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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Disposicion
NUmero: DI-2022-6296-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Séabado 6 de Agosto de 2022

Referencia: EX-2021-64230010-APN-DGA#ANMAT

VISTO el N° EX-2021-64230010-APN-DGA#ANMAT del Registro de la Administracion Nacional de
Medicamentos Alimentosy TecnologiaMédicay,

CONSIDERANDCO:

Que por los presentes actuados lafirma BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L. solicita autorizacion
paralaventa de |os Productos médicospara diagndstico in vitro denominados. 662965 BD Multitest IMK KIT,
340499 BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 y 340500 BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19.

Que se ha dado cumplimiento alos términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 y
Disposicion ANMAT N° 2674/99.

Que en e expediente de referencia consta el informe técnico que establece que los productos retinen las
condiciones de aptitud requeridas para su autorizacion.

Que € Instituto Nacional de Productos Médicos hatomado laintervencidn de su competenciay corresponde
autorizar lainscripcion en el RPPTM de |os productos médicospara diagndstico in vitro objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de | as facultades conferidas por el Decreto N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por ello;

EL ADMINISTRADOR NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA



DISPONE:

ARTICULO 1°.- Autorizase lainscripcion en el Registro Nacional de Productoresy Productos de Tecnologia
Médica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT)
de los productos médicos para diagnéstico in vitro: 662965 BD Multitest IMK KIT, 340499 BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 y 340500 BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 de acuerdo con lo solicitado por
BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L., con los Datos Caracteristicos que figuran a pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autorizase |os textos de |os proyectos de rétulos y de instrucciones de uso que obran en
documento N°IF-2022-51836845-APN-DFVGRM#ANMAT.

ARTICULO 3°.- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar laleyenda “ Autorizado por la
ANMAT PM 634-600", con exclusién de toda otra leyenda no autorizada y/o contemplada en la normativa
vigente.

ARTICULO 4° - Extiéndase el Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- Registrese. Inscribase en e Registro Nacional de Productoresy Productos de Tecnologia
Meédica alos nuevos productos. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese al interesado, haciéndole
entrega de la presente Disposicion, conjuntamente con rétul os e instrucciones de uso autorizadosy el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese ala Direccidn de Gestion de Informacion Técnicaalos fines de
confeccionar el legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

NOMBRE COMERCIAL: 1) 662965 BD Multitest IMK KIT, 2) 340499 BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
y 3) 340500 BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19.

INDICACION DE USO: 1) BD Multitest™ IMK kit con BD Trucount™ Tubes opcionales esté previsto para
su uso con los citémetros de flujo BD FACSLyric™, BD FACSCanto™ |1, BD FACSCanto™ y BD
FACSCalibur™ para determinar los porcentajes y |os recuentos absol utos para la inmunofenotipificacién de las
siguientes subpoblaciones de linfocitos humanos maduros en sangre compl eta periférica: » Linfocitos T (CD3+)
Linfocitos B (CD19+) « Linfocitos citoliticos naturales (NK) (CD3-CD16+ o CD56+) « Linfocitos T
colaboradores/inductores (CD3+CD4+) « Linfocitos T supresores/citotéxicos (CD3+CD8+) 2) BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4: El reactivo BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 con los tubos optativos BD Trucount™
esta disefiado para uso con los citometros de flujo BD FACSLyric™, BD FACSCanto™ |I, BD FACSCanto™ y
BD FACSCalibur™ para obtener recuentos absolutos de |as siguientes poblaciones de linfocitos humanos
maduros en sangre entera periférica parainmunofenotipificacion: Linfocitos T (CD3+), Linfocitos T
colaboradores (CD3+CD4+) y Linfocitos T supresores/citotoxicos (CD3+CD8+). 3) BD Multitest
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 con los tubos BD Trucount™
opcional es esté disefiado para uso con los citometros de flujo BD FACSLyric™, BD FACSCanto™ Il, BD
FACSCanto™ y BD FACSCalibur™ para obtener recuentos absolutos de |as siguientes poblaciones de linfocitos
humanos maduros en sangre periférica parainmunofenctipificacion: Linfocitos T (CD3+), Linfocitos natural
killer (NK) (CD3-CD16+ y/o CD56+) y Linfocitos B (CD3—CD19+). Todos estos reactivos estan indicados para
su uso en la evaluacion inmunol 6gica de individuos normales y pacientes con inmunodeficiencia o sospecha de



ela

FORMA DE PRESENTACION: 1) BD Multitess™ IMK kit contiene: Reactivo BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 (1ml), BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 (1 ml) y BD Multitest IMK Lysing
Solution (10 ml), suficiente para 50 determinaciones I ndividual mente cada componente tiene las siguientes
presentaciones: 2) BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4: Contiene 1 ml de reactivo BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 suficiente para 50 ensayos. 3) BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: Contiene 1
ml de reactivo BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 suficiente para 50 ensayos.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) BD Multitest™ IMK kit: Vida
atil: 19 meses. Almacenamiento: Almacenar en un lugar fresco y seco entre 2° y 25 °C protegido de laluz directa.
2) BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4: Vida ttil: 19 meses. Almacenamiento: Almacenar en un lugar fresco y
seco entre 2° y 25 °C protegido de laluz directa. 3) BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: Vida util: 24
meses. Almacenamiento: Almacenar en un lugar fresco y seco entre 2° y 25 °C protegido de laluz directa.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: ParaBD Multitest™ IMK kit: 1) Becton, Dickinson and
Company, BD Biosciences 2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131. Para BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 y BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: 1) Becton, Dickinson and Company, BD
Biosciences 2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131. 2) Becton Dickinson Caribe, LTD Vicks
Drive, Lot 1 Corner Road 735 Cayey, PR Estados Unidos 00736.

CONDICION DE USO/CATEGORIA: Ventaexclusivaa L aboratorios de andlisis clinicos. USO
PROFESIONAL EXCLUSIVO.

N° EX-2021-64230010-APN-DGA#ANMAT
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
Las Malvinas son argentinas

Certificado - Redaccion libre
NUOmero: CE-2022-81490599-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Séabado 6 de Agosto de 2022

Referencia: EX-2021-64230010-APN-DGA#ANMAT

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION

PRODUCTOS PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

N° EX-2021-64230010-APN-DGA#ANMAT

La Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que, de
acuerdo con lo solicitado por lafirma BECTON DICKINSON ARGENTINA SR.L ., se autorizalainscripcion
en & Registro Naciona de Productores y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de los nuevos productos
meédicos para diagnastico in vitro con los siguientes datos identificatorios caracteristicos:

NOMBRE COMERCIAL:1) 662965 BD Multitest IMK KIT, 2) 340499 BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
y 3) 340500 BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19.

INDICACION DE USO: 1) BD Multitest™ IMK kit con BD Trucount™ Tubes opcionales esta previsto para
su uso con los citometros de fluyjo BD FACSLyric™™, BD FACSCanto™ |I, BD FACSCanto™ y BD
FACSCalibur™ para determinar los porcentgjes y los recuentos absolutos para la inmunofenotipificacion de las
siguientes subpoblaciones de linfocitos humanos maduros en sangre completa periférica: » Linfocitos T (CD3+) »
Linfocitos B (CD19+) ¢ Linfocitos citoliticos naturales (NK) (CD3-CD16+ o CD56+) ¢ Linfocitos T
colaboradores/inductores (CD3+CD4+) « Linfocitos T supresores/citotéxicos (CD3+CD8+) 2) BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4: El reactivo BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 con |os tubos optativos BD Trucount™
esté diseflado para uso con los citdmetros de flujo BD FACSLyric™, BD FACSCanto™ 1I, BD FACSCanto™ y
BD FACSCaibur™ para obtener recuentos absolutos de las siguientes poblaciones de linfocitos humanos
maduros en sangre entera periférica para inmunofenotipificacién: Linfocitos T (CD3+), Linfocitos T
colaboradores (CD3+CD4+) vy Linfocitos T supresores/citotoxicos (CD3+CD8+). 3) BD Multitest
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 con los tubos BD Trucount™
opcionales esta disefiado para uso con los citometros de flujo BD FACSLyric™, BD FACSCanto™ 11, BD
FACSCanto™ y BD FACSCalibur™ para obtener recuentos absolutos de las siguientes poblaciones de linfocitos



humanos maduros en sangre periférica para inmunofenotipificacion: Linfocitos T (CD3+), Linfocitos natural
killer (NK) (CD3—-CD16+ y/o CD56+) y Linfocitos B (CD3—CD19+). Todos estos reactivos estan indicados para
su uso en la evaluacion inmunolégica de individuos normales y pacientes con inmunodeficiencia o sospecha de
ella

FORMA DE PRESENTACION: 1) BD Multites™ [IMK kit contiene. Reactivo BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 (1ml), BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 (1 ml) y BD Multitest IMK Lysing
Solution (10 ml), suficiente para 50 determinaciones Individualmente cada componente tiene las siguientes
presentaciones. 2) BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4: Contiene 1 ml de reactivo BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 suficiente para 50 ensayos. 3) BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: Contiene 1
ml de reactivo BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 suficiente para 50 ensayos.

PERIODO DE VIDA UTIL Y CONDICIONES DE CONSERVACION: 1) BD Multitest™ IMK kit: Vida
atil: 19 meses. Almacenamiento: Almacenar en un lugar fresco y seco entre 2° y 25 °C protegido de laluz directa.
2) BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4: Vida util: 19 meses. Almacenamiento: Almacenar en un lugar fresco y
seco entre 2° y 25 °C protegido de la luz directa. 3) BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: Vida Util: 24
meses. Almacenamiento: Almacenar en un lugar fresco y seco entre 2° y 25 °C protegido de laluz directa.

NOMBRE Y DIRECCION DEL FABRICANTE: Para BD Multitest™ IMK kit: 1) Becton, Dickinson and
Company, BD Biosciences 2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131. Para BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 y BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19: 1) Becton, Dickinson and Company, BD
Biosciences 2350 QUME DR., San Josg, CA Estados Unidos 95131. 2) Becton Dickinson Caribe, LTD Vicks
Drive, Lot 1 Corner Road 735 Cayey, PR Estados Unidos 00736.

CONDICION DE VENTA/CATEGORIA: Venta exclusiva a Laboratorios de andlisis clinicos. USO
PROFESIONAL EXCLUSIVO.

Se extiende e presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO MEDICO PARA
DIAGNOSTICO IN VITRO PM 643-600.

N° EX-2021-64230010-APN-DGA#ANMAT

AM
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Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN

Advancing the
Vicente Lépez — Buenos Aires - Argentina world of health
Tel.: 0800 444 5523
PROYECTO DE ROTULOS
Rétulos Externos
. .

& BD Multitest™ IMK Kit 662965"
For enumeration of human leucocyte subsets in whole Blood. Contents: Conjugated murine monoclonal antibodies to
cell-surface antlgens and 10X buffered ysing solution
‘Rearder number for BD Multitest™ TME Kit with BD Trucount™ Tubes is 662966,

Danger
Harmiful if swallowed. in contact with skin oo if inholed
Causes skin iritation
Causes serious eye iritation.
May couse an alergic £kin reaclion
Suspected of cousing genetic defects.
MIJ]I LOuse Lanee
May cause damage Lo ergans.
Moy cause respiratery irritation.
Moy couse damage te ergans through pralonged ar repeated expesure
Harmiul te oguatic life.
Wear pratective glevesiprotective clothingleye protection/fuce pratection.
Use only outdoers of in o wellventiluted oren.
Woish thersughly after handling.
Do not eat, drink or smeke when using this product.
Cantarminated werk clathing shew'd net be allowed sut of the werkploce
Ootain special instructions before use.
Do nat handle unitil all safety precoutians hove been read and understeed
Use persenal pretectve equipment as required.
Do nat breathe dustifumelgasimistivaparsisproy.
Aveid release ta the emiranment
IF INHALED: Rerncve persan to fresh air and keep comfartable for breathing
IF IM E¥ES: Rinse cowtiously with water far several minutes. Remese contoct lenses. if
present and easy to de. Centinue rinsing.
If eye irritation persists: Get medical advice/attentian.
TF ON SKIN: Wash with plenty of water!
If skim irritation or rosh eccurs: Get medicnl odvice/ottention
TF SWALLOWED: Call o FOTSON CEMTREiectos/ . if you feel umwell
Rinse maouth
Call @ POTSON CENTER/doctor if you feel unwell
Specific treatrment (see on this lobel)
Wosh contominated clothing befare reuse
Store locked wup
Store o well-ventiloted place,
Eeep container tightly closed
Dispase of contentz/container to on appregaate treatment and dispass! facdity i codendance with
applicable lows and regulations, end praduct charocteristics ot time of dispazal,
ED Multitest IME Kit Lysing Solution contains 25 - <50% 2, 2-axybisethanol (diethylene glycoll
CAS 117 -6b-6: 5 - <10% farmaldetvwde. CAS 50.00-0: and 3 - «5% methanal. CAS 675561
& itest™ IMK Kit 66296
& BD Multitest | 5
BD Multitest™ CD3/CD8/CD4S/CDE I:E Rx Only
BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/C045/CD19 &
BD Multitest™ IMK Lysing Solution jy 8°C
; 50 2°C
® 2019 BD. BD, the BD Logo and all other trademarks are Made in USA
property of Becton, Dickinson and Company. 23-20021-M
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BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L.
Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN
Vicente Lopez — Buenos Aires - Argentina

Tel.: 0800 444 5523

& BD

Advancing the
world of health

Individualmente, cada reactivo del kit tiene el siguiente rétulo externo:

1) BD Multitest CD3/CD8/CD45/CDA4:

(2 BD Multitest™
CD3/CD8/CD45/CD4

i Rx Only

20ulpertest Ik

& BD Multitest™
CD3/CD8/CDA45/CD4

[REF] 340499

ol

REF| 340499

© 2017 BD. B, the BD Logo and all other trodemarks are property of Made in USA

Becton, Dickinson and Campany

23-20045-00

2) BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19:

& BD Multitest™
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

::i:] Rx Only

5 8'C
20 pl per test ‘E.-’sfu 2'C/Y

2 BD Multitest™
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

[ier)

2017 BD, B, the BD Lago and al ather trademarks are property of
Kinson end Campany,

Establecimiento importador:

[reF] 340500

REF| 340500

Made in USA
232000600

£6-Director ra |
ML 14,

Becton Dickin
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BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L.
Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN
Vicente Lopez — Buenos Aires - Argentina

Tel.: 0800 444 5523

Becton Dickinson Argentina SRL

Deposito: Av Otto Krausse N° 4.205/ Av. Ingeniero Eiffel N° 4.180, sector J/4250, El
Triangulo, Partido de Malvinas Argentinas.

Teléfono: 0800-444-5523

E-mail: crc_argentina@bd.com

Establecimiento elaborador:

662965 BD Multitest™ IMK kit

-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

-Becton Dickinson Caribe, LTD
Vicks Drive, Lot 1 Corner Road 735 Cayey, PR Estados Unidos 00736

BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19
-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

-Becton Dickinson Caribe, LTD
Vicks Drive, Lot 1 Corner Road 735, Cayey, PR Estados Unidos 00736

Director Técnico: Nora Silvina Lucero, Farmacéutica MN N° 15.549

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO - VENTA EXCLUSIVA A LABORATORIOS DE
ANALISIS CLINICOS.

Autorizado por la ANMAT. PM-634-600

mnna‘i flera

BD

Advancing the
world of health
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BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L.

Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN
Advancmg the
Vicente Lépez — Buenos Aires - Argentina world of health

Tel.: 0800 444 5523

PROYECTO DE ROTULOS
Roétulos Primarios

1) Multitest CD3/CD8/CD45/CD4:

_\
oA 8
/
2) BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19:
N
N e
J
3) BD Multitest™ IMK Lysing Solution
oA
(W
NI T;a::;zz,,da
€6 Dnﬁl\ﬁ?;”{; 20

SRL
Becton Dickinson Algu e
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Advancing the
Vicente Lépez — Buenos Aires - Argentina world of health

Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN

Tel.: 0800 444 5523

Establecimiento importador:
Becton Dickinson Argentina SRL

Deposito: Av Otto Krausse N° 4.205/ Av. Ingeniero Eiffel N° 4.180, sector J/4250, El
Triangulo, Partido de Malvinas Argentinas.

Teléfono: 0800-444-5523

E-mail: crc_argentina@bd.com

Establecimiento elaborador:

662965 BD Multitest™ IMK kit

-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

-Becton Dickinson Caribe, LTD
Vicks Drive, Lot 1 Corner Road 735 Cayey, PR Estados Unidos 00736

BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19
-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

-Becton Dickinson Caribe, LTD
Vicks Drive, Lot 1 Corner Road 735, Cayey, PR Estados Unidos 00736

BD Multitest™ IMK Lysing Solution
Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San Jose, CA Estados Unidos 95131

Director Técnico: Nora Silvina Lucero, Farmacéutica MN N° 15.549

USO PROFESIONAL EXCLUSIVO - VENTA EXCLUSIVA A
LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS.

Autorizado por la ANMAT. PM-634-600

|F-2022-51836845-APN-DFV GRM#ANMAT
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BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L.

Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN

Vicente Lopez — Buenos Aires - Argentina
Tel.: 0800 444 5523

©BD

Advancing the
world of health

PROYECTO DE INSTRUCCIONES DE USO

INST

662965 BD Multitest™ IMK kit

RUCCIONES DE USO

BD Multitest™ IMK Kit
50 analisis, n.* de catalogo 662965

50 andlisis con BD Trucount™ Tubes,
n." de catalogo 662066

(]

et
i e e
==

o b, AT A

Document: 23-23042.01 o
Vaild Froms 12-01-2020 To: 11-Dec-8988 o
Print Date: 23-Oct-2020 19:47:38 GMT Daylight Time U

340499 - BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4

310099

BD Multitest™
CD3/CD8/ CDA45/CD4
50 ensayos por kit —Ndmero de catélogo 340499

50 ensayos por kit con los tubos BD Trucount™ —Nimero de
catalogo 340491

DISPOSITIVOS
PARA
DIAGNGSTICO
IN VITRO
(VD)

©20178
todas las

Becton, i

82017

340500 — BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

8D Multitest™

DIAGNOSTICO

NVITRO
(VD)
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co-Directar Técnica
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BECTON DICKINSON ARGENTINA S.R.L.

Av. Del Libertador 110 2° Piso - C.P. B1638BEN
Vicente Lopez — Buenos Aires - Argentina

Tel.: 0800 444 5523

BD

Advancing the
world of health

Establecimiento importador:
Becton Dickinson Argentina SRL

Deposito: Av Otto Krausse N° 4.205/ Av. Ingeniero Eiffel N° 4.180, sector J/4250, El
Triangulo, Partido de Malvinas Argentinas.

Teléfono: 0800-444-5523

E-mail: crc_argentina@bd.com

Establecimiento elaborador:

662965 BD Multitest™ IMK kit

-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

-Becton Dickinson Caribe, LTD
Vicks Drive, Lot 1 Corner Road 735 Cayey, PR Estados Unidos 00736

BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19
-Becton, Dickinson and Company, BD Biosciences
2350 QUME DR., San José, CA Estados Unidos 95131

-Becton Dickinson Caribe, LTD
Vicks Drive, Lot 1 Corner Road 735, Cayey, PR Estados Unidos 00736

Director Técnico: Nora Silvina Lucero, Farmacéutica MN N° 15.549
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1. USO PREVISTO

BD Multitest™ IMK Kit con BD Trucount™ Tubes opcionales esta
previsto para su uso con los citometros de flujo BD FACSLyric™,
BD FACSCanto™ II, BD FACSCanto™ y BD FACSCalibur™ para
determinar los porcentajes y los recuentos absolutos de las siguientes
subpoblaciones de linfocitos humanos maduros en sangre completa
periférica para la inmunofenotipificacion:

e Linfocitos T (CD3%)

e Linfocitos B (CD19%)

e Linfocitos citoliticos naturales (NK) (CD3"CD16* o CD56%)
e Linfocitos T colaboradores/inductores (CD3*CD4%)

e Linfocitos T supresores/citotoxicos (CD3*CD8™)

Este reactivo esta indicado para su uso en la evaluacién inmunolégica
de individuos normales y pacientes con inmunodeficiencia o sospecha
de ella.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

Los linfocitos humanos pueden dividirse en tres poblaciones principales
segun su funcion bioldgica y la expresion del antigeno de superficie
celular: linfocitos T, linfocitos B y linfocitos citoliticos naturales.

Los porcentajes o recuentos absolutos de linfocitos T, linfocitos B,
linfocitos T colaboradores/inductores y linfocitos T supresores/
citotOxicos sirven para caracterizar 1S controlar algunas formas de
enfermedades de inmunodeficiencia' y autoinmunitarias.*>

Los linfocitos colaboradores/inductores son una subpoblacién de
linfocitos T (CD3*) que son CD4*. La determinacién de los porcentajes
o recuentos de linfocitos T colaboradores/inductores puede ser de
utilidad para controlar a personas i infectadas con el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).® Las personas con VIH suelen
presentar una disminucion constante de los recuentos de lmfoc1tos T
colaboradores/inductores conforme avanza la enfermedad.”
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Los Centers for Disease Control (CDC) recomiendan utilizar
combinaciones de reactivos que contengan anticuerpos CD3 para
determinar el porcentaje de las subpoblaciones de linfocitos T en
sujetos infectados con VIH.® BD Multitest™ IMK Kit permite
identificar y cuantificar los linfocitos T colaboradores/inductores por
separado de los monocitos CD3"CD4* contaminantes.””

Los linfocitos supresores/citotoxicos son una subpoblacion de
linfocitos T (CD3*) que son CD8*. El porcentaje de linfocitos
supresores/citotoxicos queda fuera del intervalo de referencia normal
en algunas enfermedades autoinmunitarias.'~ El porcentaje relativo de
la subpoblacion de CD8* es elevado en un gran niimero de pacientes
con inmunodeficiencias congénitas o adqulrldas como la
inmunodeficiencia combinada grave (IDCG)! o el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA).

Los linfocitos NK identificados como CD3~ y CD16* y/o CD56* han
demostrado que actiian como mediadores de c1t0tox1c1dad contra
determinados tumores y células infectadas con virus.!3 La citotoxicidad
mediada por linfocitos NK no requiere que haya moléculas de
complejo de histocompatibilidad principal (CHP) de clase I o clase 11
presentes en la célula diana.'*

3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Cuando se afiade sangre completa al reactivo, los anticuerpos marcados
con fluorocromo presentes en él se unen especificamente a los antigenos
de superficie de los leucocitos. Las muestras tefiidas se tratan para lisar
los eritrocitos. Durante la adquisicidon, las células pasan a través del haz
del laser y dispersan la luz del lser. Las células tefiidas emiten
fluorescencia. Estas sefiales de dispersion y fluorescencia, detectadas
por el instrumento, proporcionan informacién acerca del tamaiio de la
célula, su complejidad interna y la intensidad relativa de la fluorescencia.




Los reactivos BD Multitest™ utilizan activacién de fluorescencia, lo
que permite incluir directamente en un 4rea de seleccién por
fluorescencia la poblacién de linfocitos” ™" con el fin de reducir la
contaminacién de eritrocitos no lisados o nucleados en dicha 4rea de
seleccion.

Cuando se utilizan BD Trucount™ Tubes, se realiza la tincién de un
volumen de muestra conocido directamente en un BD Trucount™ Tube.
El sedimento liofilizado en el tubo se disuelve, lo que libera una cantidad
conocida de microesferas fluorescentes. Durante el analisis, el recuento
absoluto (células/pl) de células del drea de seleccion en la muestra
puede determinarse mediante la comparacion entre eventos celulares y
eventos de microesferas. Si se utiliza un software de BD especifico para
citometro (consulte la Tabla 1, en la seccion Instrumentos), este
determina los recuentos absolutos. Si se realiza un analisis manual de
los datos, simplemente habréd que dividir el niimero de eventos celulares
positivos entre el nimero de eventos de microesferas y, luego, multiplicar
por el nimero de microesferas BD Trucount™ por sedimento dividida
por el volumen de la muestra en pl.

4. REACTIVOS
Composicion del reactivo

El BD Multitest™ IMK Kit se suministra en forma de un vial de cada
uno de los siguientes reactivos:

e BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 contiene CD3 marcado con
FITC, clon SK7;'317 CD8 marcado con PE, clon SK1;'%1% CD45
marcado con PerCP clon 2D1 (HLe-1);20 y CD4 marcado con
APC, clon SK3.181

e BD MultlteStTM CD3/CD16+CDS56/CD45/CD19 contiene CD3
marcado con FITC, clon SK7; CD16 marcado con PE, clon
B73.1,222* y CD56 marcado con PE, clon NCAM 16.2;2° CD45
marcado con- PerCP clon 2D1 (HLe- l) y CD19 marcado con APC,
clon $J25C1.26




CD3 reacciona con la cadena épsilon del complejo de antigeno CD3/
receptor del antigeno de células T (TCR).?” El antigeno CD3 esta
presente en el 61-85 % de los linfocitos de sangre periférica normal.

