¢ Funcién del instrumento: se analizan las
funciones de control de fluorescencia del
Pima CD4 test cartridge para determinar la
funcionalidad del Pima Analyser.
Si el control de fluorescencia esta fuera de los
limites establecidos durante la fabricacion, el
analizador muestra un mensaje de error.

Durante el andlisis se realizan varias
comprobaciones adicionales. Si no se supera
cualquiera de las comprobaciones, el Pima Analyser
mostrara un mensaje de error. Consulte la Guia del
usuario del Pima Analyser si desea informacion
sobre los mensajes de error.

Limitaciones

1. Los resultados del Pima CD4 test deben
evaluarse en el contexto de todos los datos
clinicos y analiticos disponibles. En los casos en
que los resultados del laboratorio no coincidan
con la evaluacion clinica, deberan realizarse
pruebas adicionales.

2. El Pima CD4 test se ha evaluado con sangre
completa capilar y sangre completa venosa
usando EDTA como anticoagulante. No se han
evaluado el suero, plasma y sangre completa
obtenidos usando otros anticoagulantes, por lo
que no deben utilizarse.

3. Los recuentos absolutos de células T
cooperadoras pueden diferir entre laboratorios
que usen equipos de diferentes fabricantes.

Caracteristicas de rendimiento
Las caracteristicas de funcionamiento del Pima
CD4 test se establecieron mediante el analisis en
Clondiag GmbH en Jena, Alemania y en centros
clinicos externos en Africa y Alemania.

Exactitud

La exactitud del Pima CD4 test para los recuentos
absolutos de células T cooperadoras se valoré
mediante comparacién con el sistema

BD FACSCalibur como método de referencia. Se
recogieron muestras de sangre completa venosa
de 149 adultos positivos para VIH que acudieron
a centros de atencion sanitaria en Uganday se
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analizaron por duplicado usando Pima CD4 y el
método de referencia (una Unica medicion).

Se realizé un andlisis de regresion de Passing-
Bablok de la primera medicién del recuento de
células con Pima CD4 frente a la medicion del
recuento de células con BD FACSCalibur.

Los resultados se ilustran en la siguiente gréfica.
El intervalo total de todas las muestras analizadas
era de 12 a 1.472 células/pL para BD FACSCalibur
y 17 a 1.631 para Pima CD4. La pendiente

(95% IC) fue de 0,95 (0,91 a 0,99) con una
interseccion (95% IC) de 24 (8,5 a 37).

El coeficiente de correlacion de Pearson (95% IC)
entre las dos medidas fue de 0,96 (0,94 a 0,97).
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También se realizé en los datos el andlisis de
diferencias de Bland-Altman (Pima CD4 —
BD FACSCalibur). La desviacion media (95% IC)

de las 149 muestras fue de -10 (-22 a 3) células/pL.

Acuerdo clinico

Se valoré el acuerdo clinico entre los métodos
acerca del valor discriminatorio del diagnéstico
realizando un recuento con una tabla de
contingencias bilateral. En las siguientes tablas
se ilustran los resultados de los dos valores
discriminatorios del diagndstico, 200 células/pL
y 350 células/pL, respectivamente. Se evalué la
disconformidad entre los métodos relativa a cada
valor discriminatorio de diagnéstico para detectar
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el sesgo. Para ello, se empled la prueba de McNemar
y el sesgo resultante era insignificante.

Acuerdo clinico acerca de valor discriminatorio
> 200

Valor 95% LCI  |95% UCI
Acuerdo 0,953 0,906 0,981
Pima Pima
negativo positivo
BD negativo |25 5
BD positivo |2 117
Prueba bilateral de McNemar (2 de 7):
Valor p 0,453 | |

Acuerdo clinico acerca de valor discriminatorio
> 350

Valor 95% LCI  |95% UCI
Acuerdo 0,940 0,888 0,972
Pima Pima
negativo positivo
BD negativo |57 6
BD positivo |3 83
Prueba bilateral de McNemar (3 de 9):
Valor p 0,508 | |

Analisis de la precision en muestras clinicas

La desviacion estandar de los métodos y el %CV de
las medidas de Pima CD4 se calcularon en base a las
medidas duplicadas obtenidas en las 149 muestras
y también para los subconjuntos de muestras de los
intervalos de recuento de muestras de 0 a 200, 0

a 350y >350, como se indica en la siguiente tabla.
MEDIA es la media de todas las medidas duplicadas
de cada intervalo; DE es la media cuadratica de las
desviaciones estandar de las medidas duplicadas de
cada intervalo (junto con su 95% IC).

