ESTUDIO DE INVESTIGACION ORIGINAL

Prueba piloto de validacion del metodo
portatil PIMA para el recuento de

células CD4 en comparacion con la
citometria de flujo

Recibido: 20/11/2014 Aceptado: 28/12/2014

Omar Sued', Pablo Salgado', Camila Picchio', Maria I. Figueroa',
Maria E. Socias', Osvaldo Cando?, Liliana Diaz?,
Ricardo Hermes?, Héctor Pérez® y Pedro Cahn'?3,

Resumen Objetivo: comparar la metodologia PIMA con la citometria
de flujo convencional para el recuento de linfocitos CD4 en pacientes
con infeccion por HIV.

Meétodos: se realizaron determinaciones pareadas en sangre veno-
sa de pacientes con HIV y se comparo la correlacion entre ambos re-
sultados.

Resultados: se realizaron 223 determinaciones en forma pareadas.
La concordancia fue muy buena, con una correlacion lineal de Pear-
son de 0,974, correlacion por rangos de Spearman de 0,971 y con un
coeficiente de determinacion lineal (R cuadrado) de 0,949 (p < 0,01).
El coeficiente de correlacion intraclases para las medidas individua-
les fue de 0,965 (IC 95 % 0,926-0,980) y para medidas promedio
0,982 (IC95 % 0,961-0,990). El coeficiente de variacion para medidas
duplicadas fue bajo siendo 11,4 %.

Discusion: este estudio demuestra una buena correlacion entre la de-
terminacion de células CD4 con el sistema PIMA frente a la citometria
de flujo y apoya el uso de estas metodologias donde no hay acceso a

citometria convencional.
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Introduccion

En nuestro pais se estima que existen 110.000 indi-
viduos con infeccion por el virus de la inmunodefi-
ciencia humana. La garantia de tratamiento gratui-
to y los avances en atencion y tratamiento han per-
mitido reducir la mortalidad casi al 50 %, desde una
tasa del 6/100.000 habitantes en 1996 a 3,3/100.000
habitantes en el ano 2012 (1). La determinacidn de
los recuentos absolutos de linfocitos T CD4 positi-
vos es esencial para establecer el estado inmunolo-
gico de las personas con infeccion por VIH, lo que
marca la necesidad de profilaxis para infecciones
oportunistas y la indicacién de tratamiento antirre-
troviral. También es util para monitorizar la recons-
titucion inmune, y la respuesta al tratamiento. Tra-
dicionalmente, el método mas utilizado para su me-
dicién ha sido la citometria de flujo, una metodolo-
gia relativamente compleja que esta disponible ha-
bitualmente en centros de referencia, obligando a
los centros alejados a mantener una logistica que
permita recolectar, conservar y derivar las muestras
en forma adecuada.

A fin de apoyar la expansién del tratamiento antirre-
troviral, la OPS y la OMS recomiendan simplificar y
optimizar la forma en la que se proporciona el tra-
tamiento antirretroviral mediante la simplificacidon
de los esquemas de tratamiento y la utilizacién de
tecnologias que puedan utilizarse en forma inme-
diata en el punto de atencidn (2). Esta politica bus-
ca reducir la cantidad de personas que no inician el
tratamiento oportunamente, y a mejorar el segui-
miento de las personas que se encuentran en trata-
miento. Desde hace unos anos se han empezado a
desarrollar varias tecnologias para medir las célu-
las T CD4+. Recientemente se ha registrado el siste-
ma de CD4 en el punto de atencién PIMA, que per-
mite realizar el recuento de linfocitos T CD3+, CD4+.
Este sistema permite el acceso realizar estas medi-
ciones en areas remotas, no requiere entrenamien-
to ni mantenimiento intensivo. La mayor disponibi-
lidad de estos métodos, junto con el adecuado con-
trol de calidad podria mejorar el seguimiento y la
retencion de los pacientes. Sin embargo, en Argen-
tina, el uso de esta metodologia todavia es limitado
y no hay suficiente informacidon sobre la reproduci-
bilidad de los resultados a nivel local.

El objetivo de este trabajo fue comparar los resulta-
dos de recuento de células CD4 obtenidos por PIMA
frente a los resultados obtenidos por citometria de
flujo, en muestras de pacientes en seguimiento en
el Servicio de Infectologia del Hospital Fernandez.