El antigeno CD4,'%2% de un peso molecular de 55 kilodaltons (kDa),3°
estd presente en una subpoblacién de linfocitos T31:32 (CD3+*CD4%)
que representa el 28—-58 %28 de los linfocitos de sangre periférica
normales.'®30 El antigeno CD4 est4 presente en baja densidad en la
superficie celular y en el citoplasma de los monocitos.

El antigeno CDS8 se expresa en la subunidad o de 32-kDa de un
complejo bimolecular con puentes disulfuro.3>3* E] antigeno CD8 esta
presente en una subpoblacién de linfocitos T,19:30-32:35:36 44 como en
una subpoblacién de linfocitos NK.37 El antigeno CD8 se expresa en el
19-48 % de los linfocitos de sangre Periférica normales?® y en el
60-85 % de los timocitos normales.!®-3

CD16 junto con CDS56 facilitan la identificacion de la poblacién de
linfocitos NK.1%13 CD16 reconoce un antigeno de linfocito NK
humano de 50 a 70 kDa que es un receptor para el Fc de la IgG.22:23:38
El antigeno CD16 reacciona de forma variable con los granulocitos.?3
CD356 reconoce un dominio tipo inmunoglobulina extracelular comin
a tres formas de peso molecular distinto (120, 140 y 180 kDa) de la
molécula de adhesién celular neural (NCAM).3%41

CD19 reconoce un antigeno de 90-kDa que esta presente en los
linfocitos B humanos.2%*2 El antigeno CD19 est4 presente en
alrededor del 7-23 % de los linfocitos de sangre periférica humana?® y
en los esplenocitos.*? El antigeno CD19 esté presente en los

linfocitos B humanos en todas las fases de maduracién.** CD19 no
reacciona con los linfocitos T, granulocitos o monocitos en reposo o
activados.*




CD45 reconoce los antigenos de leucocitos humanos, de 180 a 220 kDa,
que forman parte de la familia T200.4° El antigeno CD45 esté presente
en todos los leucocitos humanos en sangre periférica, incluidos los
linfocitos, monocitos, granulocitos, eosinéfilos y baséfilos, y participa
en la transduccién de sefiales, modificando sefiales procedentes de otras
moléculas de superficie.*® Se ha observado que el anticuerpo frente a
CD435 reacciona débilmente con eritrocitos y trombocitos maduros
circulantes.*6:47

Los anticuerpos CD3, CD4, CD8, CD16, CD19 y CD45 estan
compuestos por cadenas pesadas de IgG; y cadenas ligeras kappa de
raton.

El anticuerpo CDS56 estd compuesto por cadenas pesadas IgG,, y
cadenas ligeras kappa de ratén.

Las concentraciones de los anticuerpos conjugados se muestran en la
tabla siguiente:

Reactivo Concentracién (ug/ml)
CD3 FITC 2,3
CDS8 PE 1,75
CD16 PE + CDS6 PE 2,75
CD4S5 PerCP 7,5
CD4 APC 0,92
CD19 APC 2,3

Reactividad cruzada

El anticuerpo CD8 reacciona con los linfocitos NK,37 asi como con los
linfocitos T supresores/citotoxicos. El anticuerpo CD4 reacciona con
los monocitos y con los linfocitos T colaboradores/inductores.?! El
antigeno CD16 se expresa en los neutr6filos.' El antigeno CDS56 esta
presente aproximadamente en el 5 % de los linfocitos de sangre
periférica CD3*.14
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Precauciones

No utilice los reactivos si observa cambios en su aspecto. La
precipitacion o el cambio de color indican inestabilidad o deterioro.
Si se utiliza BD Trucount™ Tubes, es necesario calibrar las pipetas
para que administren exactamente 50 pl de muestra. Se recomienda
la realizacion de la técnica de pipeteado inverso de acuerdo con las
instrucciones del fabricante de la pipeta.

El recuento de microesferas varia segun el lote de BD Trucount™
Tubes. Es fundamental usar el recuento de microesferas que se
indica en el lote actual de BD Trucount™ Tubes al introducir este
valor en el software o al calcular manualmente los recuentos
absolutos. Se recomienda no mezclar varios lotes de tubos en el
mismo procesamiento.

Los BD Trucount™ Tubes estan disefiados para utilizarse con un
procedimiento de lisado/no lavado especifico. No establezca el
umbral en dispersion frontal (FSC) para la recogida de datos.

Los reactivos de anticuerpos contienen azida sédica como
conservante; sin embargo, es preciso extremar las precauciones
para evitar la contaminacién microbiana, que podria causar
resultados erréneos.

BD Multitest™ IMK Kit Lysing Solution contiene dietilenglicol al
25 - <50 % 2,2 -oxibisetanol (dietilenglicol), nimero CAS 111-46-6;
formaldehido al 5§ — <10 %, nimero CAS 50-00-0, y metanol al

3 — <5 %, niimero CAS 67-56-1. La solucién de lisado se clasifica
como peligrosa segtin el Sistema Globalmente Armonizado de
clasificacion y etiquetado de productos quimicos (SGA). Visite
regdocs.bd.com para descargar la ficha de datos de seguridad.
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Peligro

H302 + H312 + H332: Nocivo en caso de ingestién, contacto con la piel o
inhalacion.

H315: Provoca irritacién cutdnea.

H319: Provoca irritacién ocular grave.

H317: Puede provocar una reaccion alérgica en la piel.
H341 Se sospecha que provoca defectos genéticos.
H350: Puede provocar cancer.

H371: Puede provocar dafos en los drganos.

H335: Puede irritar las vias respiratorias.

H373: Puede perjudicar a determinados 6rganos por exposicion prolongada
o repetida.

H402: Nocivo para los organismos acudticos.

Prevencion

P280: Llevar guantes/prendas/gafas/mdscara de proteccion.

P271: Utilizar unicamente en exteriores o en un lugar bien ventilado.
P264: Lavarse concienzudamente tras la manipulacion.

P270: No comer, beber ni fumar durante su utilizacién.

PZ{)ZE Las prendas de trabajo contaminadas no podran sacarse del lugar de
trabajo.

P201: Pedir instrucciones especiales antes del uso.

P202: No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas
las instrucciones de seguridad.

P281: Utilizar el equipo de proteccion individual obligatorio.
P260: No respirar el polvo/el humofel gas/la niebla/los vapores/el aerosol.
P273: Evitar su liberacion al medio ambiente.

(S0
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Respuesta P304+P340: EN CASO DE INHALACION: Transportar a la  persona al aire
libre y mantenerla en una posicion que le facilite la respiracion.

P30S +P351 + P338: EN CASO DE CONTACTO CON LOS OJOS:
Aclarar cuidadosamente con agua durante varios minutos. Quitar las lentes
de contacto, si lleva y resulta facil. Seguir aclarando.

P337+P313: Si persiste la irritacién ocular: consultar a un médico.

P302 + P352: EN CASO DE CONTACTO CON LA PIEL: Lavar con
abundante agua.

P333 + P313: En caso de irritacion o erupcion cutanea: consultar a un médico.

P301 + P312: EN CASO DE INGESTION: Llamar a un CENTRO DE
TOXICOLOGIA/médico si la persona se encuentra mal.

P330: Enjuagarse la boca.

P312: Llamar a un CENTRO DE TOXICOLOGIA/médico si la persona se
encuentra mal.

P321: Se necesita un tratamiento especifico (ver la ficha de datos de seguridad).
P363: Lavar las prendas contaminadas antes de volver a usarlas.

Conservacion | P405: Guardar bajo llave.
P403: Almacenar en un lugar bien ventilado.
P233: Mantener el recipiente herméticamente cerrado.

Eliminacién | P501: Eliminar el contenido o el reclglente en una planta de tratamiento y
eliminacion de residuos de conformidad con la normativa vigente y las
caracteristicas del producto en el momento de su eliminaci6n.

ADVERTENCIA  Se consideran de riesgo bioldgico todas las muestras
biolégicas y todos los materiales que hayan entrado en contacto con
ellas. Deben manipularse como si fueran potencialmente infecciosos

y desecharse respetando las precauciones adecuadas de acuerdo con la
normativa vigente. Nunca pipetee con la boca. Utilice ropa protectora,
proteccion ocular y guantes adecuados. Se ha notificado que la fijacién
inactiva el VIH.?

Conservacion y manipulacion

e Almacene el reactivo a una temperatura de 2-8 °C. No los utilice
después de la fecha de caducidad que figura en la etiqueta.

e No congele el reactivo ni lo exponga a la luz directa durante su
almacenamiento o la incubacién con células. Mantenga seco el vial
del reactivo.
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e El reactivo es estable si se mantiene en el instrumento
BD FACSDuet™ por 8 horas al dia durante 5 dias. No deje el
reactivo en el instrumento durante la noche. El usuario debe
validar el uso de cualquier reactivo restante que haya quedado en
el instrumento BD FACSDuet™ durante 5 dias.

e Almacene los BD Trucount™ Tubes en su bolsa de papel de
aluminio original a una temperatura de 2-25 °C. Para evitar una
posible condensacién, no abra la bolsa de papel de aluminio hasta
que haya alcanzado la temperatura ambiente y vuelva a cerrarla
con cuidado inmediatamente después de extraer un tubo. Una
bolsa que no se ha abierto es estable hasta la fecha de caducidad
que se indica en el envase. No abra la bolsa ni use los tubos
después de la fecha de caducidad. Use los tubos en el plazo de
1 hora después de extraerlos de la bolsa de papel de aluminio. Use
el resto de los tubos en el plazo de 1 mes después de la apertura de
la bolsa.

5. INSTRUMENTOS

BD Multitest™ IMK Kit y BD Trucount™ Tubes estdn disefiados para
utilizarse en un citometro de flujo que esté equipado con el hardware y
el software informéticos adecuados. BD ha desarrollado un software
especifico para citdmetro que puede ajustar los voltajes de los tubos
fotomultiplicadores (PMT) y la compensacion de fluorescencia,
comprobar la sensibilidad y el rendimiento del citdmetro y realizar
controles de calidad diarios. BD también ha desarrollado un software
que calcula automaticamente los recuentos absolutos cuando se
utilizan BD Trucount™ Tubes. Sin embargo, es posible utilizar otros
paquetes de software fabricados por empresas que no sean BD para la
adquisicion y el andlisis de datos, asi como calcular manualmente los
recuentos absolutos. Se recomienda utilizar los sistemas BD enumerados
en la Tabla 1 para la calibracion del citometro y la adquisicion y el
analisis de muestras. Consulte las instrucciones de uso del reactivo, el
citémetro o el software correspondientes para obtener mas detalles.
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Se pueden obtener resultados con otras plataformas. El citdmetro debe
estar equipado con l4seres de 635 nm y 488 nm con capacidad para
detectar la dispersion de luz (frontal y lateral) y la fluorescencia
tetracromatica con emision detectable en cuatro rangos:

515-545 nm
562-607 nm
>650 nm

652-668 nm

El citémetro debe poder establecer un umbral o discriminar utilizando
el canal de >650 nm. Los usuarios de citdmetros de flujo fabricados
por empresas distintas de BD deben consultar las instrucciones del
fabricante para configurar la inmunofenotipificacion tetracromitica.

El BD FACS™ Loader y el BD FACS™ Universal Loader pueden
utilizarse con este producto. Consulte las instrucciones de uso del
citémetro utilizado con su Loader para obtener mas informacio6n.

El sistema de preparacién de muestras BD FACSDuet™ puede
utilizarse con este producto. Consulte BD FACSLyric™ Flow
Cytometer with the Integrated BD FACSDuet™ Sample Preparation
System Instructions for Use (Instrucciones de uso del citometro de flujo
BD FACSLyric™ con sistema de preparacion de muestras

BD FACSDuet™ integrado) para obtener mas informacion.

Asegurese de que el instrumento estd configurado correctamente y
supera el control de calidad diario antes de su uso.

14 \ ‘ \
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Tabla 1 Sistemas BD recomendados

Microesferas de

Software de

Software de

Citometro de flujo | calibracion calibracion analisis
BD FACSLyric™ BD® CS&T Beads Software Software
BD® FC Beads 7-Color | BD FACSuite™ BD FACSuite™

Kit

Clinical versién 1.1 o
posterior

Clinical versién 1.1
o posterior

BD FACSCanto™
BD FACSCanto™ II

BD FACS™ 7-Color
Setup Beads

BD FACSCanto™
Clinical Software

BD FACSCanto™
Clinical Software

BD FACSCalibur™

BD Calibrite™ 3-Color
Kit y BD Calibrite™
APC Beads

Software
BD FACSComp™
version 4.0 o posterior

Software
BD Multiset™

6. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Extraiga sangre asépticamente por venopuncién utilizando

BD Vacutainer

EDTA blood collection tubes.’°

Los reactivos de

BD Multitest™ IMK Kit y los BD Trucount™ Tubes se han validado con
formulaciones liquidas y secas de acido tetraacético de etilendiamina

(EDTA).

Para este procedimiento se necesitan como minimo 200 pl de sangre
completa. Siga las indicaciones del fabricante del tubo de extraccion
respecto al volumen minimo de sangre que debe extraerse para
garantizar la dilucién correcta de la muestra, especialmente a la hora
de determinar los recuentos absolutos con microesferas BD Trucount™.

Obtenga el recuento de leucocitos y la formula leucocitaria de la misma
muestra de sangre completa antes de la tincién para garantizar que el
recuento de leucocitos esté dentro del intervalo lineal del instrumento
adecuado o para calcular los recuentos absolutos a partir de

porcentajes.

La sangre con anticoagulante almacenada a temperatura ambiente
(20-25 °C) debe teiiirse en las 48 horas posteriores a la extraccién y
después analizarse en las 24 horas siguientes a la tincion.

15




Condiciones que causan interferencias

No use muestras de pacientes previamente fijadas y almacenadas. Las
muestras de sangre completa refrigeradas antes de su tincién podrian
dar resultados anémalos. Las muestras obtenidas de pacientes tratados
con medicamentos inmunosupresores pueden ofrecer una escasa
diferenciacién.®! Los blastocitos pueden afectar a los resultados del
analisis. Las muestras hemolizadas deben rechazarse.

7. REACTIVOS Y MATERIALES
Reactivos suministrados

e BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4
e BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

Cada vial contiene reactivo en 1 ml de solucién salina tamponada
con azida sodica al 0,1 %, suficiente para 50 anélisis cuando se usa
segun las instrucciones.

e BD Multitest™ IMK Kit Lysing Solution, concentrada 10X

Si se calculan recuentos absolutos, pida BD Multitest™ IMK Kit con

BD Trucount™ Tubes. El reactivo contiene dos cajas de BD Trucount™
Tubes, cada una de ellas contiene dos bolsas. Cada bolsa contiene

25 tubos, suficientes para 25 analisis. Los BD Trucount™ Tubes
contienen un sedimento liofilizado de microesferas fluorescentes.

Reactivos y materiales necesarios que no se suministran
e Para los citometros de flujo BD FACSLyric™:

BD® CS&T Beads (n.° de catalogo 662413, 662414).
BD® EC Beads 7-Color Kit (n.° de catalogo 662961).

e DPara los citometros de flujo BD FACSCanto™ y
BD FACSCanto™ II:

BD FACS™ 7-Color Setup Beads (n.° de catilogo 335775).
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e Para los citometros de flujo BD FACSCalibur™:

BD Calibrite™ 3-Color Kit y BD Calibrite™ APC Beads (n.° de
catilogo 340486 y 340487).

e Agua (destilada o desionizada) apta para reactivos.
e  BD FACSFlow™ Sheath Fluid (n.° de catdlogo 342003) o
equivalente.

PRECAUCION  Utilice inicamente BD FACSFlow™ Sheath Fluid
para diluir BD Calibrite™ 3-Color Beads, BD Calibrite™ APC
Beads y BD® CS&T Beads.

NOTA Utilice BD® FC Beads Dilution Buffer, suministrado con el
kit, para reconstituir BD® FC Beads.

e BD Vacutainer® EDTA blood collection tubes o equivalentes.
e Tubos de ensayo de poliestireno de 12 x 75 mm desechables con
tapén Falcon™ o equivalentes (si no se usan BD Trucount™ Tubes).
e Agitador vorticial.
*  Micropipeta con puntas.
e Dispensador a granel o pipeta para dispensar 450 pl de
BD Multitest™ IMK Kit Lysing Solution 1X.
e Control del proceso de sangre completa lisable, por ejemplo:
— BD Multi-Check™ Control (n.° de catalogo 349700, 349701 o
349702).
— BD Multi-Check™ CD4 Low Control (n.° de catdlogo 349703,
349704 o0 34970S).

NOTA Se recomienda analizar controles BD Trucount™ Controls

(n.° de catdlogo 340335) para verificar la técnica de pipeteado. Los
controles son compatibles con el sistema BD FACSCalibur™. No
utilice BD Trucount™ Controls con BD FACSCanto™ Clinical
Software. Las microesferas de BD Trucount™ Controls pueden afectar
a los resultados del recuento absoluto.
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8. INSTRUCCIONES DE USO
Dilucion de BD Multitest™ IMK Kit Lysing Solution

Diluya el concentrado 10X 1:10 con agua desionizada a temperatura
ambiente (20-25 °C). La solucién preparada se mantendra estable
durante un mes cuando se almacene en un recipiente de vidrio o de
polietileno de alta densidad (HDPE) a temperatura ambiente.

Realizacion del pipeteado inverso

Cuando se usa un BD Trucount™ Tube, es fundamental realizar un
pipeteado exacto. Recomendamos el uso de la técnica de pipeteado
inverso para agregar la muestra a un BD Trucount™ Tube. Para el
pipeteado inverso, presione el botén hasta la segunda parada. Suelte el
botén para ingresar un exceso de muestra a la punta. Presione el bot6n
hasta el primer tope para expulsar un volumen preciso de muestra, de
modo que la muestra sobrante se quede en la punta.

Realizacion del control de calidad

De acuerdo con las directrices del College of American Pathologists
(CAP), se recomienda analizar dos niveles de material de control
liquido (control de proceso). Es necesario realizar controles al menos
una vez cada dia cuando se realicen andlisis de pacientes.

Utilice controles comerciales con valores establecidos de porcentaje
positivo y recuentos absolutos con cada ensayo a fin de evaluar el
rendimiento del sistema. BD ofrece BD Multi-Check™ Control y
BD Multi-Check™ CD4 Low Control para que se utilicen como
controles de procesos.

Para realizar el control de calidad:

1. Mezcle a conciencia el BD Multi-Check™ Control adecuado,
o bien el control de proceso equivalente.

Consulte las instrucciones de uso del control para obtener
instrucciones detalladas.

|
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Tifia la muestra de control utilizando los reactivos BD Multitest™
IMK tal y como se describe en la siguiente seccion.

La muestra de control debe procesarse del mismo modo que las
muestras de pacientes para controlar el funcionamiento continuo
de todo el proceso analitico.

Adquiera la muestra de control tefiida en el citdmetro de flujo.
Inspeccione visualmente el grafico de puntos de CD435 frente a SSC.

La poblacién de linfocitos debe mostrarse como un grupo
compacto y brillante con SSC bajo. Los monocitos y granulocitos
deben aparecer también como grupos diferenciados. No continte
con el andlisis si las poblaciones son difusas y la diferenciacién
entre los grupos es escasa o inexistente.

Compruebe que los resultados se encuentran dentro de los valores
que se muestran en la hoja de valores de analisis.

Tincion de las células

1.

Para cada muestra de paciente, etiquete dos tubos de 12 x 75 mm
con el namero de identificacion de la muestra.

Utilice letras como A y B para diferenciar los dos tubos.

Para realizar recuentos absolutos, etiquete dos BD Trucount™
Tubes en lugar de los tubos de 12 x 75 mm.

NOTA Antes de usarlo, compruebe que el sedimento de
microesferas BD Trucount™ esté situado bajo el fiador metdlico en
el fondo del tubo. En caso contrario, deseche el BD Trucount™
Tube y reemplacelo por otro. No transfiera las microesferas a otro
tubo.

Pipetee 20 pl de reactivo BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 en
el fondo de cada tubo etiquetado como A.
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Pipetee 20 pl de reactivo BD Multitest™ CD3/CD16+CDS56/CD45/
CD19 en el fondo de cada tubo etiquetado como B.

Si utiliza BD Trucount™ Tubes, pipetee el reactivo en la pared del
tubo, justo por encima del fiador metilico, sin tocar el sedimento
de microesferas.

Pipetee 50 pl de la sangre completa con anticoagulante bien
mezclada en el fondo de cada tubo.

NOTA Si se utiliza BD Trucount™ Tubes, se recomienda el uso de
la técnica de pipeteado inverso para pipetear la muestra en la pared
del tubo justo por encima del fiador metélico. Evite que quede

sangre en el lateral del tubo. Si queda sangre completa en el lateral
del tubo, no se tefiird con el reactivo y podria afectar a los resultados.

Tape los tubos y agite suavemente en el agitador vorticial para
mezclar.

Incube durante 15-30 minutos en un lugar oscuro a temperatura
ambiente (20-25 °C).

Afada 450 pl de BD Multitest™ IMK Kit Lysing Solution 1X a
cada tubo.

Evite exponer los tubos a la luz directa. Realice el procedimiento a
temperatura ambiente (20-25 °C). Consulte las Precauciones en la
péagina 10 y las Condiciones que causan interferencias en la
pagina 16.

Tape los tubos y agite suavemente en el agitador vorticial para
mezclar.

Incube durante 15-30 minutos en un lugar oscuro a temperatura
ambiente (20-25 °C).

Las muestras estdn ya listas para analizarse en el citdmetro de flujo.
Si las muestras no se analizan inmediatamente después de su tincidn,
gudrdelas en un lugar oscuro a temperatura ambiente (20-25 °C).
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Adquisicion de muestras

1.

9.

Agite a conciencia las células a baja velocidad.

Es importante que reduzca la agregacion antes de procesar las
muestras en el citémetro de flujo.>?

NOTA Si utiliza un Loader, agite los tubos en el agitador vorticial
justo antes de colocarlos en las gradillas del Loader.

Coloque el tubo en el citémetro y adquiera la muestra.

Antes de la adquisicion de muestras, debe ajustarse el umbral para
reducir al minimo los restos celulares y comprobarse que estén
incluidas las poblaciones de interés.

Analice los datos utilizando el software especifico para citémetro.
Consulte las instrucciones de uso del citometro para obtener més

informacion.

RESULTADOS

Los resultados se indican como el porcentaje de células positivas por
poblacién de linfocitos o como el nimero de células positivas por
microlitro de sangre (recuento absoluto).

Calculo de recuentos absolutos

Durante el andlisis, el recuento absoluto (células/pl) de células positivas
en la muestra puede determinarse mediante la comparacion entre
eventos celulares y eventos de microesferas. Si se utiliza un software
de BD especifico para citometro, este determinara los recuentos
absolutos.
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Para el andlisis de datos manual utilizando el software BD CellQuest™
Pro u otro software, se puede calcular el recuento absoluto de la
poblacion celular (A) utilizando la ecuacion siguiente:

A = X/Y x N/V, donde:

X es el numero de eventos celulares positivos.
Y es el nimero de eventos de microesferas.

N es el numero de microesferas por analisis, que se indica en la bolsa de papel de aluminio de
BD Trucount™ Tubes y que puede variar de un lote a otro.

V es el volumen de muestra (50 pl)
Datos representativos
Citometro de flujo BD FACSLyric™

Se adquiri6é una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto de
vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4
en un BD Trucount™ Tube con el software BD FACSuite™ Clinical
utilizando un citémetro de flujo BD FACSLyric™. Consulte la

Figura 1. El panel A muestra linfocitos CD45* (1) identificados en el
grafico de puntos de CD45 PerCP-A frente a SSC-A. El panel B
muestra eventos de microesferas de recuento absoluto BD Trucount™
(2) en el grafico de puntos de CD4 APC-A frente a SSC-A. El panel C
muestra linfocitos T CD3* identificados en el grafico de puntos de CD3
FITC-A frente a SSC-A. El panel D muestra linfocitos T supresores/
citotoxicos (CD4~CD8") y colaboradores/inductores (CD4*CD87) en el
grafico de puntos de CD8 PE-A frente a CD4 APC-A.
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Figura 1 Datos representativos de una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto
de vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 en un BD Trucount™
Tube (BD FACSLyric™)
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Se adquiri6 una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto de
vista hematoldgico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/
CD45/CD19 en un BD Trucount™ Tube con el software BD FACSuite™
Clinical utilizando un citémetro de flujo BD FACSLyric™. Consulte la
Figura 2. El panel A muestra linfocitos CD45* (1) identificados en el
grafico de puntos de CD45 PerCP-A frente a SSC-A. El panel B
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muestra eventos de microesferas de recuento absoluto BD Trucount™
(2) en el grafico de puntos de CD19 APC-A frente a SSC-A. El panel C
muestra linfocitos T CD3* identificados en el grafico de puntos de CD3
FITC-A frente a SSC-A. El panel D muestra linfocitos B (CD19%) y
linfocitos NK (CD16 y CD56%) en el gréfico de puntos de CD16+56
PE-A frente a CD19 APC-A.