Intervalo N [MEDIA DE 95% |95% |%CV
(células/pL) (células/pL) |(células/pL) Lcl |ucl

0-200 29 [119 20 16 |27 16,6
0-350 59 (198 23 19 |28 |11,6
>350 90 580 41 35 |47 |7,0
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Sangre completa capilar

Se ha demostrado que el rendimiento de

Pima CD4 con muestras de sangre completa
capilar es comparable al de la sangre venosa.

Se recogieron muestras de 49 individuos adultos
con VIH positivo que acudieron a 2 centros
sanitarios de Alemania. También se empled la
sangre venosa de estos individuos para realizar
una prueba de referencia con BD FACSCalibur.

El intervalo total de todas las muestras analizadas
era de 160 a 1.181 células/pL para BD FACSCalibur
y 167 a 1.011 para Pima CD4.

En comparacién con BD FACSCalibur, el anélisis
de regresion indicé una pendiente (95% IC) de
0,85 (de 0,76 a 0,94) con una interseccién

(95% IC) de 46,42 (de -5,92 a 98,76). El coeficiente
de correlacion de Pearson (95% IC) entre las dos
medidas fue de 0,94 (de 0,89 a 0,97).

Reproducibilidad entre lotes

Se evaluaron 10 porciones de 2 muestras de
sangre completa con un valor discriminatorio
superior e inferior a 350 células/pL mediante

3 lotes de cartuchos de Pima CD4 diferentes.
La reproducibilidad entre lotes se muestra en la
siguiente tabla:

Muestra Media (células/pL) |%CV medio
1 267 9,54
2 505 7,05

Reaccion cruzada

El anticuerpo CD4 reacciona con monocitos, asi
como con linfocitos T colaboradores/inductors.>®
El anticuerpo CD3 reacciona con todos los
linfocitos T maduros.’®

Linealidad

La linealidad se valoré comprobando las diluciones en

serie de 5 especimenes, entre los que se incluia la gama C E

cl

inicamente importante de células T cooperadoras

de la sangre entera. Se ha demostrado que el Pima
CD4 test es lineal desde 3 a 2.168 células/pL. Todos

lo

s datos coinciden con la linea de regresion lineal con

un R? minimo de 0,99. Los datos se muestran en la
siguiente tabla:

Muestra |Range (cells/pL) |Slope R?

1 3-2.168 1,00 1,000
2 4-1.507 0,99 0,995
3 4-690 1,02 0,996
4 4-402 1,01 0,997
5 9-391 0,98 0,997
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Advertencia: los Pima CD4 test cartridges contienen
pequefias cantidades de preparaciones de células
sanguineas humanas. Se han comprobado estas
preparaciones de células y se ha demostrado que no son
reactivas para: Anti VHC, Anti VIH 1y 2, HBsAg, Anti-HBc
(I9G, IgM), sifilis, AK irregular, VHC- y VIH PCR. Puede seguir

existiendo un minimo riesgo de infeccion.
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Uso previsto

Pima CD4 es un andlisis inmunolégico de
hematologia basado en iméagenes disefiado para la
medicién cuantitativa rapida in vitro de células
CD3+/CD4+ (células T cooperadoras) en sangre
completa capilar o venosa. Pima CD4 determina

el recuento absoluto de células CD3+/CD4+ y esta
disefiado para su uso en el control continuo del
recuento absoluto de linfocitos CD4 en pacientes con
diagnostico documentado de una inmunodeficiencia.
El Pima CD4 test esta pensado para el uso
diagnostico in vitro.

Introduccion

La concentracion de células T cooperadoras es un
indicador del estado inmunolégico del paciente;
en pacientes inmunodeficientes disminuye el
recuento absoluto de células T cooperadoras.

