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RESUMEN

La presencia de anticuerpos antifosfolipidos (aFL) en
pacientes con trombosis venosa y/o arterial, pérdidas
fetales o abortos recurrentes caracteriza al sindrome
antifosfolipido (SAF). Los aFL son evaluados por méto-
dos convencionales como ensayos de coagulacién para
la actividad de anticoagulante lipico (AL) y ensayos
inmunolégicos para los anticuerpos anticardiolipina
(aCL). Adn existen muchos inconvenientes cuando se
comparan los resultados informados por distintos labe-
ratorios a pesar de los avances logrados en la estan-
darizacion de estos ensayos. El comité de Sindrome
Antifosfolipido del grupo CLAHT realizé un estudio
interlaboratorio que consistié en dos etapas: 1) distribu-
cidn de un cuestionario para conocer la metodologia uti-
lizada por los centros participantes en la evaluacién de
los aFL, 2) distribucién y andlisis de 12 muestras de sue-
ros para determinar la concordancia de los resultados de
aCL dados por los participantes con aquellos considera-
dos de referencia y determinados por el centro coordi-
nador. Se recibieron en la primera etapa 27 respuestas y
en la segunda, los resultados de 20 de los 24 centros que
acordaron participar. Se observé una gran dispersidn de
los resultados para aCL IgG e IgM (principalmente usan-
do equipos comerciales) en comparacién con los de re-
ferencia (ELISA desarrollado), considerando tanto los
walores en unidades como en titulos. La concordancia
entre los resultados mejord significativamente cuando
los datos de aCL de los participantes eran agrupados
como resultado negativo (Hitulo negativo o positivo dé-
bil) o posilivo (titulo positive moderado o alto) para el
SAFE Esto remarca la necesidad de una mejor estan-
darizacion v de urgentes recomendaciones internaciona-
les para la realizacion del ensayo de aCL, parte funda-
mental de los criterios de laboratorio para el SAF.
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INTRODUCCION

El sindrome antifosfolipido (SAF)' puede ser pri-
mario o secundario a lupus eritematoso sistémico
(LES) y ha sido reconocido formalmente desde co-
mienzos de la década de los anos 8("; intervienen en
él varias especialidades médicas como hematologia,
obstelricia, reumatologia, inmunologia, etc. La presen-
cia de los anticuerpos antifosfolipidos (aFL) en pacien-
tes con trombosis venosa y/o arterial, pérdidas fetales
0 abortos recurrentes caracteriza al SAF, de alli el in-
terés creciente en su deteccion, la cual requiere de la
evaluacion de la actividad del anticoagulante lipico
(AL) por ensayos de coagulacion y de la presencia de
los anticuerpos anticardiolipina (aCL) por ensayos
inmunolégicos. La importancia de estos ensayos ra-
dica en que un resultado positivo en alguno de ellos
es el criterio de laboratorio necesario para definir el
SAF en asociacién con al menos uno de los criterios
clinicos previamente mencionados’.

Los aFL se detectan no solamente en pacientes
con SAF sino también en pacientes con infecciones,
neoplasias, en asociacién con ciertas drogas y atin en
individuos sanos. En la dltima década hubo un gran
avance en el campo de los aFL al demostrarse que
los de tipo autoinmune (detectados principalmente
en el SAF y el LES) estin dirigidos en su mayoria
contra proteinas con alla afinidad por fosfolipidos,
como la B, glicoproteina I (B,GPI) y la protrombina’.
Esto condujo al desarrollo de ensayos inmunolégicos
para detectar anticuerpos anti-ﬂlﬂf’[ {aﬂ:GPI} y anti-
protrombina (anti-PT) con el objetivo de determinar
los anticuerpos con mayor especificidad para el SAF.



28

La metodologia para la deleccion del AL ha sido
estandarizada y el Subcomité Cientifico de Estan-
darizacion (SSC) del AL/aFL de la Sociedad Interna-
cional de Hemostasia y Trombosis (ISTH) ha publi-
cado los criterios que deben seguirse para evaluar
correctamente el diagndstico del ALY A pesar de es-
tos criterios, existen ain ciertos problemas dado que
no todos los laboratorios siguen las recomendacio-
nes y también, por la diversidad en la especificidad
v sensibilidad de los ensayos de coagulacion aplica-
dos para tal estudic™.