Figura 2 Datos representativos de una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto
de vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 en un
BD Trucount™ Tube (BD FACSLyric™)
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Citometro de flujo BD FACSCanto™ I

Se adquirié una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto de
vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4
en un BD Trucount™ Tube utilizando un citémetro BD FACSCanto™ II.
Consulte la Figura 3. El panel A muestra linfocitos CD45* (1)
identificados en el grafico de puntos de CD45 PerCP frente a SSC. El
panel B muestra eventos de microesferas de recuento absoluto

BD Trucount™ (2) en el grfico de puntos de CD4 APC frente a SSC.
El panel C muestra linfocitos T supresores/citotdxicos (CD4"CD8™) y
colaboradores/inductores (CD4*CD87) en el grafico de puntos de CD8
PE frente a CD4 APC.

Figura 3 Datos representativos de una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto
de vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 en un BD Trucount™
Tube (BD FACSCanto™ 1)

A B C

i ‘ CD4+CD8-  |CD4+CD8H
. @
= &
y oy <
n ; v — 8
‘ ]

ST | CD4-CD8{  CD4-CD8+

CDA45 PerCP CD4 APC CD8 PE

Se adquiri6 una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto de
vista hematoldgico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD16+CDS56/
CD45/CD19 en un BD Trucount™ Tube con un citdmetro

BD FACSCanto™ II. Consulte la Figura 4. El panel A muestra linfocitos
CD45* (1) identificados en el grafico de puntos de CD45 PerCP frente
a SSC. El panel B muestra eventos de microesferas de recuento absoluto
BD Trucount™ (2) en el gréfico de puntos de CD19 APC frente a SSC.
El panel C muestra linfocitos B (CD16+56 CD197) y linfocitos NK
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(CD16+56"CD197) en el grafico de puntos de CD16+CDS56 PE frente a
CD19 APC.
Figura 4 Datos representativos de una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto

de vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 en un
BD Trucount™ Tube (BD FACSCanto™ |I)
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Citometro de flujo BD FACSCalibur™

Se adquiri6 una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto de
vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4
en un BD Trucount™ Tube utilizando un citémetro BD FACSCalibur™.
Consulte la Figura 5. El panel A muestra linfocitos CD45* (1)
identificados en el grafico de puntos de CD45 PerCP frente a SSC. El
panel B muestra eventos de microesferas de recuento absoluto

BD Trucount™ (2) en el grifico de puntos de CD3 FITC frente a CD8
PE. El panel C muestra linfocitos T supresores/citotoxicos (CD4 CD8*)
y colaboradores/inductores (CD4*CD8") en el grafico de puntos de
CDS8 PE frente a CD4 APC.
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Figura 5 Datos representativos de una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto
de vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 en un BD Trucount™
Tube (BD FACSCalibur™)
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Se adquiri6 una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto de
vista hematolégico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD16+CDS56/
CD45/CD19 en un BD Trucount™ Tube con un citémetro

BD FACSCalibur™, Consulte la Figura 6. El panel A muestra linfocitos
CD45* (1) y eventos de microesferas de recuento absoluto

BD Trucount™ (2) en el grafico de puntos de CD45 PerCP frente a
SSC. El panel B muestra linfocitos B (CD197) y linfocitos NK (CD16%,
CDS56* 0 ambos) identificados en el grifico de puntos de CD16+CDS56
PE frente a CD19 APC.
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Figura 6 Datos representativos de una muestra de un sujeto adulto normal desde el punto
de vista hematoldgico tefiida con BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 en un
BD Trucount™ Tube (BD FACSCalibur™)

A B

SSC-H

&/

CD45-PerCP

10. LIMITACIONES

e Esnecesario que los laboratorios establezcan sus propios intervalos
de referencia normales para los pardmetros de BD Multitest™ IMK
Kit a los que puedan afectar el sexo o la edad del paciente, asi
como la técnica utilizada en la preparacién. La raza del paciente>*
y las variaciones individuales de la expresién del epitopo®> también
pueden influir, aunque atin no se dispone de suficientes datos para
respaldar esta afirmacion. Es necesario conocer la edad, el sexo, las
caracteristicas clinicas y la raza de los pacientes para determinar un
intervalo de referencia.’® Los intervalos de referencia que se
ofrecen son de caricter meramente informativo.

e BD Multitest™ IMK Kit no ha sido validado por BD Biosciences
para utilizarse con anticoagulantes liquidos con heparina o 4cido
citrato dextrosa (ACD) en la determinacién de recuentos absolutos
con BD Trucount™ Tubes.

e BD Multitest™ IMK Kit no esta disefiado para la discriminacién de
muestras por la presencia de células leucémicas, ni para utilizarse
en muestras fenotipicas de pacientes con leucemia.
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e Los recuentos absolutos calculados no son comparables entre
laboratorios en los que se utilizan equipos de fabricantes diferentes.

11. VALORES ESPERADOS

Se determinaron los intervalos de referencia para el BD Multitest™
IMK Kit con y sin BD Trucount™ Tubes en un estudio utilizando el
citémetro de flujo BD FACSLyric™. ¢ Los sujetos del estudio eran
adultos de entre 19 y 80 afios de edad con una hematologia normal. Se
realizaron estudios similares en diferentes momentos utilizando otros
citémetros de flujo BD con muestras de distintas poblaciones, que
pueden contribuir a diferencias en los intervalos de referencia entre
estudios.®?"®2 Consulte la primera limitacién en la seccién anterior
para obtener mds informacion sobre los intervalos de referencia.

Tabla 2 Intervalos de referencia representativos para BD Multitest™ IMK Kit

Subpoblacién de linfocitos N2 Unidades Media Inte;\éa‘lyc: del
CD3* promedio 130 % 71,88 56,86-82,5
células/pl 1555,87 827-2547
CD3*CD4* 130 % 46,51 32,42-63,19
células/pl 1003,50 488-1711
CD3*CD8* 130 % 23,25 8,99-38,99
células/pl 514,19 154-1097
CD3°CD19* 130 % 13,69 5,14-22,96
células/pl 292,73 60-551
CD37(CD16+CD56)* 130 % 13,25 5,42-29,65
células/pl 281,04 102-617

a. N =numero de muestras
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12. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO
Citometro de flujo BD FACSLyric™
Comparacion de métodos (citdmetro de flujo BD FACSLyric™)

Los porcentajes y recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
se determinaron con los reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/
CD45/CD4 y CD3/CD16+CDS56/CD45/CD19) en BD Trucount™
Tubes y se analizaron en el citémetro de flujo BD FACSLyric™
utilizando el software BD FACSuite™ Clinical. Los resultados se
compararon con los resultados de los reactivos analizados en el
citémetro de flujo BD FACSCanto™ II utilizando BD FACSCanto™
Clinical Software.

Se tomaron muestras de sangre completa aleatoriamente en cinco
centros de investigacion clinica. Las estadisticas de la comparacion de
métodos se muestran para todas las subpoblaciones de células.
Consulte la Tabla 3.

Tabla 3 Estadisticas de comparacion de métodos para subpoblaciones de linfocitos
(citébmetro de flujo BD FACSLyric™)

Subpoblacion de

linfocitos N | Unidades R? Pendiente | Interseccion | Intervalo

CD3* promedio 336 % 0,99 1,00 0,47 1,34-95,78
células/pl 0,99 1,04 1,43 6-6499

CD3*CD4* 336 % 1,00 1,01 -0,26 0,12-84,65
células/pl 0,99 1,02 -0,04 1-3194

CD3*CD8* 336 % 0,99 1,00 -0,08 0,26-82,93
células/pl 0,99 1,02 -0,59 1-5774

CD3°CD19* 336 % 1,00 1,02 -0,24 0,00-92,43
células/pl 1,00 1,02 -0,16 0-2770
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Tabla 3 Estadisticas de comparacion de métodos para subpoblaciones de linfocitos
(citometro de flujo BD FACSLyric™)

Subpoblacion de

linfocitos N | Unidades R? Pendiente | Interseccion | Intervalo

CD37(CD16+CD56)*| 336 % 0,99 1,00 -0,85 1,51-87,67
células/pl 0,99 0,96 -3,95 14-1502

Comparacion de métodos (citometro de flujo BD FACSLyric™ con el sistema
BD FACSDuet™)

Se tomaron muestras de sangre completa en tres centros de investigacion
clinica. Una alicuota de cada muestra se tifié con cada uno de los
reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/CD45/CD4 y CD3/
CD16+CDS56/CD45/CD19) en BD Trucount™ Tube utilizando el
sistema BD FACSDuet™, Las muestras tefiidas se transfirieron
automdticamente a un citémetro de flujo BD FACSLyric™ integrado y
se adquirieron mediante un BD FACS™ Universal Loader y el software
BD FACSuite™ Clinical. Una segunda alicuota de cada muestra se tifid
manualmente con los reactivos en un BD Trucount™ Tube. Las
muestras tefiidas se adquirieron en un citdmetro de flujo BD FACSLyric™
auténomo mediante un BD FACS™ Universal Loader y el software
BD FACSuite™ Clinical.

Se compararon los resultados entre las muestras preparadas con 6156

sistema BD FACSDuet™ y las muestras preparadas manualmente.
Consulte la Tabla 4.

31 \ A

Becton Dickin



Tabla 4 Estadisticas de comparacién de métodos para subpoblaciones de linfocitos
(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Subpoblacion de
linfocitos N | Unidades R? Pendiente | Interseccion | Intervalo
CD3* promedio 373 % 0,99 0,99 0,41 45,31-99,14
células/pl | 0,99 1,00 0,85 89-11376
CD3*CD4* 373 % 0,99 1,00 -0,02 0,37-91,86
células/pl | 0,99 1,00 -0,15 4-7911
CD3*CD8* 373 % 0,99 0,99 -0,01 2,52-86,68
células/pl | 0,98 0,99 3,16 52-5796
CD3°CD19* 373 % 0,97 1,00 -0,03 0,17-31,8
células/pl | 0,98 0,99 -0,08 8-2236
CD37(CD16+CD56)* | 373 % 0,98 1,00 0,23 0,52-44,27
células/pl | 0,98 1,02 0,28 9-2188

Precision intracentro (citémetro de flujo BD FACSLyric™)

Se llevé a cabo un estudio de 21 dias de duracién en
un centro

(BD Biosciences) para evaluar la precision
intracentro.’® Se realizaron estimaciones de la
precision de enumeracion de porcentajes y recuentos
absolutos de subpoblaciones de linfocitos con cuatro
citémetros de flujo BD FACSLyric™ y cuatro
operadores, adquiriendo dos concentraciones de
analito, CD-Chex Plus® CD4 Low Control y CD-
Chex Plus® Control, tefiidas por duplicado con i w
cuatro lotes de reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/ Becon Dlckhson AGTES
CD8/CD45/CD4 y CD3/CD16+CDS56/CD45/CD19).

Se analizaron dos ensayos distintos durante cada uno

de los 21 dias de prueba, con un total de 42 ensayos.
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En las siguientes tablas se presentan las desviaciones estindar (DE) y
los coeficientes de variacion (CV) de la precision intracentro y la
repetibilidad de los porcentajes y recuentos absolutos de subpoblaciones
de linfocitos, respectivamente.

Tabla 5 Precision intracentro de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion baja de analito (CDL?) (citémetro de flujo BD FACSLyric™)

DE DE (precision
Subpoblacién de linfocitos Media (%) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 57,25 0,83 0,90
CD3*CD4* 11,66 0,62 0,64
CD3*CD8* 40,36 1,04 1,06
CD3°CD19* 21,70 0,79 0,82
CD37(CD16+CD56)* 19,40 0,84 0,85

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low Control

Tabla 6 Precision intracentro de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion normal de analito (CDN?) (citémetro de flujo BD FACSLyric™)

DE DE (precision
Subpoblacién de linfocitos Media (%) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 76,77 0,59 0,62
CD3*CD4* 50,74 1,01 1,02
CD3*CD8* 22,22 0,80 0,80
CD3°CD19* 12,09 0,55 0,55
CD37(CD16+CD56)* 10,34 0,59 0,59

a. CDN = CD-Chex Plus Control
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Tabla 7 Precision intracentro de recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién baja de analito (CDL)
(citdbmetro de flujo BD FACSLyric™)

Media % C % CV (precision
Subpoblacion de linfocitos (células/pl) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 870,51 3,15 3,29
CD3*CD4* 176,91 6,59 6,67
CD3*CD8* 612,12 4,55 4,65
CD3°CD19* 330,87 5,22 5,35
CD37(CD16+CD56)* 295,88 6,03 6,21

Tabla 8 Precision intracentro de recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién normal de analito (CDN)
(citdbmetro de flujo BD FACSLyric™)

Media % CV % CV (precision
Subpoblacion de linfocitos (células/pl) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 1733,81 3,05 3,21
CD3*CD4* 1142,52 4,04 4,18
CD3*CD8* 500,42 5,56 5,67
CD3°CD19* 273,84 6,02 6,16
CD37(CD16+CD356)* 234,38 7,41 7,52
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Precision intracentro (citometro de flujo BD FACSLyric™ con sistema
BD FACSDuet™)

Se llevé a cabo un estudio de 21 dias de duracién en un centro

(BD Biosciences) para evaluar la precision intracentro.’” Se realizaron
estimaciones de la precision de enumeracion de porcentajes y recuentos
absolutos de subpoblaciones de linfocitos con tres sistemas

BD FACSDuet™, cada uno integrado con un citémetro de flujo

BD FACSLyric™ vy, al menos, tres operadores, adquiriendo dos
concentraciones de analito, CD-Chex Plus CD4 Low Control y
CD-Chex Plus Control, tefiidas por duplicado con tres lotes de
reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/CD45/CD4 y CD3/
CD16+CD56/CD45/CD19). Se analizaron dos ensayos distintos
durante cada uno de los 21 dias de prueba, con un total de 42 ensayos.

En las siguientes tablas se presentan las desviaciones estindar (DE) y
los coeficientes de variacion (CV) de la precision intracentro y la
repetibilidad de los porcentajes y recuentos absolutos de subpoblaciones
de linfocitos, respectivamente.

Tabla 9 Precision intracentro de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracién baja de analito (CDL®) (BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

DE DE (precision
Subpoblacion de linfocitos Media (%) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 63,67 0,81 0,82
CD3*CD4* 14,94 0,68 0,70
CD3*CD8* 44,04 1,11 1,12
CD3°CD19* 18,24 0,71 0,72
CD37(CD16+CD356)* 16,87 0,72 0,74

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low Control
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Tabla 10 Precision intracentro de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion normal de analito (CDN?) (BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

DE DE (precision
Subpoblacion de linfocitos Media (%) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 77,45 0,64 0,64
CD3*CD4* 48,79 0,96 0,96
CD3*CD8* 26,77 0,91 0,91
CD3°CD19* 11,93 0,64 0,64
CD37(CD16+CD56)* 9,98 0,55 0,55

a. CDN = CD-Chex Plus Control

Tabla 11 Precision intracentro de recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién baja de analito (CDL)

(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Media % CV % CV (precision
Subpoblacion de linfocitos (células/pl) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 737,07 3,10 4,20
CD3*CD4* 173,18 5,97 6,57
CD3*CD8* 510,44 4,40 5,28
CD3°CD19* 210,89 5,69 6,37
CD37(CD16+CD56)* 195,06 5,40 6,21
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Tabla 12 Precision intracentro de recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentraciéon normal de analito (CDN)
(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Media % CV % CV (precision
Subpoblacion de linfocitos (células/pl) | (repetibilidad) intracentro)
CD3* promedio 1751,12 3,99 6,27
CD3*CD4* 1103,49 5,23 6,88
CD3*CD8* 605,62 6,23 7,70
CD3°CD19* 269,47 6,93 8,53
CD37(CD16+CD56)* 225,59 6,95 8,45

Reproducibilidad entre laboratorios (citometro de flujo BD FACSLyric™)

Se llevé a cabo un estudio para evaluar la reproducibilidad entre
laboratorios. Se facilit6 un solo lote de cada control de proceso,
CD-Chex Plus CD4 Low Control y CD-Chex Plus Control, a cada uno
de los cuatro laboratorios clinicos. Las muestras de control se tifieron
mediante los reactivos BD Multitest™ IMK. Se analizaron dos ensayos
distintos durante cada uno de cinco dias de prueba no consecutivos,
con un total de diez ensayos.
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En las siguientes tablas se indican las desviaciones estindar (DE) y los
coeficientes de variacion (CV) de la reproducibilidad (precision total)
de los porcentajes y recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos, respectivamente.

Tabla 13 Reproducibilidad de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion baja de analito (CDL) entre laboratorios
(citometro de flujo BD FACSLyric™)

Subpoblacion de linfocitos Media (%) DE
CD3* promedio 57,12 1,00
CD3*CD4* 12,12 0,61
CD3*CD8* 40,74 1,12
CD3°CD19* 21,74 0,83
CD37(CD16+CD56)* 19,44 1,06

Tabla 14 Reproducibilidad de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion normal de analito (CDN) entre laboratorios
(citdbmetro de flujo BD FACSLyric™)

Subpoblacion de linfocitos Media (%) DE
CD3* promedio 76,74 0,77
CD3*CD4* 51,67 1,58
CD3*CD8* 23,23 0,85
CD3°CD19* 12,02 0,66
CD37(CD16+CD56)* 10,30 0,62
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Tabla 15 Reproducibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién baja de analito (CDL) entre laboratorios
(citébmetro de flujo BD FACSLyric™)

Subpoblacién de linfocitos Media (células/pl) % CV
CD3* promedio 883,06 4,18
CD3*CD4* 187,01 7,30
CD3*CD8* 628,51 5,23
CD3°CD19* 336,79 5,71
CD37(CD16+CDS56)* 301,25 7,40

Tabla 16 Reproducibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién normal de analito (CDN) entre laboratorios
(citébmetro de flujo BD FACSLyric™)

Subpoblacién de linfocitos Media (células/pl) % CV
CD3* promedio 1747,70 3,98
CD3*CD4* 1177,59 5,17
CD3*CD8* 529,63 6,05
CD3°CD19* 273,58 7,23
CD37(CD16+CDS56)* 234,28 7,50

Reproducibilidad entre laboratorios (citometro de flujo BD FACSLyric™ con el
sistema BD FACSDuet™)

Se llevé a cabo un estudio para evaluar la reproducibilidad entre
laboratorios. Se facilit6 un solo lote de cada control de proceso,
CD-Chex Plus CD4 Low Control y CD-Chex Plus Control, a cada uno
de los tres centros clinicos. Las muestras de control se tifieron
utilizando tres lotes de reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/
CD45/CD4 y CD3/CD16+CD56/CD45/CD19) y un lote de

BD Trucount™ Tubes, con el sistema BD FACSDuet™ vy se
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transfirieron automdticamente a un citémetro de flujo BD FACSLyric™
integrado y se adquirieron mediante un BD FACS™ Universal Loader.
Se realizaron dos ensayos separados cada dia. Se analizaron los
resultados obtenidos durante 15 dias de ensayos no consecutivos.

En las siguientes tablas se indican las desviaciones estindar (DE) y los
coeficientes de variacion (CV) de la reproducibilidad (precisién total)
de los porcentajes y recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos,
respectivamente.

Tabla 17 Reproducibilidad de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion baja de analito (CDL) entre laboratorios
(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Subpoblacion de linfocitos Media (%) DE
CD3* promedio 57,11 0,77
CD3*CD4* 9,97 0,61
CD3*CD8* 42,94 1,05
CD3°CD19* 21,46 0,84
CD37(CD16+CD356)* 20,16 0,85

Tabla 18 Reproducibilidad de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a
concentracion normal de analito (CDN) entre laboratorios
(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Subpoblacién de linfocitos Media (%) DE
CD3* promedio 75,97 0,60
CD3*CD4* 49,83 0,91
CD3*CD8* 24,60 0,73
CD3°CD19* 12,19 0,57
CD37(CD16+CD56)* 11,17 0,58
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Tabla 19 Reproducibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién baja de analito (CDL) entre laboratorios
(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Subpoblacion de linfocitos Media (células/pl) % CV
CD3* promedio 958,18 5,68
CD3*CD4* 167,16 8,47
CD3*CD8* 719,77 6,68
CD3°CD19* 360,46 7,21
CD37(CD16+CD56)* 338,44 7,53

Tabla 20 Reproducibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de
linfocitos a concentracién normal de analito (CDN) entre laboratorios
(BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Subpoblacién de linfocitos | Media (células/pl) % CV
CD3* promedio 1980,54 5,64
CD3*CD4* 1303,23 6,62
CD3*CD8* 643,31 7,28
CD3°CD19* 317,00 8,36
CD37(CD16+CD56)* 290,39 8,15
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Repetibilidad en la sangre completa (citdmetro de flujo BD FACSLyric™)

Se realiz6 un estudio de repetibilidad en sangre completa para demostrar
la repetibilidad del sistema utilizando 53 muestras de donantes. Cada
muestra de donante se tifi6 por duplicado con los reactivos

BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/CD45/CD4 y CD3/CD16+CDS56/
CD45/CD19) en BD Trucount™ Tubes y se procesé en 12 instrumentos,
con un total de 24 ensayos por muestra para cada reactivo.

Tabla 21 Repetibilidad de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos en
sangre completa (citometro de flujo BD FACSLyric™)

Repetibilidad
dentro del | Repetibilidad
Subpoblacion de linfocitos Media (%) ensayo (DE) total (DE)
CD3* promedio 73,59 0,69 0,69
CD3*CD4* 33,46 0,83 0,83
CD3*CD8* 37,93 0,93 0,93
CD3°CD19* 13,02 0,67 0,67
CD37(CD16+CD56)* 12,37 0,71 0,71

Tabla 22 Repetibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
en sangre completa (citémetro de flujo BD FACSLyric™)

Repetibilidad
dentro del

Media ensayo Repetibilidad
Subpoblacién de linfocitos (células/pl) (% CV) total (% CV)
CD3* promedio 1398,45 3,21 3,35
CD3*CD4* 633,59 5,32 5,40
CD3*CD8* 726,59 5,42 5,53
CD3°CD19* 229,21 7,32 7,47
CD37(CD16+CD56)* 215,01 7,84 7,94
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Repetibilidad en la sangre completa (citdmetro de flujo BD FACSLyric™ con
sistema BD FACSDuet™)

Se realiz6 un estudio de repetibilidad en sangre completa para demostrar
la repetibilidad del sistema utilizando 27 muestras de donantes. Cada
muestra de donante se tifié por duplicado con 3 lotes de reactivos

BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/CD45/CD4 y CD3/CD16+CDS56/
CD45/CD19) en BD Trucount™ Tubes y se proces6 en 3 instrumentos
BD FACSDuet™, cada uno integrado a un citometro de flujo

BD FACSLyric™, con un total de 18 ensayos por muestra.

Tabla 23 Repetibilidad de los porcentajes de subpoblaciones de linfocitos en
sangre completa (BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Repetibilidad
dentro del | Repetibilidad
Subpoblacién de linfocitos Media (%) ensayo (DE) total (DE)
CD3* promedio 76,67 0,74 0,75
CD3*CD4* 31,18 0,89 0,89
CD3*CD8* 44,04 1,01 1,05
CD3°CD19* 11,97 0,67 0,67
CD37(CD16+CD56)* 10,66 0,81 0,83

Tabla 24 Repetibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
en sangre completa (BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Repetibilidad
dentro del
Media ensayo Repetibilidad
Subpoblacién de linfocitos (células/pl) (% CV) total (% CV)
CD3* promedio 1575,57 3,45 3,85
CD3*CD4* 636,55 5,12 5,38
CD3*CD8* 905,37 517 5,65
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Tabla 24 Repetibilidad de los recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
en sangre completa (BD FACSLyric™ con BD FACSDuet™)

Repetibilidad
dentro del
Media ensayo Repetibilidad
Subpoblacién de linfocitos (células/pl) (% CV) total (% CV)
CD3°CD19* 246,37 7,55 7,80
CD37(CD16+CD56)* 217,20 10,46 11,02

Estabilidad (citometro de flujo BD FACSLyric™ con y sin sistema BD FACSDuet™)

Se realiz6 un estudio para evaluar la estabilidad de la muestra de sangre
y de la muestra de sangre tefiida con los reactivos BD Multitest™ IMK
(CD3/CD8/CD45/CD4 y CD3/CD16+CD56/CD45/CD19) en

BD Trucount™ Tubes. En el estudio se midié lo siguiente:

e Cambios asociados al almacenamiento de la sangre completa antes
de la tincién.

e Cambios producidos como resultado del tiempo transcurrido entre
la tincién y la adquisicién de los datos.

e Efecto combinado de las dos situaciones.

Las muestras de sangre completa se analizaron en las 51 horas
posteriores a la extraccion y las muestras tefiidas se analizaron en las
26 horas posteriores a la tincién. Todas las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente (20-25 °C) antes de la tincion o la adquisicion
de datos.

En funcién de los resultados de este estudio, recomendamos realizar la
tincion de las muestras en un plazo de 48 horas tras la extraccion y
analizarlas en un plazo de 24 horas tras la tincién. La estabilidad de la
muestra y la estabilidad de la muestra tedida se aplican al uso en un
citémetro de flujo BD FACSLyric™ con y sin integracién con un sistema
BD FACSDuet™.
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Linealidad (citdmetro de flujo BD FACSLyric™ con y sin sistema BD FACSDuet™)

La linealidad de BD Multitest™ IMK Kit se evalué para el citometro de
flujo BD FACSLyric™, con vy sin un sistema BD FACSDuet™
integrado, utilizando mediciones por triplicado de 11 concentraciones
de leucocitos espaciadas equitativamente. Se observo que las
subpoblaciones de linfocitos eran lineales dentro de los intervalos
siguientes. Consulte la Tabla 25.