La enumeracion de los recuentos absolutos de
células T cooperadoras es una parte esencial de la
estadificacion inicial del estado inmunolégico, del
control del curso de la inmunodeficiencia en el
tiempo y de la respuesta al tratamiento."?

Principio del analisis

El Pima CD4 test consta de un Pima CD4

test cartridge y el Pima Analyser y permite la
determinacion de los recuentos absolutos de células
T cooperadoras en sangre completa. El Pima CD4
test cartridge desechable esta equipado con lo
necesario para tomar aproximadamente 25 pL de
muestra y contiene reactivos secos necesarios para
realizar el andlisis. El Pima CD4 test se realiza dentro
del Pima CD4 test cartridge y ninguna parte del Pima
Analyser entra en contacto con la muestra en ningin
momento durante el proceso de anlisis.

Esto minimiza el riesgo de contaminacion del
analizador y transferencia de la muestra entre
mediciones. Tras la insercién del Pima CD4 test
cartridge dentro del analizador, un movimiento
peristaltico transporta primero la muestra dentro

del compartimento de incubacién donde la muestra
interacciona con anticuerpos especificos marcados
con dos colorantes fluorescentes diferentes que
emiten luz a dos longitudes de onda distintas
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(colorante 1y colorante 2). Uno de los anticuerpos
es un anticuerpo monoclonal anti-CD3 humano
conjugado con el colorante 1.

El segundo anticuerpo es un anticuerpo monoclonal
anti-CD4 humano conjugado con el colorante

2. Pasado un tiempo de incubacion definido, la
muestra tefiida se transfiere al canal de deteccion
del cartucho. El Pima Analyser esta equipado con
un sistema éptico de adquisicion de imagenes
fluorescentes multicolor en miniatura. Una camara
incorporada detecta las sefales fluorescentes y
las analiza usando los algoritmos patentados del
software del ordenador incorporado. Las células

T cooperadoras expresan ambos antigenos de
superficie, CD3 y CD4, y por tanto emiten luz

a longitudes de onda especificas de ambos
conjugados anticuerpo-colorante. Esto permite la
diferenciacion especifica de células T cooperadoras
con respecto a otros tipos de células de la sangre
portadoras solo de uno de los dos antigenos de
superficie. El Pima Analyser muestra los resultados
en células/pL. Los resultados se almacenan
también en un archivo del analizador y se asignan
aun ID de muestra que el operador ha introducido
en el Pima Analyser y a la fecha y hora en la que

se realizé el andlisis. El operador puede recuperar
y descargar los datos en cualquier momento
después del analisis. Se puede conectar una Pima
Printer externa a través de un puerto USB del Pima
Analyser para imprimir los resultados del analisis.

Contenido y conservacion del
envase

Materiales suministrados

Cada caja Pima CD4 contiene:

e 100 cartuchos de analisis en bolsas individuales
e 1 prospecto

Conservacién
Conservar entre 2y 30 °C

Materiales necesarios no suministrados

e Pima Analyser

¢ pipeta volumétrica o de transferencia (solo para
muestras de sangre completa venosa)

* lancetas estériles* (para muestras de sangre

capilar)

*recomendado: Safety-Lancet Super, Sarstedt, Alemania.
Consulte la pdgina www.pimatest.com para obtener
informacion sobre pedidos. Si se utilizan otras lancetas
consulte las instrucciones especificas del fabricante.

e torundas de alcohol
e torundas secas

Pima CD4 Test Cartridge

El Pima CD4 test cartridge consta de una base sélida
del cartucho de plastico negro, una tapa de plastico
naranja , un Sample Collector para aplicar la
muestra de sangre , una ventana de control

para comprobar que hay suficiente volumen de
muestra , un canal de deteccioén con una cubierta
transparente , un tubo de silicona en la parte
posterior para permitir el movimiento del liquido en el
cartucho y una cubierta posterior naranja

(estos dos ultimos no se muestran en la imagen).
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Precauciones

! NO utilice guantes con talco ni las manos
desnudas.

! Deje que el cartucho se ponga a temperatura
ambiente antes de abrir la bolsa de aluminio.

