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Resumen

El diagnéstico de inhibidor lapico (IL) segun el al-
goritmo clasico (ISTH) es prolongacion de algunos
de los test de deteccion (Russel o APTT sensible),
la no correccion de la prueba de mezcla y el acorta-
miento de los tiempos de la prueba alargada en pre-
sencia de alta concentracion de fosfolipidos. La guia
de la Sociedad de Hematologia Britanica (BSH)
sostiene que, en ausencia de otras anormalidades de
la coagulacion, si una muestra da positivo el ensayo
de deteccion y confirmatorio, aunque las pruebas de
mezclas sean negativas, debe considerarse positivo
para IL. La guia de CLSI sugiere realizar las pruebas
en el siguiente orden: screen-confirm-mezcla, reco-
mienda que el test de mezcla se realice s6lo cuando
los dos primeros no tengan un resultado claro y ante
la sospecha de otras anormalidades. El objetivo de
este trabajo es comparar en forma retrospectiva el
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conjunto de datos de 196 estudios de IL considera-
dos positivos en dos muestras independientes sepa-
radas por doce semanas aplicando las guias BSH/
CLSI vs el algoritmo clasico (ISTH).

PoBLAcION: 196 muestras de inhibidor lupico positi-
vo consecutivas que ingresaron al laboratorio segun
BSH 'Y CLSI entre marzo 2015 y mayo 2017.
METopos: se utilizo un ensayo de APTT sensible con
silica microtonizada como activador (SCT screen y
confirm) y la prueba de veneno de vibora Russell
diluida y concentrada. Los puntos de corte de las
razones normatizadas (Russell=1.20; APTT=1.31)y
del indice de correccion fueron establecidos local-
mente (ICA mayor 11 % para APTT y mayor a 12 %
cOmo no correccion).

ANALISIS CON EL ALGORITMO TRADICIONAL: a las
muestras con ensayo de deteccion positivo se les
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realizé el ensayo de mezclas: 33/196 por APTT
(ICA=6+4%)y 28/196 por Russell (ICA=6+4%)
corrigieron y no se les realizé prueba confirma-
toria y se los consideré negativo para IL. Ensa-
yo confirmatorio: fueron positivas 123/196 por el
APTT y 96/196 por el Russell.

ANALISIS CON EL ALGORITMO BSH/CLSI: ensayo de
deteccion: al realizar el ensayo confirmatorio y el
ensayo de mezcla en las muestras con deteccion po-
sitivo existian dos posibilidades: a) TEST CONFIR-
MATORIO mayor al punto de corte y CORREC-
CION en ensayo de mezcla: en ausencia de otra
alteracion de la coagulacién, 33/196 por via del
APTT y 28/196 con el test de Russell se conside-
raron positivos para IL a pesar de que en todas
las muestras el ensayo de mezclas corregia (ICA
menor que el punto de corte). Los 61 pacientes
presentaron razones proximas a los puntos de corte:
razon normatizada Russell 1.27 (rango: 1,22-1.32) y

Abstract

The diagnosis of lupus anticoagulant (IL) according
to the classical algorithm (ISTH) is prolongation
of some of the screening tests (Russel or APTT
sensitive), the non-correction of the mixing test and
the shortening of the elongated test times in presence
of high concentration of phospholipids. The guide of
the British Hematology Society (BSH) suggests that,
in the absence of other coagulation abnormalities,
if a sample is positive screen and confirmatory test
although the tests of mixtures are negative, should be
considered positive for IL. The CLSI guide suggests
performing the tests in the following order screen-
confirm-mix; recommends that the mixing test be
carried out only when the first two do not have a
clear result and if other abnormalities are suspected.
The objective is to compare the final diagnosis for
lupus anticoagulant (IL) applying the BSH/CLSI
guidelines vs the classical algorithm (ISTH).
PoruraTion: 196 samples of positive lupus inhibitor
by BSH and CLSI referred to our laboratory between
March 2015 and May 2017.