Desde 1983 y durante algunos afios se realizaron
grandes esfuerzos para estandarizar los procedimien-
tos v los reactivos necesarios para el ensayo de
ELISA que se utiliza para la deteccién de aCL*". Para
disminuir la variabilidad interlaboratorio se trataron
de incorporar unidades de medicién (unidades
antifosfolipidos) para los tres isotipos de inmuno-
globulinas: IgG (uGPL), IgM (uMPL) e IgA (uAPL).
La concordancia de los resultados entre laboratorios
es mejor atin si los resultados son informados ade-
mds en grados de positividad segiin el titulo™. Esto
¢s relevante porque los criterios para SAF indican
que los aCL deben ser de titulo moderado o alto.
Existen actualmente muchos inconvenientes para
comparar los resultados provistos por diferentes la-
boratorios a pesar de los avances logrados en la
estandarizacién del ELISA desarrollado para aCL. A
esto se suma que ante la gran demanda del ensayo,
se han incorporado al mercado varios equipos co-
merciales con diferente reactividad a los aCL. En
varias publicaciones se ha mostrado esta falta de
concordancia entre los resultados informados por
distintos centros para un mismo suero™ ",

El objetivo de este trabajo cooperalivo con la par-
ticipacion de algunos paises latinoamericanos ha
side: 1) conocer mediante un extenso cuestionario la
metodologia usada por los laboratorios participan-
tes para evaluar el AL y los aCL, 2) realizar un estu-
dio interlaboratorio para evaluar los resultados de
aCL informados por los participantes en una serie de
sueros provistos por el centro coordinador.

MATERIALES Y METODOS

1. Cuestionario sobre metodologia para aFL
(Primera etapa del estudio)

El Comité de Sindrome Antifosfolipido preparé
un cuestionario para conocer la metodologia aplica-
da por los laboratorios para realizar el diagndstico
del AL y la deteccion de aCL. El mismo fue distri-
buido durante el afio 2000 a través de correo comiin
o electrdnico a los centros hematoldgicos interesados
en participar. El cuestionario comprendié 3 seccio-
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nes de preguntas: 22 relacionadas al diagndstico del
AL, 10 a los ensayos inmunolégicos para aCL, ade-
mis de 9 preguntas referidas a aspectos generales de
los ensayos para el SAF y a la realizacion de otros
ensayos para anticuerpos anli-proteinas con afinidad
por fosfolipidos.

Ensayos para AL: El cuestionario incluyé las va-
riables preanaliticas consideradas en la preparacicn
de los plasmas a estudiar, los tipos y niimero de
pruebas de deteccion utilizadas, las condiciones para
realizar las mezclas con plasma normal, los ensayos
de confirmacién y los criterios usados para definir
la presencia del AL.

Ensayos para aCL: El cuestionario incluyd los ti-
pos de ensayos (ELISA desarrollado o equipos co-
merciales) utilizados para la determinacidn de aCL,
los detalles técnicos de los mélodos desarrollados
(tipo de placas de ELISA, composicién de las solu-
ciones de bloqueo y diluyentes de los sueros, concen-
tracion de antigeno y antisueros), y datos sobre la
expresion de los resultados (tipo de calibradores y
sueros controles, definicidn de los puntos de corte de
los ELISA y rangos de positividad).

II. Distribucion y anilisis de muestras para deteccion
de aFL (Segunda etapa del estudiv)

La distribucién de un conjunto de 12 sueros en-
tre los participantes de la primera etapa del estudio
que manifestaron su intencién de intervenir en la
sepunda fase del mismo, se realizd a finales del ano
2000. Cada participante recibic 12 fracciones de 300ul
de suero cada una.