Tabla 25 Intervalos lineales de subpoblaciones de linfocitos (citometro de flujo
BD FACSLyric™ con y sin BD FACSDuet™)

Intervalo (células/pl)
BD FACSLyric™ con
Subpoblacion de linfocitos BD FACSLyric™ BD FACSDuet™
CD3* promedio 5-5181 4-5310
CD3*CD4* 5-2931 3-3016
CD3*CD8* 7-3480 2-3130
CD3°CD19* 1-1008 0-2237
CD37(CD16+CD356)* 2-1396 1-1419

Intervalo de medicion analitico (citémetro de flujo BD FACSLyric™ con y sin
sistema BD FACSDuet™).

Se determind el intervalo de medicion analitico (AMR) para

BD Multitest™ IMK Kit en el citdmetro de flujo BD FACSLyric™. El
limite inferior del AMR se determiné en base a los resultados de un
estudio de limite cuantitativo (LoQ), mientras que el limite superior del
AMR se determind segtin los resultados del estudio de comparacion de
métodos.
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Tabla 26 AMR de subpoblaciones de linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric™
con y sin sistema BD FACSDuet™)

Subpoblacion de linfocitos Intervalo (células/pl)
CD3* promedio 14-5000
CD3*CD4* 10-3000
CD3*CD8* 11-3000
CD3°CD19* 14-2000
CD37(CD16+CD56)* 10-1200

Citometro de flujo BD FACSCanto™ II
Comparacion de métodos (citometro de flujo BD FACSCanto™ I1)

El porcentaje y los recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
se determinaron con los reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/
CD45/CD4 y CD3/CD16+CD56/CD45/CD19) en BD Trucount™ Tubes
y se analizaron en el citémetro de flujo BD FACSCanto™ II utilizando
BD FACSCanto™ Clinical Software version 2.1. Los resultados se
compararon con los resultados de los reactivos analizados en el
citémetro de flujo BD FACSCanto™ utilizando BD FACSCanto™
Clinical Software version 2.0.
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Se tomaron muestras de sangre completa aleatoriamente en un

laboratorio clinico. Las estadisticas de regresion se muestran en la

Tabla 27.

Tabla 27 Anélisis de regresion de recuentos absolutos y porcentajes de
subpoblaciones (citometro de flujo BD FACSCanto™ I1)

Subpoblacion de

linfocitos N | Unidades R? Pendiente | Interseccion | Intervalo
CD3* promedio 104 | células/pl 0,991 0,97 27,59 221-3873
% 0,984 0,97 2,72 52-92
CD3*CD4* 104 | células/pl 0,986 0,95 18,25 11-1905
% 0,994 1,01 0,20 2-57
CD3*CD8* 104 | células/pl 0,988 0,95 28,36 68-3577
% 0,993 1,00 0,34 11-81
CD3°CD19* 104 | células/pl 0,979 0,97 2,37 0-834
% 0,986 0,97 0,32 0-38
CD37(CD16+CDS6)* | 104 | células/pl 0,961 0,88 10,56 20-606
% 0,957 0,93 0,19 2-32

Precision (citdmetro de flujo BD FACSCanto™ 1)

Se realizaron estimaciones de la precisiéon en un centro
(BD Biosciences) utilizando dos muestras procesadas por duplicado
con dos niveles distintos de concentracién de analito. Tres operadores
distintos procesaron las muestras en tres instrumentos diferentes (un
operador y un instrumento por dia). Se analizaron dos ensayos
distintos durante cada uno de los 21 dias de prueba, con un total de
42 ensayos. Se realiz6 una calibracién con BD FACS™ 7-Color Setup
Beads antes de cada ensayo para un total de 42 ensayos. Durante el
estudio se utilizaron un lote de reactivo y un lote de calibrador.
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En las siguientes tablas se presentan las DE y los CV de la precision
intradispositivo y la repetibilidad de los porcentajes y recuentos
absolutos de subpoblaciones de linfocitos, respectivamente.

Tabla 28 Precision de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a concentracion
baja de analito (CDL?) (citémetro de flujo BD FACSCanto™ II)

DE DE (precision
Subpoblacion de linfocitos (%) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 54,1 0,96 0,98
CD3*CD4* 10,3 0,53 0,53
CD3*CD8* 43,2 1,33 1,34
CD3°CD19* 26,1 0,86 0,86
CD3™ (CD16+CD56)* 18,2 0,87 0,87

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low Control

Tabla 29 Precision de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a concentracion
normal de analito (CDC?) (citébmetro de flujo BD FACSCanto™ 1)

DE DE (precision
Subpoblacion de linfocitos (%) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 73,0 0,63 0,67
CD3*CD4* 46,8 0,81 0,82
CD3*CD8* 25,4 0,78 0,80
CD3°CD19* 15,4 0,54 0,56
CD3™ (CD16+CD56)* 10,6 0,51 0,52

a. CDC = CD-Chex Plus Control
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Tabla 30 Precision de recuentos absolutos a concentracion baja de analito (CDL)
(citometro de flujo BD FACSCanto™ II)

Subpoblacion de linfocitos % CV % CV (precision
(células/pl) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 1086,0 3,5 3,6
CD3*CD4* 205,6 59 59
CD3*CD8* 866,0 3,8 3,9
CD3°CD19* 526,1 6,2 6,4
CD3™ (CD16+CD56)* 367,1 59 6,1

Tabla 31 Precision de recuentos absolutos a concentracion normal de analito (CDC)
(citometro de flujo BD FACSCanto™ II)

Subpoblacion de linfocitos % CV % CV (precision
(células/pl) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 2105,4 2,7 2,9
CD3*CD4* 1347,1 3,6 3,8
CD3*CD8* 731,4 4,7 4,7
CD3°CD19* 443,5 5,5 5,6
CD3™ (CD16+CD56)* 306,3 6,0 6,0

Estabilidad (citdmetro de flujo BD FACSCanto™ 1)

La estabilidad de los reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/CD45/
CD4 y CD3/CD16+CD56/CD45/CD19) en BD Trucount™ Tubes se
evalué estudiando lo siguiente:

e Cambios asociados al almacenamiento de la sangre completa antes
de la tincién.
e Cambios producidos como resultado del tiempo transcurrido entre
la tincién y la adquisicién de los datos.
e Efecto combinado de las dos situaciones.
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Las muestras de sangre completa se analizaron en las 48 horas
posteriores a la extraccion y las muestras tefiidas se analizaron en las
24 horas posteriores a la tincién. Todas las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente (20-25 °C) antes de la tincién o la adquisicién
de datos.

En funcién de los resultados de este estudio, recomendamos realizar la
tincion de las muestras en un plazo de 48 horas tras la extraccién y
analizarlas en un plazo de 24 horas tras la tincién.

Linealidad (citémetro de flujo BD FACSCanto™ 1)

La linealidad de BD Multitest™ IMK Kit se evalu6 para el sistema
BD FACSCanto™ II dentro de un intervalo de leucocitos de 0 a
3,3 x 10* leucocitos/pl. Se observé que los resultados eran lineales
dentro de los intervalos siguientes.

Subpoblacion Intervalo (células/pl)
CD3 6-5998
CDh4 1-3669
CD8 2-2324
CD19 1-857
CD16+CDS6 1-447

Citometro de flujo BD FACSCanto™
Comparacion de métodos (citometro de flujo BD FACSCanto™)

El porcentaje y los recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
se determinaron con los reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/
CD45/CD4y CD3/CD16+CD56/CD45/CD19) en BD Trucount™ Tubes
y se analizaron en el citémetro de flujo BD FACSCanto™ utilizando
BD FACSCanto™ Clinical Software versién 2.0. Los resultados se
compararon con los resultados de los reactivos analizados en el
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citometro de flujo BD FACSCalibur™ utilizando el software
BD Multiset™. Consulte la Tabla 32.

Tabla 32 Analisis de regresion de recuentos absolutos y porcentajes de
subpoblaciones (citdmetro de flujo BD FACSCanto™)

Subpoblaciéon de
linfocitos N Unidad R Pendiente | Interseccién | Intervalo
CD3* promedio 108 | células/pl | 0,987 0,99 -6,27 75-5257
% 0,993 1,00 -0,17 40-93
CD3*CD4* 108 | células/pl | 0,991 0,97 10,80 3-3211
% 0,998 0,99 0,26 1-70
CD3*CD8* 108 | células/pl | 0,983 0,96 24,60 68-2754
% 0,996 1,00 0,27 10-81
CD3°CD19* 108 | células/pl | 0,990 1,02 -7,93 0-2527
% 0,994 0,99 -0,05 0-42
CD37(CD16+CDS56)* | 108 | células/pl | 0,981 0,95 10,80 11-1374
% 0,989 1,00 0,39 2-45

Precision (citdmetro de flujo BD FACSCanto™)

Se realizaron estimaciones de la precision en un centro (BD Biosciences)
utilizando dos muestras procesadas por duplicado con dos niveles
distintos de concentracién de analito. Tres operadores distintos
procesaron las muestras en tres instrumentos diferentes (un operador y
un instrumento por dia). Se analizaron dos ensayos distintos durante
cada uno de los 20 dias de prueba, con un total de 40 ensayos. Se
realiz6 una calibraciéon con BD FACS™ 7-Color Setup Beads antes de
cada ensayo para un total de 40 ensayos. Durante el estudio se utilizaron
un lote de reactivo y un lote de calibrador.
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En las siguientes tablas se presentan las DE y los CV de la precision
intradispositivo y la repetibilidad de los porcentajes y recuentos
absolutos de subpoblaciones de linfocitos, respectivamente.

Tabla 33 Precision de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a concentracion
baja de analito (MCL?) (citémetro de flujo BD FACSCanto™)

DE DE (precision
Subpoblacion de linfocitos (%) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 57,5 1,16 1,22
CD3*CD4* 17,6 0,73 0,77
CD3*CD8* 39,1 0,97 1,17
CD3°CD19* 20,5 0,70 1,05
CD3™ (CD16+CD56)* 18,6 1,03 1,14

a. MCL = BD Multi-Check™ CD4 Low Control

Tabla 34 Precision de porcentajes de subpoblaciones de linfocitos a concentracion
normal de analito (MCN?) (citémetro de flujo BD FACSCanto™)

DE DE (precision
Subpoblacion de linfocitos (%) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 69,9 1,15 1,21
CD3*CD4* 50,3 1,04 1,18
CD3*CD8* 19,8 1,03 1,15
CD3°CD19* 13,6 0,68 0,77
CD3™ (CD16+CD56)* 13,7 0,89 1,03

a. MCN = BD Multi-Check™ Control
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Tabla 35 Precision de recuentos absolutos a concentracion baja de analito (MCL)
(citometro de flujo BD FACSCanto™)

Subpoblacion de linfocitos % CV % CV (precision
(células/pl) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 307,4 3,2 4,1
CD3*CD4* 94,9 58 6,5
CD3*CD8* 210,7 5,1 58
CD3°CD19* 108,5 4,9 7,1
CD3™ (CD16+CD56)* 98,6 6,6 8,2

Tabla 36 Precision de recuentos absolutos a concentraciéon normal de analito
(MCN) (citémetro de flujo BD FACSCanto™)

Subpoblacion de linfocitos % CV % CV (precision
(células/pl) Media (repetibilidad) intradispositivo)
CD3* promedio 743,9 3,9 4,8
CD3*CD4* 539,4 5,7 59
CD3*CD8* 212,8 6,4 7,1
CD3°CD19* 143,3 7,0 7,8
CD3™ (CD16+CD56)* 145,0 8,0 9,9

Estabilidad (citometro de flujo BD FACSCanto™)

La estabilidad de los reactivos BD Multitest™ IMK (CD3/CD8/CD45/
CD4 y CD3/CD16+CD56/CD45/CD19) en BD Trucount™ Tubes se
evalué estudiando lo siguiente:

e Cambios asociados al almacenamiento de la sangre completa antes
de la tincién.

e Cambios producidos como resultado del tiempo transcurrido entre
la tincién y la adquisicién de los datos.

e Efecto combinado de las dos situaciones.
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Las muestras de sangre completa se analizaron en las 48 horas
posteriores a la extraccion y las muestras tefiidas se analizaron en las
24 horas posteriores a la tincién. Todas las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente (20-25 °C) antes de la tincién o la adquisicién
de datos.

En funcién de los resultados de este estudio, recomendamos realizar la
tincion de las muestras en un plazo de 48 horas tras la extraccién y
analizarlas en un plazo de 24 horas tras la tincién.

Linealidad (citémetro de flujo BD FACSCanto™)

La linealidad de BD Multitest™ IMK Kit se evalu6 para el sistema

BD FACSCanto™ dentro de un intervalo de concentracién de leucocitos
de 0 a 3,0 x 10* leucocitos/pl. Se observé que los resultados eran
lineales dentro de los intervalos siguientes.

Subpoblacion Intervalo (células/pl)
CD3 48-9627

CDh4 29-5827

CD8 22-4076

CD19 5-1131
CD16+CDS6 4-671

Citometro de flujo BD FACSCalibur™
Comparacion de métodos (citometro de flujo BD FACSCalibur™)

El porcentaje y los recuentos absolutos de subpoblaciones de linfocitos
obtenidos con los reactivos BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 y
BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 en BD Trucount™
Tubes se compararon con los resultados de BD Tritest™ CD3/CD4/
CD4S5, BD Tritest™ CD3/CD8/CD45, BD Tritest™ CD3/CD16+CD56/
CD45 o BD Tritest™ CD3/CD19/CD45 en BD Trucount™ Tubes.
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Se tomaron muestras de sangre completa aleatoriamente de donantes
normales y con alteraciones en dos laboratorios clinicos y se evaluaron
en ambos sistemas. Las estadisticas de regresion indican que los
resultados son sustancialmente equivalentes. Consulte la Tabla 37 y la

Tabla 38.

Tabla 37 Andlisis de regresion para BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 (citdmetro
de flujo BD FACSCalibur™)

Subpoblacién N Unidad R |Pendiente | Interseccion| Intervalo
CD3* promedio 124 % 1,0 1,002 0,254 22-90
células/pl | 0,98 1,028 20,451 189-2987
CD3*CD4* 124 % 1,0 0,996 -0,434 1-62
células/pl | 0,98 1,015 -7,692 93-1904
CD3*CD8* 124 % 1,0 1,018 -0,383 13-78
células/pl | 0,99 1,001 2,494 132-2229

Tabla 38 Andlisis de regresion para BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19
(citometro de flujo BD FACSCalibur™)

Subpoblacion N Unidad R |Pendiente | Interseccion | Intervalo
CD3* promedio 126 % 0,99 0,99 1,74 21,5-90,0
células/pl | 0,98 1,01 -10,18 100-2883
CD3°CD19* 126 % 0,99 0,98 -0,25 0-59
células/pl | 0,98 0,95 1,77 3-877,6
CD37(CD16+CD56)* | 126 % 0,97 0,97 -0,85 3-40,0
células/pl | 0,96 0,92 -5,44 37-901
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Reproducibilidad intramuestral (citometro de flujo BD FACSCalibur™)

Se realizaron estimaciones de la reproducibilidad intramuestral en tres
laboratorios clinicos a partir de cinco repeticiones de cada muestra,
tomadas de donantes normales y anémalos. Las medias y DE o CV

(o ambos) de los porcentajes y recuentos absolutos de las
subpoblaciones superiores a 100 células/pl se presentan en la Tabla 39
y la Tabla 40 (BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4) y en la Tabla 41
y la Tabla 42 (BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19).

Tabla 39 Reproducibilidad intramuestral de porcentajes de subpoblaciones
BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 (citdbmetro de flujo BD FACSCalibur™)

Subpoblacion N Media (%) DE
CD3* promedio 46 72,0 1,06
CD3*CD4* 46 26,1 0,85
CD3*CD8* 46 42,0 0,93

Tabla 40 Reproducibilidad intramuestral de recuentos absolutos de BD Multitest™
CD3/CD8/CD45/CD4 (citometro de flujo BD FACSCalibur™)

Media
Subpoblacion N (células/pl) %CV
CD3* promedio 46 1219,9 6,34
CD3*CD4* 38 565,2 7,02
CD3*CD8* 46 687,8 6,79
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Tabla 41 Reproducibilidad intramuestral de porcentajes de subpoblaciones
BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19
(citometro de flujo BD FACSCalibur™)

Subpoblaciéon N Media (%) DE
CD3* promedio 46 72,1 0,99
CD3°CD19* 46 15,6 0,71
CD3™ (CD16+CD56)* 46 10,8 0,73

Tabla 42 Reproducibilidad intramuestral de recuentos absolutos de BD Multitest™
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 (citdometro de flujo BD FACSCalibur™)

Subpoblacién N | Media (células/pl) %CV
CD3* promedio 46 1217 4,7
CD3°CD19* 37 278 5,8
CD3™ (CD16+CD56)* 33 217 8,3

Estabilidad (citémetro de flujo BD FACSCalibur™)

La estabilidad de los reactivos BD Multitest™ en BD Trucount™ Tubes
se evalu6 mediante el estudio de lo siguiente:

e Cambios asociados al almacenamiento de la sangre completa antes
de la tincién.

e Cambios producidos como resultado del tiempo transcurrido entre
la tincién y la adquisicién de los datos.

e  Efecto combinado de las dos situaciones.

Las muestras de sangre completa se analizaron en las 48 horas
posteriores a la extraccion y las muestras tefiidas se analizaron en las
24 horas posteriores a la tincién. Todas las muestras se mantuvieron a
temperatura ambiente (20-25 °C) antes de la tincién o la adquisicién
de datos.
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En funcién de los resultados de este estudio, recomendamos realizar la
tincion de las muestras en un plazo de 48 horas tras la extraccién y
analizarlas en un plazo de 24 horas tras la tincién.

Linealidad (citémetro de flujo BD FACSCalibur™)

Se evaluo la linealidad de BD Multitest™ IMK Kit en una concentracion
de leucocitos de 0,2 x 10% a 29,7 x 103 leucocitos/pl y una
concentracién de linfocitos de 0,1 x 103 a 9,0 x 103 linfocitos/pl. Se
observé que los resultados eran lineales dentro del intervalo CD3*, el
intervalo CD3*CD4", el intervalo CD3*CD8", el intervalo
CD37°CD16+CD56* y el intervalo CD19*.

13. SOLUCION DE PROBLEMAS

Problema

Posible causa

Solucion

La diferenciacion entre
residuos y células es
escasa.

La muestra es de mala calidad.

Compruebe la viabilidad.

La muestra es demasiado
antigua.

Consiga una nueva muestra y
tifiala rdpidamente.

La tinci6n es débil o
estd decayendo.

La concentracién celular era
excesiva en la etapa de tincion.

Compruebe la concentraciéon
celular y ajustela si es necesario.

Las células tenidas se han
almacenado demasiado tiempo
antes de adquirirlas.

Repita la tincién con una muestra
nueva y adquiérala rapidamente.

Se han registrado pocas
células o no se ha
registrado ninguna.

La concentracion celular era
demasiado baja.

Vuelva a poner en suspensién una
muestra nueva a una
concentracion mds alta. Repita la
tincién y la adquisicion.

El citémetro no funciona
correctamente.

Solucione los problemas del
instrumento. Consulte las
instrucciones de uso del citdmetro
para obtener mas informacion.
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GARANTIA

A menos que se indique lo contrario en alguna de las condiciones generales de
venta de BD para clientes fuera de los Estados Unidos, se aplica la garantia
siguiente a la compra de estos productos.

SE GARANTIZA UNICAMENTE QUE LOS PRODUCTOS VENDIDOS SE AJUSTAN A LA
CANTIDAD Y AL CONTENIDO INDICADOS EN LA ETIQUETA, O EN EL ETIQUETADO
DEL PRODUCTO, EN EL MOMENTO DE SUMINISTRARLO AL COMPRADOR. POR EL
PRESENTE, BD RENUNCIA A CUALQUIER OTRA GARANTIA, EXPRESA O IMPLICITA,
INCLUIDAS LAS GARANTIAS DE COMERCIABILIDAD E IDONEIDAD PARA UN FIN
DETERMINADO Y DE NO INFRACCION. LA UNICA RESPONSABILIDAD DE BD QUEDA
LIMITADA A LA SUSTITUCION DE LOS PRODUCTOS O AL REEMBOLSO DEL PRECIO DE
COMPRA. BD NO ES RESPONSABLE DE LOS DANOS A LA PROPIEDAD NI DE NINGUN
DANO ACCIDENTAL O DERIVADO, INCLUIDOS DANOS PERSONALES O PERDIDAS
ECONOMICAS, CAUSADOS POR EL PRODUCTO.
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1. USO PREVISTO

El reactivo BD Multitest™ CD3/CD8/CD45/CD4 con los tubos optativos
BD Trucount™ esta disefiado para uso con los citometros de flujo BD
FACSLyric™, BD FACSCanto™ IlI, BD FACSCanto™ y BD FACSCalibur™
para obtener recuentos absolutos de las siguientes poblaciones de
linfocitos humanos maduros en sangre entera periférica para
inmunofenotipificacion:

e Linfocitos T (CD3+)
e Linfocitos T colaboradores (CD3+CD4+)
e Linfocitos T supresores/citotoxicos (CD3+CD8+)

Se indica el uso de este reactivo en la evaluacién inmunolégica de
individuos normales y en pacientes que presentan, en forma efectiva o
presunta, deficiencia del sistema inmune.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

Los linfocitos humanos se pueden dividir en tres poblaciones
importantes de acuerdo con su funcion biolégica y la expresion del
antigeno en la superficie celular:

linfocitos T, linfocitos B y natural killer o NK.

Los linfocitos T supresores/citotdxicos son una subpoblacién de
linfocitos T (CD3+) que son CD8+. Los linfocitos T colaboradores son una
subpoblacién de los linfocitos T (CD3+) que son CD4+. Los porcentajes o
recuentos de CD3+CD8+ y CD3+CD4+ se utilizan para caracterizar y
monitorear algunas formas de inmunodeficiencial™ y de enfermedades
autoinmunes.*>

Obtener porcentajes o recuentos de linfocitos T colaboradores puede
ser Util para controlar a individuos con virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH).® Las personas con VIH en general presentan una
disminucion continua en los recuentos de linfocitos T colaboradores a
medida que avanza la infeccién.’

El porcentaje de linfocitos T se encuentra fuera del rango normal de
referencia en algunas enfermedades autoinmunes.®2 El porcentaje
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relativo de la poblacion CD8+ es elevado en muchos pacientes con
deficiencias inmunes congénitas o adquiridas, como |la
inmunodeficiencia combinada grave (SCID, por su sigla en inglés)! o el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA).®

Los Centros para el Control de Enfermedades (CDC) recomiendan el uso
de combinaciones de reactivos con anticuerpos anti-CD3 para calcular
el porcentaje de poblaciones de linfocitos T en individuos infectados
con VIH.? BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 permite identificar los
linfocitos T colaboradores y obtener el recuento sin interferencia de los
monocitos CD3—CD4+ contaminados.10-12

3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Cuando se agrega sangre entera al reactivo, los anticuerpos conjugados
con el fluorocromo en el reactivo se unen especificamente a los
antigenos de superficie del leucocito. Durante la adquisicion, las células
son impactadas por el haz de laser y la luz del laser se dispersa. Las
células tincionadas producen fluorescencia. La dispersion y las sefiales
de fluorescencia que detecta el instrumento brindan informacion sobre
el tamano de la célula, la complejidad interna y la intensidad relativa de
la fluorescencia. Los reactivos de BD Multitest emplean la estimulacion
por fluorescencia, lo que permite el gating (separacion) por
fluorescencia directa de la poblacién de linfocitos!® 12 para reducir la
contaminacion de los globulos rojos no lisados o nucleados en el gating.

Cuando se utilizan los tubos BD Trucount, se tinciona un volumen
predeterminado de la muestra directamente en un tubo BD Trucount.
El pellet liofilizado del tubo se disuelve y se libera una cantidad
determinada de microesferas fluorescentes. Durante el analisis, se
puede determinar la cantidad absoluta (células/uL) de células
separadas en la muestra comparando los eventos celulares con los
eventos con microesferas. Si se utiliza un software de BD adecuado,
especifico para el citometro (consultar la Tabla 1, seccidon de
Instrumentos), los recuentos absolutos se realizan con el software.
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Si el analisis de los datos se realiza en forma manual con software como
BD CellQuest™ Pro, divida simplemente la cantidad de eventos
celulares positivos por la cantidad de eventos con microesferas y luego
multiplique por la cantidad de microesferas BD Trucount™ por pellet
dividida por el volumen de la muestra en pL.