MEeTHODS: a sensitive APTT assay containing
microtonized silica was used as activator (SCT
screen and confirm) and the diluted and concentrated
Russell viper venom test (VVRT screen and confirm).
Resurrs: analysis with ISTH algorithm: samples
with positive screening 33/196 by APTT and
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razoén normatizada SCT 1.36 (rango: 1.32-1,41) y b)
TEST CONFIRMATORIO mayor al punto de corte
y NO CORRECCION en ensayo de mezcla (ICA :
rango 11-48 %), por lo que se consideraron positi-
vos para IL 123/196 por via del APTT y 96/196 con
el ensayo de Russell. De los 61 pacientes que no
corrigieron, 14 presentaron TVP, 17 patologia obs-
tétrica, 12 tenian enfermedades autoinmunes, 3 ac-
cidente cerebrovascular y sélo 15 fueron hallazgos
del laboratorio.

CoNcLusION: existen pacientes que desarrollan un
anticuerpo que, in vitro, tiene un efecto débil que
desaparece, por efecto de dilucion, al mezclarlo con
plasma normal, lo cual hace que se interprete segun
el algoritmo tradicional como negativo. Sin embar-
go estos anticuerpos son persistentes, 34/61 (55,7
%) presentaron manifestaciones clinicas que deter-
minaron el diagndstico de sindrome antifosfolipido.

28/196 by Russell corrected the mixing assay, no
confirmatory test was performed and they were
considered negative for lupus inhibitor.

AnavLysis WiTH THE BCH / CLSI ALGORITHM: po-
sitive confirmatory test, correction in the assay
of mixtures and absence of another alteration of
coagulation in 33/196 via the APTT and 28/196 with
the Russell test and were considered positive for IL,
positive confirmatory test and no correction in the
mixture test 123/196 by the APTT and 96/196 by
the Russell. There are 61/196 that would be positive
for the BSH / CLSI Guidelines and negative for
ISTH with a normalized Russell ratio 1.27 (range:
1.22-1.32) and normalize ratio SCT 1.36 (range:
1.32-1.41). Of the 61 patients, 14 had DVT, 17
obstetric pathology, 12 had autoimmune diseases,
3 presented cerebrovascular accidents and only 15
were laboratory findings.

ConcLusion: there are patients who develop an
antibody that, in vitro, has a weak effect that
disappears by dilution effect when mixed with
normal plasma, which causes it to be interpreted
according to the traditional algorithm as negative.
However, these antibodies are persistent, 34/61
(55.7%) presented clinical manifestations that
determined the diagnosis of anti-phospholipid
syndrome.
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DIFERENCIAS EN LOS RESULTADOS DE LA DETECCION DEL INHIBIDOR LUPICO SEGUN EL ALGORITMO DIAGNOSTICO UTILIZADO

Introduccion

El diagnoéstico de inhibidor lupico (IL) esta basado
en la realizacion de una sucesion de pruebas que in-
cluyen una etapa de deteccion, los ensayos de mez-
clas y una etapa de confirmacion que demuestran la
dependencia de los anticuerpos presentes de fosfo-
lipidos'?. Sin embargo, la heterogeneidad de los
anticuerpos presentes en los distintos pacientes, la
variabilidad en la sensibilidad de reactivos y coagu-
lometros, las diferentes estrategias de interpretacion
y la ausencia de métodos de referencia impiden que
haya un diagnéstico inequivoco de esta alteracion.

En los ultimos afios se han publicado numerosas
guias para estandarizar y mejorar el diagnostico
del IL. La Sociedad Internacional de Hemostasia y
Trombosis ha actualizado sus guias en el afio 2009
(ISTH 2009)®, la Sociedad Britanica de Hematolo-
gia lo ha revisado en el afio 2012 (BSH 2012)® y en
el afio 2014 el Instituto de Estandares para la Clinica
y el Laboratorio ha formulado su primera guia para
el diagnostico del IL (CLST 2014)®,

La Tabla 1 muestra las sugerencias de las diferentes
guias.

Tabla 1. Recomendaciones de las diferentes guias para el diagnostico de inhibidor lapico®.

