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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 nemátodo Onchocerca
volvulus, en el pasado esta se encontraba distribuida a lo largo de América Latina y África, pero
gracias a los diferentes programas de control y monitoreo se ha logrado eliminar su transmisión en
diferentes países. Guatemala desde el 2016 forma parte de esta lista, sin embargo aún existe la pro-
babilidad de una reemergencia o reintroducción a causa de las migraciones hacia el país. Para evitar
esto la Organización Mundial de la Salud (WHO) recomienda la implementación de instrumentos
altamente sensibles y específicos como parte de la vigilancia epidemiológica post-eliminación de la
transmisión. Es por ello que en la presente investigación se desarrolló un protocolo para la detección
y análisis de anticuerpos IgG e IgG4 específicos para el antígeno recombinante OV16, OV17 y OV33
de O. volvulus por ensayo múltiplex usando la tecnología Luminex®. Se desarrollaron protocolos
normados de operación para cada uno de los procedimientos claves de la preparación y detección de
los anticuerpos utilizando el equipo Luminex® MAGPIX ® siguiendo los lineamientos establecidos
por WHO. Además, se elaboró un algoritmo en R para el análisis e interpretación de resultados,
su funcionalidad se evaluó 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 múltiplex. Se recomien-
da realizar la validación de los protocolos elaborados para la implementación del ensayo como una
herramienta para la vigilancia de oncocercosis en el país.
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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 múltiplex 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 múltiplex 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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CAPÍTULO 1

Introducción

Este trabajo de investigación tuvo como finalidad el desarrollo de un protocolo para la detección
y análisis de anticuerpos IgG e IgG4 específicos para el antígeno recombinante OV16, OV17 y OV33
de Onchocerca volvulus por ensayo múltiplex. En la actualidad la transmisión de la oncocercosis se
encuentra eliminada del país sin embargo, es una enfermedad que aún no se ha logrado erradicar
del mundo por lo que se corre un riesgo de reintroducción o reemergencia. Aquí es donde entra la
elaboración de protocolos para la vigilancia epidemiológica post-eliminación, que tienen como ob-
jetivo la detección temprana de una infección y su posterior tratamiento. La herramienta utilizada
para su detección es el ELISA OV16, considerado como el estándar de oro, pero ha surgido la ne-
cesidad de implementar instrumentos más sensibles y de mayor alcance como un ensayo múltiplex.
Esta permite el análisis y detección de múltiples analitos de manera simultánea dentro de un mismo
volumen de muestra; en Guatemala no existe ningún registro de su implementación o uso como
herramienta de vigilancia epidemiológica. Por eso se desarrollaron protocolos tanto para los proce-
dimientos claves involucrado en la detección de los anticuerpos descritos con anterioridad utilizando
el equipo Luminex® MAGPIX ®, como para aquellos comprendidos en el análisis de respuesta de
los anticuerpos.

Los protocolos elaborados siguieron los lineamientos y recomendaciones de la Organización Mun-
dial de la Salud, utilizando el formato establecido por el laboratorio de Leishmaniasis y Oncocercosis
del Centro de Estudios en Salud (CES). Además, se elaboró un algoritmo en R para el análisis e
interpretación de resultados cuyo funcionamiento fue evaluado al someter una base de datos de onco-
cercosis y otras parasitosis, el despegamiento correcto de todos los estadísticos y gráficas confirmó su
funcionamiento y poder de análisis. Se logró elaborar el protocolo para el acoplamiento del antígeno
OV16, OV17 y OV33 de O. volvulus a las microesferas xMAP®, mismo que puede ser modificado
para el acoplamiento de otros antígenos característicos de ETDs de la región. Esto tiene grandes
implicaciones sobre el sistema de vigilancia, pues puede ser utilizado como una plataforma para la
detección de múltiples enfermedades endémicas.
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CAPÍTULO 2

Objetivos

2.1. Objetivo general

Desarrollar un protocolo para la detección y análisis de anticuerpos IgG e IgG4 específicos para
los antígenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus por ensayo múltiplex.

2.2. Objetivos específicos

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

Elaborar Protocolos Operacionales Estandarizados para las condiciones de corrida del ensayo
múltiplex para la detección de anticuerpos IgG e IgG4, contra los antígenos recombinantes
OV16, OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus.

Elaborar Protocolos Operacionales Estandarizados y un código en R para el análisis de los
resultados en el equipo múltiplex MagPix®.

2



CAPÍTULO 3

Justificación

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

Una de las ETDs es la oncocercosis o ceguera del río, que es causada por el nematodo O. volvulus y
transmitida por moscas negras (simúlidos) infectadas. La enfermedad se manifiesta con cambios en la
piel (ej.hiperpigmentación, atrofia de la piel ), nódulos subcutáneos o afecciones oculares que pueden
llegar a ceguera permanente (World Health Organization (WHO), 2019). En Guatemala, desde el
2016, se certificó la eliminación de la transmisión de esta enfermedad en los cuatro focos que tuvo el
país. Pero, de acuerdo a los lineamientos de la OMS, para mantener esta certificación es necesario
seguir realizando la vigilancia de la enfermedad. Dado que la transmisión ya está eliminada, las
herramientas de vigilancia para la detección de una reemergencia o reintroducción de la enfermedad
deben de ser mucho más sensibles y específicas (Organización Panamericana de la Salud (PAO),
2018; Takaoka y Suzuki, 2015).

Es por ello que es necesario continuar con la búsqueda de nuevas herramientas de diagnóstico 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 transmisión. Este es el
caso de poblaciones de áreas que fueron endémicas para la oncocercosis y que están en riesgo de una
reintroducción de la enfermedad por poblaciones migrantes de países con transmisión activa u otros
(Gustavsen, Hopkins, y Sauerbrey, 2011).El múltiplex, es un ensayo que permite detectar y cuanti-
ficar múltiples analitos utilizando volúmenes pequeños de muestra y en tiempos más cortos (Boivin,
Côté, 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 simultáneamente antígenos
para los que podría haber una reacción cruzada con oncocercosis, como otros helmintos transmitidos
por el suelo, filarias. Esto es especialmente importante para países de América como Brasil, o de
África Central en donde coexisten enfermedades como la oncocercosis y la filariasis linfática (Lagatie
y cols., 2018; Wu y cols., 2004).

