() y el
operador > seguido del valor del punto de corte. Este comando hara que el nuevo dataframe
solo contenga los valores arriba del punto de corte, es decir los verdaderos positivos de la

prueba.

#2_. pataframe solo onchocercosis filtrado a

#2.1 IqG4
Multiplex_ovlé 3
filter(data.specifici’ovli6 IgG4’

data.specific 9
40.75]

partir de]l pto de corte

El operador %>% permite concatenar multiples operaciones del paquete dplyr, lo cual evitara
que el usuario cree un comando desde cero.

75




Instituto de Investigaciones
Centro de Estudios en Salud
Laboratorio 112-304

i yALLE

Procedimiento Normado de
Operacion

PNO: 6.05
Version: 1
Fecha: 2020

Paginas Totales: 21

Analisis e interpretacion de
resultados del ensayo
multiplex para la deteccion
de anticuerpos IgG o IgG4
contra antigenos
recombinantes de
0. volvulus

Autorizado por
Preparado por: Estefani
Quesada

9.10 Grdficos

9.10.1. Cree un grafico cuantil-cuantil (conocido como Q-Q) con los valores de MFI, en este

ejemplo para anticuerpos IgG4 contra OV16, utilizando la funcién qqnorm() y
agregue la linea de probabilidad con la funcién qqline().

MFI 1 gG4

1
1
1
il
1

15000 25000

0 5000

03 #C) Graficos

04 #1.grafico o-q IgGd
05 qqnorm(Multiplex_ovl63'ovi6 Iged”, ylab=
06 qqline(Multiplex_0Ovles Ovlé IgG4~, ylab=

n7

Normal Q-Q Plot

"MFI IgG4™)
MFI IgG4~)

Theoretical Quaniiles

Este grafico permite inferir si los datos analizados siguen una distribuciéon normal,
exponencial o de otro tipo.

9.10.2.

Cree un grafico de caja y bigotes con los MFI, en este ejemplo, de la respuesta de

anticuerpos IgG4 contra OV16, utilizando la funcion boxplot(). Este grafico permite
visualizar la dispersion y simetria de los valores de MFL, y compararlos entre
sistemas antigeno-anticuerpo.

113
114
115

#2.2 Boxplot 1“3‘ :":'“w‘—r

boxplot (Multiplex_ov165 ovi6 IgG4-, y'lab—
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Opcional Cree un grafico de caja y bigotes que compare los conftroles negativos contra los
controles positivos, utilizando la funcion anterior de boxplot() y el comando que se muestra
en la imagen de acontinuacion:

Boxplot_todos < aoxp]utidata.nnchnzi'avlé Ig64" ~ data, oncho2iDisease, ylab = "WFI 194", Xlab= "Enfermedad”, 1as = 2)

abline(h= 43, col= "ped" )
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9.11 Parametros de validacion

Utilice los siguientes comandos para determinar la especificidad, sensibilidad y valor
predictivo de la prueba diagndstica

141

142 dat.miltiplex <- as.table(matrix(c(104,0,5,501), nrow = 2, byrow = TRUE).
143 colnames(dat.miltiplex) <- c("Dis+","Dis-")

144 rownames(dat.miltiplex) <- c("Test+","Test-")

145 Multiplex_Ovl6_ss <- epi.tests(dat.miltiplex, conf.level = 0.95)

146 print(Multiplex_ovi6_ss)
9.11.1 Coloque en el comando as.table(matrix(c(a,b,c,d), nrow = 2, byrow = TRUE) donde:
a = num. de resultados positivos con la prueba diagnostica

b = Diferencia entre num. de verdaderos negativos y num. de resultados negativos con
la prueba diagnostica

¢ = Diferencia entre nim. de verdaderos positivos y nim. de resultados positivos con
la prueba diagnostica

d =ntm. de resultados negativos con la prueba diagnostica

9.11.2 Utilice la funcién colnames() y rownames() para colocar el nombre de las columnas y
filas de la prueba, donde:

Dis+ = Disease positive
Dis- = Disease negative

9.11.3 Use la funcién epi.test() para calcular la sensibilidad, especificidad y wvalores
predictivos (negativos y posifivos) de la prueba diagnostica.