ISTH 2009

BCSH 2012 CLSI 2014

V preanalitica Doble centrifugacion
Plag < 10x10°/L
No estudiar muestras con

heparina, DOACS o AVK INR >3

Doble centrifugacion

Plaq < 10x10°/L

No estudiar muestras con
heparina, DOACS o AVK INR >3

Doble centrifugacion

Plaq < 10x10°/L

No estudiar muestras con
heparina, DOACS o AVK INR >3

Ensayos APTTy dRVVT

dRVVT mas APTT u otros

dRVVT mas APTT u otros

Orden de los ensayos | Screen-mezcla-confirmatorio

Screen-mezcla-confirmatorio
(sugiere hacer confirmatorio si la
mezcla da que corrige)

Screen-mezcla-confirmatorio-mezcla

Cutoffs IRef 99th percentil

97,5th percentil

97,5th percentil

Y% correccion
Razoén normatizada (NPP)

Calculos

% correccion
Razon normatizada (NPP)

Y% correccion
Razon normatizada (IR)

1 vol PP+ 1 vol PN
Interpretacion con ICA o
cutt off de la mezcla

Ensayos de mezclas

1 vol PP+ 1 vol PN
Interpretacion con ICA o
cutt off de la mezcla

1 vol PP+ 1 vol PN
Interpretacion con ICA o
cutt off de la mezcla

Reporte final Recomendado

Recomendado

Recomendado

Las tres coinciden en que: a) debe utilizarse plas-
ma citratado doblemente centrifugado para lograr
un numero de plaquetas menor a 10 x10°/L; b) se
deben realizar las pruebas globales tiempo de pro-
trombina (TP), tiempo de tromboplastina parcial
activado (APTT) y tiempo de trombina (TT) para
excluir coagulopatias o detectar si el paciente esta
anticoagulado; c) se debe realizar mas de un ensayo
de deteccion para establecer que el IL es negativo,
ISTH 2009 sugiere un APTT sensible a fosfolipi-
dos y el tiempo de veneno de vibora Russell diluido
(dVVRT) mientras que la BSH 2012 y la CLSI 2014
aceptan ademas de APTT sensible a fosfolipidos y
dVVRT otros ensayos; d) se debe realizar un ensa-
yo confirmatorio que permita ver la dependencia de
fosfolipidos de los anticuerpos presentes; ¢) todas
las guias sugieren que los puntos de corte deben es-
tablecerse localmente, pero difieren en el modo: la
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guia ISHT 2009 sugiere utilizar el percentil 99 de la
poblacion normal mientras que la BSH 2012 y CLSI
2014 establecen el percentil 97 (si es una distribu-
cion Gaussiana); f) se debe colocar al final del ensa-
yo un comentario de interpretacion de los resultados
acerca de que si el IL es positivo o negativo y las tres
guias sugieren repetir la prueba a las 12 semanas.

La mayor discrepancia entre las guias es en el orden
en que realizan los ensayos de mezcla. Las tres guias
coinciden en que la mezcla debe ser una parte de
plasma del paciente con una parte de plasma normal
y para evaluar los resultados sugieren el indice de
anticoagulante circulante descripto por Rosner en
1987(ICA)®, definido por la ecuacion ICA=100 x
((Screen (PN+PP)(seg) — Screen PN(seg))/Screen
PP(seg)). Otra forma sugerida para evaluar los re-
sultados del ensayo de mezcla es utilizar un valor de
referencia para el tiempo de coagulacion de las mez-
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clas expresado en segundos o un tiempo de coagula-
cion de referencia normatizado para las mezclas. No
obstante, ninguna ecuacion matematica aplicada al
ensayo de mezclas puede discriminar perfectamente
entre las deficiencias de factores y la presencia de
inhibidores; por otro lado hay que tener en cuenta
que los puntos de corte varian entre los diferentes
ensayos y reactivos’®,

La ISTH 2009 sugiere realizar el ensayo de mezcla
ante un ensayo de deteccion prolongado. Esta im-
plicito que solo realiza el ensayo confirmatorio si
el ensayo de mezcla es prolongado®. La guia BSH
2012 indica que los ensayos de mezcla mejoran la
especificidad pero introduce el concepto de que
puede haber inhibidores a baja concentracion cuyo
efecto puede desaparecer al mezclar el plasma del
paciente con el plasma normal; también sugiere que,
en ausencia de otras anormalidades, las muestras
con ensayos de mezclas negativos pero ensayos de
deteccion y confirmatorios positivos deben conside-
rarse positivas para IL®. La guia CLSI 2014 cambid
el orden de las pruebas y sugiere hacer ensayo de
deteccion vy, si da prolongado, ensayo confirmatorio
y de mezcla. Incluso hasta sugiere omitir el ensayo
de mezcla si hay ausencia de otras alteraciones de la
coagulacion®.