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

3



captura que se esté utilizando. Este tipo de ensayos han servido para estandarizar procedimientos
de detección de Plasmodium falciparum y Human orthopneumovirus (Fonseca y cols., 2017).
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CAPÍTULO 4

Marco teórico

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 crónica y progresiva, que se caracteriza por tener períodos asintomáticos largos en los
hospederos (Burton, 2009).

La infección causa afecciones cutáneas cuyas manifestaciones dependen del hospedero y de la
etapa de infección. Según Hoerauf, Mand, Adjei, Fleischer, y Büttner (2001), existen cinco tipos
de lesiones características en la piel: (1) oncodermatitis papular aguda, pequeñas pápulas que se
ubican en las extremidades y provocan picazón, (2) oncodermatitis papular crónica, pápulas hiper-
pigmentadas que se localizan principalmente en glúteos, cintura, hombros y de picazón menor, (3)
oncodermatitis liquenificada, las pápulas presentan picazón extrema, (4) atrofia de la piel, debido a
la inflamación crónica el hospedero presenta una pérdida de la elasticidad en el área afectada y (5)
despigmentación 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 uveítis anterior, también conocida como iritis, que es la
inflamación del globo ocular. La falta de tratamiento promueve el desarrollo de sinequias, cataratas
y glaucoma. Todas llevarán a la pérdida permanente de la visión (Enk, 2006; Zouboulis, 2018).Si la
afección sucede en el segmento posterior del ojo, puede causar atrofia del epitelio pigmentario de la
retina o una neuritis óptica. Algunos síntomas que se presentan antes de la ceguera son: picazón,
enrojecimiento, dolor, fotofobia, queratitis difusa y visión borrosa (Enk, 2006).

4.2. Ciclo de vida del parásito

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 simúlido las MF migran hacia los músculos torácicos donde se
desarrollan a larvas de primer estadío (L1) y pasan por el segundo estadio (L2) hasta llegar a ser
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larvas infectivas de tercer estadío (L3). Este desarrollo sucede en un periodo de 10 a 12 días, una vez
completo el desarrollo a larva L3, migra al hemocele y desde allí se dirige a la cabeza para ubicarse
en la proboscis del simúlido. Siendo capaz de infectar a un mamífero en su próxima ingesta de sangre
(Boatin y Richards Jr, 2006; Higazi y cols., 2005; Hopking y Boatin, 2011).

4.2.2. Hospedero mamífero

El hospedero es infectado una vez el simúlido lo muerde para ingerir sangre, depositando las
larvas infectivas de O. volvulus que se desplazan a los tejidos subcutáneos. Las MF se alojan en
este tejido formando nódulos subcutáneos y continúan su desarrollo hasta gusanos adultos capaces
de reproducirse. La hembra se reproduce dentro del nódulo, liberando MF. El tiempo de vida de
estas, es de 12 – 15 meses, durante los cuales circularán 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

(CDC, 2017)
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4.3. Distribución

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 (Lawrence,
Joni, Sodahlon, y K, 2018). La mayoría de personas infectadas residen en alguno de los 28 focos del
África subsahariana: Angola, Benin, Burkina Faso, Burundi, Camerún, República Centroafricana,
Chad, República del Congo, Costa de Marfil, República Democrática del Congo, Guinea Ecuatorial,
Etiopía, Gabón, Ghana, Guinea, Guinea-Bissau, Kenia, Liberia, Malawi, Malí, Mozambique, Níger,
Nigeria, Ruanda y Senegal (Lawrence y cols., 2018).

También se ha reportado su presencia en Yemen, y en América Latina todavía está presente en el
foco Yanomami que comprende Brasil y Venezuela, véase Figura 4.2 (Ono, Hiratsuka, y Murakami,
2010).

Figura 4.2: Distribución mundial de oncocercosis 2017

(WHO, 2019)

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-
gram for the Americas (OEPA), 2019; Rodríguez y Lizarazo, 2010).

Los países que han sido certificados para la eliminación de la transmisión 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-interrupción de transmisión (Carvajal, Saldarriaga,

7



Escudero, y Restrepo, 2016).

4.3.3. Guatemala

Antes de la eliminación de la transmisión, el país tenía el mayor número de personas en riesgo en
América. El foco principal era el Foco Central (comprendido por un área que abarca Suchitepéquez,
Chimaltenango y Sololá), seguido por el foco Escuintla-Guatemala, Santa Rosa y Huehuetenango.
Para eliminar la transmisión, las autoridades utilizaron los lineamientos planteados por la OMS,
contemplando dos rondas de tratamiento, al año en las comunidades elegibles. Estas rondas fueron
realizadas hasta 2011, cuando se comprobó que la transmisión había sido interrumpida en todos
los focos y se interrumpió la medicación masiva con IVM y se inició la vigilancia epidemiológica
post-tratamiento. En 2014, se realizó la última evaluación entomológica, con la que no se detectó
infección en los vectores (Griswold y cols., 2018; F. Richards y cols., 2015; Sauerbrey, Rakers, y
Richards, 2018).

En este punto, el país solicitó a la OMS la certificación de la eliminación, 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 debía de haber una ausencia de infección por O. volvulus en el
vector, lo cual se determinó a través del PCR O-150 (WHO, 2016).Ante la ausencia de infección en
el vector, el Ministerio de Salud preparó el informe de país y solicitó la verificación de la eliminación
de la oncocercosis a la OMS. Luego de la visita del equipo de verificación de la OMS en el 2016,
Guatemala obtuvo la certificación de la eliminación de la transmisión (Richards y cols., 2015; WHO,
2016).

4.3.4. Vectores

El único vector de la oncocercosis son los simúlidos, 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 pequeñas y como su nombre lo dice la mayoría son
de color negro/gris, aunque algunas especies como S. ochraceum son color amarillo claro (Shaw y
Catteruccia, 2019).

