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Resumen

Las pruebas confirmatorias del algoritmo peruano del diagnostico
de VIH pueden generar resultados no concluyentes que retrasan la
oportunidad de sus resultados. Se evalud el rendimiento diagnostico
de la prueba rapida inmunocromatografica confirmatoria Bio-Rad
Geenius™HIV-1/2. Se analizaron 242 sueros, 116 positivos a VIH-1
y 126 negativos a VIH-1/2 (referencia: INNO-LIA HIV I/II), estiman-
dose la exactitud y precision diagnostica. No se encontraron falsos
positivos y negativos; se obtuvo un 100% de sensibilidad, repetibilidad
y reproducibilidad; especificidad de 98,4 % (lectura visual) y 97,6%
(lector Geenius). Hubo 100% de concordancia en resolver los sueros
“indeterminados” por inmunofluorescencia. Concluimos que, por
su alta eficiencia diagnoéstica y aplicacion en el punto de atencion,
la prueba confirmatoria Bio-Rad Geenius™ HIV-1/2 en muestras de
suero debiera incluirse en el algoritmo peruano del diagnostico de VIH.

Palabras clave: VIH-1; Geenius™; INNO-LIA™; algoritmo
diagnostico.

Introduccion

casos de infeccion por el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH). Los nuevos casos de infeccion por VIH anualmente
van en aumento; s6lo en 2023, se han notificado 9.490 casos de VIH
y 1.389 casos de SIDA debido principalmente al diagndstico tardio
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Abstract

When confirmatory tests of the Peruvian HIV diagnosis algorithm
generate inconclusive results, they delay the opportunity for their
results. The diagnostic performance of the Bio-Rad GeeniusTM HIV-
1/2 rapid confirmatory immunochromatographic test was evaluated.
A total of 242 sera were analyzed, 116 positives for HIV-1 and 126
negative for HIV-1/2 (reference: INNO-LIA HIV I/II), diagnostic ac-
curacy and precision were estimated. No false positives and negatives
were found; 100% sensitivity, repeatability and reproducibility were
obtained; specificity of 98.4% (visual reading) and 97.6% (Geenius
reader). There was 100% agreement in resolving “indeterminate” sera
by immunofluorescence. We conclude that, due to its high diagnostic
efficiency and its application at the point of care, the Bio-Rad Gee-
nius™ HIV-1/2 confirmatory test in serum samples should be included
in the Peruvian HIV diagnosis algorithm.

Keywords: HIV-1; Geenius™; INNO-LIA™; diagnostic algorithm.

y a la baja adherencia del tratamiento en algunas poblaciones clave,
correspondiendo una tasa de incidencia de 28,05 casos de infeccion
por VIH por 100.000 habitantes'?.

El algoritmo convencional peruano del diagnéstico de infeccion por
VIH destaca que los resultados reactivos a alguna prueba de cribado:
prueba rapida (PR), ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA), quimioluminiscencia (CLIA) o electroquimioluminiscen-
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cia (ECLIA) deben ser confirmados por las pruebas serologicas de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmunoblot (IB) o western blot
(WB)*s.

La prueba IFI1 VIH-1 tiene entre 5 y 10% de resultados inespecificos
e indeterminados™®. Estas muestras no concluyentes son derivadas
s6lo auna (Lima-capital) de las veinticuatro regiones del Pert para su
confirmacion por IB, debido a que sélo en la capital se tiene imple-
mentada dicha prueba’®’.

El algoritmo nuevo indica que los pacientes cuya muestra tengan
resultados reactivos a dos pruebas de cribado de diferente marca o
diferente tipo de prueba, son notificados como casos de VIH y se les
realiza la PCR-carga viral (CV), pero si el resultado de esta prueba
es ARN viral no detectable, son derivadas también a Lima para su
descarte por IB**,

De acuerdo a los escenarios descritos, una limitante actual obedece
a que muchas de las muestras con resultados no concluyentes proceden
de poblacion gestante y puérpera, lo que retrasa la oportunidad de sus
resultados y el inicio de un tratamiento anti-retroviral (TAR) temprano,
significando un mayor riesgo de transmisién madre-hijo del VIH?.

Por estos motivos, existe la necesidad de incorporar en el algoritmo
una prueba rapida confirmatoria que pueda ser aplicada en el punto de
atencion del paciente.