9.11.4 Visualice los resultados utilizando la funcién print(), lo cual le devolvera la siguiente

informacion:
St s e e
Qutcome + outcome - Total
Test + 104 0 104
Test - 5 501 506
Total 109 501 610

Point estimates and 95 % CIs:

Apparent prevalence 0.17 (0.14, 0.20)
True prevalence 0.18 (0.15, 0.21)
sensitivity 0.95 (0.90, 0.98)
specificity 1.00 (0.99, 1.00)
Positive predictive value 1.00 (0.97, 1.00)
Negative predictive value 0.99 (0.98, 1.00)
Positive likelihood ratio Inf (NaN, Inf)

Negative 1ikelihood ratio 0.05 (0.02, 0.11)
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10. Calculos:

10.1 Curva ROC: La curva ROC permite cuantificar que tan preciso una prueba o sistema de
diagnoéstico discrimina entre dos estados de pacientes, estos siendo “enfermo” y “no enfermo”.
Cuando la curva se encuentra cercana a la linea diagonal refleja que la prueba o sistema es
poco preciso.

IgG4 ROC
o =
w
™
® |
o
2 = -
a < _| R
g = 3
= ™~ ] -
(o]
Q | | ™
= T T T T T T "
00 02 04 06 08 10

False positive rate

10.2 AUC: El valor de AUC se encuentra entre 0.5 y 1, donde 0.5 denota un clasificador incorrecto
y 1 denota un clasificador excelente. En este ejemplo,

> AUC_IgG4
[1] 0.983

10.3 Punto de corte

> cutoff_IgG4
threshold
1§ 40.75
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10.4

10.5

Intervalo de confianza. Debe revisarse si el intervalo de confianza incluye el valor de la media.
Siun intervalo de confianza no incluye el valor de la media, es probable que este valor no sea
la media real de la poblacion.

> Intervalo_confianza
95% CI (2000 stratified bootstrap replicates):

threshold threshold. low threshold.median threshold.high
best best 12.3 40.75 151.2

Grafico Q-Q. Permite determinar el tipo de distribucion de los datos de MFI y la simetria y
curtosis de dicha distribucion. Si los puntos trazados en el grafico se encuentran formando
una linea recta, puede decirse que la distribucion es normal. Si el extremo inferior de la grafica
Q-Q se desvia de la linea recta pero el extremo superior no, entonces la distribucion esta
sesgada hacia la izquierda (negativamente) pero si el extremo superior del grafico Q-Q se
desvia de la linea recta pero el inferior no, entonces la distribucion esta sesgada a la derecha
(o sesgada positivamente). En cuanto a la curtosis, si ambos extremos de la grafica Q-Q se
desvian de la linea recta y su centro es recto, tenemos una distribucién con una cola gruesa.
Una distribucion de cola delgada formara una grafica Q-Q con una desviacion muy pequeiia o
insignificante en los extremos.

Normal Q-Q Plot
a Q
o
o
g
w
(3]
. _
o 3
— [
L w
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| =
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uw
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Theoretical Quantiles
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10.6  Grafico de caja y bigotes. Da una idea del nivel de acuerdo entre los datos. La mediana es la
que se muestra en el centro del cuadro. El rango indica la distribucion de los datos; la distancia
entre el valor mas pequefio y el valor mas grande, incluidos los valores atipicos. Los bigotes
superiores e inferiores representan puntos fiiera del 50% de la mmestra. Los bigotes
generalmente se extienden sobre un rango mas amplio que los grupos del cuartil medio.

ov16 IgG4
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10.7  Parametros de Validacion
> print(Multiplex_ov16_ss)
outcome + outcome - Total
Test + 104 0 104
Test - 5 501 506
Total 109 501 610
Point estimates and 95 % CIs:
Apparent prevalence 0.17 (0.14, 0.20)
True prevalence 0.18 (0.15, 0.21)
sensitivity 0.95 (0.90, 0.98)
specificity 1.00 (0.99, 1.00)
Positive predictive value 1.00 (0.97, 1.00)
Negative predictive value 0.99 (0.98, 1.00)
Positive likelihood ratio Inf (NaN, Inf)
Negative likelihood ratio 0.05 (0.02, 0.11)
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11. Control de calidad:

11.1 En dado caso exista un error en la sintaxis del comando o con la funcién que se pretende
utilizar R regresard mensajes de error. En la siguiente referencia se encuentran algunos de

estos mensajes y que hacer en dado caso aparezcan:

ProgrammingR. (2020). Common R Error Messages. hitps://www.programmingr.com/r-e1ro1-

messages/

11.2 Comparar los resultados obtenidos con los reportados en el articulo de Feeser y colaboradores
(2017) , esto calculando el porcentaje de variacion entre datos a través de la siguiente formula

|Valor obtenido con el algoritmo — valor reportado en el articulo|
*

valor reportado en el articulo

12. Reporte de datos y documentos utilizados:

12.1 Colocar el resultado en la base de datos del laboratorio, en la pestafia especifica para el ensayo

multiplex de oncocercosis.