Las hembras pertenecientes a este género son hematófagas. Lo que indica que adquieren los
nutrientes necesarios para la maduración de los huevos de sangre de vertebrados. Para la ovoposición
la mosca emplea dos métodos de selección: química y visual, lo cual le permite elegir el mejor sitio
para depositar los huevos, en superficies húmedas, usualmente rocas. A diferencia de Anopheles spp.
las hembras buscan ovopositar en estructuras sumergidas agua limpia de ríos con corriente suave
(Mantilla, Moncada, Matta, y Adler, 2014). Los machos, por otra parte, basan su dieta en el consumo
de azúcares 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 simúlido. A partir de allí, la etapa de pupa puede durar hasta 4 semanas o bien de
8-12 días, 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 4.3.

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 países de África Central y del este es el S. neavei y S. damnosum (Adler, Hamada, Cavalcante do
Nascimento, y Grillet, 2017; Botto y cols., 2016).
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Figura 4.3: Ciclo de vida de la Simulium spp

(Tilgner, 2009)

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 antílopes y búfalos son posibles reservorios. Pero no es
patógeno para ninguno de ellos. Y ambos están distribuidos alrededor de África, lo cual dificultará
el control de la enfermedad en esta región (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 parásitos. Y desde 1988 se utiliza como el principal tratamiento en contra de O. volvulus
como microfilaricida (Crump y Omura, 2011).

La IVM actúa 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 iónico dependiente de ligando
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pentamérico (pLGIC); cada una de estas proteínas se compone de cuatro subunidades denominadas
M1-M4. Los GluCl se expresan en las neuronas motoras, faríngeas, cordones nerviosos laterales y
bilaterales del nematodo, y se caracterizan por cumplir con un amplio rango de funciones, como la lo-
comoción, alimentación y regulación de los estímulos 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 proteínas y abriendo el GluCl. El
cambio conformacional permite el paso de iones de cloro junto con una potenciación de la respuesta de
glutamato, provocando la hiperpolarización de las neuronas y músculos. Esto paraliza al nematodo,
evitando que este logre movilizarse y alimentarse. En los gusanos hembra ha demostrado inhibir la
producción de MF in útero; 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 Kubo, 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, habría 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 sanguíneo al acuoso, lo cual
evita un daño a nivel ocular o del sistema nervioso central (SNC). (2) Los vertebrados no expresan
los canales GluCl, evitando que la molécula interactúe con las células del hospedero (Laing y cols.,
2017).Y ha demostrado ser tan eficaz que su efecto microfilaricida dura meses luego de haber dejado
el sistema (E. W. Cupp, Mackenzie, y Unnasch, 2011).

Moxidectina

O también conocido como MOX es una lactona producida por la actinobacteria Streptomyces
cyanogriseus subespecie Noncyanogenus. Tiene un amplio espectro de acción sobre nematodos, in-
sectos y ácaros. Se empezó a utilizar en ganado desde 1989. En la actualidad se encuentra en la fase
III de ensayos clínicos para su uso como tratamiento contra O. volvulus, en dosis de 3 y 36 mg (Cobb
y Boeckh, 2009; Song y cols., 2018).

El mecanismo de acción es el mismo descrito para la IVM (Cobb y Boeckh, 2009)

Doxiciclina

Se utiliza en combinación con IVM. Dicho antibiótico ha demostrado tener un efecto negativo
sobre la embriogénesis de O. volvulus, debido a que ataca al endosimbionte Wolbachia sp (Hoerauf y
cols., 2001).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 óvulos 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 comparación de aquellas que no lo están (Higazi y cols., 2005; Prevot, 2015).

Remoción de nódulos subcutáneos

Cuando los nódulos subcutáneos se inflaman se denominarán oncocercomas, estos se localizan
cerca de los ojos o en la cabeza, se opta por la remoción quirúrgica. Cuando la infección 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 podrán encontrarse cerca de prominencias óseas, lo cual facilita su
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extracción. Este método también es utilizado como una herramienta para mapear la distribución de
la enfermedad (Vlaminck, Fischer, y Weil, 2015).

4.6. Diagnóstico

Diagnóstico parasitológico

El método de diagnóstico parasitológico estándar para la oncocercosis es la detección de MF en
piel por microscopía. Este consiste en obtener biopsias de piel del paciente, utilizando un esclerocor-
neótomo o, en su defecto, una punta de aguja. Comúnmente, la biopsia se obtiene de los hombros
o de las crestas ilíacas y es de 1 mm de diámetro. La biopsia se coloca en un medio salino, para
liberar las MF del tejido y poder evaluarlas mediante microscopia. Además, se debe secar y pesar
la muestra de piel, ya que los resultados se reportan como el número de MF por miligramo de piel
(Enk, 2006; Thiele y cols., 2016).

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

Diagnóstico inmunológico

Las pruebas inmunológicas para el diagnóstico de la oncocercosis están diseñadas para detectar
la presencia de anticuerpos contra OV16; esta es una proteína recombinante de unión a fosfatidile-
tanolamina la cual recibe su nombre debido a que consta de 16 aminoácidos; se caracteriza por ser
altamente inmunogénica, estar presente durante todo el ciclo de vida del nematodo y ser específica
al mismo (Lobos y cols., 1991; Richards y cols., 2018).

Este antígeno 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
aparición 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 reproducción (Richards y cols., 2018).Actualmente existen otros antígenos diseñados para la
detección 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 antígeno estándar para la detección de la oncocercosis.

Otra proteína utilizada para el diagnóstico de oncocercosis es la oncocistatina o OV17, esta cis-
teína es expresada en la hipodermis del nematodo y diferentes estadios (adulto, MF adulta y L3). Su
continua expresión mantendrá activa la respuesta inmune específica para OV17, y por ende permite
la formación de anticuerpos detectables a través de métodos moleculares. Por otra parte, OV33 es
un antígeno localizado en los músculos y aparato reproductor del nematodo adulto y L3, es alta-
mente inmunogénico. Al igual que OV17 esto permitirá la presencia de grandes concentraciones de
anticuerpos específicos en la muestra del paciente, detectables por métodos moleculares o inmunoló-
gicos (Bradley y cols., 1993; Lucius y cols., 1988).Clínicamente esto representa una ventaja, ya que
permitiría la detección de individuos con cargas filariales bajas o aquellos con anticuerpos anti-L3
(Rodríguez-Pérez y cols., 2003).
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ELISA

Su nombre proviene de Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA, por sus siglas
en inglés). Esta técnica de inmunoensayo, consiste en la detección de un ligando a través de la
formación de un complejo antígeno-anticuerpo. Estos complejos son detectados a través de una señal
fluorescente, que resulta de la unión de una enzima y un sustrato específicos. Esta señal se interpreta
como positiva para el ligando que se busca (Aydin, 2015). En oncocercosis el ELISA más utilizado está
diseñado para la detección 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 µg del antígeno por pozo
con muestras de sangre eluída de papel filtro o con suero del paciente. Cuando se tiene un paciente
con biopsia de piel negativa y ELISA positivo, este deberá confirmarse a través de PCR O-150 (Cama
y cols., 2018; Unnasch y cols., 2018).