Metodos

Entre Agosto y Octubre de 2012 se solicito a los in-
dividuos con infeccién por VIH confirmada, mayores
de 18 anos, que concurrian al servicio de infectolo-
gia a realizarse una determinacién de CD4 su autori-
zacion para utilizar un remanente de sangre venosa
para evaluar el sistema PIMA. Antes de cargar los tu-
bos de sangre para CD4 se colocd una gota de sangre
en el cartucho PIMA y se procedio a insertar el cartu-
cho en el sistema para obtener el resultado siguien-
do las instrucciones del fabricante. El cartucho tiene
anticuerpos especificos marcados con dos diferen-
tes fluorocromos que emiten luz a dos distintas lon-
gitudes de onda (anti-CD3 marcado con colorante 1
y anti CD4 marcado con colorante 2). La muestra te-
nida se transfiere al canal de deteccién donde se de-
tectan las senales mediante una camara integrada.
Durante el procesamiento los datos se registran, ana-
lizan e interpretan utilizando el software integrado.
Al finalizar, el cartucho se retira y el equipo muestra
el resultado en la pantalla. El equipo se control6 dia-
riamente utilizando el cartucho Pima Bead Standard.
Los pacientes recibieron Unicamente el resultado de
CD4 medidos por el método de citometria de flujo.

Los resultados del recuento absoluto de células
CD4 obtenido por PIMA se compararon con los re-
sultados del instrumento de referencia, Citdme-
tro Facscalibur (Becton-Dikinson) y se realizé mar-
caciéon con 4 fluorocromos BD multitest con tubos
Trucount CD3/CD8/CD45/CD4 (FITC, PE, PerCP, APC
respectivamente) en plataforma unica.

El andlisis se realizé con software estadistico SPSS
(version 20.0) y MedCalc (version 10.0.2). El porcen-
taje de similitud de los datos PIMA con los de cito-
metria de flujo se calculd para cada muestra como
100 x [(PIMA+ citometria de flujo)/2]/citometria de
flujo. El porcentaje de similitud se expresa como
media de porcentaje de similitud + desviacion es-
tandar. La distribucion normal de similitud se eva-
lud con la prueba d'Agostino-Pearson. Para compa-
rar las dos mediciones se utilizaron, el test de Stu-
dent para muestras relacionadas y el test de Wilco-
xon. Para evaluar la correlacién lineal se uso el co-
eficiente de correlacion de Pearson y la prueba de
correlacién de rangos de Spearman. Se analizé la
regresion lineal (recta de minimos cuadrados). Para
evaluar el grado de acuerdo entre los resultados de
las pruebas pareadas de ambos instrumentos se
aplico el coeficiente de correlacion de concordan-
cia que evalua el grado en que pares de observacio-
nes caen sobre la linea de 45° que pasa por el ori-
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gen. Este tipo de analisis también contiene una me-
dida de precisién (Pearson correlacién r) y la preci-
sion (factor de correccion de sesgo Cb), que ambos
pueden variar entre cero y uno. Se aplicé un anéli-
sis de regresion de Passing y Bablok a los datos sin
supuestos especiales con respecto a la distribucidon
de las muestras y la medicién de valores extremos.
Se realizaron analisis de Bland-Altman y Pollock
para calcular el sesgo de la media y los limites de
acuerdo (LOA)usando losintervalos de confianza del
95 % (+ 1,96 x SD) de la media de las desviaciones de
todos los pares de mediciones. Para medir la sensi-
bilidad / especificidad del dispositivo de PIMA para
comparar diferentes rangos de CD4 (valores de cor-
te de 200, 400 y 500) considerando la citometria de
flujo como el patron de oro.

El protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de
Fundacion Huésped, se llevé a cabo siguiendo las
buenas practicas clinicas y todos los pacientes die-
ron su consentimiento escrito antes de la toma de
la muestra.

Resultados

Serealizaron 223 determinaciones

sion e Passing y Bablok que compara una recta de
45° es PIMA CD4 = 8,40 + FACSCalibur * 0,923 sien-
do no significativo (p = 0,40) el test de desviacion de
linealidad. El coeficiente de variacion para medidas
duplicadas fue bajo siendo 11,4 %.