13.  Anexo:
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13.1

Algoritmo completo del ejemplo utilizado en este POE:

1 install.packages("Fsa™)
2 brary(Rmisc)
Ej brary(readx1]
4 brary(dplyr)
5 brary(Mass)
6 brary(ggplot2)
7 nrary(ROCR)
8 brary(stringr)
] brary(car)
i0 brary(onewaytests)
11 TlibraryCuserfriendlyscience]
2 Tlibrary(Fsa)
13 brary(epir)
14 Tibrary(proc)
15

16 tesis <- read_excel("ROC MASTER_Final_vC_to_RM_EQ.x1sx")

17 View(tesis)

18
13 #PARTE D:
20 #a) Eliminacidn

Preparacion de datos
de GsT wtilizado como blanco
21 data.oncho <- tesis[,c(1:6,9,13,20,26, 33)]

22  data.oncho['ovié IgG'] = data.oncho['Ovié_&']-data.oncho[ 65T _G°]
23 data.oncho[ ' ovl6é IgG4'] = data.oncho[ 0vl6_4 J-data.oncho[ 65T_4°]
24 data.onchoz <- data.oncho[,c(1:2, 5:7, 12:13)]

25 view(data. oncho2)

10 prec_Tgcd (-Hprgc'l‘ctinn(r!a‘u

31 perf_Ig&d <- performance(pred_Ige4, “tpr”, “fpr)

2 plot(perf_IgG4,
33 colorize - T,

44 AUC_TgGd <-

"Curva ROC para la deteccion de Igcd ovlg",
“l-especificidad”,
36 ylab = "sensibilidad”,

erformance (prad_LgGa

45  AUC_TgGHd <— un'--ist(s‘lnt@ut_}gﬂ. y.values"))
46 AUC_TgG4 <- round(AUC_IgG4, 4)

47  AuC_IgGa

45 Tlegend(D.5, 0.3, AW _IgG4, title = "AuC™)

50 #2. Punto de corte
-~ roc{data.oncho2$'oNCHO SET', data.oncho2i’ovie Iged’,

51 pto.corte_IgGd

del Receptor (ROC, por
dara_oncho2$ ONCHO

transposa - FALSE)

52 Cutoff_IgG4 <- coords(pto.corte_IgG4, "best”, ret="thresheld”, transpose = FALSE)

3} cutoff_1gc4

Tia

56 #31. Determinacion dal intervalo de confianza (IC)

57 #el ! 1idad del valor de corte.

58 Intervalo_confianza <- ci.coords{pto.corte_Igs4, x="best™, input = "threshold", conf.level = 0.95)

50 Intervalo_confianza

(1]
61 #II. PUnLo de
62 #1. ROC

63 pred_Ige =< prediction{data.oncho2$’'ovlé Igc',
64 perf_Igc «- performance(pred_IgG,

63 plot(perf_LgG,

“tpr®, "fpr")

66 colorize = T,
67 main - "Curva ROC para la deteccidn de Igc ovie",
(13 xlab "1-especificidad”,

69 ylab =

70 print. cutoffs.at =
71 abline(a-0, b-1)

72

73 FL. 1 ALK

ensibilidad”,
557)

74 Auc_Igc <- performance(pred_ige, “auc")
75 AUC_IgG <- unlist(slot{AUC_IgG, "y.values"))

data. oncho2%"ONCHD SET')
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76 AUC_IgG < roumd{auc_ige, 1)

TOAUC_Tg6

78 legend(0.6, 0.3, Aauc_Igs, title = "auc")

79

30 #2. Punto de corte

81 pto.corte_l1gG <- roc{data.oncho2§ 'oNcHO SET', data.oncho2i’ovls Ige’, Transpose = FAL

82 Cutoff_IgG <- coords(pto.corte_IgG, “best”, ret="thrashold”, transpose = FALSE)
33 cutoff_1gc

a5 #3. IC
86 Intervale_confianza IgG =- ci.coords(pte.corte_IgG, x="best”, input = "threshold”, conf.level = 0.95)
&7 Intervalo_confianza_IgG