El ELISA con OV16 es considerado como el estándar de oro para el diagnóstico por sus múltiples
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 comparación de
la microscopía de biopsias de piel, la toma de muestra para el ELISA es menos invasiva, lo cual
se traduce en una mayor aceptación 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 única desventaja del ELISA es que no indica si la infección es actual o pasada (Dieye y
cols., 2017; Lobos y cols., 1991; Vlaminck y cols., 2015; World Health Organization (WHO), 2016).

Sistema de Inmunoprecipitación Luciferasa (LIPS)

La base del inmunoensayo es trabajar con antígenos, marcados con luciferasa, producidos en
células eucariotas. Para ello se utiliza un vector de expresión de mamíferos, como pREN2, el cual
constará del gen Ruc y el gen que codifique para el antígeno de interés. El vector se introduce
a células Cos1, mediante transfección, y se incuba durante 48 horas para luego tratarse con una
solución de lisis celular (Burbelo, Lebovitz, y Notkins, 2015).

Para O. volvulus los antígenos utilizados son OV-FAR-1, OV-API-1, OV-MSA-1 y OV-CPI-1.
Según 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 áreas de transmisión.

4.6.1. Métodos moleculares

Se utiliza variantes de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), principalmente tiempo real
y anidado. En ambos casos se necesita un mínimo de 200 ul de muestra, que es menor cantidad
a los 2 mg de piel necesarios para una prueba parasitológica 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 más utilizados es el O-150 que se basa en la amplificación de una secuencia
repetitiva de 150 nucleótidos, ubicada en la región denominada O-150. Si bien esta técnica propor-
ciona un diagnóstico rápido y certero, este es el método de diagnóstico más caro. Por lo que en
muchos de los países endémicos no se utiliza como primera opción (Fink, Fahle, Fischer, Fedorko,
y Nutman, 2011; Meredith, Lando, Gbakima, Zimmerman, y Unnasch, 1991; Meredith, Unnasch,
Karam, Piessens, y Wirth, 1989).
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Ensayo de perlas múltiplex (MBA, por sus siglas en inglés)

El MBA es una técnica que permite evaluar hasta 100 analitos de manera simultánea, utilizando
un solo volumen de muestra.Es capaz de detectar desde citoquinas solubles, antígenos, anticuerpos
hasta quimioquinas; para ello el sistema utiliza microesferas (o perlas), citometría 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 única. Esto permite asignarle a cada perla un analito en particular, véase Figura
4.4.

Figura 4.4: Combinación de tintes en las microesferas

(Houser, 2012)

También se caracterizan por estar recubiertas por grupos carboxilo, que sirven como sitios de
unión para las moléculas que capturarán a los analitos. La unión 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 detección, véase Figura 4.5, el equipo cuenta con dos diodos emisores de luz (LED por
sus siglas en inglés) . La mezcla de fluorocromos será excitada por el diodo A o láser rojo, la señal
emitida permite identificar a que región pertenece la perla y por ende la identidad del analito.
Mientras que el diodo B o láser verde excita la molécula reportera asociada con la microesfera, la
señal emitida permite conocer la concentración del analito unido. Ambas señales son detectadas
y el análisis de estas dirá qué analitos estuvieron presentes durante el ensayo, dando paso a un
diagnóstico (Luminex®, 2018).
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Figura 4.5: Funcionamiento general del Ensayo Múltiplex de Perlas

(Luminex®, 2018)
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El MBA es una alternativa útil para el monitoreo y detección de ETDs. Permitiendo la evaluación
rápida de aquellas enfermedades latentes, junto con el inicio del tratamiento. Esta herramienta podría
utilizarse para enfocar la administración masiva de medicamento (AMM) a las zonas vulnerables. La
AMM es la estrategia de actual de la OMS para la eliminación de oncocercosis en los mayores focos.
También puede utilizarse como una herramienta para la detección y cuantificación 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 serán el conjunto de prácticas, procedimientos y recursos que permitan detectar, minimizar
y corregir deficiencias para asegurar la calidad y validez de los datos obtenidos durante un proceso
de análisis. Para ensayos inmunológicos estas son paneles con muestras de referencias, ensayos de
reproducibilidad, etc. El CC reducirá el riesgo de proporcionar un resultado inexacto, de baja con-
fiabilidad y precisión para el paciente o para la investigación en curso; por lo general se recomienda
que cada una de las pruebas posea una documentación en la cual se describan los pasos a llevar a
cabo para realizar este CC. Esto con el objetivo de estandarizar el procedimiento y así 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-
ración (SOP, por sus siglas en inglés), en este se detalla paso a paso las instrucciones de una rutina
o procedimiento complejo. Para su elaboración cada laboratorio se encarga de fijar el formato y
lineamientos específicos, por eso variará entre laboratorios. Por ejemplo el CES de la Universidad
del Valle de Guatemala utiliza los lineamientos dados por el programa especial de investigación y
formación en enfermedades tropicales (TDR) (World Health Organization (WHO), 2009).

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

4.6.3. Análisis estadístico

Una manera convencional para describir la precisión de un instrumento diagnóstico es a través
del análisis estadístico de los datos obtenidos.