4. REACTIVO

Composicion del reactivo

BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 contiene CD3 conjugado con FITC,
clon SK7;3-1> CD8 conjugado con PE, clon SK1;%17 CD45 conjugado con
PerCP, clon 2D1 (HLe-1);'® y CD4 conjugado con APC, clon SK3.16:17.19

CD 3 identifica los linfocitos T y reconoce la cadena épsilon del
complejo (TCR) del antigeno anti-CD3/receptor del antigeno de las
células T.?° Este complejo estd compuesto por al menos 6 proteinas
cuyo peso molecular oscila entre 20 y 30 kilodaltones (kDa).?! El
antigeno reconocido con los anticuerpos anti-CD3 se asocia de manera
no covalente con TCR /B o y/& (70 a 90 kDa).??

CDS8 identifica a los linfocitos T supresores/citotdxicos y reconoce a la
subunidad a de 32-kDa de un complejo bimolecular con un puente de
disulfuro.?®> El dominio citoplasmatico de la subunidad del antigeno
anti-CD8 estd asociado con la proteina tirosina quinasa p56lck.?* La
molécula de CD8 interactua con las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por su sigla en inglés) clase |, que aumenta
la adhesion entre los linfocitos T CD8+ vy las células diana.?>?’ La unidn
de la molécula de CD8 a las moléculas MHC clase | refuerza la activacién
de los linfocitos T inactivados.?>%’

CDA45 identifica leucocitos y reconoce el antigeno de los leucocitos
humanos de 180- a 220-kDa que forma parte de la familia de antigenos
comunes de leucocitos (LCA, por su sigla en inglés).?®

CD4 identifica a los linfocitos T colaboradores y reconoce al antigeno
anti-CD4, con un peso molecular de 59 kDa,?° que interactia con las
moléculas MHC clase Il y es el receptor primario para el VIH.3%3! La
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porcion citoplasmatica del antigeno se asocia con la proteina tirosina
quinasa p56Ick.?*

Los anticuerpos anti-CD3, anti-CD8 y anti-CD4 estan compuestos de
cadenas pesadas de IgG de ratén; y cadenas livianas kappa.

Los valores de concentracion de los anticuerpos conjugados se
muestran en la siguiente tabla:

Concentracion del | reactivo (ug/mL)
CD3 FITC 2,3
CD8 PE 1,75
CDA45 PerCP 7,50
CD4 APC 0,92

Reactividad cruzada

El anticuerpo anti-CD8 reacciona con los linfocitos NK** y con los
linfocitos T supresores/citotéxicos. El anticuerpo anti-CD4 reacciona
con los monocitos y con los linfocitos T colaboradores.*®

Precauciones

e No use el reactivo si observa algin cambio en el aspecto. La
precipitacion o la descoloracion son indicio de inestabilidad o
deterioro.

e El reactivo del anticuerpo contiene 4azida de sodio como
conservante. Sin embargo, trate de evitar la contaminacion
microbiana ya que puede arrojar resultados erréneos.

e Siusa los tubos BD Trucount, calibre las pipetas para que descarguen
exactamente 50 pL de muestra. Recomendamos utilizar la técnica de
pipeteo inverso de acuerdo con las instrucciones del fabricante de la
pipeta.

e El recuento de microesferas varia por lote de los tubos BD Trucount.
Es muy importante usar el recuento de microesferas del lote de los
tubos BD Trucount que esta en uso cuando se ingresa este valor en
el software, o cuando se calcula un recuento absoluto de forma
manual. No mezcle lotes de distintos tubos en la misma corrida.
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e Los tubos BD Trucount estan diseflados para uso con un
procedimiento especifico de lisado/no lavado. No intente fijar un
umbral en la dispersidon frontal (FSC, por su sigla en inglés) para la
recopilacion de datos.

ADVERTENCIA Todas las muestras y los materiales bioldgicos con los
gue entra en contacto se consideran peligros bioldgicos. Manipular
como si existiera la posibilidad de transmisién de infecciones3233 y
eliminar con las precauciones adecuadas de acuerdo con las normas
federales, estatales y locales. Nunca cargue la pipeta con la boca. Use
indumentaria, gafas y guantes de proteccion adecuados. Se informo
que la fijacion desactiva el VIH.*?

Conservacion y manipulacion

e Conservar el reactivo a una temperatura de 2°C-8°C. No use luego
de la fecha de caducidad que figura en el rétulo.

e No congele el reactivo ni lo exponga a la luz directa durante la
conservacion o la incubacién con células. Mantenga el frasco del
reactivo seco.

e Conservar los tubos BD Trucount en la bolsa original de papel
metalizado a una temperatura de 2°C-25°C. Para evitar la
condensacion, abrir la bolsa solo luego de alcanzar la temperatura
ambiente y volver a sellarla luego de retirar el tubo. Examine el
disecante cada vez que abre la bolsa. Si el color del disecante cambid
de azul a lavanda, descarte el resto de los tubos. Usar los tubos
dentro del plazo de 1 hora después de retirarlos del envase. Una vez
que el envase esta abierto, los tubos conservan la estabilidad
durante 1 mes. No usar pasada la fecha de caducidad del rétulo.

5. INSTRUMENTOS

BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 y los tubos BD Trucount estan
disefiados para uso en un citometro de flujo equipado con el hardware
y el software de computacién adecuados. BD desarrollé un software
especifico para el citometro de flujo que puede seleccionar los voltajes
del tubo fotomultiplicador (PMT, por su sigla en inglés) y la
compensacion de la fluorescencia, verificar la sensibilidad y el
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desempeno del instrumento o realizar el control diario de calidad. BD
también desarrolld6 un software que calcula automaticamente los
recuentos absolutos con los tubos BD Trucount. Sin embargo, se
pueden utilizar paquetes de software de otros fabricantes que no sean
BD para la adquisicidon y el analisis de datos; los recuentos absolutos se
pueden calcular manualmente. Recomendamos los sistemas BD de la
Tabla 1 para realizar |la calibracion del citdmetro, la adquisicion y el
analisis. Consultar las instrucciones de uso (IU) del reactivo, el
citometro o el software para conocer mas detalles.

Los resultados se pueden alcanzar con otras plataformas. El citometro
de flujo debe estar equipado con equipos laser de 635 nm y de 488 nm
y debe poder detectar la dispersion de la luz (frontal y lateral) y la
fluorescencia de cuatro colores con una emision que se pueda detectar
en cuatro rangos:

e 515-545 nm
e 562-607 nm
e >650 nm

e 652-668 nm

El citdmetro de flujo debe poder generar un umbral o discriminar con el
canal >650-nm. Los usuarios de citometros de flujo fabricados por otras
empresas que no sean BD deben consultar las instrucciones del
fabricante para calibrar la inmunofenotipificacidon con cuatro colores.

Con este producto se pueden utilizar los cargadores BD FACS™ Loader y
BD FACS™ Universal Loader.

Asegurese de que el instrumento esté bien calibrado y realice controles
diarios de calidad antes de usarlo.

Tabla 1 Sistemas BD recomendados

. ) Microesferas de Software de Software de
Citometro de flujo . .. . ‘s fpe s
calibracion calibracion analisis
BD FACSLyric™ Microesferas CS&T de | Software clinico Software clinico
BD™ BD FACSuite™ BD FACSuite

Kit de microesferas
de 7 colores BD™
para citometria
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Citometro de flujo

Microesferas de

calibracion

Software de
calibracion

Software de
analisis

de flujo

BD FACSCanto™
BD FACSCanto™ Il

Microesferas de
calibracién de 7
colores

BD FACS™

Software clinico
BD FACSCanto™

Software clinico
BD FACSCanto™

BD FACSCalibur™

Microesferas de 3
colores

Software BD
FACSComp™

Software
BD Multitest™

BD Calibrite™
Microesferas APC
BD Calibrite™

v4.0 o posterior

6. RECOLECCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Recolecte la sangre de manera aséptica por venopuncion343> en un
tubo para recoleccion de sangre BD Vacutainer® EDTA (acido
etilenodiamino tetraacético) o equivalente. El reactivo BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 y los tubos BD Trucount se validaron con férmulas
liquidas y deshidratadas de EDTA.

Para este procedimiento se necesita como minimo 100 pL de sangre
entera. Siga las pautas del fabricante del tubo de recoleccion para el
volumen minimo de sangre que se recolectard para garantizar la
dilucién adecuada de la muestra, en especial cuando se realizan los
recuentos absolutos con las microesferas BD Trucount. Obtenga un
recuento de glébulos blancos y un recuento diferencial de glébulos
blancos con la misma muestra de sangre entera, antes de la tincion,
para garantizar que el recuento de gldobulos blancos esté dentro del
rango lineal para el instrumento correspondiente, o calcule los
recuentos absolutos a partir de los porcentajes.

La sangre anticoagulada conservada a temperatura ambiente (20°C—
25°C) se debe tincionar dentro de las 48 horas de la extraccidn; se debe
analizar dentro de las 24 horas posteriores a la tincidn.

Condiciones de interferencia

No use muestras del paciente previamente fijadas y almacenadas. Las

muestras de sangre entera refrigeradas antes de la tincion pueden
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arrojar resultados anormales. Las muestras de pacientes
inmunodeprimidos pueden alcanzar una resolucion de baja calidad?3®
Los blastocitos pueden interferir con los resultados de los ensayos. Las
muestras hemolizadas se deben rechazar.

7.REACTIVOS Y MATERIALES

Reactivo suministrado

El reactivo, suficiente para 50 ensayos cuando se usa segun las
indicaciones, se entrega en 1 mL de solucidon salina tamponada con
azida sddica (0,1%).

e BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 (Numero de catdlogo 340499), o

e BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 con tubos BD Trucount (NUmero
de catalogo 340491)

Los tubos BD Trucount contienen un pellet congelado en seco de
microesferas fluorescentes en un tubo de uso unico. Cada bolsa BD
Trucount contiene 25 tubos, suficientes para 25 ensayos. El kit se
entrega con dos bolsas de tubos BD Trucount.

Reactivos y materiales requeridos pero que no se suministran
e Para citometros de flujo BD FACSLyric:
Microesferas CS&T de BD (NUmeros de catalogo 662413, 662414)

Kit de microesferas de calibracion para citometria de flujo BD
Calibrite™ de 7 colores (NUmero de catalogo 662961)

e Para los citdmetros de flujo BD FACSCanto y BD FACSCanto Il:

Para las microesferas de calibracion BD FACS de 7 colores (Numero
de catalogo 335775)

e Para citometros de flujo BD FACSCalibur:

Kit de 3 colores BD Calibrite y microesferas APC BD Calibrite
(Numeros de catdlogo. 340486 y 340487, respectivamente)

e Solucién lisante BD FACS™(Numero de catdlogo 349202)

Consultar las IU de la solucion lisante FACS™ para conocer las
instrucciones y las advertencias.
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e Agua de grado reactivo (destilada o desmineralizada)
e Liquido envolvente BD FACSFlow™ (nUmero de catalogo 342003) o
equivalente

CUIDADO Use solo el liquido envolvente BD FACSFlow para diluir las
microesferas de 3 colores BD Calibrite, las microesferas APC BD
Calibrite y las microesferas CS&T de BD.

NOTA Use la solucidon tamponada para dilucion de las microesferas
BD™ para citometria de flujo, para reconstituir las microesferas.

e Tubos para recoleccion de sangre BD Vacutainer EDTA o
equivalentes

e Tubos descartables para ensayos Falcon®* de polistireno con tapa,
12 x 75 mm o equivalentes (en caso de que no se utilicen los tubos
BD Trucount)

e Agitador vorticial

e Micropipeteador con puntas

e Dispensador a granel o pipeta (450 plL) para administrar solucién
lisante 1X BD FACS

e Control del proceso de lisado de la sangre entera, por ejemplo

— Control BD™ Multi-Check (Numeros de catalogo 349700, 349701,
349702)

— Control basal de CD4 BD™ Multi-Check (nimeros de catalogo
349703, 349704, 349705)

NOTA Recomendamos correr los controles de BD Trucount™ (Numero
de catalogo 340335) para verificar la técnica de pipeteo. Los controles
son compatibles con el sistema BD FACSCalibur. No usar los controles
BD Trucount con el software clinico BD FACSCanto. Las microesferas de
control BD Trucount pueden interferir con los resultados de los
recuentos absolutos.

* Falcon es marca registrada de Corning Incorporated.

\ By &2
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8. INSTRUCCIONES DE USO
Dilucion de la solucion lisante BD FACS

Diluir el concentrado 10 X 1:10 con agua desmineralizada a
temperatura ambiente (20°C-25°C). La solucidon preparada es estable
durante 1 mes cuando se conserva en un recipiente de vidrio o de
polietileno de alta densidad (HDPE, por su sigla en inglés) a
temperatura ambiente.

Técnica de pipeteo inverso

Es fundamental ser exacto en el manejo de la pipeta cuando se usa un
tubo BD Trucount. Recomendamos la técnica de pipeteo inverso para
colocar la muestra en un tubo BD Trucount. Para el pipeteo inverso,
presione el botdn hasta el segundo tope. Suelte el botdn para que el
exceso de muestra vaya a la punta. Presione el botén hasta el primer
tope para descargar el volumen exacto de muestra; el exceso queda en
la punta.

Control de calidad

De acuerdo con las pautas del Instituto Estadounidense de Patdlogos
(College of American Pathologists, CAP, por su sigla en inglés),
recomendamos correr dos niveles de control liquido (control del
proceso). Los controles se deben correr al menos una vez el dia en que
se realizan los ensayos de los pacientes.38

Use controles comerciales con valores establecidos para porcentajes
positivos y recuentos absolutos en cada corrida para evaluar el
desempeno del sistema. BD ofrece el control BD Multi-Check y el
control basal de CD4 BD Multi-Check para controlar los procesos.

Para realizar el control de calidad:

1. Mezclar bien el control BD Multi-Check correspondiente o el
proceso de control equivalente.

Consulte las IU para conocer las instrucciones detalladas.

2. Tincionar la muestra de control con BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 segun se describe en la seccidn siguiente.

|F-2022-518368454A PN-DFVGRMH#ANMAT
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La muestra de control se debe procesar como las muestras de los
pacientes para controlar el desempefio constante de todo el proceso
analitico.

3. Adquirir la muestra de control tincionada en el citdmetro de flujo.
4. Inspeccione visualmente CD45 en el grafico de puntos SSC.

La poblacion de linfocitos debe aparecer como un grupo compacto y
brillante con una SSC baja. Los monocitos y los granulocitos deben
también aparecer como grupos o clusteres separados. No avance
con el analisis si las poblaciones son difusas o si la separacion entre
clusteres es poca o inexistente.

5. Verifique que los resultados se encuentren dentro de los valores
informados en la planilla de Valores del ensayo.

Tincion de las células

Proteja los tubos de la luz directa. Realice el procedimiento a
temperatura ambiente. Consulte las Precauciones y las condiciones de
interferencia.

1. Rotule los tubos de 12 x 75 mm con la muestra de cada paciente
con el numero de identificacidon de la muestra.

Para los recuentos absolutos, rotule un tubo BD Trucount en lugar
del tubo de 12 x 75mm.

NOTA Antes de usar, verifique que el pellet de la microesfera BD
Trucount esté intacto y dentro del retenedor de metal en el fondo
del tubo. De lo contrario, descarte el tubo BD Trucount vy
reemplacelo por otro.

2. Cargar con la pipeta 20 pL de BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en
el fondo del tubo.

Si usa un tubo BD Trucount, descargue el reactivo con la pipeta en
la pared del tubo, justo por encima del retenedor de metal, sin
tocar el pellet de la microesfera.

3. Colocar con la pipeta 50 pL de sangre entera anticoagulada bien
mezclada en el fondo del tubo.

14 IF-2022-51836845- ARN-DRYGRM#ANMAT
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NOTA Si usa un tubo BD Trucount, recomendamos usar la técnica
de pipeteo inverso para colocar la muestra en la pared del tubo
justo por encima del retenedor. Evite manchar con sangre la pared
del tubo. Si la sangre entera permanece en la pared del tubo, no se
tincionara con el reactivo y esto puede afectar los resultados.

4. Tapar el tubo y agitar con cuidado para mezclar.

5. Incubar durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente (20°C —25°C).

6. Agregar 450 puL de solucién lisante BD FACS 1X al tubo.

Tapar el tubo y agitar con cuidado para mezclar.

8. Incubar durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura
ambiente (20°C —25°C).

~

La muestra esta lista para el analisis en el citometro de flujo. Si las
muestras no se analizan de inmediato luego de la tincion,
consérvelas lejos de la luz a temperatura ambiente (20°C—25°C).

Adquisicion de las muestras
1. Agitar bien las células a baja velocidad.

Es importante reducir la aglutinacidon antes de correr las muestras en
el citometro de flujo.?’

NOTA Si usa un cargador (Loader), agite los tubos inmediatamente
antes de colocarlos en las gradillas del cargador.

2. Colocar el tubo en el citdmetro y realizar la adquisicion de la
muestra.

3. Antes de la adquisicion de las muestras, ajustar el umbral para
reducir al minimo los restos celulares y garantizar que queden
incluidas las poblaciones de interés.

4. Analizar los datos con el software especifico del citometro. Consultar
las IU del citdmetro para obtener mas informacion.

9. RESULTADOS

Los resultados se informan como el porcentaje de células positivas por
poblacion de linfocitos o la cantidad de células positivas por microlitro

de sangre (recuento absoluto).
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Calculo de los recuentos absolutos

Durante el andlisis, la cantidad absoluta (células/pL) de células positivas
en la muestra se puede determinar comparando los eventos con células
con los eventos con microesferas.

Si se utilizan los paquetes de software BD FACSuite Clinical, BD
FACSCanto Clinical o BD Multiset, el software obtendra los recuentos
absolutos.

Para analizar los datos en forma manual, use el software BD CellQuest™
Pro u otro. El recuento absoluto de la poblacién de células (A) se puede
calcular con la siguiente ecuacion:

A =X/Y x N/V, donde:
X es la cantidad de eventos celulares positivos
Y es la cantidad de eventos con microesferas

N es la cantidad de microesferas por ensayo, que se encuentra en el
envase de los tubos BD Trucount y puede variar entre lotes

V es el volumen de la muestra (50 pL)

Datos representativos

Citometro de flujo BD FACSLyric

Se adquirid una muestra de un individuo adulto, hematolégicamente
normal, tincionada con BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en un tubo
BD Trucount con el software clinico BD FACSuite en el citometro de
flujo BD FACSLyric. Consulte la Figura 1. El panel A muestra los
linfocitos CD45+ (1) identificados en CD45 PerCP-A en el grafico de
puntos de SSC-A. El panel B muestra los eventos de microesferas en los
recuentos absolutos en los tubos BD Trucount (2) en CD4 APC-A en el
grafico de puntos SSC-A.

El panel C muestra los linfocitos T CD3+ en CD3 FITC-A en el grafico de
puntos SSC-A. El panel D muestra los linfocitos T supresores/citotéxicos
(CD4—-CD8+) y los colaboradores (CD4+CD8-) T en CD8 PE-A en el
grafico de puntos CD4 APC-A.
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Figura 1 Datos representativos de una muestra de un individuo adulto,
hematoldogicamente normal, tincionada con BD  Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 en un tubo BD Trucount (BD FACSLyric)

A B

Todos los eventos Microesferas, no linfocitos
= —— - -y TR

Linfocitos | CD3+
i CD4+CDE 04+ CD
=L ._."
- L
o A
j' CD4-CDH CD4-CDB+
D3 FITC -4 “D& PE-A

Citometro de flujo BD FACSCanto Il

Se adquirid una muestra de un individuo adulto, hematoldgicamente
normal, tincionada con BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en un tubo
BD Trucount con el citdmetro de flujo BD FACS FACSCanto Il. Consultar
la Figura 2. El panel A muestra los linfocitos CD45+ (1) identificados en
CD45 PerCP en grafico de puntos de SSC. El panel B muestra los
eventos de microesferas para recuento absoluto en los tubos BD
Trucount (2) en CD4 APC en el grafico de puntos de SSC. El panel C
muestra los linfocitos T supresores/citotoxicos (CD4-CD8+) y los
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colaboradores (CD4+CD8-) T en CD8 PE en el grafico de puntos de CD4
APC.

Figura 2 Muestra representativa de un individuo adulto,
hematolégicamente normal, tincionada con BD  Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 en un tubo BD Trucount) (BD FACSCanto Il)
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AT | CD4-CDB:  CD4-CDB+
CD45 PerCP CD4 APC CD8 PE

Citometro de flujo BD FACSCalibur

Se adquirid una muestra de un individuo adulto, hematoldgicamente
normal, tincionada con BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en un tubo
BD Trucount con un citdmetro BD FACSCalibur. Consultar la Figura 3. El
panel A muestra los linfocitos CD45+ (1) identificados en CD45 PerCP en
el grafico de puntos de SSC. El panel B muestra los eventos de
microesferas de recuento absoluto en los tubos BD Trucount (2) en CD3
FITC en el grafico de puntos de CD8 PE. El panel C muestra los linfocitos
T supresores/citotéxicos (CD4—CD8+) y los colaboradores (CD4+CD8-) T
en CD8 PE en el grafico de puntos de CD4 APC.

Figura 3 Muestra representativa de un individuo adulto,
hematoldogicamente normal, tincionada con BD  Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 en un tubo BD Trucount (BD FACSCalibur)
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10. LIMITACIONES

e Los laboratorios deben establecer sus propios intervalos normales de
referencia para los pardmetros de BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4
que pueden ser afectados por el sexo y la edad del paciente y la
técnica de preparacion. El origen racial del paciente® vy las
variaciones individuales en la expresion del epitopo?® también
pueden tener incidencia, si bien no existen suficientes datos para
determinarla. Es necesario conocer l|la edad, el sexo, las
caracteristicas clinicas y el origen racial de los pacientes cuando se
establece un intervalo de referencia determinado.*! Los intervalos
de referencia se suministran solo con fines informativos.

e No se validé el uso de BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 con los
anticoagulantes de heparina liquida o solucion de acido-citrato-
dextrosa (ACD) para obtener los recuentos absolutos con los tubos
BD Trucount.

e El reactivo BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 no estd disefiado para
evaluar muestras para la deteccion de células leucémicas para uso
en la fenotipificacion de muestras de pacientes con leucemia.

e Los recuentos absolutos no se pueden comparar entre laboratorios
gue usan equipos de fabricantes distintos.

11. VALORES PREVISTOS

Se establecieron los intervalos de referencia para BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 con vy sin los tubos BD Trucount.*! Para establecer
los intervalos de referencia para el citdmetro de flujo BD FACSLyric, se
incluyeron en el estudio individuos adultos, hematoldgicamente
normales, de entre 19 y mas de 80 afios de edad. Los estudios para
otros instrumentos se realizaron en distintos momentos con muestras
de distintas poblaciones, lo que puede contribuir a las diferencias en los
intervalos de referencia entre los instrumentos.

Consulte la primera limitacidon en la seccidn anterior para obtener mas
informacion sobre los intervalos de referencia.
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Citometro de flujo BD FACSLyric

Tabla 2 Intervalos de referencia representativos para BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4

Poblacion de linfocitos N? Unidades Media Rango del
95%
CD3+ 130 % 72,00 56,65— 83,36
células/pL 1551,28 840-2.641
CD3+CD4+ 130 % 46,51 32,42—- 63,19
células/pL 1003,50 488-1.711
CD3+CD8+ 130 % 23,25 8,99- 38,99
células/pL 514,19 154-1.097

a. N = cantidad de muestras

t Las edades de los individuos oscilaron entre los 18 y los 65 afios de edad en los
estudios para establecer los intervalos de referencia para los citdmetros de flujo
BD FACSCanto Il, BD FACSCanto y BD FACSCalibur.

Citometros de flujo FACSCanto II, BD FACSCanto y BD FACSCalibur

Tabla 3 Intervalos de referencia representativos para BD Multitest

CD3/CD8/CD45/CD4

Poblacion de linfocitos N? Unidades Media Rango del

95%

CD3+ 164 % 72,00 56-86
células/uL 1513 773-2.737

CD3+CD4+ 164 % 45 33-58
células/uL 941 404-1.612

CD3+CD8+ 164 % 24 13-39
células/uL 511 220-1.129

12. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO
Citometro de flujo BD FACSLyric

Método de comparacién (Citometro de flujo BD FACSLyric)
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Los porcentajes para las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos se calcularon con el reactivo BD Multitest CD3/ CD8/
CD45/CD4 en los tubos BD Trucount y se analizaron en el citdmetro de
flujo BD FACSLyric con el software clinico BD FACSuite version 1.0. Los
resultados se compararon con resultados de reactivos analizados con el
citometro de flujo BD FACSCanto y el software clinico BD FACSCanto,
version 2.4 o posterior.

Las muestras de sangre entera se recolectaron en forma aleatoria en
cinco centros de estudios clinicos. Se informan las estadisticas de
comparacion de los métodos para todos los subgrupos celulares.*
Consultar la Tabla 4.