Al dia de hoy existe un gran debate acerca de la uti-
lidad del ensayo de mezclas y son numerosos los
grupos que sugieren eliminar este ensayo por com-
pleto®13).,

El objetivo de este trabajo es evaluar en forma re-
trospectiva el conjunto de datos de 196 estudios
considerados positivos en dos muestras indepen-
dientes separadas por doce semanas para inhibidor
lapico aplicando las guias BSH/CLSI vs el algorit-
mo tradicional (ISTH).

Materias y métodos

Poblacién: 196 muestras de inhibidor lipico po-
sitivo de acuerdo a las guias BSH y CLSI, conse-
cutivas en dos muestras independientes separadas
12 semanas, que ingresaron al laboratorio del Ser-
vicio de Hematologia del Hospital Britdnico entre
marzo 2015 y mayo 2017. Ningun paciente estaba
anticoagulado al momento del diagnostico de inhi-
bidor lupico. En los pacientes que habia sufrido una
trombosis venosa o habian presentado problemas
obstétricos el estudio se realizd al menos 3 meses
posteriores al evento agudo.
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Métodos
Variable pre analiticas. Se extrajo sangre en citrato
3,2 % relacion 149; se centrifugd dos veces a 3000 g
por 10 minutos y los ensayos que se sefialan a con-
tinuacion fueron realizadas antes de 4 hs de extraida
la sangre.

Variables analiticas. Tiempo de protrombina (TP)
tromboplastina de cerebro de conejo (PT-FIbrino-
gen HS Plus, Instrumentation Laboratory), tiempo
de tromboplastina parcial activado (APTT-SP Ins-
trumentation Laboratory ) y tiempo de trombina
(thrombin time, Instrumentation Laboratory) como
estudio basal.

Dos pruebas de deteccion: SCT-screen y dRVVT
screen (Silica clotting time y dVVRT screen Instru-
mentation Laboratory)

Ensayos de mezcla con pool de plasma normal (1
vol de PP + 1 vol PN) para ver si corrige. Prepara-
cion del pool normal: se mezclan plasmas, proce-
sados en iguales condiciones que los pacientes, de
20 individuos normales y se conservan alicuotados
a-80°C.

Se consideré no correccion si ICA > 11% (para
APTT y SCT) e ICA >12 % para el Russell.
Criterio con el tiempo de coagulacion (TC): no co-
rreccion cuando el valor obtenido de la mezcla ex-
presada en segundos es mayor que el percentil 99
del tiempo de coagulacion de 60 mezclas preparadas
con volumenes iguales con plasma de individuos
normales y pool normal. Percentil 99 TC = 36 seg
para el SCT y 34 seg para el Russell.

Pruebas confirmatorias dependientes de fosfolipi-
dos: ensayos confirmatorios para SCT y dRVVT.

Se consider6 positivo una razéon normatizada SCT
confirm >1,3 y una razoén normatizada dRVVT
>1,20 para el Russell confirm. Para las razones se
utiliza la media geométrica normal del valor de re-
ferencia calculado en 60 normales.

El ajuste de los puntos de corte se realizo localmente
y se confirmo por lote de reactivo. Todos los ensa-
yos fueron realizados en un coagulometro automa-
tizado con deteccion foto optica (ACL TOP 500,
Instrumentation Laboratory).

Post Analitica: exclusion de otras coagulopatias.
Confirmacién del resultado en dos muestras inde-
pendientes separadas 12 semanas, para considerar la
prueba de inhibidor lupico positivo.
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Resultados

El 68% de los pacientes estudiados fueron mujeres, una TVP (Figura 1). El tiempo de protrombina 83%
entre 21-68 anos de edad. En el grupo femenino la  (72-113, mediana y rango) y el tiempo de trombina
mayor causa de solicitudes fue por problemas obsté- 17 seg (14-21) fueron normales en todos los pacien-
tricos, mientras que en los hombres por haber tenido  tes.

Mujeres Hombres
7%
13% 20%
M mujeres hombres Hv H stiri [ i W vp [l Autoinmunes [ Hallazgos Otros

Figura 1. Causas por las cuales se solicito el estudio de inhibidor lupico.