92 dara spacific f1'|ter‘u:lata nnchn . i == "Ohchocerciasis”)
93 view(data.specific)

o a partir del pto de corte

,1
97 Mu1t1‘p'|ex_u\.'16 <- data.specific =
98 filter(data.specifici’ovlb Iged > 40.73)

99

100 #2.2 1gG

101 mMultiplen_I1gG_Ovl6é =< data.specific %%

102 filter(data specifici’ovib 1ged’ > 557)

103

104

105 #

106 co Q-0 IgGH

107  ggnorm(} ex_0vl63'ovlE Iged’, ylab= "MFI Ige4™, main = “erafico q-Q para Iged™)
108 qqhne\mu'lﬂplex OvV163 ' OV16 IgGe™, ylab= "MFI IgGA™)

109

110

111

112 #2. vos y control positivo

113 poxPlot_todos <- boxp'lnt(data oncho?f oviE 1ged” ~ data. nnchn?&D‘isease, ylab = "MFI Igad", xlab= "Enfermedad”, la
114 abline(h= 43, col= "Red” )

115

116 #2.2 Boxplot IgG4 Qnchoce 5

117 boxp]et(Mu]Uplex ovi6s ovlé Iged’, ylab= "MFI Igc4”, main = "Deteccidn de IgGd ovie")
118 ablineth= 43, col= "Red" )

119

120 #0) Parametros de validacidn

121  count (Nu'lt'lp]ax Ov1l6)

122

=S #1.1 malciplex 1g6

124 dat.IgG =- as.table( na.tr x(c’97 o, 13,301-. nrow = 2, byrow = TRUE))

125 colnames(dat.Ige) =< "pis+","Dis-")

126 rownames(dat TgG) «<- cn_ Tgst+ TTasr-")
127 IQG_OvV16_ss <- epT.teSTS(dat.IgG. conf.level = 0.95)
128 print(IgG_0ovli6_ss)

129

130 #1.2 ELISA Qvlé

131 ELISA_OV16 <- data.specific %

132 filter (Covi6 serology_FINAL S == "L}
133 count(ELISA_Ov1E)

134

135 dat.ELTISADVIG <- as.Table(matrix{cClDz,
136 colnames(dat. ELISAOVLE) <- c( Dis+","Dis
1317 rownames(dat. ELIEAOVlS, <- f Te..tv- s 'Test-"
138 Elisa_ovlé_ss =- Ep".tests(cat.ELISADvlS, conf. Tevel - 0. 05}
139 print(ETisa_0Ovl6_ss)

7.301), mrow = ?Z, byrow = TRUED)

140

141

142 #1.3 Maltiplex IgcA

143 dat. rnu'lt'lp'lex <= AS. tab'la(matr"lx c(105,0, A L5010, rrow = 2, byrow = TRUE))

144 colnames{dat.miltiplex) «<- c("Dis+". Di)—

145 rownames(dat.miltiplex) <- c("Test+","Test-"

146 Multiplex_Ovi6_ss = ep -tests(dat. mu'ltwp'lex‘ conf.level - 0.95)
147  print(Multiplex_ovl6_ss)
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13.2  Archivo de los algoritmos utilizados

Analisis de IgG e
IgG4 OV16.R

i

Analisis de IgG e
IgG4 OV16.R
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B. Graficos de R

B.1 Curva ROC del poder diagnoéstico del ensayo miltiplex para determinacion de anticuerpos IgG
con microesferas acopladas con OV16
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B.2 Curva ROC del poder diagnostico del ensayo miiltiplex para determinacién de anticuerpos
IgG4 con microesferas acopladas con OV17
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B.3 Curva ROC del poder diagnostico del ensayo multiplex para determinacion de anticuerpos IgG
con microesferas acopladas con OV17
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B.4 Curva ROC del poder diagnostico del ensayo multiplex para determinacion de anticuerpos IgG
con microesferas acopladas con OV33
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B.5 Curva ROC del poder diagnostico del ensayo multiplex para determinaciéon de anticuerpos
IgG4 con microesferas acopladas con OV33
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B.6 Grafico Q-Q de las mediciones de OV17 IgG4
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B.7 Grafico Q-Q de las mediciones de OV33 IgG4
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