Actualmente, a nivel mundial se encuentra disponible comer-
cialmente una prueba rapida inmunocromatografica confirmatoria
Bio-Rad Geenius™HIV-1/2, la cual esta aprobada por la Comunidad
Europea (CE)® y precalificada por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS)°. Entre sus ventajas destaca que, se puede aplicar en el
punto de atencion con un tiempo del ensayo no mayor a 35 minutos®
y con un costo dos veces menor que el IB!?y tres veces menor que el
WB!''. No obstante, lo ideal es que la prueba sea evaluada previamente
en el pais a ser utilizado. El objetivo de este estudio fue evaluar el
rendimiento diagnostico de la prueba rapida confirmatoria Bio-Rad
Geenius™ HIV-1/2 en suero para su incorporacion en el algoritmo
peruano del diagndstico de VIH.

Material y Métodos

Se realiz6 un estudio observacional prospectivo de evaluacion de
una prueba diagnodstica desde agosto 2022 hasta abril 2023. El marco
muestral correspondi6 a todos los sueros, de los afios 2021 y 2022, de
la seroteca del Laboratorio de Referencia Nacional de Virus de Tras-
mision Sexual del Instituto Nacional de Salud (INS) de Pert. Para la
evaluacion se seleccionaron por conveniencia 242 sueros: 50 positivos
a VIH-1; 50 negativos a VIH-1/2; 50 interferentes, negativos a VIH-
1/2: cinco con COVID 19, cinco con HTLV-1, cinco con hepatitis B,
cinco con sifilis, cinco con dengue, cinco con citomegalovirus, cinco
con enfermedad reumatoide y quince con la condicion de gestante; 92
indeterminados a la prueba de IFI VIH-1¢.

Las 242 muestras fueron analizadas por INNO-LIA HIV I/IT"
(prueba de referencia) y por Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory
Assay®. La repetibilidad se evalué analizando una muestra positiva a
VIH-1 y unanegativa a VIH-1/2 por quintuplicado en una sola corrida;
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todos estos resultados fueron leidos visualmente por tres analistas y
con el lector Geenius®.

Lareproducibilidad se evaluo en seis laboratorios regionales (LR),
dos en costa (La Libertad y Arequipa) dos en sierra (Cajamarca y
Cusco) y dos en selva (Madre de Dios y San Martin); se analizaron
cuatro muestras positivas a VIH-1 y una negativa a VIH-1/2 en tres
dias consecutivos con dos lotes de kit diferentes y con dos analistas.
Ademas se midi6é la temperatura ambiental, humedad y altitud de
cada LR. En cada laboratorio se realiz6 el control de calidad del kit
mediante el uso de los controles positivos y negativos propios del
kit Geenius™ HIV 1/28. Para el criterio de positividad, Geenius usa
cuatro antigenos de VIH-1 (Env gp160 y gp41, Pol p31 y Gag p24)
y dos antigenos de VIH-2 (Env gp140 y gp36); es VIH-1 positivo
si estan presentes dos bandas de VIH-1 con al menos una banda de
Env y es VIH-2 positivo si ambas bandas de VIH-2 estan presentes,
si solo se visualiza una banda cualquiera que sea de VIH-1 o VIH-2
el resultado es “indeterminado” y si no se visualiza ninguna banda
el resultado es negativo®. El analisis estadistico se estim6 en Epidat
v3.1 y Excel. Se inform¢é los parametros de exactitud y precision
diagnostica considerando un nivel de confianza de 95% (IC 95%).
El estudio fue aprobado con el codigo OI-012-22 por el Comité
Institucional de Etica e Investigacion del INS de Pert.

Resultados

La prueba confirmatoria Bio-Rad Geenius™ HIV-1/2 no presentd
falsos positivos ni falsos negativos; con la lectura visual de los ana-
listas se encontraron dos resultados indeterminados (2/242) y con el
lector Geenius se hallaron tres indeterminados (3/242). Los resultados
indeterminados correspondieron a un suero negativo a VIH-1/2 y a dos
interferentes (enfermedad reumatoide), siendo la gp140 de VIH-2 la
banda identificada (Figura 1).

La sensibilidad para la lectura visual y para el lector Geenius fue de
100% (116/116), mientras que la especificidad con la lectura visual fue
de 98,4% (124/126) y con el lector Geenius fue de 97,6% (123/126). El
indice de Youden fue de 0,98; lo cual nos confirma que la posibilidad
de tener falsos positivos o negativos es muy baja; otros parametros de
exactitud diagnostica se muestran en la Tabla 1.

Entre otros hallazgos obtenidos, la repetibilidad intra-laboratorio fue
de 100%, ademas la concordancia porcentual de la prueba en estudio
versus la prueba de referencia, respecto a la capacidad de resolver los
sueros indeterminados a IFI VIH-1, fue de 100% (92/92: positivos a
VIH-1 = 66; negativos a VIH 1/2 = 26) (Figura 1).