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

ROC es una herramienta de la epidemiología clínica que permite cuantificar que tan precisa es
una prueba o sistema de diagnóstico para discriminar entre dos estados de pacientes, estos siendo
“enfermo” y “no enfermo”. Esta viene siendo la representación gráfica de la relación inversamente
proporcional que existe entre la sensibilidad y especificidad de una prueba. Una parte importante
de ROC es la línea de oportunidad, que consiste en una línea 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 reflejaría que la prueba o sistema
es poco preciso (Hajian-Tilaki, 2013; van Erkel y Pattynama, 1998).
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Distribución de datos

Existen diferentes gráficos y estadísticos que permiten determinar el tipo de distribución que un
set de datos posee, por ejemplo gráfico Q-Q y diagramas de caja y bigotes. El gráfico Q-Q permite
determinar el tipo de distribución de los datos de MFI y la simetría y curtosis de dicha distribución.
Si los puntos trazados en el gráfico se encuentran formando una línea recta, puede decirse que la
distribución es normal. Si el extremo inferior de la gráfica Q-Q se desvía de la línea recta pero el
extremo superior no, entonces la distribución está sesgada hacia la izquierda (negativamente) pero
si el extremo superior del gráfico Q-Q se desvía de la línea recta pero el inferior no, entonces la
distribución está sesgada a la derecha (o sesgada positivamente). En cuanto a la curtosis, si ambos
extremos de la gráfica Q-Q se desvían de la línea recta y su centro es recto, tenemos una distribución
con una cola gruesa. Una distribución de cola delgada formará una gráfica Q-Q con una desviación
muy pequeña 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 distribución de los datos; la distancia entre
el valor más pequeño y el valor más grande, incluidos los valores atípicos. Los bigotes superiores e
inferiores representan puntos fuera del 50% de la muestra. Los bigotes generalmente se extienden
sobre un rango más amplio que los grupos del cuartil medio (Williamson y Kendrick, 1989).

4.6.4. Parámetros de validación

La validez de una prueba está 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 raíz de estos surgen
otros parámetros como el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo, este último deter-
mina cuántos de los negativos son realmente negativos y viceversa para el valor predictivo positivo
(Parikh, Mathai, Parikh, Chandra Sekhar, y Thomas, 2008).

4.7. Vigilancia epidemiológica post eliminación de la oncocer-
cosis

4.7.1. Lineamientos de la OMS

Según las recomendaciones de la OMS (2016) la vigilancia post-eliminación de la oncocercosis se
centra en la evaluación entomológica del vector para demostrar la ausencia de L3 de O. volvulus, esto
mediante el PCR O-150, utilizando sondas específicas de ADN para el nematodo. Las evaluaciones
deberán de realizarse de manera regular hasta que la eliminación sea verificada en todos los países
de la región, que en el caso de Guatemala sería América.

Existe la posibilidad que en un futuro estos lineamientos cambien debido al surgimiento de
nuevas metodologías, como pruebas diagnósticas. Sí ese fuera el caso, estas deberán ser aprobadas y
validadas en campo. Su implementación sería recomendada en versiones futuras de los lineamientos
de la OMS.
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4.7.2. Protocolos establecidos en países latinoamericanos

Guatemala

Guatemala cuenta con su propio protocolo de vigilancia epidemiológica post-eliminación, en el
cual se detallan las acciones inmediatas a tomar luego de la identificación 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 síntomas y signos de
la enfermedad en la población, a través de una vigilancia pasiva en la cual se busca identificar
casos sospechosos. Estos se definen como el individuo que posea nódulos fibrosos irregulares en
el tejido subcutáneo, cuerpo extraño intraocular con movimiento propio y/o síntomas cutáneos
(oncodermatitis papular); tanto en la población general, como en aquellas personas procedentes de
cualquier parte del mundo donde la transmisión aún esté activa (MSPAS, 2018).

Según los lineamientos establecidos por la MSPAS (2018), cualquier caso sospechoso será remi-
tido a los centros de salud y deberá realizarse las pruebas de diagnóstico establecidas, siendo estas
la nodulectomía para extirpación del nódulo subcutáneo (onchocercoma) en busca de O. volvulus
adultos. Prueba serológica mediante un ELISA OV16, con el objetivo de determinar la presencia de
anticuerpos IgG4 y una biopsia de piel que dé positivo para la identificación de MF. De ser un caso
positivo deberá de ser comunicado dentro de las primeras 24 horas, luego de ser identificado, en el
Epidiario y registrarse en el Sistema de Información General de Salud 3 (SIGSA 3).

(2) Evaluaciones entomológicas de Simulium spp., provenientes de los antiguos focos, en busca
del nematodo en su estadio L3. Estas serán realizadas periódicamente y coordinadas por la Sección
de Entomología 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 identificación oportuna de posibles casos nuevos en las áreas de riesgo. Para
confirmar un caso positivo, a diferencia de Guatemala, el INS pide las pruebas ya descritas junto con
un diagnóstico dado por un oftalmólogo calificado, quien confirme la presencia de MF en la cámara
anterior del ojo. l.1220
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CAPÍTULO 5

Metodología

5.1. Procedimiento

5.1.1. Elaboración de procedimientos normados de operación (PNO)

Se desarrollaron protocolos tanto para los procedimientos claves de la detección de anticuerpos
IgG4 anti-OV16 usando el equipo Luminex® MAGPIX®, como para aquellos asociados al análisis
de la respuesta de anticuerpos. Esto con el objetivo de que en un futuro sean utilizados para la
estandarización y validación del método en el país.

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 Prácticas de Laboratorio
Clínico, recomendados por el TDR de la Organización Mundial de la Salud. La secuencia lógica para
su uso se encuentra representada en la Figura 5.1.

5.1.2. Calibración y verificación 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 óptima y consistente durante la corrida. Por otro lado, la
verificación confirmará 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 análisis diagnósticos (Luminex®, 2011).
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Figura 5.1: Flujo de trabajo para llevar a cabo un inmunoensayo usando el equipo Luminex®
MAGPIX®
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5.1.3. Acoplamiento del antígeno a las microesferas

Para cualquier tipo de detección a través del MAGPIX® se debe de acoplar la molécula de
captura a las microesferas xMAP®, el principio de esto es una reacción 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 activación permite que los carboxilos
interactúen con las aminas primarias de la molécula para formar un enlace covalente (Luminex®,
2011).

Figura 5.2: Reacción de carbodiimida

(Luminex® Corporation, 2011)

En el caso de la detección de O. volvulus la molécula de captura son los antígenos OV16, OV17
y OV33, que se acoplarán a la superficie de las microesferas de manera covalente. Este es el segundo
SOP que se elaboró siguiendo las indicaciones del fabricante (Cox y cols., 2019; Luminex®, 2018).