La correlacion y sus variaciones se graficaron con
varios métodos. En el grafico 1 podemos observar
la dispersidon de puntos entre los dos métodos y la
recta de minimos cuadrados con el IC95 % indivi-
dual. En el grafico 2 A se observa el método Bland y
Altman de distribucion de la diferencia entre los dos
meétodos, siendo muy pocos puntos los que supe-
ran el IC95 %. En el grafico 2 B se observa el méto-
do de Bland y Altman de distribucién de la diferencia
en porcentaje entre los dos métodos, son pocos los
valores que se encuentran fuera del IC95 % y en va-
lores muy bajos de CD4. En el grafico 3 Ay B usan-
do el método de Passing y Bablok en la regresion
de los residuos (Grafico 3 A): se observa que la dis-
persion se mantiene constante a lo largo de los va-
lores de CD4 y que ademads la nube de puntos ajus-
ta a la recta de 45° (Grafico 3B).

enforma pareadas. Se eliminaron
9paresconsideradosdesviaciones
extremas, que se presentabantan-
to a valores bajos como altos. La
utilizacion de PIMA se asocié aun
conteo menor de CD4:la mediade
células por citometria de flujo fue
515,6 y por PIMA 477,6 con unadi-
ferencia de medias: -38,0 + 70,8;
IC95 % (-47,6; -28,5); p< 0,01 aun-
que este valor no se considero cli-
nicamente significativo.
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na, con una correlacién lineal de
Pearson de 0,974, correlaciéon por
rangos de Spearman de 0,971y
conun coeficiente de determina-
cionlineal (R cuadrado) de 0,949
(p <0,01). El coeficiente de corre-
lacidnintraclases paralas medidas
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individuales fue de 0,965 (IC 95 %
0,926-0,980) y para medidas pro-
medio 0,982 (IC95 % 0,961-0,990).
La ecuacién de la recta de mini-
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mos cuadrados es PIMA CD4=6,8
+ FACSCalibur * 0,913. La regre-

Grafico 1: Coeficiente de correlacion lineal, que muestra la recta de minimos cuadrados y el la
banda de confianza para los puntos individuales al 95 %. CD4 LAB: citometria de flujo.
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Grafico 2: Método de Bland y Altman
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Grafico 3. Grafico de Passing y Bablok
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Grafico 2. Gréficos de Bland y Altman mostrando la distribucion de la
diferencia en nimeros absolutos (A) y la distribucion de la diferencia

en porcentaje

(B) entre los dos métodos. CD4 LAB: citometria de flujo.

Grafico 3. Grafico de Passing y Bablok regresion de los residuos: se
observa que la dispersion se mantiene constante a lo largo de los
valores de CD4 (A) y comparados con una recta de 45 grados (B). CD4
LAB: citometria de flujo.

Considerando la citometriacomo el estandar de oro,
a valores de 200, 400 y 500 células/mm3 la sensibi-
lidad, especificidad, valor predictivo positivo y va-
lor predictivo negativo son adecuados y se mues-
tran en la tabla 1.
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Tabla 1. Sensibilidad y especificidad y valores predictivos del método

95% I.C.
Valor de corte CD4 = 200 cél/mm3 Porcentaje
Limite inferior
Sensibilidad 82,35 % 69,54 %
Especificidad 96,11 % 93,29 %
Valor predictivo positivo 80,00 % 66,75 %
Valor predictivo negativo 96,65 % 94,01 %
Cociente de probabilidades positivo 21,176 10,076
Cociente de probabilidades negativo 0,184 0,089
Valor de corte CD4 = 400 cél/mm3
Sensibilidad 95,18 % 90,57 %
Especificidad 89,31 % 84,02 %
Valor predictivo positivo 84,95 % 77,68 %
Valor predictivo negativo 96,69 % 93,51 %
Cociente de probabilidades positivo 8,906 5,416
Cociente de probabilidades negativo 0,054 0,021
Valor de corte CD4 = 500 cél/mm3
Sensibilidad 97,39 % 94,48 %
Especificidad 83,84 % 76,59 %
Valor predictivo positivo 87,50 % 81,77 %
Valor predictivo negativo 96,51 % 92,63 %
Cociente de probabilidades positivo 6,026 3,844
Cociente de probabilidades negativo 0,031 0,01

Limite superior

nimo entrenamiento. El costo del equipo
y de los reactivos es una caracteristica a
considerar. A diferencia de la citometria
de flujo, el sistema Pima no requiere reac-