! NO abra la bolsa de aluminio hasta que esté listo
para el analisis.

! Saque cuidadosamente el cartucho de la bolsa
de aluminio sin tocar la cubierta del canal de
deteccion.

I NO utilice cartuchos que se hayan humedecido.

! NO utilice los cartuchos si la bolsa de aluminio
esta dafada.

! Deseche adecuadamente todos los residuos
contaminados segun la regulacién nacional,
regional o local o incinérelos.

! NO utilice los cartuchos pasada la fecha de
caducidad impresa en la etiqueta de la bolsa.

I NO retire el Sample Collector hasta que se llene
la ventana de control con la sangre.

! NO intente separar la tapa de plastico naranja de
la base del cartucho.

I NO cierre la tapa de plastico naranja hasta que el
cartucho esté cargado con la sangre.

I NO toque la cubierta transparente del canal
de deteccion. Si las cubiertas del canal de
deteccién se dafnan, pueden causar un error en el
instrumento.

I NO toque ni intente estirar el tubo de silicona.

Un tubo dafiado puede inducir error en el
instrumento.

! NO intente retirar la cubierta posterior naranja del
cartucho.

! NO abra la bolsa de desecante incluida en la
bolsa de aluminio.

Sig alas instrucciones de prevencion y control
de infections (infection control guidlines) para
manejar muestras de origen humano.

Nota: La presencia de residuo blanco dentro del
capilar con EDTA NO significa que el cartucho esté
defectuoso. Esto es consecuencia del proceso
normal de fabricacion. El residuo se disolvera cuando
entre en contacto con la muestra de sangre.

|

Obtencion de la muestra

Obtencion de la muestra de sangre mediante

puncién digital *

(consulte la ilustracion del flujo de trabajo)

1. Prepare al paciente para la obtencién de la
muestra por puncion digital (véase la ilustracion
a). Los mejores sitios para las punciones digitales
son los dedos 3° y 4° de la mano no dominante.
No utilice la punta del dedo ni el centro de la
yema. Evite el lateral del dedo donde hay menos
tejido blando, donde se localizan vasos y nervios
y donde el hueso esta cerca de la superficie. El 20
dedo (indice) tiende a tener la piel callosa y mas
gruesa. El quinto dedo tiende a tener menos tejido
blando recubriendo el hueso. Evite la puncién en
un dedo frio o cianético, hinchado, con cicatrices
o con exantema. Evite los dedos con anillos.

2. Caliente el dedo si es necesario. El paciente debe
mantener la mano hacia abajo para aumentar el
flujo de sangre a los dedos.

3. Limpie la punta del dedo seleccionado
apropiadamente con una torunda de alcohol
y deje que el alcohol se seque al aire (véase la
ilustracion b).
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4. Saque un Pima CD4 test cartridge de su bolsa
de aluminio y abra la tapa de plastico naranja
hasta exponer completamente el Sample
Collector. Conserve la bolsa de aluminio en
caso de que el analizador no pueda leer el
cédigo de barras del cartucho.

5. Utilice una lanceta estéril para realizar la
puncién de la piel, pero que no sea justo
en el centro de la yema del dedo (véase la
ilustracion c). La puncién debe realizarse
perpendicular a los pliegues de la huella
digital, de modo que la gota de sangre no
discurra por los pliegues. Es importante
presionar firmemente con la lanceta sobre el
dedo y mantener contacto mientras se extrae
la lanceta. No apriete ni aplique presion fuerte
repetitiva (como si estuviera ordefiando) en
la zona; esto puede causar hemdlisis o la
contaminacion de la muestra con fluidos o
tejido. Si es necesario, puede realizarse un
masaje suave del dedo para asegurar un flujo
de sangre constante.

. Limpie las primeras gotas de sangre con
una gasa o pafo seco. Esto garantiza un
flujo de sangre constante que genera gotas
suficientemente grandes de sangre. Si es
necesario, limpie mas gotas de sangre, hasta
que la sangre fluya libremente.