Tabla 4 Método de comparacion con estadisticas para las poblaciones
de linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacién de . R? | Pendiente s
. . N | Unidades Interseccion | Rango
linfocitos
CD3+ 336 % 0,99 1,00 0,50 1,29-
94,83
células/uL | 0,99 1,03 3,96 6—6.553
CD3+CD4+ 336 . 1,00 1,01 0,12—
% 0,26 84,65
células/pL | 0,99 1,02 -0,04 1-3.194
CD3+CD8+ 336 . 1,00 0,26—
% 0,99 0,08 82 93
células/uL | 0,99 1,02 -0,59 1-5.774

Precision dentro del laboratorio (Citometro de flujo BD
FACSLyric)

Se realizd un estudio de 21 dias en el laboratorio de BD Biosciences
para evaluar la precision dentro del laboratorio.*> Las estimaciones de
precision para los porcentajes y los recuentos absolutos de las
poblaciones de linfocitos se obtuvieron en los cuatro citdmetros de
flujo BD FACSLyric, con cuatro operadores, mediante la adquisicién de
cuatro concentraciones de analitos, con control basal CD-Chex Plus®%
CD4 y control CD-Chex Plus®, tincionados por duplicado con cuatro
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lotes de BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4. Se analizaron dos corridas
distintas durante cada uno de los 21 dias de ensayos para un total de
42 corridas.

Las siguientes tablas presentan los desvios estandar (DE) y los
coeficientes de variacion (%CV) para la precision y la repetibilidad
dentro del laboratorio de los porcentajes y los recuentos absolutos de
poblaciones de linfocitos, respectivamente.

¥ CD-Chex Plus es marca registrada de Streck, Inc.

Tabla 5 Precision dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de analitos (CDL?)
(Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

DE DE (Precision
Poblacién de linfocitos Media (%) - dentro del
(Repetibilidad) laboratorio)
CD3+ 57,31 1,13 1,18
CD3+CD4+ 11,66 0,62 0,64
CD3+CD8+ 40,36 1,04 1,06

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low control (control basal)
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Tabla 6 Precisidon dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones normales de analitos
(CDN?) (Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

DE DE (Precision
Poblacion de linfocitos Media (%) L ers dentro del
(Repetibilidad) laboratorio)
CD3+ 76,81 0,80 0,83
CD3+CD4+ 50,74 1,01 1,02
CD3+CD8+ 22,22 0,80 0,80

a. CDN = CD-Chex Plus control

Tabla 7 Precision dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de analitos (CDL)
(Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

DE DE (Precision
Poblacion de linfocitos Media (%) - dentro del
(Repetibilidad) laboratorio)
CD3+ 869,06 4,24 4,32
CD3+CD4+ 176,91 6,59 6,67
CD3+CD8+ 612,12 4,55 4,65

Tabla 8 Precision dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones normales de analitos
(CDN) (Citémetro de flujo BD FACSLyric)

DE DE (Precision
Poblacidn de linfocitos Media (%) - dentro del
(Repetibilidad) laboratorio)
CD3+ 1729,61 3,85 4,03
CD3+CD4+ 1142,52 4,04 4,18
CD3+CD8+ 500,42 5,56 5,67
IF-2022-51836845- AP{\I -DFVGRMAANMAT
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Reproducibilidad entre laboratorios (Citdmetro de flujo BD
FACSLyric)

Se realizd un estudio para evaluar la reproducibilidad entre
laboratorios. Se suministré un lote individual de cada control de
proceso, el control basal CD-Chex Plus CD4 y el control CD-Chex Plus a
cada uno de los cuatro laboratorios clinicos. Las muestras de control se
tincionaron con reactivo BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4. Se
analizaron dos corridas distintas durante cada uno de los 5 dias de
ensayos no consecutivos para un total de 10 corridas.

Las siguientes tablas presentan los desvios estandar (DE) y los
coeficientes de variacion (%CV) para la reproducibilidad (precisién
total) de los porcentajes y los recuentos absolutos de poblaciones de
linfocitos, respectivamente.

Tabla 9 Reproducibilidad entre laboratorios de los porcentajes de las
poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de analitos (CDL)
(Citometro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de linfocitos Media (%) DE
CD3+ 57,14 1,21
CD3+CD4+ 12,12 0,61
CD3+CD8+ 40,74 1,12

Tabla 10 Reproducibilidad entre laboratorios de los porcentajes de las
poblaciones de linfocitos en concentraciones normales de analitos

(CDN) (Citédmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de linfocitos Media (%) DE
CD3+ 76,64 0,91
CD3+CD4+ 51,67 1,58
CD3+CD8+ 23,23 0,85

24

|F-2022-51836845-APN-DFV GRM#ANMAT

\

| l ‘W
pag " KAripa\Valefia Traverso
20ina 96 de 155 Jeolbirectora 't-.vn:r:Lf‘{\.p‘rirLr-md.;
: M.N. 14.733 - M.P. 20.2
a SRI

Becton Dickinson Argentin



340499 IU ESP - 25

Tabla 11 Reproducibilidad entre laboratorios de los recuentos

absolutos de las poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de

analitos (CDL) (Citémetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de linfocitos Media (%) %CV
CD3+ 881,62 5,03
CD3+CD4+ 187,01 7,30
CD3+CD8+ 628,51 5,23

Tabla 12 Reproducibilidad entre laboratorios de los recuentos absolutos de las

poblaciones de linfocitos en concentraciones normales de analitos (CDN)
(Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de linfocitos Media (%) %CV
CD3+ 1746,97 4,65
CD3+CD4+ 1177,59 5,17
CD3+CD8+ 529,63 6,05

Repetibilidad de la sangre entera (Citometro de flujo BD

FACSLyric)

Se realizé un estudio de repetibilidad de sangre entera para demostrar
la repetibilidad del sistema en 53 muestras de donantes. Cada muestra
de donante se tinciond por duplicado con el reactivo BD Multitest
CD3/CD8/CD45/CD4 en los tubos BD Trucount y se corrieron en 12
instrumentos; se realizaron en total 24 corridas por muestra.

Tabla 13 Repetibilidad de |a sangre entera en las poblaciones de
linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Repetibilidad Repetibilidad
Poblacion de linfocitos Media (%) de?;:?ig: la total
(DE) (DE)
CD3+ 73,54 0,96 0,96
CD3+CD4+ 33,46 0,83 0,83
CD3+CD8+ 37,93 0,93 0,93
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Tabla 14 Repetibilidad de |la sangre entera en los recuentos absolutos
de las poblaciones de linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Repetibilidad

. Repetibilidad
., . . Medi
Poblacion de linfocitos , edia dentro_de la total
(células/pL) corrida gy
%CV 0
CD3+ 1400,10 4,49 4,61
CD3+CD4+ 633,59 5,32 5,40
CD3+CDS8+ 726,59 5,42 5,53

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los
tubos BD Trucount se analizéd mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes
de la tincidn

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincion y
la adquisicion de datos

e El efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 51 horas
luego de la extraccion. Se realizaron ensayos en las muestras
tincionadas hasta 26 horas luego de la tincidn. Todas las muestras se
conservaron a temperatura ambiente (20°C—25°C) antes de la tincién o
adquisicion.

Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos
tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extraccidon vy
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincidn.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSLyric)

Se evalud la linealidad para el citdmetro de flujo BD FACSLyric con
mediciones por triplicado de 11 concentraciones igualmente espaciadas
de glébulos blancos.

Se observd que las poblaciones de linfocitos fueran lineales en los
siguientes rangos. Ver la tabla 15.
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Tabla 15 Rangos lineales de las poblaciones de linfocitos (citdbmetro de
flujo BD FACSLyric)

Poblacidon de linfocitos

Rango (células/pL)

CD3+ 3-5.148
CD3+CD4+ 5-2.931
CD3+CD8+ 7-3.480

Rango de medicidon analitica (Citometro de flujo BD FACSLyric)

Se establecid el rango de medicion analitica (AMR) para BD Multitest
CD3/CD8/ CD45/CD4 en el citdmetro de flujo BD FACSLyric. Se
determiné el limite inferior del AMR a partir del estudio del limite de
cuantificacion (LoQ); el limite superior del AMR se determiné con el
estudio de comparacion de métodos.

Tabla 16 AMR de las poblaciones de linfocitos (citdmetro de flujo BD
FACSLyric)

Poblacion de linfocitos

AMR (células/pL)

CD3+ 15-5.000
CD3+CD4+ 10-3.000
CD3+CD8+ 11-3.000

Citometro de flujo BD FACSCanto II

Método de comparacion (Citdmetro de flujo BD FACSCanto Il)

Los porcentajes para las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos se calcularon con BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los
tubos BD Trucount y se analizaron en el citémetro de flujo BD
FACSCanto Il con el software clinico BD FACSCanto versiéon 2.1. Los
resultados se compararon con resultados obtenidos del reactivo
analizado con el citémetro de flujo BD FACSCanto con el software
clinico BD FACSCanto, version 2.0.

Las muestras de sangre entera se recolectaron en forma aleatoria en un
laboratorio clinico. Las estadisticas de regresion se informan en la Tabla
17.
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Tabla 17 Analisis de regresidn para los porcentajes y los recuentos
absolutos de la poblacién (citdmetro de flujo BD FACSCanto Il)

Poblacion N |Unidades| R? |Pendiente | Interseccion | Rango
CD3+ 104 % 0,984 0,97 2,72 52-92
células/uL | 0,991 0,97 27,59 221-3.873
CD3+CD4+ 104 % 0,994 1,01 0,20 2-57
células/uL | 0,986 0,95 18,25 11-1.905
CD3+CD8+ 104 % 0,993 1,00 0,34 11-81
células/uL | 0,988 0,95 28,36 68-3.577

Precision (Citometro de flujo BD FACSCanto Il)

Se realizaron estimaciones de precision en el laboratorio de BD
Biosciences en dos muestras que se corrieron por duplicado con dos
niveles distintos de concentracion de analitos. Las muestras se
corrieron en tres instrumentos distintos con tres operadores distintos
(un operador y un instrumento por dia).

Se analizaron dos corridas distintas durante cada uno de los 21 dias de
ensayos para un total de 42 corridas. La calibracion se realizé con
microesferas de 7 colores BD FACS antes de cada corrida, para un total
de 42 corridas. Se utilizaron un lote de reactivos y un lote de
calibradores durante la duracion del estudio.

Las siguientes tablas presentan los desvios (DE) y los coeficientes de
variacion (%CV) para la precision y la repetibilidad dentro del
dispositivo de los porcentajes y los recuentos absolutos de poblaciones
de linfocitos, respectivamente.
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Tabla 18 Precisidon de los porcentajes de las poblaciones de linfocitos en
concentraciones bajas de analitos (CDL?) (Citdmetro de flujo BD

FACSCanto)
Poblacion de < 1o DE DE (Precision
linfocitos Media (%) (Repetibilidad) | dentro del dispositivo)
CD3+ 54,1 0,96 0,98
CD3+CD4+ 10,3 0,53 0,53
CD3+CD8+ 43,2 1,33 1,34

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low control

Tabla 19 Precision de los porcentajes de las poblaciones de linfocitos en
concentraciones normales de analitos (CDC?) (Citometro de flujo BD

FACSCanto)
Poblacién de < 1o DE DE (Precision
linfocitos Media (%) (Repetibilidad) dentro del dispositivo)
CD3+ 73,0 0,63 0,67
CD3+CD4+ 46,8 0,81 0,82
CD3+CD8+ 25,4 0,78 0,80

a. CDC = CD-Chex Plus control

Tabla 20 Precision de los recuentos absolutos en concentraciones bajas
de analitos (CDL) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto Il)

Poblacién de Media DE Dge(:trf:';:in
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 1086,0 3,5 3,6
CD3+CD4+ 205,6 5,9 5,9
CD3+CD8+ 866,0 3,8 3,9
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Tabla 21 Precision de los recuentos absolutos en concentraciones
normales de analitos (CDC) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto Il)

DE (Precision

Poblacion de Media DE dentro del
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 2105,4 2,7 2,9
CD3+CD4+ 1347,1 3,6 3,8
CD3+CD8+ 731,4 4,7 4,7

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSCanto ll)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los
tubos BD Trucount se analizéd mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes
de la tincién

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincion y
la adquisicion de datos

e El efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 48 horas
luego de la extraccion. Se realizaron ensayos en las muestras
tincionadas hasta 24 horas luego de la tincidn. Todas las muestras se
conservaron a temperatura ambiente (20°C-25°C) antes de la tincidon o
adquisicion.

Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos
tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extraccidon y
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincion.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSCanto Il)

Se evalud la linealidad para el sistema BD FACSCanto Il con un rango de
concentracién de gldbulos blancos de 0 a 3,3 x 104 glébulos blancos/pL.
Se observo que los resultados fueron lineales en los siguientes rangos.

Poblacion Rango (células/pL)
CD3+ 6—5.998
CD3+CD4+ 1-3.669
CD3+CD8+ 2-2.324
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Citometro de flujo BD FACSCanto

Método de comparacion (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

Los porcentajes para las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos se obtuvieron con BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los
tubos BD Trucount y se analizaron en el citdmetro de flujo BD
FACSCanto con el software clinico BD FACSCanto version 2.0. Los
resultados se compararon con los resultados de los reactivos analizados
en el citdmetro de flujo BD FACSCanto con el software BD Multiset.

Las muestras de sangre entera se recolectaron en forma aleatoria en un
laboratorio clinico. Las estadisticas de regresion se informan en la Tabla
22.

Poblacidn N Unidades R Pendiente | Interseccion | Rango
CD3+ 108 % 0,993 1,00 -0,17 40-93
células/uL | 0,987 0,99 -6,27 75-
5.257
CD3+CD4+ 108 % 0,998 0,99 0,26 1-70
células/pL | 0,991 0,97 10,80 3-3.211
CD3+CD8+ 108 % 0,996 1,00 0,27 10-81
células/uL | 0,983 0,96 24,60 68-
2.754

Precision (Citometro de flujo BD FACSCanto)

Se realizaron estimaciones de precision en el laboratorio de BD Biosciences en
dos muestras que se corrieron por duplicado con dos niveles distintos de
concentracion de analitos. Las muestras se corrieron en tres instrumentos
distintos con tres operadores distintos (un operador y un instrumento por dia).

Se analizaron dos corridas distintas durante cada uno de los 20 dias de ensayos
para un total de 40 corridas. La calibracién se realizd con microesferas de 7
colores BD FACS antes de cada corrida, para un total de 40 corridas. Se utilizaron
un lote de reactivos y un lote de calibradores durante la duracién del estudio.

Las siguientes tablas presentan los desvios (DE) y los coeficientes de variacion
(%CV) para la precisidon y la repetibilidad dentro del dispositivo de los porcentajes
y los recuentos absolutos de poblaciones de linfocitos, respectivamente.
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Tabla 23 Precision de los porcentajes de las poblaciones de linfocitos en
concentraciones bajas de analitos (MCL?) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

DE (Precision

Poblacién de Media DE dentro del
linfocitos (células/pL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 57,5 1,16 1,22
CD3+CD4+ 17,6 0,73 0,77
CD3+CD8+ 39,1 0,97 1,17

a. MCL = BD Multi-Check CD4 Low control

Tabla 24 Precision de los porcentajes de las poblaciones de linfocitos en
concentraciones normales de analitos (MCN?) (Citdmetro de flujo BD

FACSCanto)
Poblacion de Media DE D: (Preci;i(:n
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dig;‘;‘;‘i’ﬁvi)
CD3+ 69,9 1,15 1,21
CD3+CD4+ 50,3 1,04 1,18
CD3+CD8+ 19,8 1,03 1,15

a. MCN = BD Multi-Check control

Tabla 25 Precisidon de los recuentos absolutos en concentraciones bajas de
analitos (MCL) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

o . . 7
Fo}ola_cién de| Media %CV % g\é rf:rff:llzllon
In | A Ll 1 O (
ocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 307,4 3,2 a1
CD3+CD4+ 94,9 5,8 6,5
CD3+CD8+ 210'7 5’1 5'8
“i Karma‘ \.ffw!reriavT‘rn\’t‘-f‘;ﬂv -
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Tabla 26 Precision de los recuentos absolutos en concentraciones
normales de analitos (MCN) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

5 —
ropiacon  de| Mot [ sy [ %O
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 743,9 3,9 4,8
CD3+CD4+ 539,4 5,7 5,9
CD3+CD8+ 212,8 6,4 7,1

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los tubos BD
Trucount se analizé mediante el estudio de:

* Los cambios asociados con la conservacidon de la sangre entera antes de la
tincion

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincion y la
adquisicion de datos

e El efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 48 horas luego de
la extraccion. Se realizaron ensayos en las muestras tincionadas hasta 24 horas
luego de la tincion. Todas las muestras se conservaron a temperatura ambiente
(20°C=25°C) antes de la tincion o adquisicion.

Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos tincionar las
muestras dentro de las 48 horas de la extraccion y analizarlas dentro de las 24
horas de la tincidn.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSCanto)

Se evalud la linealidad para el sistema BD FACSCanto con un rango de
concentracidon de glébulos blancos de 0 a 3,0 x 104 gldbulos blancos/uL. Se
observo que los resultados fueran lineales en los siguientes rangos.

Poblacidn Rango
(células/pL)

CD3+ 48-9.627
CD3+CD4+ 29-5.827
CD3+CD8+ 22-4.076
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Citometro de flujo BD FACSCalibur

Método de comparacion (Citometro de flujo BD FACSCalibur)

Los porcentajes de las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos realizados con BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los tubos
BD Trucount se compararon con los resultados de BD Tritest™
CD3/CD4/CD45 o CD3/ CD8/CDA45 en los tubos BD Trucount.

Se recolectaron muestras de sangre entera, normales y anormales, en
forma aleatoria en dos laboratorios clinicos y se evaluaron en ambos
sistemas. El andlisis de regresion de la Tabla 27 indica que los
resultados son esencialmente equivalentes.

Tabla 27 Analisis de regresion para los porcentajes y los recuentos
absolutos de la poblacién (citémetro de flujo BD FACSCanto)

Poblacion N |[Unidades| R |Pendiente | Interseccion | Rango
CD3+ 124 % 1,0 1,002 0,254 22—-90
células/uL | 0,98 1,028 -20,451 189—-
2.987
CD3+CD4+ 124 % 1,0 0,996 -0,434 1- 62
células/uL | 0,98 1,015 -7,692 93-1.904
CD3+CD8+ 124 % 1,0 1,018 -0,383 13-78
células/uL | 0,99 1,001 2,494 132-
2.229

Precision dentro de la muestra (Citometro de flujo BD
FACSLyric)

Se realizaron estimaciones de reproducibilidad dentro de las muestras
en tres laboratorios clinicos a partir de cinco réplicas de cada muestra,
normales y anormales, recolectadas de donantes. Se suministraron las
medias, los DE y los CV para los porcentajes y los recuentos absolutos
de las poblaciones mayores a 100 células/pL en las Tablas 28 y 29.

Karipa\Valefia Traverso
Jé / Apoderada
20.293
»ntina SRI

n Arge

34 |F-2022-51836845-APN-DFV GRM#ANMAT

Pégina 106 de 155



340499 IU ESP - 35

Tabla 28 Reproducibilidad dentro de la muestra de los porcentajes del
subgrupo (citometro de flujo BD FACSCalibur)

Poblacion N Media (%) DE
CD3+ 46 72,0 1,06
CD3+CD4+ 46 26,1 0,85
CD3+CD8+ 46 42,0 0,93

Tabla 29 Reproducibilidad dentro de la muestra de los recuentos
absolutos (citdometro de flujo BD FACSCalibur)

Poblacion N Media %CV
(células/pL)

CD3+ 46 1219,9 6,34
CD3+CD4+ 38 565,2 7,02
CD3+CD8+ 46 687,8 6,79

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSCalibur)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/CD8/CD45/CD4 en los
tubos BD Trucount se analizé mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes
de la tincidn

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincidon y
la adquisicidon de datos

e El efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 48 horas
luego de la extraccion. Se realizaron ensayos en las muestras
tincionadas hasta 24 horas luego de la tincidn. Todas las muestras se
conservaron a temperatura ambiente (20°C-25°C) antes de la tincidén o
adquisicion.

Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos
tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extraccion vy
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincion.
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Linealidad (Citometro de flujo BD FACSCalibur)

Se evalud la linealidad en una concentracién de glébulos blancos de 0,2
x 103 hasta 29,7 x 103 glébulos blancos/pL y una concentracién de
linfocitos de 0,1 x 103 hasta 9,0 x 103 linfocitos/pL. Se observé que los
resultados fueron lineales en el rango CD3+, en el rango CD3+CD4+ vy en
el rango CD3+CD8+.

13. RESOLUCION DE PROBLEMAS

Problema

Causa probable

Solucion

La discriminacion entre
restos celulares y células
es deficiente.

La muestra es de baja
calidad.

Verificar la viabilidad.

La muestra es demasiado
antigua.

Obtener una nueva muestra y
tincionarla sin demora.

La tincion es débil o
tenue.

La concentracion celular fue
demasiado elevada en la
etapa de tincion.

Verificar la concentracion de las
células y ajustar segun sea
necesario.

Las células tincionadas se
conservaron demasiado
tiempo antes de la
adquisicion.

Repetir la tincién con una muestra
nueva y realizar la adquisicion sin
demora.

Se registraron pocas
células o ninguna.

La concentracion celular es
demasiado baja.

Volver a suspender una nueva
muestra con una concentracion

mas alta. Repetir la tincidén y la
adquisicion.

Resolver los problemas del
instrumento. Consultar las U del
citdbmetro para obtener mas
informacién.

El citometro funciona mal.

GARANTIA

Salvo indicacién en contrario en cualquiera de las condiciones
generales de venta de BD para los clientes fuera de los Estados Unidos,
se aplica la siguiente garantia a la compra de estos productos.

SOLO SE GARANTIZA LA CANTIDAD Y EL CONTENIDO INDICADO EN EL
ROTULO DEL PRODUCTO AL MOMENTO DE LA ENTREGA AL CLIENTE.
POR LA PRESENTE, BD DECLINA SU RESPONSABILIDAD POR TODAS LAS

OTRAS GARANTIAS, EXPRESAS O IMPLICITAS, QUE INCLUYEN LA
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GARANTIA DE COMERCIABILIDAD O NO VIOLACION O DE IDONEIDAD
PARA UN USO DETERMINADO. LA RESPONSABILIDAD EXCLUSIVA DE BD
SE LIMITA AL REEMPLAZO DE LOS PRODUCTOS O AL REEMBOLSO DEL
PRECIO DE COMPRA. BD NO ES RESPONSABLE POR LOS DANOS A LA
PROPIEDAD NI POR DANOS ESPECIALES NI INDIRECTOS, INCLUIDAS LAS
LESIONES PERSONALES O LAS PERDIDAS ECONOMICAS CAUSADAS POR
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1. USO PREVISTO

BD Multitest™ CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 con los tubos BD
Trucount™ opcionales esta disefado para uso con los citdmetros de
flujo BD FACSLyric™, BD FACSCanto™ II, BD FACSCanto™ y BD
FACSCalibur™ para obtener recuentos absolutos de las siguientes
poblaciones de linfocitos humanos maduros en sangre periférica para
inmunofenotipificacion:

e Linfocitos T (CD3+)
e Linfocitos natural killer (NK) (CD3-CD16+ y/o CD56+)
Linfocitos B (CD3—CD19+)

Se indica el uso de este reactivo en la evaluacién inmunolégica de
individuos normales y en pacientes que presentan, en forma efectiva o
presunta, deficiencia del sistema inmune.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

Los linfocitos humanos se pueden dividir en tres grupos importantes de
acuerdo con su funcidon biolégica y la expresidon antigena de la
superficie celular: linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK.

Los linfocitos NK identificados como CD3- y CD16+ y/o CD56+ han
demostrado ejercer una actividad citotdxica contra tumores y células
infectadas con VIRUS.! La citotoxicidad ejercida por los linfocitos NK no
requiere la presencia de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC, por su sigla en inglés) clase | o clase Il en la
célula diana.?

Los porcentajes o recuentos de Linfocitos Ty CD3+CD4+ se utilizan para
caracterizar y monitorear algunas formas de inmunodeficiencia®™> y de
enfermedades autoinmunes.®’

3. PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Cuando se agrega sangre entera al reactivo, los anticuerpos
identificados con el fluorocromo en el reactivo se unen especificamente
a los antigenos de superficie del leucocito. Durante la adquisicion, las
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células atraviesan el haz de laser y dispersan la luz del laser. Las células
tincionadas tienen fluorescencia. La dispersion y las sefales de
fluorescencia, detectadas por el instrumento, brindan informacion
sobre el tamafio de la célula, la complejidad interna y la intensidad
relativa de la fluorescencia. Los reactivos de BD Multitest emplean la
estimulaciéon por fluorescencia, lo que permite el gating (separacion)
por fluorescencia directa de la poblacion de linfocitos, 819 para reducir
la contaminacion con glébulos rojos no lisados o nucleados en el gating.

Cuando se utilizan los tubos BD Trucount, un volumen predeterminado
de la muestra se tinciona directamente en un tubo BD Trucount. El
pellet liofilizado del tubo se disuelve y se libera una cantidad
determinada de microesferas fluorescentes. Durante el andlisis, la
cantidad absoluta (células/uL) de células separadas en la muestra se
pueden determinar mediante la comparacidon de eventos con células en
los eventos con microesferas. Si se utiliza un software de BD adecuado,
especifico para el citdbmetro (consultar la Tabla 1, seccion de
Instrumentos), los recuentos absolutos se realizan con el software.