97.13 % tivos adicionales ni cadena de frio, espa-
95.17 % cio con aire acondicionado ni servicio de
98.94 % mantemr_mento. El costo del equipo PIMA
' es aproximadamente el 25 % del costo de
S 7 un citdbmetro convencional.
99,28 %
Los resultados obtenidos son similares a
44,507 varios estudios realizados en otros paises.
0,38 Un estudio previo con 111 muestras de pa-
cientes con VIH de Senegal mostré un co-
eficiente interno de variacién de Pima de
95,31 % menos de 29 células CD4 (dentro del va-
99.79 % lor de 35 cél/mm sugerido por la compa-
d nia). Este estudio ademas demostro que
94,60 % Pima tiene una mejor correlacién, concor-
92,21 % dancia y similitud con BD FACS que el sis-
99,88 % tema CyFlow counter (3). Otro estudio en
14,646 165 pacientes en Zimbabue demostré que
0141 es facil integrar esta metodologia en cen-
. tros de testeo, sin un entrenamiento es-
pecifico (4). Un estudio multicéntrico que
94,93 % incluyo 300 pacientes con o sin infeccién
por HIV demostro también una buena co-
(0050 7 rrelacion, que fue mejor cuando se reali-
91,09 % zaba en sangre venosa que en sangre arte-
93,23 % rial (5). Existe una experiencia en Londres
100,39 % donde ademas se demostré que el méto-
0,448 do es mas aceptable paralos pacientes (6).
0,095

En nuestro pais la cobertura de tratamien-

Discusion

Nuestro estudio demostré que la metodologia PIMA
resulta en una buena concordancia con el método
de cuantificacion de células CD4 por citometria de
flujo aunque consistentemente el resultado es lige-
ramente menor.

La buenaconcordancia apoya su uso para el recuen-
to de CD4, tanto para inicio como para monitoreo de
tratamiento. Ademads otras caracteristicas del equi-
po lo hacen apropiado para apoyar procesos de des-
centralizacion, en particular en centros con bajo vo-
lumen de pacientes, entre las que se incluyen su pe-
queno tamano, la posibilidad de transportarlo a va-
rios centros en un area determinaday poder ser usa-
do con bateria o luz eléctrica. Ademas, los reactivos
no requieren refrigeracion, el equipo no requiere ca-
libracion y puede ser realizado por técnicos con mi-

to antirretroviral estda avanzando paulati-

namente, con el correspondiente aumento
de la necesidad de descentralizar procesos de diag-
néstico y tratamiento. En el interior del pais la dis-
ponibilidad de citometria de flujo esta limitada a la-
boratorios de referencia. Aunque existen sistemas
de referencias y transporte de la muestra, en mu-
chas ocasiones la falta de tecnologia local se tradu-
ce en pérdidas de oportunidad para realizar deter-
minaciones por dificultades logisticas para progra-
mar extracciény derivacion de muestras o porque el
paciente no puede pagarlos o desplazarse a centros
donde los realicen en forma gratuita. Si se contara
ampliamente con metodologias locales simples se
podrian acelerar los tiempos de evaluacion e inicio
de tratamiento, lo que en algunos estudios ha de-
mostrado reducir la mortalidad temprana por HIV.
Las metodologias rapidas han demostrado que pue-
den mejorar la retencién en los escalones iniciales
de la cascada de atencidn al permitir una evaluacion
de la necesidad de tratamiento casi inmediata (7,8).
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Este estudio tiene varias limitaciones. Es un dise-
no transversal, sin seguimiento, el estdndar de oro
que se utiliza tiene una precision limitada, por lo
que un resultado discordante es dificil de atribuir a
una o a otra metodologia y finalmente, el numero
de pacientes fue limitado debido a las limitaciones
de tiempo y recursos.

Sinembargo este es el primer estudio de concordan-
cia de pacientes HIV positivos con y sin tratamiento

antirretroviral evaluando PIMA frente a citometria de
flujo en Argentina y los resultados demuestran una
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Summary Objective: To compare PIMA methodology to the standard
CD4 FACSCalibur flow cytometry for CD4 testing.

Method: Paired blood samples were collectedamong HIV patients and
tested using PIMA and Becton Dickinson FACSCalibur.

Results: 223 samples were studied in parallel. There was a high
concordance, being Pearson Linear Correlation 0.974, the Spearman
Rank Correlation Coefficient 0.971. The Intraclass Correlation Coefficient
for individual measures was 0.965 (95%Cl 0.926-0.980) and for average
measures 0.982 (95%CI| 0.961-0.990). There was a low coefficient of
variation from duplicate measurements (11.4%).

Conclusion: This study shows a good correlation between the PIMA CD4
count and the Becton Dickinson FACSCalibur. By being a point of care
methodology that produces same-day results, PIMA CD4 might be an
alternative for sites without access to standard CD4 count methodology.

Key words: PIMA, Flow Citometry, CD4 count.
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