La reproducibilidad evaluada en seis LR de la costa, sierra y selva
fue de 100%. La altitud de los seis LR correspondieron a 34, 205,
356, 2.335, 2.750 y 3.399 metros sobre el nivel del mar. Ademas, los
ensayos se realizaron en un rango de temperatura entre 18,1 y 32,6°C
y a una humedad relativa medioambiental entre 30 y 92%.

Los 116 sueros positivos a VIH-1 por la prueba confirmatoria
Bio-Rad Geenius™ HIV-1/2 mostraron el siguiente perfil de bandas:
gpl60 =116, gp4l = 116, p31 = 64, p24 = 41, mientras que para la
prueba de referencia fueron: gp120 = 110, gp41 = 116, p31 = 100,
p24 =88, p17 = 80.
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Muestras seleccionadas
N=242

:

Muestras elegibles
N=282

l

Muestras aprobadas
N=242

:

Muestras Positivas VIH-1

N=50

l

|

Muestras Negativas VIH-12

N=50

1

l

Muestras Interferentes VIH-12
N=50

!

!

Muestras Indeterminadas a IFl VIH-1
N=92

!

Procesamiento de las muestras por la prueba de referencia: INNO-LIA HIV I (Fujirebio)

Positivas VIH-1
N=50

l

Negativas VIH-1/2

N=50

l

Negativas VIH-1/2
N=50

l

!

Positivas VIH-1

=66

!

Negativas VIH-1/2
N=26

Procesamiento de las muestras por la prueba rapida en evaluacion: Bio-Rad Geenius™ HIV 1/2 Confirmatory Assay

;—%h% »—%:—%»—H

Lectura visual Lector Geenius Lectura visual Lector Geenius Lectura visual Lector Geenius Lectura visual Lector Geenius Lectura visual Lector Geenius
Positivo (+) =50 Positivo (+) =50 Positivo (+)=0 Positivo (+)=0 Positivo (+)=0 Positivo (+)=0 Positivo (+] = 66 Positivo (+) = 66 Positivo (+) =0 Positivo (+)=0
Negativo (-) =0 Negativo (+) =0 Negativo (-} =50 Negativo (- =49 Negativo (- =48 Negativo (- =48 Negativo () =0 Negativo () =0 Negativo (-) = 26 Negativo (- = 26
Indeterminados= 0 Indeterminados= 0 Indeterminados= 0 Indeterminados VIH-2 = 1 ndeterminados VIH-2=2 Indeterminados VIH-2=2 Indeterminados= 0 Indeterminados= 0 Indeterminados= 0 Indeterminados= 0

!

| 0 falsos negativos || 0 falsos negativos | | 0 falsos positivos | | 0 falsos positivos | | 0 falsos positivos || (0 falsos positivos | | 0 falsos negativos || 0 falsos negativos | | 0 falsos positivos || 0 falsos positivos |

Figura 1. Flujo de muestras incorporadas al estudio de la prueba rapida confirmatoria Bio-Rad GeeniusTM HIV-1/2.

Tabla 1 Parametros evaluados de exactitud diagnostica de la prueba rapida confirmatoria Bio-Rad GeeniusTM HIV-1/2. (N=242: 116 positivos a VIH-1
y 126 negativos a VIH-1/2)*

Valor predictivo -

Parametros

Sensibilidad (%)
Especificidad (%)
indice de validez (%)

Valor predictivo + (%)

(%)

{ndice de Youden
Razén de verosimilitud +

Razén de verosimilitud -

Lectura visual

Valor
100,0
98,4
99,2
98,3
100,0
0,98
63,0

(IC 95%)
(99,6 - 100,0)
(95,8 - 100,0)
(97,8 -100,0)
(95,6 - 100,0)
(99,6 - 100,0)
(0,96 - 1,00)
(15,9 - 249,1)

Valor
100,0
97,6
98,8
97,5
100,0

0,98

42,0

Lector Geenius

(IC 95%)
(99,6 - 100,0)
(94,6 - 100,0)
(97,2 -100,0)
(94,2 - 100,0)
(99,6 - 100,0)
(0,95 - 1,00)
(13,7 -128,5)

IC 95% = Intervalo de Confianza al 95%. *Prueba de referencia: INNO-LIA HIV I/Il.
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Discusion