Si el analisis de datos se realiza en forma manual con software como BD
CellQuest™ Pro, dividir simplemente la cantidad de eventos celulares
positivos por la cantidad de eventos con microesferas y luego
multiplicar por la cantidad de microesferas BD Trucount™ por pellet
dividido por el volumen de la muestra en pL.

4. REACTIVO

Composicion del reactivo

BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 contiene CD3 marcado con
FITC, clon SK7;-13 CD16 marcado con PE, clon B73.1;1>1%6 y CD56, Clon
NCAM 16.2;'7, CD45 marcado con PerCP, clon 2D1 (HLe-1);'® y CD19
marcado con APC, clon de SJ25C1.%°

CD 3 identifica los linfocitos T y reconoce la cadena épsilon del
complejo (TCR) del antigeno anti-CD3/receptor del antigeno de las
células T.29 Este complejo estd compuesto por al menos 6 proteinas
cuyo peso molecular oscila entre 20 y 30 kilodaltones (kDa).?! El

i . 1 7 A
1. KArina\Valefia Traverso

|F-2022-51836845-APN-DFV GRM#ANMAT
|

\
200 /iCoAD 'tur‘:'tw:’n:m//‘\p(:rhmv‘m
Pagina 119 de 155. /00T e

Becton Dickinson Argentina S



340500 IU ESP - 6

antigeno reconocido con los anticuerpos anti-CD3 se asocia de manera
no covalente con TCR a/B o y/& (70 a 90 kDa).??

CD16 y CD56 juntos facilitan la identificacion de la poblacion de
linfocitos NK.° CD16 reconoce el antigeno del linfocito NK humano de
50- a 70-kDa que es un receptor Fc para 1gG.1>1423 E| antigeno CD16
reacciona de manera variable con los granulocitos.'* CD56 reconoce un
dominio del tipo de la inmunoglobulina extracelular comun a tres pesos
moleculares (120, 140 y180 kDa) de la molécula de adhesiéon celular
neural (NCAM).24-26

CD45 identifica leucocitos y reconoce el antigeno de los leucocitos
humanos 180- a 220-kDa que forma parte de la familia de antigenos
comunes de leucocitos (LCA, por su sigla en inglés).?’

CD19 identifica los linfocitos B y reconoce un antigeno de 90-kDa que
estda presente en los linfocitos humanos B en todos los estadios de
maduracion, si bien se pierde en las células de plasma.?® El antigeno
anti-CD19 puede participar en la activacion y proliferacion de los
linfocitos B.?®

Los anticuerpos anti-CD3, anti-CD16, anti-CD45 y anti-CD19 estan
compuestos de cadenas pesadas murinas y1 y cadenas livianas kappa.
El anticuerpo anti-CD56 esta compuesto de cadenas pesadas murinas
v2b y cadenas livianas kappa.

Los valores de concentracion de los anticuerpos conjugados se
muestran en la siguiente tabla:

Concentracion | reactivo (pug/mL)
del

CD3 FITC 2,3
CD16+CD56 PE 2,75
CD45 PerCP 7,50
CD19 APC 2,3

Reactividad cruzada

El antigeno anti-CD16 esta expresado en los neutrofilos.? El antigeno
anti-CD56 esta presente en aproximadamente 5% de los linfocitos en
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sangre periférica.?

Precauciones

No use el reactivo si observa algun cambio en el aspecto. La
precipitacion o la descoloracidn indican inestabilidad o deterioro.

El reactivo del anticuerpo contiene azida de sodio como
conservante. Sin embargo, tenga cuidado de evitar la contaminacion
microbiana que puede arrojar resultados erréneos.

Si usa los tubos BD Trucount, calibre las pipetas para que den
exactamente 50 pL de muestra. Recomendamos utilizar la técnica de
pipeteo inverso de acuerdo con las instrucciones del fabricante de la
pipeta.

El conteo de microesferas varia por lote de los tubos BD Trucount. Es
muy importante usar el recuento de microesferas del lote en uso de
los tubos BD Trucount cuando se ingresa este valor en el software o
cuando se calcula un recuento absoluto de forma manual. No
mezclar lotes de distintos tubos en la misma corrida.

Los tubos BD Trucount estan disefados para usar con un
procedimiento especifico de lisado/no lavado. No intente fijar un
umbral en dispersion frontal (FSC) para la recopilacidon de datos.

ADVERTENCIA Todas las muestras y materiales bioldgicos con los que
entra en contacto se consideran peligros bioldgicos. Manipular como si
existiera la posibilidad de transmitir infecciones 2239 y eliminar con las
precauciones adecuadas de acuerdo con las normas federales, estatales
y locales. Nunca cargue la pipeta con la boca. Use indumentaria, gafas y
guantes de proteccién adecuados.

Conservacion y manipulacion

Conservar el reactivo a una temperatura de 2°C-8°C. No use luego
de la fecha de caducidad del rétulo.

No congele el reactivo ni lo exponga a la luz directa durante la
conservacion o la incubacién con células. Mantenga el frasco con el
reactivo seco.

Conservar los tubos BD Trucount en el envase original a una
temperatura de 2°C—-25°C. Para evitar la condensacion potencial,
abra la bolsa solo luego de que se alcanzé la temperatura ambiente y

7
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volver a sellarla con cuidado luego de retirar el tubo. Examine el
disecante cada vez que se abre la bolsa. Si el color del disecante
cambid de azul a lavanda, descarte el resto de los tubos. Use los
tubos dentro del plazo de 1 horas después de sacarlo del envase.
Una vez que se abrid el envase, los tubos conservan la estabilidad
durante 1 mes. No usar pasada la fecha de caducidad del rétulo.

5. INSTRUMENTOS

BD Multitest CD3/ CD16+CD56/CD45/CD19 y los tubos BD Trucount
estan diseflados para usar en un citdmetro de flujo equipado con el
hardware y el software de computacion adecuado. BD desarrollé un
software especifico para citdmetro de flujo que puede seleccionar los
voltajes del tubo fotomultiplicador (PMT, por su sigla en inglés) y la
compensacion de la fluorescencia, verificar la sensibilidad y el
desempeno del instrumento o realizar el control diario de calidad. BD
también desarrolld un software que calcula automaticamente los
recuentos absolutos cuando se utilizan tubos BD Trucount. Sin
embargo, se pueden utilizar otros paquetes de software de otros
fabricantes que no sean BD para la adquisicion y el analisis de datos; los
recuentos absolutos se pueden calcular manualmente. Recomendamos
los sistemas BD de la Tabla 1 para realizar la calibracion del citdmetro,
la adquisicidon y el andlisis. Consultar las instrucciones de uso (lU) del
reactivo, el citdmetro o el software para conocer mas detalles.

Los resultados se pueden alcanzar con otras plataformas. El citdmetro
de flujo debe estar equipado con equipos laser de 635 nm y de 488 nm
y debe poder detectar la dispersion de la luz (frontal y lateral [FSC y
SSC, respectivamente]) y la fluorescencia de cuatro colores con una
emision que se pueda detectar en cuatro rangos:

e 515-545 nm
e 562-607 nm
e >650 nm

e 652-668 nm

El citdmetro de flujo debe poder generar un umbral o discriminar con el
canal >650-nm. Los usuarios de citometros de flujo fabricados por otras
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empresas que no sean BD deben consultar las instrucciones del
fabricante para calibrar la inmunofenotipificacidon con cuatro colores.

Con este producto se pueden utilizar los cargadores BD FACS™ Loader y
BD FACS™ Universal Loader.

Asegurese de que el instrumento esté bien calibrado y realice controles
diarios de calidad antes de usarlo.

Tabla 1 Sistemas BD recomendados

Citometria de Microesferas de Software de Software de
flujo calibracion configuracion analisis
BD FACSLyric™ Microesferas CS&T de | Software clinico Software clinico
BD™ BD FACSuite™ BD FACSuite™

Kit de microesferas
de 7 colores BD™
para citometria de

flujo
BD FACSCanto™ Microesferas de Software clinico Software clinico
BD FACSCanto™ I| calibracion de 7 BD FACSCanto™ BD FACSCanto™
colores
BD FACS™
BD FACSCalibur™ Kit de 3 colores BD Software BD BD Multiset™
Calibrite™ FACSComp™ software
Microesferas APC BD | v4.0 o posterior
Calibrite™

6. RECOLECCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Recolecte la sangre de manera aséptica por venopuncion33?2 en un
tubo para recoleccion de sangre EDTA Vacutainer® EDTA (acido
etilenodiamino tetraacético) o equivalente. El reactivo BD Multitest
CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 y los tubos BD Trucount se validaron con
formulas liquidas y deshidratadas de EDTA.

Para este procedimiento se necesita como minimo 100 pL de sangre
entera.

Siga las pautas del fabricante del tubo de recoleccidon para el volumen
minimo de sangre que se recolectara para garantizar la dilucidon

9 |F-2022-51836845-APN-DFV GRM#ANMAT
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adecuada de la muestra, en especial cuando se obtienen los recuentos
absolutos con los tubos BD Trucount.

Obtenga un recuento de globulos blancos y un recuento diferencial de
globulos blancos con la misma muestra de sangre entera, antes de la
tincidn, para garantizar que el recuento de glébulos blancos esté dentro
del rango lineal para el instrumento correspondiente, o calcule los
recuentos absolutos a partir de los porcentajes.

La sangre anticoagulada conservada a temperatura ambiente (20°C—
25°C) se debe tincionar dentro de las 48 horas de la extraccion; se debe
analizar dentro de las 24 horas posteriores a la tincidn.

Condiciones de interferencia

No use muestras del paciente previamente fijadas y almacenadas. Las
muestras de sangre entera refrigeradas antes de la tincidon pueden
arrojar resultados anormales. Las muestras de pacientes
inmunodeprimidos pueden alcanzar una resolucion de baja calidad??
Los blastocitos pueden interferir con los resultados de los ensayos. Las
muestras hemolizadas se deben rechazar.

7. REACTIVOS Y MATERIALES
Reactivo suministrado

El reactivo, suficiente para 50 ensayos cuando se usa segun las
indicaciones, se entrega en 1 mL de solucidon salina tamponada con
azida sddica (0,1%).

e BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 (Numero de catalogo
340500), o

e BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 con tubos BD Trucount
(Numero de catalogo 340492)

Los tubos BD Trucount contienen un pellet congelado en seco de
microesferas fluorescentes en un tubo de uso Unico. Cada bolsa BD
Trucount contiene 25 tubos, suficientes para 25 ensayos. El kit se
entrega con dos bolsas en el kit.

3 ; K;,['.p,é \alefia Traverso 2
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Reactivos y materiales requeridos pero que no se suministran

Para citdmetros de flujo BD FACSLyric:
Microesferas CS&T de BD (NUumeros de catalogo 662413, 662414)

Microesferas de calibracién BD FC de 7 colores (NUmero de catdlogo
662961)

Para los citometros de flujo BD FACSCanto y BD FACSCanto Il:

Microesferas de calibracion BD FACS de 7 colores (Catalogo numero
335775)

Para citdmetros de flujo BD FACSCalibur:

Kit de 3 colores BD Calibrite y microesferas APC BD Calibrite
(NUumeros de catalogo. 340486 y 340487, respectivamente)

Solucidn lisante BD FACS™(Numero de catalogo 349202)

Consultar las instrucciones de uso (IU) de la solucion lisante BD
FACS™ para conocer las precauciones y advertencias.

Agua de grado reactivo (destilada o desmineralizada)
Liquido envolvente BD FACSFlow™ (numero de catdlogo 342003) o
equivalente

CUIDADO Use solo el liquido envolvente BD FACSFlow para diluir las
microesferas de 3 colores BD Calibrite, las microesferas APC BD
Calibrite y las microesferas CS&T de BD.

NOTA Use solo la solucién tamponada para diluciéon de las
microesferas BD™ para citometria de flujo, para reconstituir las
esferas.

Tubos para recoleccion de sangre BD Vacutainer EDTA o
equivalentes
Tubos descartables para ensayos Falcon®* de polistireno con tapa,
12 x 75 mm o equivalentes (si no se utilizan los tubos BD Trucount)
Agitador vorticial
Micropipeteador con puntas
Dispensador a granel o pipeta (450 plL) para administrar solucién
lisante 1X BD FACS
Control del proceso de lisado de |la sangre entera, por ejemplo:

11
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- Control BD Multi-Check (Numeros de catdlogo 349700, 349701,
349702)

- Control basal de CD4 BD™ Multi-Check (numeros de catdlogo
349703, 349704, 349705)

NOTA Recomendamos realizar los controles de BD Trucount™ (Numero
de catalogo 340335) para verificar la técnica de pipeteo. Los controles
son compatibles con el sistema BD FACSCalibur. No usar los controles
BD Trucount con el software clinico BD FACSCanto. Las microesferas de
control BD Trucount pueden interferir con los resultados de los
recuentos absolutos.

* Falcon es marca registrada de Corning Incorporated.

8. INSTRUCCIONES DE USO
Dilucion de la solucion lisante BD FACS

Diluir el concentrado 10 X 1:10 con agua desmineralizada a
temperatura ambiente (20°C-25°C). La solucién preparada es estable
durante 1 mes cuando se conserva en un recipiente de vidrio o de
polietileno de alta densidad (HDPE, por su sigla en inglés) a
temperatura ambiente.

Técnica de pipeteo inverso

Es fundamental ser exacto en el manejo de la pipeta cuando se usa un
tubo BD Trucount. Recomendamos la técnica de pipeteo inverso para
colocar la muestra en un tubo BD Trucount. Para el pipeteo inverso,
presione el botén hasta el segundo tope. Suelte el botdon para que el
exceso de muestra vaya a la punta.

Presione el botdn hasta el primer tope para descargar el volumen
exacto de muestra; el exceso queda en la punta.

Control de calidad

De acuerdo con las pautas del Instituto Estadounidense de Patélogos
(College of American Pathologists, CAP, por su sigla en inglés),
recomendamos correr dos niveles de material de control liquido
(control del proceso). Los controles se deben correr al
|F-2022-51836845-APN-DFV.GRM#ANMAT
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menos una vez por dia en que se realizan ensayos en los pacientes.3”

Use controles comerciales con valores establecidos para porcentajes
positivos y recuentos absolutos en cada corrida para evaluar el
desempeno del sistema. BD suministra el control BD Multi-Check y el
control basal de CD4 BD Multi-Check para controlar los procesos.

Para realizar el control de calidad:

1. Mezclar bien el control BD Multi-Check correspondiente o el
proceso de control equivalente.

Consultar las IU para controlar las instrucciones detalladas.

2. Tincionar la muestra de control con BD Multitest CD3/ CD16+
CD56/CD45/CD19 segun se describe en la siguiente seccidn.

La muestra de control se debe procesar como las muestras de los
pacientes para controlar el desempefio constante de todo el
proceso analitico.

3. Adquirir la muestra de control tincionada en el citdmetro de flujo.
4. Inspeccione visualmente CD45 en el grafico de puntos SSC.

La poblacién de linfocitos debe aparecer como un grupo compacto
y brillante con una SSC baja. Los monocitos y los granulocitos deben
también aparecer como grupos o clusteres separados. No siga con
el analisis si las poblaciones son difusas o si la separacion entre
grupos es poca o inexistente.

5. Verifique que los resultados se encuentren dentro de los valores
informados en la planilla de Valores del ensayo.

Tincion de las células

Proteja los tubos de la luz directa. Realizar el procedimiento a
temperatura ambiente (20°C— 25°C). Consulte las Precauciones y las
condiciones de interferencia.

1. Rotule los tubos de 12 x 75 mm con la muestra de cada paciente con
el numero de identificacidon de la muestra.

Para los conteos absolutos, rotule un tubo BD Trucount en lugar del
tubo de 12 x 75mm.
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NOTA Antes de usar, verificar que el pellet de la microesfera en los
tubos BD Trucount esté intacto y dentro del retenedor de metal en el
fondo del tubo. Caso contrario, descarte el tubo BD Trucount vy
reemplacelo por otro.

2. Cargar con la pipeta 20 pL de BD Multitest CD3/
CD16+CD56/CD45/CD19 en el fondo del tubo. Si usa un tubo BD
Trucount, descargue el reactivo con la pipeta en la pared del tubo,
justo por encima del retenedor de metal, sin tocar el pellet de la
microesfera.

3. Colocar con la pipeta 50 pL de sangre entera anticoagulada bien
mezclada en el fondo del tubo.

NOTA Si usa un tubo BD Trucount, recomendamos usar la técnica de
pipeteo inverso para colocar la muestra en la pared del tubo justo
por encima del retenedor. Evite manchar con sangre la pared del
tubo. Si la sangre entera permanece en la pared del tubo, no se
tincionara con el reactivo y esto puede afectar los resultados.

4. Tapar el tubo y agitar con cuidado para mezclar.

5. Incubar durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente
(20°C -25°C).

6. Agregar 450 pL de solucion lisante BD FACS 1X al tubo.

7. Tapar el tubo y agitar con cuidado para mezclar.

8. Incubar durante 15 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente
(20°C -=25°C).

La muestra esta lista para el andlisis en el citdmetro de flujo. Si las
muestras no se analizan de inmediato luego de la tincidn,
consérvelas lejos de la luz a temperatura ambiente (20°C-25°C).

Adquisicion de las muestras
1. Agitar bien las células a baja velocidad.

Es importante reducir la aglutinacion antes de correr las muestras en
el citémetro de flujo.3*

NOTA Si usa un cargador (Loader), agite los tubos inmediatamente
antes de colocarlos en las gradillas del cargador.
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2. Colocar el tubo en el citometro y realizar la adquisicion de la
muestra.

Antes de adquirir las muestras, ajustar el umbral para minimizar los
sedimentos y garantizar que queden incluidas las poblaciones de
interés.

3. Analizar los datos con el software especifico del citometro.

Consultar las U del citdmetro para obtener mas informacion.

9. RESULTADOS

Los resultados se informan como el porcentaje de células positivas por
poblacidn de linfocitos o la cantidad de células positivas por microlitro
de sangre (recuento absoluto).

Calculo de los recuentos absolutos

Durante el andlisis, la cantidad absoluta (células/pL) de células positivas
en la muestra se puede determinar mediante la comparacion de los
eventos con células y los eventos con microesferas. Si se utilizan los
paguetes de software BD FACSuite Clinical, BD FACSCanto Clinical o BD
Multiset, los recuentos absolutos se determinaran con software.

Para analizar los datos en forma manual, use el software BD CellQuest™
Pro u otro. El recuento absoluto de la poblacidon de células (A) se puede
calcular con la siguiente ecuacion:

A =X/Y x N/V, donde:
X es la cantidad de eventos celulares positivos
Y es la cantidad de eventos con microesferas

N es la cantidad de microesferas por ensayo, que se encuentra en el
envase con los tubos BD Trucount y puede variar entre lotes

V es el volumen de la muestra (50 pl)

Datos representativos

Citometro de flujo BD FACSLyric
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Se adquirid una muestra de un adulto, hematolégicamente normal,
tincionada con BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 en un tubo
BD Trucount con un citdbmetro BD FACSLyric. Consulte |la Figura 1. El
panel A muestra los linfocitos CD45+ identificados en CD45 PerCP-A en
el grafico de puntos de SSC-A. El panel B muestra los eventos de
microesferas en los recuentos absolutos en los tubos BD Trucount (2)
en CD19 APC-A en el grafico de puntos SSC-A.

El panel C muestra los linfocitos T CD3+ en CD3 FITC-A en el grafico de
puntos SSC-A. El panel D muestra los linfocitos B (CD19+) y los linfocitos
NK (CD16y 56+) en CD16 +56 PE-A en el grafico de puntos CD19 APC-A.

Figura 1 Datos representativos de una muestra de un individuo adulto,
hematolégicamente normal, tincionada con BD Multitest CD3/ CD16+
CD16/CD45/CD19 en un tubo BD Trucount (BD FACSLyric)

A B

Todos los eventos B Microesferas, no linfocitos

- -

i CD19 AP
L|n_f4_1_c:|_t+_1_5 M Mot CD3+
< *’{ '
o o . L
. >
¥, =
|._'l i
L] |

>

CD3 FITC-A

Citometro de flujo BD FACSCanto Il
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Se adquirid una muestra de un individuo adulto, hematoldgicamente
normal, tincionada con BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 en
un tubo BD Trucount con el citdmetro de flujo BD FACS FACSCanto Il.
Consulte la Figura 2. El panel A muestra los linfocitos CD45+ (1)
identificados en CD45 PerCP en el grafico de puntos de SSC. El panel B
muestra los eventos de microesferas para recuento absoluto en los
tubos BD Trucount (2) en CD19 APC en el gréfico de puntos de SSC. El
panel C muestra los linfocitos B (CD16y56—CD19+) y los linfocitos NK
(CD16y56+CD19-) en CD16 +56 PE en el grafico de puntos CD19 APC.

Figura 2 Datos representativos de una muestra de un individuo adulto,
hematolégicamente normal, tincionada con BD Multitest CD3/ CD16+
CD16/CD45/CD19 en un tubo BD Trucount (BD FACSCanto 1)

A B C
e 4 CD16&56- | CD16&S6+
| D19+ CD19+
b Oy
<
W, U ol
v L —
Iy LN [
W
CD16&56-  CD16&56+
g —T® . D19 D19
CDA5 PerCP CD19 APC CD16+CD56 PE

Citometro de flujo BD FACSCalibur

Se adquirid una muestra de un individuo adulto, hematolégicamente
normal, tincionada con BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 en
un tubo BD Trucount con el citdmetro de flujo BD FACS FACSCalibur II.
Consulte la Figura 3. El panel A muestra los linfocitos CD45+ (1) y los
eventos de microesferas en los recuentos absolutos en los tubos BD
Trucount (2) en CD45 PerCP en el grafico de puntos de SSC. El panel B
muestra los linfocitos B (CD19+) y los linfocitos NK (CD16+, CD56+ o
ambos) identificados en CD16+ CD56 PE en el grafico de puntos CD19
APC.

Figura 3 Datos representativos de una muestra de un individuo adulto,
hematoldgicamente normal, tincionada con BD Multitest
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 en un tubo BD Trucount (BD FACSCalibur)
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10. LIMITACIONES

e Los laboratorios deben establecer sus propios intervalos normales de
referencia para los parametros de BD Multitest CD3/
CD16+CD56/CD45/CD19 que pueden ser afectados por el sexo y la
edad del paciente y la técnica de preparacion. El origen racial del
paciente puede también tener un efecto, 3 si bien no existen
suficientes datos para determinarlo. Se deben conocer la edad, el
sexo, las caracteristicas clinicas y el origen racial de los pacientes
cuando se determina un intervalo de referencia determinda.?’ Los
intervalos de referencia se suministran solo con fines informativos.

e No se valido el uso de BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
con los anticoagulantes de heparina liqguida o solucion de acido-
citrato-dextrosa (ACD) para realizar los recuentos absolutos con los
tubos BD Trucount.

e E|l reactivo BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 no ha sido
disenado para evaluar muestras para la deteccion de células
leucémicas para uso en la fenotipificacion de muestras de pacientes
con leucemia.

e Los recuentos absolutos no se pueden comparar entre laboratorios
gue usan equipos de fabricantes distintos.

11. VALORES PREVISTOS

Se establecieron los intervalos de referencia para BD Multitest CD3/
CD16+ CD56/CD45/CD19 con y sin los tubos BD Trucount.?’ Para
establecer los intervalos de referencia para el citémetro de flujo BD
FACSLyric, se incluyeron en el estudio individuos adultos

|F-2022-51836845-APN-DFVGRM#ANMAT
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hematolégicamente normales de entre 19 y mas de 80 aios de edad.
Los estudios para otros instrumentos se realizaron en distintos
momentos con muestras de distintas poblaciones, lo que puede
contribuir a las diferencias en los intervalos de referencia entre los
instrumentos.

Consulte la primera limitacion en la seccidn anterior para obtener mas
informacidn sobre los intervalos de referencia.

Citometro de flujo BD FACSLyric

Tabla 2 Intervalos de referencia representativos para BD Multitest
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

::::::;Is: de N?@ Unidades Media Rar;gst;)del
CD3+ 130 % 71,77 56,74- 82,54
células/pL 1560,44 812-2.655
CD3-CD19+ 130 % 13,69 5,14- 22,96
células/uL 292,73 60— 551
CD3—(CD16+C56)+ 130 % 13,25 5,42—- 29,65
células/pL 281,04 102-617

a. N = cantidad de muestras

T Las edades de los individuos oscilaron entre los 18 y los 65 afios de edad en los estudios para

establecer los intervalos de referencia para los citdmetros de flujo BD FACSCanto I, BD
FACSCanto y BD FACSCalibur.

Citometros de flujo FACSCanto II, BD FACSCanto y BD FACSCalibur

Tabla 3 Intervalos de referencia representativos para BD Multitest
CD3/CD16+CD56/CD45/CD19

::i,r(:?c::i‘::: de Na Unidades Media Rar;gS;del
CD3+ 164 % 72 56— 86
células/pL 1507 754—2.764
CD3-CD19+ 164 % 14 5-22
19 |F-2022-51836845-APN-DFV GRM#ANMAT
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células/pL 293 80— 616
CD3—(CD16+C56)+ 164 % 13 5-26
células/pL 267 84— 724

12. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO
Citometro de flujo BD FACSLyric

Método de comparacion (Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Los porcentajes para las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos se calcularon con BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount y se analizaron en el citometro de flujo BD
FACSLyric con el software clinico BD FACSuite versiéon 1.0. Los
resultados se compararon con resultados de reactivos analizados con el
citometro de flujo BD FACSCanto con el software clinico BD FACSCanto,
version 2.4 o posterior.