5.1.4. Verificación del acoplamiento del antígeno

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

5.1.5. Inmunoensayo múltiplex para la detección de O. volvulus con mi-
croesferas acopladas con antígenos recombinantes

Los inmunoensayos múltiplex son utilizados para la detección sustancias biológicas a través de
citometría de flujo y microesferas xMAP® recubiertas con antígenos de captura específicos para
un anticuerpo. Es un proceso específico, rápido y de alto rendimiento cuyos parámetros variarán
de acuerdo al tipo de muestra y antígeno a evaluar. Por ello se elaboró un SOP específico para la
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detección 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. Análisis e interpretación 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 concentración estimada del analito. El conjunto será denominado
como los datos en bruto. El análisis e interpretación de estos posee distintos componentes, entre
los cuales podemos encontrar la exportación de los datos a formato más accesible para el usuario,
exclusión de datos atípicos, ajuste de la curva de calibración, visualización de los resultados y análisis
estadístico.

Sistematizar los pasos para cada uno de estos componentes permite que el análisis e interpretación
de los resultados sea un proceso más amigable para el usuario, por lo que se desarrolló 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 análisis, se desarrolló un pipeline con base en diferentes paquetes del lenguaje de progra-
mación RStudio 1.3.1073 (R Core Team, 2020) ya que, a diferencia de otros lenguajes, este posee un
enfoque estadístico. El código 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 utilizó 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 encargó de realizar múltiples evaluaciones predictivas, para calcular la curva
ROC se utilizaron los argumentos tpr (true positive rate) y fnr (false positive rate) . Se utilizó
la misma función con el argumento auc para obtener el AUC de la curva ROC.

4. plot devolvió el tipo de gráfico ROC construido con las funciones descritas anteriormente.

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

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

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

8. qqnorm en una función que generó el gráfico Q-Q (cuantil-cuantil) con el que se determinó si
los datos tenían una distribución normal o no, y qqline añadió una línea teórica en los cuantiles
primero y tercero.

9. boxplot devolvió el diagrama de caja y bigote para observar la dispersión de los datos analizados
para cada sistema antígeno anticuerpo.

10. epitests calculó la sensibilidad, especificidad y valores predictivos (negativos y positivos) de la
prueba diagnóstica. También devolvió los intervalos de confianza (del 95%) de cada parámetro
descrito.

Como parte de estos protocolos se elaboró un flujograma, véase Figura 4.5, indicando los métodos
de procesamiento de la muestra, corrida, extracción, limpieza y análisis de resultados, con el fin de
facilitar el proceso.
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5.1.7. Validación de pipeline de análisis y flujograma

Para validar el pipeline de R se trabajó 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 antígenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 de Onchocerca volvulus,
provenientes de pacientes con oncocercosis y otras filariais de áreas endémicas para dichas enferme-
dades. Siendo estas oncocercosis, filariasis linfática, cisticercosis, estrongiloidiasis y esquistosomiasis.
La base de datos se obtuvo ya revisada y sin discrepancias, y la señal de fondo ya había sido restada
del MFI reportado.

Se corrió el código elaborado con estos datos, y se desplegaron todos los estadísticos. Paralelo
a ello el código se sometió a pruebas de estrés, esto con el objetivo de documentar si era capaz de
detectar valores fuera de los rangos biológicos esperados y cualquiera otra limitación de su capacidad.
De acuerdo con los resultados de estas pruebas, se realizaron los ajustes al pipeline hasta que su
desempeño fuera satisfactorio.

5.1.8. Aspectos éticos

Los datos utilizados para la validación del pipeline se obtuvieron del custodio, desligados de
identificadores personales, por lo que no es posible vincularlos con personas individuales. Además,
no se utilizaron para responder a una pregunta de investigación, sino que para estandarizar una
técnica de laboratorio y el análisis de los datos respectivos. Por lo tanto, la actividad está exenta de
revisión por parte de un comité de ética en investigación con personas.
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CAPÍTULO 6

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 detección de los anticuerpos IgG e IgG4 de O.
volvulus. Los nombres y su ubicación se encuentran detallados en el Tabla 6.1.

Tabla 6.1: Título de PNO y ubicación

PNO Anexo

Inicio y apagado del equipo Luminex® MAGPIX® 1
Calibración y verificación del equipo Luminex® MAGPIX® 2
Acoplamiento de antígeno OV16, OV17, OV33 a las microesferas
xMAP® 3

Verificación del acoplamiento de antígenos OV16, OV17, OV33 a las
microesferas xMAP® 4

Ensayo múltiplex para la detección de anticuerpos IgG e IgG4
contra antígenos recombinantes de O.volvulus 5

Análisis e interpretación de resultados del ensayo múltiplex para la detección
de anticuerpos IgG e IgG4 contra antígenos recombinantes de O. volvulus 6

6.2. Análisis de curva ROC

El pipeline elaborado en R generó curvas ROC para la respuesta de anticuerpos IgG e IgG4 con
los antígenos OV16, OV17 y OV33 y en cada una de este se desplegó el AUC, como se puede visualizar
en la Figura 6.1 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 antígeno 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
antígeno 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 6.2. En el caso de OV33 el
AUC de IgG fue de 0.984 y de IgG4 0.993, este último siendo el más cercano a uno (véase Tabla
6.2); el punto de corte de IgG4 estuvo en 66.0 MFI y en 5,181 MFI.