La Figura 2 A muestra los resultados obtenidos in- tras que en la Figura 2B se muestran los resultados
terpretados con el algoritmo de la ISTH 2009 mien- siguiendo las guias BSH 2012 y CLSI 2014.

A - Algoritmo tradicional

IL negativo
APTT 31/196
dRVVT 59/196 .
IL negativo
APTT 33/196 .
dRVVT 28/196 IL negativo
< punto corte
corrige < punto corte
> Pto corte IL positivo
2 Test de Ensayo de Test
deteccion > mezcla - > confirmatorio » APTT 123/196
no corrige > Pto corte dRVVT 96/196
IL negativo Test confirmatorio > pto de IL positivo
APTT 31/196 corte y No correccion APTT 123/196
dRVVT 59/196 dRVVT 96/196
< punto corte
Test confirmatorio > pto de corte, IL positivo
2 Test de Test confirmatorio Correccion APTT 33/196
o, I > Ensayo de mezcla ’ Ausencia de otras anomalias de
det
eteccion coagulacién dRVVT 28/196
> Pto corte
Test confirmatorio < pto de corte IL negativo

B - Algoritmo BCSH/CLSI

Figura 2. A) Resultados cuando las muestras se procesan por el algoritmo ISTH 2009 y
B) resultados cuando las muestras se procesan por el algoritmo BSH2012 y CLSI 201464
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Del analisis de los resultados se puede observar que
123 pacientes por la via del APTT y 96 por la via de
Russell fueron diagnosticados como positivos por
los tres algoritmos. Sin embargo 61/196 eran positi-
vos por la BSH 2012 y la CLSI 2014 pero negativos
por la guia ISHT 2009, ya que corregian en la prue-
ba de mezcla y no se les realizaba el ensayo con-
firmatorio. La correccion se daba utilizando como
criterio de corte con el ICA (ICA SCT screen =18 %
(12- 58 %) y ICA dVVRT= 18% (13- 39 %) como
utilizando el TC de la mezclas TC SCT screen = 48
seg (34-79) y TC dVVRT = 38 seg (35-58).

Analisis de los resultados de los 61 pacientes con
resultados discordantes

De los 61 pacientes que diferian, 33/61 fue por la via
del Russell y 28/61 por la via del APTT.

La razones normatizadas para el ensayo con vene-
no de vibora Russell fue de 1,27 (rango 1,22-1,32),
siendo el valor de corte de 1,20. Las razones nor-
malizadas para el ensayo de silica clotting time fue
de 1,36 (1,32-1,41) con un valor de corte: 1,31. Se
puede observar que las razones obtenidas fueron li-
geramente superiores al valor de corte para ambas
pruebas, Russell y APTT, pero, sin embargo, repi-
tieron cuando fueron estudiados a las doce semanas.
Anticuerpos anticardiolipinas con titulos mayores
a 40 UGPL/mL fueron encontrados en 47/61 pa-
cientes. Los anticuerpos anti beta 2 glicoproteina
mayores al percentil 99 de la poblacion normal se
encontraron en 32/61. Un solo paciente de los 61
estudiados no tuvo anticuerpos detectables por enzi-
moinmunoensayo.

Presentacion clinica 61 pacientes con resultados
discordantes

De los 61 pacientes que corrigieron, 14 presentaron
trombosis venosa profunda en miembros inferiores
confirmada por ecodoppler, 17 mujeres presentaron
patologia obstétrica (12 abortos del primer trimestre
en mas de dos ocasiones, 3 otros problemas obsté-
tricos y 2 preeclampsia), 12 tenian enfermedades
autoinmunes, 3 accidente cerebrovascular y solo
15 fueron hallazgos del laboratorio en ensayos pre
quirargicos. (Figura 3). Los 14 pacientes con TVP
fueron estudiados nuevamente entre 6 y 12 meses: 8
mantuvieron la positividad por la guia BSH y CLSI,
2 fueron positivos por las tres guias y 4 fueron ne-
gativos.
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Manifestaciones clinicas de los 61 pacientes

Hallazgos
24%

Patologia obstétrica
28%

Enfermedad
autoinmune
20%

Figura 3. Manifestaciones clinicas de los 61 pacientes
con resultados discordantes.