Las muestras de sangre entera se recolectaron en forma aleatoria en
cinco centros de estudios clinicos. Se informan estadisticas de
comparacion de métodos para todos los subgrupos celulares.3®
Consultar Tabla 4.

\‘i KArinaivaleria Traverso
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Tabla 4 Método de comparacion con estadisticas para las poblaciones
de linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion N Unidades R? Pendiente | Interseccion Rango
CD3+ 336 % 0,99 1,00 0,44 1,38-
96,74

células/uL | 0,99 1,04 -0,58 6— 6.445
CD3—CD19+ 336 % 1,00 1,02 -0,24 0,00-
92,43

células/pL | 1,00 1,02 -0,16 0-2.770
CD3—(CD16+C56)+ 336 % 0,99 1,00 -0,85 1,51-
87,67

células/uL | 0,99 0,96 -3,95 14— 1.502

Precision dentro del laboratorio (Citoémetro de flujo BD
FACSLyric)

Se realizd un estudio de 21 dias en el laboratorio de BD Biosciences
para evaluar la precisién dentro del laboratio.*> Las estimaciones de
precision para los porcentajes y los recuentos absolutos de las
poblaciones de linfocitos se realizaron en los cuatro citdmetros de flujo
BD FACSLyric, con cuatro operadores, mediante la adquisicion de
cuatro concentraciones de analitos CD-Chex Plus®t CD4 Low control y
CD-Chex Plus® control, tincionados por duplicado con cuatro lotes de
BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19. Se analizaron dos corridas
distintas durante cada uno de los 21 dias de ensayos para un total de
42 corridas.

Las siguientes tablas presentan los desvios estandar (DE) y los
coeficientes de variacion (CV) para la precision y la repetibilidad dentro
del laboratorio de los porcentajes y recuentos absolutos de poblaciones
de linfocitos, respectivamente.

¥ CD-Chex Plus es marca registrada de Streck, Inc. \‘,a_ o ¥ e
ACoiDirecto : ;;, /._/:.\U,(f(.t:ijm
: Bccut)‘:jlkl)'i](.%‘.;{;; C I.—:'fjt"l'.'l\lw(i SRI
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Tabla 5 Precision dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de analitos (CDL?)
(Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

ﬁgggi?gsn de Media (%) (Repet?tfilidad) denttl‘)ochePIrz‘i:;s;g:itivo)
CD3+ 57,20 1,09 1,17
CD3-CD19+ 21,70 0,79 0,82
CD3—(CD16+C56)+ 19,40 0,84 0,85

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low control

Tabla 6 Precisidon dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones normales de analitos
(CDN&?) (Citémetro de flujo BD FACSLyric) Citémetro de flujo BD

FACSLyric)
Poblaciéon de i 1o DE DE (Precision
linfocitos Media (%) (Repetibilidad) dentro del dispositivo)
CD3+ 76,73 0,80 0,84
CD3-CD19+ 12,09 0,55 0,55
CD3—(CD16+C56)+ 10,34 0,59 0,59

a. CDN = CD-Chex Plus control

Tabla 7 Precision dentro del laboratorio de los porcentajes de
poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de analitos (CDL)
(Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

5 —y:
Poblacion de | Media %CV % g\érsrr?i;zllon
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 871,97 3,82 3,97
CD3-CD19+ 330,87 5,22 5,35
CD3—(CD16+C56)+ 295,88 6,03 6,21

Tabla 8 Precision dentro del laboratorio de los

porcentajes de poblaciones de linfocitos en

22
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concentraciones normales de analitos (CDN) (Citémetro de flujo BD

FACSLyric)
5 —
Poblacion de | Media %CV % gv (:rei;s:on
linfocitos (células/pL) |  (Repetibilidad) disgo;?tiv%)
CD3+ 1738,01 4,00 4,12
CD3-CD19+ 273,84 6,02 6,16
CD3—(CD16+C56)+ 234,38 7,41 7,52

Reproducibilidad entre laboratorios (Citometro de flujo BD
FACSLyric)

Se realizd un estudio para evaluar la reproducibilidad entre
laboratorios. Se entregd un lote individual de cada control de proceso,
CD-Chex Plus CD4 Low control y de CD-Chex Plus control, para cada uno
de los cuatro laboratorios clinicos. Las muestras de control se
tincionaron con reactivo BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19.
Se analizaron dos corridas distintas durante cada uno de los 5 dias de
prueba no consecutivos para un total de 10 corridas.

Las siguientes tablas presentan los desvios estandar (DE) y los
coeficientes de variacion (CV) para la reproducibilidad (precisidon total)
de los porcentajes y los recuentos absolutos de poblaciones de
linfocitos, respectivamente.

Tabla 9 Reproducibilidad entre laboratorios de los porcentajes de las
poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de analitos (CDL)
(Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de | Media (%) DE
linfocitos

CD3+ 57,10 1,30
CD3-CD19+ 21,74 0,83
CD3—(CD16+C56)+ 19,44 1,06

23 IF-2022- 5183684«5”APNHDEVGRM#ANMAT
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Tabla 10 Reproducibilidad entre laboratorios de los porcentajes de las
poblaciones de linfocitos en concentraciones normales de analitos
(CDN) (Citémetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de | Media (%) DE
linfocitos

CD3+ 76,84 1,05
CD3-CD19+ 12,02 0,66
CD3—(CD16+C56)+ 10,30 0,62

Tabla 11 Reproducibilidad entre laboratorios de los recuentos
absolutos de las poblaciones de linfocitos en concentraciones bajas de
analitos (CDL) (Citédmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de Media %CV
linfocitos (células/uL)

CD3+ 884,57 4,82

CD3-CD19+ 336,79 5,71

CD3—(CD16+C56)+ 301,25 7,40

Tabla 12 Reproducibilidad entre laboratorios de los recuentos
absolutos de las poblaciones de linfocitos en concentraciones normales
de analitos (CDN) (Citémetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacion de Media %CV
linfocitos (células/pL)

CD3+ 1748,31 4,80
CD3-CD19+ 273,58 7,23
CD3—-(CD16+C56)+ 234,28 7,50

Repetibilidad de la sangre entera (Citometro de flujo BD
FACSLyric)

Se realizé un estudio de repetibilidad de sangre entera para demostrar
la repetibilidad del sistema en 53 muestras de donantes.

24 I F-2022-51836845-\€\ PKIEJJB W 9%%#‘ ér\‘l?lM AT
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Cada muestra de donante se tinciond por duplicado con el reactivo BD
Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19 en los tubos BD Trucount y se
corrieron en 12 instrumentos; se realizd un total de 24 corridas por

muestra.

Tabla 13 Repetibilidad de la sangre entera en las poblaciones de
linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric)

Poblacién de | Media ()| denodera | Repetibilidad total
corrida (DE)

CD3+ 73,64 0,97 0,97

CD3-CD19+ 13,02 0,67 0,67

CD3—(CD16+C56)+ 12,37 0,71 0,71

Tabla 14 Repetibilidad de |la sangre entera en los recuentos absolutos
de las poblaciones de linfocitos (citometro de flujo BD FACSLyric)

‘s . % CV (Precision
Poblacién de Media %CV % fierftrc?f:ltselo
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 1396,78 4,17 4,26
CD3-CD19+ 229,21 7,32 7,47
CD3—(CD16+C56)+ 215,01 7,84 7,94

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSLyric)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount se analizéd mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes
de la tincidn

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincion y
la adquisicion de datos

¢ E| efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 51 horas
luego de la extraccion. Se realizaron ensayos en las muestras
tincionadas hasta 26 horas luego de la tincion. Todas
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las muestras se conservaron a temperatura ambiente (20°C-25°C)
antes de la tincidn o adquisicion.
Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos

tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extraccion vy
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincion.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSLyric)

Se evalud la linealidad para el citdmetro de flujo BD FACSLyric con
mediciones por triplicado de 11 concentraciones igualmente espaciadas
de glébulos blancos.

Se observd que las poblaciones de linfocitos fueran lineales en los
siguientes rangos. Ver la tabla 15.

Tabla 15 Rangos lineales de las poblaciones de linfocitos (citometro de
flujo BD FACSLyric)

:::::2;'3: de Rango (células/pL)
CD3+ 8-5.215
CD3-CD19+ 1-1.008
CD3—(CD16+C56)+ 2-1.396

Rango de medicidon analitica (Citometro de flujo BD FACSLyric)

Se establecio el rango de medicion analitica (AMR) para BD Multitest
CD3/ CD16+ CD56/ CD45/CD19 en el citdmetro de flujo BD FACSLyric.
Se determind el limite inferior del AMR a partir del estudio del limite de
cuantificacion (LoQ); el limite superior del AMR se determiné con el
estudio de comparacion de métodos.

Tabla 16 Rechazo mediado por anticuerpos (AMR) de las poblaciones
de linfocitos (citdmetro de flujo BD FACSLyric)

::::::;:3: de Rango (células/pL)
CD3+ 14— 5.000
CD3-CD19+ 14— 2.000
CD3—(CD16+C56)+ 10-1.200

26

IF- 2022-5183684%—A PN-BFVGRM#ANMAT

1. KArina\Valefia Traverso
)E'( [ J'\

\pod
).293

MM, 14.733 - M.
Kinson Argentina SRI

Pégl na 140 de 155 Becton Dic

4



340500 IU ESP - 27

Citometro de flujo BD FACSCanto II

Método de comparacion (Citdmetro de flujo BD FACSCanto Il)

Los porcentajes para las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos se calcularon con BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount y se analizaron en el citometro de flujo BD
FACSCanto Il con el software clinico BD FACSCanto version 2.1. Los
resultados se compararon con resultados obtenidos del reactivo
analizado con el citémetro de flujo BD FACSCanto con el software
clinico BD FACSCanto, version 2.0.

Las muestras de sangre entera se recolectaron en forma aleatoria en un
laboratorio clinico. Las estadisticas de regresidn se informan en la Tabla
17.

Tabla 17 Analisis de regresion para los porcentajes y los recuentos
absolutos de la poblacién (citometro de flujo BD FACSCanto Il)

Poblacion N |Unidades| R? |Pendiente | Intersecciéon | Rango
CD3+ 104 % 0,984 0,97 2,72 52-92
células/uL | 0,991 0,97 27,59 221-3.873
CD3-CD19+ 104 % 0,986 0,97 0,32 0-38
células/uL | 0,979 0,97 2,37 0-834
CD3—(CD16+CD56)+ 104 % 0,957 0,93 0,19 2-32
células/uL | 0,961 0,88 10,56 20-606

Precision (Citometro de flujo BD FACSCanto Il)

Se realizaron estimaciones de precision en el laboratorio de BD
Biosciences en dos muestras que se corrieron por duplicado con dos
niveles distintos de concentracion de analitos. Las muestras se
corrieron en tres instrumentos distintos con tres operadores distintos
(un operador y un instrumento por dia).

Se analizaron dos corridas distintas durante cada uno de los 21 dias de
prueba para un total de 42 corridas. La calibracion se realizd con
microesferas de 7 colores BD FACS antes de cada corrida, para un total
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de 42 corridas. Se utilizaron un lote de reactivos y un lote de
calibradores durante la duracién del estudio.

Las siguientes tablas presentan los desvios (DE) y los coeficientes de
variacion (%CV) para la precision y la repetibilidad dentro del
dispositivo de los porcentajes y los recuentos absolutos de poblaciones
de linfocitos, respectivamente.

Tabla 18 Precisidon de los porcentajes de poblaciones de linfocitos en
concentraciones bajas de analitos (CDL?) (Citdmetro de flujo BD
FACSCanto 1)

oo 9 | Media (%) (Repet?lfindad) dentEJEd(ePIrz%s;ggitivo)
CD3+ 54,1 0,96 0,98
CD3-CD19+ 26,1 0,86 0,86
CD3—(CD16+C56)+ 18,2 0,87 0,87

a. CDL = CD-Chex Plus CD4 Low control

Tabla 19 Precision de los porcentajes de poblaciones de linfocitos en
concentraciones normales de analitos (CDC?) (Citémetro de flujo BD
FACSCanto 1)

Fiofaaron 9 | Media (%) (Repetli)II)EiIidad) denthd(erz?:;g;tivo)
CD3+ 73,0 0,63 0,67
CD3-CD19+ 15,4 0,54 0,56
CD3—(CD16+C56)+ 10,6 0,51 0,52

a. CDC = CD-Chex Plus control
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Tabla 20 Precisidn de los recuentos absolutos en concentraciones bajas
de analitos (CDL) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto Il)

s —
Poblacion de | Media %CV % g\é (rr:i;:'lon
linfocitos (células/puL) | (Repetibilidad) disgogitivo)
CD3+ 1086,0 3,5 3,6
CD3-CD19+ 526,1 6,2 6,4
CD3-(CD16+C56)+ 376,1 5,9 6,1

Tabla 21 Precision de los recuentos absolutos en concentraciones
normales de analitos (CDC) (Citémetro de flujo BD FACSCanto Il)

5 —
Poblacién de | Media %CV % gvrs:’rref;sllon
linfocitos (células/puL) | (Repetibilidad) digposci,tiv%)
CD3+ 2105,4 2,7 2,9
CD3-CD19+ 443,5 5,5 5,6
CD3—(CD16+C56)+ 306,3 6,0 6,0

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSCanto ll)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount se analizd mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes
de la tincidn

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincidon y
la adquisicion de datos

e El efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 48 horas
luego de la extraccidon. Se realizaron ensayos en las muestras
tincionadas hasta 24 horas luego de la tincidn. Todas las muestras se
conservaron a temperatura ambiente (20°C-25°C) antes de la tincidén o
adquisicion.
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Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos
tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extracciéon vy
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincion.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSCanto Il)

Se evalud la linealidad para el sistema BD FACSCanto Il con un rango de
glébulos blancos de 0 a 3,3 x 10 glébulos blancos/pL. Se observé que
los resultados fueron lineales en los siguientes rangos (Tabla 22).

Tabla 22 Linealidad del sistema BD FACSCanto

P?i:l?:;z;:e Rango (células/pL)
CD3+ 6—5.998
CD3-CD19+ 1- 857
CD3—(CD16+C56)+ 1- 447

Citometro de flujo BD FACSCanto

Método de comparacidon (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

Los porcentajes para las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos se calcularon con BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount y se analizaron en el citometro de flujo BD
FACSCanto con el software clinico BD FACSCanto version 2.0. Los
resultados se compararon con los resultados de los reactivos analizados
con el citémetro de flujo BD FACSCanto con el software BD Multiset.

Las muestras de sangre entera se recolectaron en forma aleatoria en un
laboratorio clinico. Las estadisticas de regresion se informan en la Tabla
23.

Tabla 23 Analisis de regresidn para los porcentajes y los recuentos
absolutos de la poblacién (citdmetro de flujo BD FACSCanto)

Poblacion N |Unidades| R? |Pendiente | Interseccion | Rango
CD3+ 108 % 0,993 1,00 -0,17 40-93
células/uL | 0,987 0,99 -6,27 75-5.257
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Poblacion N |Unidades| R? |Pendiente | Interseccién| Rango

CD3-CD19+ 108 % 0,994 0,99 -0,05 0-42
células/uL | 0,990 1,02 -7,93 0-2.527

CD3—(CD16+CD56)+ 108 % 0,989 1,00 0,39 2-45
células/pL | 0,981 0,95 10,80 11-1.374

Precision (Citometro de flujo BD FACSCanto)

Se realizaron estimaciones de precision en el laboratorio de BD
Biosciences en dos muestras que se corrieron por duplicado con dos
niveles distintos de concentracion de analitos. Las muestras se
corrieron en tres instrumentos distintos con tres operadores distintos
(un operador y un instrumento por dia).

Se analizaron dos corridas distintas durante cada uno de los 20 dias de
prueba para un total de 40 corridas. La calibracion se realizé con
microesferas de 7 colores BD FACS antes de cada corrida, para un total
de 40 corridas. Se utilizaron un lote de reactivos y un lote de
calibradores durante la duracion del estudio.

Las siguientes tablas presentan los desvios (DE) y los coeficientes de
variacion (%CV) para la precision y la repetibilidad dentro del
dispositivo de los porcentajes y los recuentos absolutos de poblaciones
de linfocitos, respectivamente.

Tabla 24 Precision de los porcentajes de las poblaciones de linfocitos en
concentraciones bajas de analitos (MCL?) (Citdmetro de flujo BD

FACSCanto)
Poblacion de < 1o DE DE (Precision
linfocitos Media (%) (Repetibilidad) | dentro del dispositivo)
CD3+ 57,5 1,16 1,22
CD3-CD19+ 20,5 0,70 1,05
CD3—(CD16+C56)+ 18,6 1,03 1,14

a. MCL = BD Multi-Check CD4 Low control
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Tabla 25 Precisidon de los porcentajes de las poblaciones de linfocitos en
concentraciones normales de analitos (MCN?) (Citémetro de flujo

FACSCanto)
Poblacién de < 1o DE DE (Precision
linfocitos Media (%) (Repetibilidad) dentro del dispositivo)
CD3+ 69,9 1,15 1,21
CD3-CD19+ 13,6 0,68 0,77
CD3-(CD16+C56)+ 13,7 0,89 1,03

a. MCN = BD Multi-Check control

Tabla 26 Precision de los recuentos absolutos en concentraciones bajas
de analitos (MCL) (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

s —
Poblacion de Media %CV % g\é (:rr:i;tsallon
linfocitos (células/puL) | (Repetibilidad) disSositivo)
CD3+ 307,4 3,2 4,1
CD3-CD19+ 108,5 4,9 7,1
CD3—(CD16+C56)+ 98,6 6,6 8,2

Tabla 27 Precision de los recuentos absolutos en concentraciones
normales de analitos (MCN) (Citémetro de flujo BD FACSCanto)

5 —
Poblacion de Media %CV % gzrf:r':‘;::on
linfocitos (células/uL) | (Repetibilidad) dispositivo)
CD3+ 743,9 3,9 4,8
CD3-CD19+ 143,3 7,0 7,8
CD3—(CD16+C56)+ 145,0 8,0 9,9

Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSCanto)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount se analizd mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes

de la tincidon

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincidon y
la adquisicion de datos
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e FE| efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a pruebas hasta 48 horas
luego de la extraccion. Se realizaron pruebas en las muestras
tincionadas hasta 24 horas luego de la tincidn. Todas las muestras se
conservaron a temperatura ambiente (20°C—25°C) antes de la tinciéon o
adquisicion.

Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos
tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extracciéon vy
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincion.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSCanto)

Se evalud la linealidad para el sistema BD FACSCanto con un rango de
glébulos blancos de 0 a 3,0x 10* gldbulos blancos/pL. Se observé que
los resultados fueron lineales en los siguientes rangos (Tabla 28).

Tabla 28 Linealidad del sistema BD FACSCanto

Poblacion Rango (células/pL)
CD3+ 48-9,627
CD3-CD19+ 5-1,31
CD3—(CD16+C56)+ 4-671

Citometro de flujo BD FACSCalibur

Método de comparacion (Citometro de flujo BD FACSCalibur)

Los porcentajes de las poblaciones de linfocitos y los recuentos
absolutos realizados con BD Multitest CD3/CD16+CD56/CD45/CD19 en
los tubos BD Trucount se compararon con los resultados de BD Tritest™
CD3/CD16+CD56/CD45 o CD3/CD19/CD45 en los tubos BD Trucount.

Se recolectaron muestras de sangre entera, normales y anormales, en
forma aleatoria en dos laboratorios clinicos y se evaluaron en ambos
sistemas. El analisis de regresion de la Tabla 29 indica que los
resultados son esencialmente equivalentes.
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Tabla 29 Analisis de regresidn para los porcentajes y los recuentos
absolutos de la poblacién (citdmetro de flujo BD FACSCanto)

Poblacidon N |Unidades| R |Pendiente | Interseccion | Rango
CD3+ 126 % 0,99 0,99 1,74 21,5-90
células/uL | 0,98 1,01 -10,18 100-2.883
CD3-CD19+ 126 % 0,99 0,98 -0,25 0-59
células/uL | 0,98 0,95 1,77 3-877,6
CD3—(CD16+CD56)+ 126 % 0,97 0,97 -0,85 3-40,0
células/uL | 0,96 0,92 -5,44 37-901

Reproducibilidad dentro de la muestra (Citdmetro de flujo BD
FACSCalibur)

Se realizaron estimaciones de reproducibilidad dentro de las muestras
en tres laboratorios clinicos a partir de cinco réplicas de cada muestra
normales y anormales recolectadas de donantes. Se suministraron las
medias, los DE y los CV para los porcentajes y los recuentos absolutos
de las poblaciones mayores a 100 células/uL en la Tabla 30 y la Tabla
31.

Tabla 30 Reproducibilidad dentro de la muestra de los porcentajes de la
poblacidn (citdmetro de flujo BD FACSCalibur)

Poblacion N Media (%) DE
CD3+ 46 72,1 0,99
CD3-CD19+ 46 15,6 0,71
CD3—(CD16+CD56)+ 46 10,8 0,73

Tabla 31 Reproducibilidad dentro de la muestra de los recuentos
absolutos (citdometro de flujo BD FACSCalibur)

Poblacion N Media %CV
(células/uL)

CD3+ 46 1217 4,7
CD3-CD19+ 37 278 5,8
CD3—(CD16+CD56)+ 33 217 8,3
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Estabilidad (Citdmetro de flujo BD FACSCalibur)

La estabilidad del reactivo BD Multitest CD3/ CD16+ CD56/CD45/CD19
en los tubos BD Trucount se analizd mediante el estudio de:

e Los cambios asociados con la conservacion de la sangre entera antes
de la tincidn

e Los cambios producidos por el tiempo transcurrido entre la tincidon y
la adquisicidon de datos

e El efecto combinado de los dos

Las muestras de sangre entera se sometieron a ensayos hasta 48 horas
luego de la extraccidon. Se realizaron ensayos en las muestras
tincionadas hasta 24 horas luego de la tincidn. Todas las muestras se
conservaron a temperatura ambiente (20°C-25°C) antes de la tincidén o
adquisicion.

Sobre la base de los resultados de este estudio, recomendamos
tincionar las muestras dentro de las 48 horas de la extraccion vy
analizarlas dentro de las 24 horas de la tincion.

Linealidad (Citometro de flujo BD FACSCalibur)

Se evaluo la linealidad en una concentraciéon de globulos blancos de 0,2
x 103 hasta 29,7 x 103 glébulos blancos/pL y una concentracién de
linfocitos de 0,1 x 103 hasta 9,0 x 103 linfocitos/uL. Se observé que los
resultados fueron lineales en el rango CD3-CD16+CD56, en el rango
CD19+y en el rango CD8+.

13. RESOLUCION DE PROBLEMAS

Problema Causa probable Solucién
La discriminacion entre La muestra es de baja Verificar la viabilidad.
restos celulares y células | calidad.
es deficiente. La muestra es demasiado Obtener una nueva muestra y
antigua. tincionarla sin demora.
La tincién es débil o La concentracién celular fue | Verificar la concentracién de
tenue. demasiado elevada en la células y ajustar segun sea
etapa de tincioén. necesario.
Las células tincionadas se Repetir la tincién con una muestra
conservaron demasiado nueva y adquirirla sin demora.
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tiempo antes de adquirirlas.

Se registraron pocas La concentracidn celular es Volver a suspender una nueva
células o ninguna. demasiado baja. muestra con una concentracion
mas alta. Repetir la tincidén y la
adquisicion.
El citémetro funciona mal. Resolver los problemas del

instrumento Consultar las U del
citdbmetro para obtener mas
informacion.

GARANTIA

Salvo indicacién en contrario en cualquiera de las condiciones
generales de venta de BD para los clientes fuera de los Estados Unidos,
se aplica la siguiente garantia a la compra de estos productos.

SOLO SE GARANTIZA LA CANTIDAD Y EL CONTENIDO INDICADO EN EL
ROTULO DEL PRODUCTO AL MOMENTO DE LA ENTREGA AL CLIENTE.
POR LA PRESENTE, BD DECLINA SU RESPONSABILIDAD POR TODAS LAS
OTRAS GARANTIAS, EXPRESAS O IMPLICITAS, QUE INCLUYEN LA
GARANTIA DE COMERCIABILIDAD O NO VIOLACION O DE IDONEIDAD
PARA UN USO DETERMINADO. LA RESPONSABILIDAD EXCLUSIVA DE BD
SE LIMITA AL REEMPLAZO DE LOS PRODUCTOS O EL REEMBOLSO DEL
PRECIO DE COMPRA. BD NO ES RESPONSABLE POR LOS DANOS A LA
PROPIEDAD NI POR DANOS ESPECIALES O INDIRECTOS, INCLUIDAS LAS
LESIONES PERSONALES O LAS PERDIDAS ECONOMICAS CAUSADAS POR
EL PRODUCTO.
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