Figura 6.1: Curva ROC del poder diagnóstico del ensayo múltiplex para determinación de
anticuerpos IgG4 con microesferas acopladas con OV16

Tabla 6.2: Características de los ensayos de anticuerpos contra los antígenos recombinantes de O.
volvulus

Antígeno Inmunoglobulina Punto de corte
(95% CI) AUC

OV16 IgG 556 0.985
IgG4 40.7 0.983

OV17 IgG 766 0.907
IgG4 453 0.873

OV33 IgG 5, 181 0.984
IgG4 66.0 0.993

6.3. Distribución de los datos

El gráfico de caja y bigote permite explorar y analizar de una manera visual la dispersión de los
datos dentro de un grupo, permitiendo obtener información sobre posibles datos atípicos importantes
para el estudio. En este caso se generó uno para cada ensayo antígeno-anticuerpo, utilizando los
valores por encima del punto de corte. Todos los diagramas carecieron de datos atípicos, como se
muestra en la Figura 6.2, de igual manera los tres antígenos presentaron una mayor dispersión de
los datos comprendidos en el segundo cuartil. Según lo observado en la Figura 6.2, la mediana de
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los datos MFI de OV33 es superior a la de OV16 y OV17, esto se corroboró 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 utilizó la mediana como medida de tendencia central, ya que esta no se ve
afectada por los valores atípicos encontrados en la base de datos. Lo cual le permite representar de
mejor manera la distribución de los mismos (CDC, 2017).

Figura 6.2: Diagramas de caja y bigote de la distribución de las repuestas de anticuerpos para los
tres antígenos de O. volvulus

Con un gráfico Q-Q se espera poder determinar el tipo de distribución de los datos; para una
distribución normal se esperaría observar que los puntos trazados estuvieran cercanos a la línea recta.
Como se muestra en la Figura 6.3, la tendencia de la respuesta de anticuerpos IgG4 al antígeno OV17
es más cercana a una línea recta, en comparación con la respuesta de anticuerpos IgG4 contra OV16
y OV33 (véase anexos B.6 y B.7).
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Figura 6.3: Gráfico Q-Q de la respuesta de anticuerpos IgG4 al antígeno OV16

6.4. Parámetros de validación

A partir del punto de corte se generó un comando en el pipeline de R para filtrar los datos
de dicho antígeno y así obtener los verdaderos positivos, verdaderos negativos, falsos positivos y
falsos negativos. Con estos valores se realizaron los cálculos necesarios para obtener los parámetros
de validación de cada ensayo antígeno-anticuerpo. Utilizando el punto de corte ya descrito para el
ensayo de IgG4 OV16, este clasificó erróneamente a cuatro muestras como negativas, dando como
resultado una sensibilidad de 0.96 y un valor predictivo negativo de 0.99; en cambio, la determinación
de IgG con OV16 tuvo una sensibilidad de 0.89 como se muestra en el Tabla 6.3.

Tabla 6.3: Parámetros de validación de cada ensayo múltiplex de antígeno-anticuerpo

Parámetro OV16 OV17 OV33
IgG IgG4 IgG IgG4 IgG IgG4

Sensibilidad 0.89 0.96 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 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

Valor predictivo de
una prueba negativa 0.98 0.99 0.97 0.95 0.97 0.99

El OV17 IgG clasificó de manera errónea a 16 muestras como negativas, la sensibilidad del
instrumento fue de 0.85. Por otra parte, el OV17 IgG4 clasificó erróneamente a 25 muestras como
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negativas y teniendo una sensibilidad de 0.77 (véase Tabla 6.3). El valor predictivo negativo de las
inmunoglobulinas fue de 0.97 y 0.95.

Basados en punto de corte de OV33 IgG este clasificó de manera errónea 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 6.3, se mantuvo igual para los
cuatro antígenos 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 variación de 0.67%-24.8% para los puntos de corte y valores <1% para el AUC, tal y como se
observa en el Tabla 6.4.

Tabla 6.4: Comparación valores reportados y valores teóricos de cada ensayo múltiplex de
antígeno-anticuerpo

Parámetro
Porcentaje de variación

OV16 OV17 OV33
IgG 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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CAPÍTULO 7

Discusión

En este estudio se desarrolló un protocolo para la detección y análisis de anticuerpos IgG e
IgG4 específicos para los antígenos recombinantes OV16, OV17 y OV33 de O. volvulus por ensayo
múltiplex. Se elaboraron PNOs para que en un futuro se proceda a la implementación de este ensayo
múltiplex como herramienta de vigilancia epidemiológica post-eliminación de la oncocercosis en
Guatemala. Esto para cumplir con las recomendaciones de la OMS para los países que ya obtuvieron
la certificación de la eliminación de la transmisión de la enfermedad, específicamente la de continuar
con el desarrollo de pruebas que permitan una mayor sensibilidad y especificidad, capaces de detectar
infecciones en contextos de baja transmisión (WHO, 2020) .Además, su implementación sentaría las
bases para el desarrollo de una plataforma capaz de detectar múltiples analitos de ETDs endémicas
de la región, lo cual cumpliría con una de las metas finales propuestas por LA OMS (2020) para el
monitoreo y eliminación de estas enfermedades. El apoyo a la vigilancia mediante estas herramientas
debería es importante para el país, debido al riesgo de una posible reemergencia o reintroducción
de la enfermedad por los migrantes que transitan por Guatemala, provenientes de países donde la
oncocercosis aún es endémica (Herrera, 2013).

El software de análisis Bio-Plex® de MAGPIX® limita el análisis y exploración de los resultados
obtenidos en un ensayo múltiplex. 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 cuantificación del equipo y que carece de la generación de gráficos
y valores estadísticos (como AUC, límites de confianza, ANOVA, t-student, diagrama de caja y
bigote, regresión lineal, etc.)(Chiu y Christopoulos, 2012; Sanz y cols., 2017).Esta limitante se resolvió
utilizando el lenguaje de R como herramienta de análisis, ya que su interfaz permite el manejo de
los datos que se obtienen del equipo múltiplex de una manera amigable y flexible para el usuario,
generando estadísticos y gráficos de alto nivel. Esto se verificó calculando el punto de corte, y
generando gráficos de dispersión y distribución de MFI para cada antígeno evaluado.