De las 17 pacientes con patologia obstétrica, 11 fue-
ron evaluadas nuevamente entre 6 y 12 meses des-
pués: 8/11 mantuvieron la positividad por la guia
BSH y CLSI y siguieron siendo negativas por ISTH
2009 y 3/11 fueron negativas. Los 6 restantes no pu-
dieron ser re evaluadas.

De los 15 pacientes que fueron hallazgos, sdlo 5 fue-
ron re evaluados entre 6 y 12 meses después, 3 man-
tuvieron la positividad por las guias BSH y CLSI, 1
negativizd y el paciente restante fue positivo por las
tres guias. De estos 5 pacientes, ninguno tuvo mani-
festacion clinica de trombosis.

Conclusion

Los resultados muestran que, de acuerdo al algorit-
mo que se utilice, el diagnéstico de inhibidor ltpico
es diferente con el mismo conjunto de ensayos reali-
zados en los pacientes. Este hecho tiene implicancias
clinicas, ya que en el 55,7 % de los 61 pacientes, que
eran negativos segun la guia ISTH 2009, tuvieron
criterios clinicos de sindrome antifosfolipido. Sélo
15 fueron hallazgos del laboratorio en estudios
pre quirdrgicos y 12 tenian una enfermedad au-
toinmune. La discrepancia en los resultados se da
cuando no se realiza el ensayo confirmatorio si el
ensayo de mezclas es negativo, es decir corrige.
Hoy dia existe una gran controversia acerca de la
utilidad de los ensayos de mezclas®!®. Los que
estan a favor de la realizacion del ensayo de mez-
clas sostienen que al no realizarlo el laboratorio
podria no informar positivo un IL positivo fuerte
que prolongue tanto el ensayo de deteccion como
el ensayo confirmatorio. Este hecho fue demostrado
por algunos programas externos de calidad donde
los laboratorios que no realizaron ensayos de mez-
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clas informaron negativos inhibidores lupicos de
alta concentracion. Los detractores del ensayo de
mezclas, en cambio, sefialan el hecho de que este
requerimiento complica realizar el diagnostico de
IL, agrega pasos adicionales al proceso y genera la
necesidad de preparar un poo/ de plasmas normales
apropiado para realizar el ensayo.

Al dia de hoy, no sélo no hay consenso acerca de
realizar el ensayo de mezclas, sino que tampoco
hay acuerdo acerca de con qué criterio se lo debe
evaluar para establecer la correcciéon o no del en-
sayo de mezclas”*'¥. Algunos autores sugieren la
utilizacion del ICA mientras que otros sugieren usar
el valor de referencia del percentil 99 del TC de la
mezcla entre pool normal y plasma de individuos
normales”. Otros trabajos muestran que tiene ma-
yor sensibilidad utilizar el ICA para el APTTy el TC
para el ensayo de Russell". En este pequefio grupo
de pacientes no vimos diferencia entre usar el ICA o
el TC como criterio de correccion de la mezcla.
Ademas de lo sefialado se ha demostrado reciente-
mente que los puntos de corte de los diferentes en-
sayos, deteccion, mezcla y confirmatorio dependen
fuertemente de los reactivos y de los métodos de
deteccion del coagulo utilizado, razén por la cual
cada vez es mas importante establecer los valores de
punto de corte en cada laboratorio®.

Los resultados hallados en este trabajo muestran
que existen pacientes que desarrollan un anticuerpo
que, in vitro, tiene un efecto débil que desaparece
por un efecto de dilucioén al mezclarlo con plasma
normal. Es decir que corrige en el ensayo de mez-
clas, lo cual hace que se interprete, segun la guia de
la ISTH 2009, como negativo. Una de las limitacio-
nes de este estudio es que, si bien se confirm6 en
61 pacientes la persistencia del inhibidor lupico en
una segunda muestra tomada a las doce semanas, no
todos tuvieron un seguimiento de al menos un afio
para demostrar la persistencia de estos inhibidores
que in vitro tienen un efecto débil.

Debido a la trascendencia clinica que tiene el diag-
noéstico de inhibidor lupico, creemos que se deben
realizar siempre los tres ensayos, deteccion, mezcla
y confirmatorio y analizar cada paciente en particu-
lar, excluyendo la existencia de alguna otra coagu-
lopatia y la presencia de anticoagulantes para esta-
blecer si el inhibidor lipico es negativo o positivo.
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