Nuestros resultados demostraron que la prueba rapida confirmatoria
Bio-Rad Geenius™HIV-1/2 presento igual sensibilidad entre la lectura
visual realizada por los analistas (100%: 116/116) y la lectura reali-
zada con el lector Geenius (100%: 116/116). Resultados semejantes
se mostraron también en la especificidad con lectura visual de 98,4%
(124/126: dos indeterminados) y lector Geenius de 97,6% (123/126: tres
indeterminados). Estas similitudes nos garantizan que se puede realizar
la lectura del resultado sin necesidad de disponer del lector Geenius.
Del mismo modo, el fabricante de Bio-Rad Geenius™HIV-1/2 reportd
en su inserto una sensibilidad de 100% (263/263) y una especificidad
de 97,6% (245/251: seis indeterminados)®, muy comparable a los
resultados que obtuvimos. Asimismo, INNO-LIA HIV I/II presenta
una sensibilidad de 100% y una especificidad de 96,1%°, lo que nos
hace inferir que nuestros resultados para los mismos parametros son
comparables a la prueba de referencia (sin falsos positivos ni falsos
negativos).

En cuanto a las muestras interferentes evaluadas, no identificamos
reaccion cruzada (falsos positivos) de la prueba Bio-Rad Geenius™
HIV-1/2 frente a muestras procedentes de personas con COVID 19,
HTLV-1, hepatitis B, sifilis, dengue, citomegalovirus, enfermedad
reumatoide y gestantes. Estos resultados responden a lo aprobado por
la CE y a lo precalificado por la OMS, en relacion a la aceptacion de
esta prueba como confirmatoria®’.

El 100% de concordancia porcentual encontrado (92/92: positivos
a VIH-1=66; negativos a VIH 1/2=26) nos permite destacar la utilidad
de la prueba rapida confirmatoria Bio-Rad Geenius™ HIV-1/2 para
resolver los resultados no concluyentes a IFI VIH-1¢, obtenidos por los
LR de las distintas regiones del Perti. Ademas, su alta reproducibilidad
en un amplio rango de temperaturas, humedad y altitud, nos permite
deducir que la prueba rapida confirmatoria Bio-Rad Geenius™HIV-1/28
puede implementarse en cualquier laboratorio del Peru.

Varios paises'?'” han evaluado e incorporado en sus algoritmos la
prueba rapida confirmatoria Bio-Rad Geenius™HIV-1/2. La mayoria
de estas evaluaciones usaron como prueba de referencia INNO-
LIA™ HIV-1/2 y en todos los estudios se obtuvieron resultados de
alta concordancia y eficiencia diagndstica. Ademas, Geenius ofrecid
ciertas ventajas sobre INNO-LIA por ser un ensayo rapido con una
metodologia simple y de mucho beneficio para los laboratorios
porque reduce el tiempo de capacitacion de los analistas y el reporte
de resultados'>".

La inclusion de la prueba confirmatoria Bio-Rad Geenius™HIV-1/2
en el algoritmo peruano del diagndstico del VIH contribuira en la lucha
contra el VIH a través de estrategias combinadas que son aplicadas en
el punto de atencion del paciente. Permitira la descentralizacion del
diagndstico confirmatorio y contribuird al diagnostico temprano de la
poblacion gestante, reduciendo asi el riesgo de transmision materno-
infantil del VIH, y al inicio precoz de tratamiento anti-retroviral durante
el embarazo y el parto, y profilaxis al recién nacido®?'.

Una de las limitaciones del estudio fue que no se evalud la prueba
frente a muestras de sangre capilar y de sangre total por razones presu-
puestarias. Tampoco se evaluaron sueros con VIH tipo 2, ya que hasta
la actualidad no se ha detectado en Peru el VIH-2. Otra limitante fue
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que, solo se evalud una marca comercial debido a que este disefio de
prueba rapida confirmatoria es tinica en el mundo®.

Concluimos que, la prueba rapida confirmatoria Bio-Rad Geenius™
HIV-1/2 evaluada en suero, tuvo una alta sensibilidad y especificidad,
y una muy buena concordancia en los pardmetros de la repetibilidad
y reproducibilidad, a la vez que demostré ser capaz de resolver los
resultados no concluyentes obtenidos por la prueba confirmatoria
IFI-VIH-1. En consecuencia, debido a su alta exactitud y precision
diagnostica, y su aplicabilidad en el punto de atencion del paciente,
recomendamos la incorporacion de la prueba rapida confirmatoria
Bio-Rad Geenius™ HIV-1/2 para muestras de suero en el algoritmo
peruano del diagnoéstico de VIH.
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