La verificación del funcionamiento del pipeline desarrollado se realizó con una base de datos con
610 resultados de pacientes con ETDs de varios países endémicos (Feeser y cols., 2017); al ser el
mismo conjunto de datos, se logró comparar los estadísticos obtenidos con el logaritmo contra los
reportados en el estudio citado, esto a través del cálculo del porcentaje de variación. Se confirmó
que el pipeline es capaz de discriminar, dentro de una misma base de datos, casos de oncocercosis,
confirmados parasitológicamente, de otras parasitosis. Además de esto, se logró calcular el punto de
corte, AUC y parámetros de validación de la prueba para tres diferentes antígenos (OV16, OV17 y
OV33) y dos inmunoglobulinas (IgG e IgG4). Dentro del pipeline se generó una curva ROC cuyo
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análisis permite cuantificar qué tan precisa es una prueba diagnóstica para discriminar entre pacientes
“enfermos” y “no enfermos”. Derivado de esta curva, se obtiene el AUC, que se esperaría fuera ≥
0.9, junto con los puntos de corte tal y como se mostró en la Figura 6.1 y Tabla 6.2 (véase sección
de resultados) (Hajian-Tilaki, 2013). Para IgG4, la curva ROC se presentó alejada de la diagonal y
con AUC de 0.983, indicando que este método es lo suficientemente preciso para ser utilizada como
herramienta de diagnóstico. También se colocó el cálculo de la sensibilidad y especificidad, ya que son
considerados como los parámetros de validación para una prueba diagnóstica; se esperaba encontrar
una relación inversamente proporcional entre estos (Parikh y cols., 2008). Lo cual se comprobó en el
Tabla 6.3, sección de resultados, donde OV16 IgG4 reportó una especificidad de 1.00 y sensibilidad
de 0.96. Misma tendencia que se observa en los demás valores resultantes del análisis de prueba.

Al comparar los valores de OV16 obtenidos con el pipeline contra los reportados en Feeser y
colaboradores (2017) se observó un porcentaje de variación 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 señal de la proteína de fusión Glutatión S-transfersa (GST). Dicha señal se substrajo para
obtener la reactividad específica de la IgG4 sérica al antígeno recombinante OV16 y eliminar el ruido
producido por reacciones inespecíficas o potenciales reacciones cruzadas con la GST (Dobaño 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 óptima, por lo cual se
recomienda que durante la validación se realicen pruebas con bases con mayor cantidad de datos.

Se trabajó 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 diagnóstica ha sido ampliamente documentada y
por ello es considerado como el antígeno estándar la para detección de O. volvulus. Mientras tanto,
OV17 se expresa en estadios específicos del nematodo y presenta secuencias homólogas en Onchocerca
gibson, Wuchereria bancrofti y Brugia malayi ; al igual OV33 presenta homología 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 reacción cruzada con otras filariasis, se les descarta como antígenos
diagnósticos pues se corre el riesgo de obtener falsos positivos. Pero se utilizan como parámetro de
comparación 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 elaboró para la detección de anticuerpos IgG4 debido a que presenta una mayor
sensibilidad y especificidad en comparación a los anticuerpos IgG, esto se debe a un fenómeno propio
de las inmunoglobulinas G4 llamado “intercambio del brazo Fab”. Durante esta reacción las cadenas
pesadas del anticuerpo se separan y re-asocian de manera aleatoria con otras cadenas, dando paso a la
formación de anticuerpos asimétricos biespecíficos y monovalentes. Esto evita que exista una reacción
cruzada con antígenos similares y por ende aumenta su especificidad y sensibilidad (Nirula, Glaser,
Kalled, y Taylora, 2011; Rispens, Ooijevaar-de Heer, Bende, y Aalberse, 2011).Esto se comprobó al
identificar que las sensibilidades más cercanas a 1 pertenecían a los resultados obtenidos de IgG4,
específicamente de OV16 con 0.95 y OV33 con 0.95 (Tabla 6.3 sección de resultados).
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CAPÍTULO 8

Conclusiones

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

Se elaboró un protocolo operacional estandarizado específico para la determinación de las con-
diciones de corrida del ensayo múltiplex para la detección de anticuerpos IgG e IgG4 contra los
antígenos recombinantes OV16, OV17 y OV33.

Se elaboró un pipeline en R capaz de analizar los resultados de un ensayo múltiplex para la
detección de anticuerpos contra antígenos recombinantes de O. volvulus. La interpretación de los
estadísticos desplegados permite hacer determinar la sensibilidad y especificidad de la prueba, así
como otros parámetros de validación.
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CAPÍTULO 9

Recomendaciones

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

Se recomienda diseñar protocolos para la implementación de ensayos múltiplex que evalúen an-
tígenos de otras ETDs endémicas de la región y realizar a su vez la validación de los mismos para
su pronta implementación.

La existencia de este protocolo de detección de la respuesta de anticuerpos IgG e IgG4 a los
antígenos OV16, OV17 y OV33 de O. volvulus permitirá evaluar la utilidad de esta técnica para la
vigilancia epidemiológica post-eliminación de la transmisión de la oncocercosis, mediante el uso de
una herramienta de alta sensibilidad y especificidad.
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CAPÍTULO 11

Anexo

A. PNO
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A.1 Inicio y apagado del equipo Luminex®MAGPIX®.
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A.2 Calibración y verificación del equipo Luminex®MAGPIX®.
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A.3 Acoplamiento de antígenos recombinantes de O. volvulus a las microesferas xMAP®.
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A.4 Verificación del acoplamiento de los antígenos OV16, OV17, OV33 a las microesferas xMAP®.
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A.5 Ensayo múltiplex para la detección de anticuerpos IgG e IgG4 contra antígenos recombinantes
de O. volvulus
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A.6 Análisis e interpretación de resultados del ensayo múltiplex para la detección de anticuerpos
IgG e IgG4 contra antígenos recombinantes de O. volvulus
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B. Gráficos de R

B.1 Curva ROC del poder diagnóstico del ensayo múltiplex para determinación de anticuerpos IgG
con microesferas acopladas con OV16

B.2 Curva ROC del poder diagnóstico del ensayo múltiplex para determinación de anticuerpos
IgG4 con microesferas acopladas con OV17
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B.3 Curva ROC del poder diagnóstico del ensayo múltiplex para determinación de anticuerpos IgG
con microesferas acopladas con OV17

B.4 Curva ROC del poder diagnóstico del ensayo múltiplex para determinación de anticuerpos IgG
con microesferas acopladas con OV33
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B.5 Curva ROC del poder diagnóstico del ensayo múltiplex para determinación de anticuerpos
IgG4 con microesferas acopladas con OV33

B.6 Gráfico Q-Q de las mediciones de OV17 IgG4
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B.7 Gráfico Q-Q de las mediciones de OV33 IgG4
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