7. Deje que la sangre fluya libremente del dedo
directamente al Sample Collector (véase la
ilustracion d) sosteniendo el cartucho en un
angulo de 45 grados para cargar la muestra.
Espere hasta que el capilar colector esté
completamente lleno de sangre. Luego retire el
cartucho del dedo y aplique presién directa en
el lado pinchado con una torunda seca limpia.

8. Mantenga el cartucho en posicién vertical y
observe la ventana de control para asegurarse
de que se ha cargado suficiente muestra
(véase la ilustracion e). Se ha aplicado
suficiente sangre cuando el capilar visible en la
ventana de sangre esta lleno de sangre.

9. Apriete la pinza del Sample Collector entre los
dedos pulgar e indice y retire el colector del
cartucho con un movimiento continuo hacia

arriba (véase la ilustracion f). Deséchelo como
residuo biolégico peligroso.

10.Cierre completamente la tapa de plastico naranja
(véanse las ilustraciones g y h).

11.Se recomienda insertar inmediatamente (pero no
mas de 5 minutos) un Pima CD4 test cartridge en
el Pima Analyser después de cargar una muestra
de sangre.

Obtencion de sangre completa mediante

venopuncién *

1. Obtenga la sangre de forma aséptica mediante
venopuncién en un tubo de extraccién de sangre
con EDTA (4cido etilendiaminotetraacético).

2. Invierta el tubo de 8 a 10 veces.

3. Conserve a temperatura ambiente
(entre 18 y 28°C). La muestra debe analizarse en
el plazo de 36 horas desde su extraccion.

4. Antes de tomar la muestra para el andlisis,
invierta el tubo de 10 a 15 veces para asegurar el
mezclado de la muestra.

5. Utilice una pipeta volumétrica o de transferencia
para aplicar la muestra de sangre en el Sample
Collector del Pima CD4 test cartridge.

6. Continlie segun lo descrito desde el punto 8 de la
seccion anterior.

Procedimiento

1. Afada la muestra al Pima CD4 test cartridge
(véanse los detalles en la seccién Obtencion de
la muestra).

2. Seleccione «Run Test» en el Pima Analyser.

3. Inserte el Pima CD4 test cartridge en el Pima
Analyser en la direccién indicada por la flecha
del cartucho. Siga las instrucciones de la pantalla
o consulte la Guia del usuario del Pima Analyser
para ver los detalles sobre cémo proseguir con
el analisis.

4. Retire el Pima CD4 test cartridge cuando lo
solicite el Pima Analyser y lea los resultados.
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Resultados

El Pima Analyser calcula automéaticamente los
resultados. El recuento absoluto de células T
cooperadoras se muestra en la primera de las
cuatro ventanas de resultados del analizador.

El operador tiene la opcién de imprimir un
resultado a través de una Pima Printer externa.
Si desea informacion adicional, consulte la Guia
del usuario del Pima Analyser.

Control de calidad y

aceptacion de los resultados

Funciones de control de calidad

incorporadas

El Pima CD4 test cartridge incorpora funciones

de control para comprobar la funcionalidad del

analizador y de los reactivos. Las siguientes

comprobaciones se realizan automaticamente

cuando se inserta el cartucho en el Pima

Analyser:

¢ Fecha de caducidad: el codigo de barras
del Pima CD4 test cartridge contiene
informacion sobre la fecha de caducidad,
que es comprobada por el Pima Analyser
antes del andlisis. Si el cartucho ha
caducado, el analisis no se iniciara y sera
expulsado. Si el Pima Analyser no puede
leer el cédigo de barras, el operador puede
introducir manualmente el cédigo numérico.
Este codigo esta impreso en la bolsa de
aluminio del cartucho bajo el cédigo de
barras lineal.

¢ Volumen de muestra: el Pima Analyser
comprueba si se ha cargado muestra
suficiente en el Pima CD4 test cartridge.
Sino se ha cargado muestra suficiente
en el cartucho, el andlisis no se iniciara y
aparecera un mensaje de error.

¢ Validacién de reactivos: la estabilidad
de los reactivos del analisis se valida para
cada uno Pima CD4 test cartridge utilizando
un control de reactivos incorporado. Si los
resultados de la validacién de reactivos
estan fuera de los limites establecidos
durante la fabricacion, el analizador muestra

un mensaje de error.
5