Muestras analizadas: Se utilizaron 11 sueros de
pacientes y un pool normal. Los datos clinicos y de
laboratorio de los pacientes se muestran en la Tabla
1. Los resultados por ELISA de los aCL correspon-
den al valor promedio obtenido en tres ocasiones
diferentes aplicando el ensayo desarrollado de refe-
rencia'®, utilizando estindares internacionales
(Louisville APL Diagnostics, Inc, USA). Los sueros
y los resultados fueron obtenidos en el laboratorio
de uno de los autores, siendo considerados como
valores de referencia a los fines del andlisis del es-
tudio interlaboratorio. Los titulos de referencia co-
rresponden al siguiente criterio: negativo (<10 uGPL,
MPL o APL), positivo débil (11-20 uGPL, MPL o
APL), positivo moderado (21-80 uGPL, MPL o APL)
y positivo fuerte (>80 uGPL, MPL o APL). Los resul-
tados de af,GPI y de anti-PT [ueron obtenidos me-
diante ensayos desarrollados de ELISA previamente
publicados™,

Informe de los centros participantes: Las mues-
tras fueron procesadas siguiendo la metodologia ha-
bitual para cada centro y desconociendo los resulta-
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TABLA 1
Datos clinicos de los 11 pacientes y resultados de laboratorio con ensayos de referencia de las 12 muestras
usadas en ¢l estudio

aCL ap.GPI anti-PT

(Htulos) {Htulos)

Muestrs Edad Sewo Diagndstico clinico SAF AL 1gG Timlo IgM Titulo IgaA Titulo  1gG IgM  IgG IgM

{arus) uGPL uMPL uAPL

1 &£ F TVP/TA S + 683 M 58 N 22 N o N M N
2 41 F LES Mo + 1198 F 309 M 57 N F M F N
3 s1 F Livedo reticularis / CO S - 20 N 50 M 27 N N M N D
4 3 F LES/ ACY 5 + 213 M 332 M 415 M N M M N
5 26 F TEP/TVP Si o+ 195 D 40 N 52 N N N N D
(5 33 F TveR/CO Si o+ 994 F 10 N 61 N M N N N
7 64 F TA 5 + 345 M 49 N 23 N N N M N
C 4 F CO /obstruccion fistula Si + 107 D 1.1 ™ 17 N N M N M
= 16 M TV esplénica Si o+ 92 N 12 N 15 N N N N N
10 48 M asinlomilico No + 132 B] 20 N 09 N N N N N
11 50 F asintomatico No + 169 D 47 N 47 N N N M M
12 - = [Pool normal - - 33 N 24 N 25 N N N N N

Sexo: M masculino, F femenino; TVP trombosis venosa profunda; TA trombosis arterial; LES lupus eritematoso
sistémico; CO complicaciones obstétricas; ACV accidente cerebrovascular; TEP tromboembolismo pulmonar; SAF
sindrome antifosfolipido; AL anticoagulante lupico; aCL anticuerpos anticardiolipina; af,GPl anticuerpos anli-fi,
zlicoproteina I; anti-PT anticuerpos antiprotrombina; Titulos: N negativo, D positive débil, M positive moderado, F

positivo fuerte

dos mostrados en la Tabla 1. Los datos de aCL1gG e
IgM fueron reportados al comité en forma cuantita-
tiva (unidades GPL o MPL) y semicuantitativa (ran-
gos de positividad) de acuerdo al criterio utilizado
en cada laboratorio. Algunos centros evaluaron tam-
bién el isotipo IgA.

Anilisis de los resultados: Los valores recibidos
fueron analizados por el comilé y comparados en
términos de unidades y de rangos de positividad,
con los datos considerados de referencia. Se utilizé
la prueba de Fisher y se considerd estadislicamente
significativo un valor de p<0.05.

RESULTADOS

I. Cuestionario sobre metodologia para aFL

Veintisiete laboratorios respondieron al cuestio-
nario sobre la metodologia usada para evaluar aFL:
<5 completaron la encuesta sobre ALy 24 la de aCL.
La lista de los centros y el pais de origen estin indi-
cados en el texto.

Ensavos para la deteccién del AL

- Varables preaniliticas: La mayoria de los cen-
fros siguen las recomendaciones internacionales
parz 12 preparacion de los plasmas de los pacien-
te= v del pool normal usado en los ensayos de co-
rreccion. Bl 100% de los participantes utiliza do-

ble centrifugacion para obtener plasma pobre en

plaquetas. Sin embargo, 14/26 (54%) de los cen-
tros realizan los estudios en muestras de plasmas
de pacientes previamente congeladas.

Pruebas de deteccion: El 15% (4/26) y el 85% (22/
26) de los participantes usa, respectivamente, 2 o mas
de 2 ensavos diferentes para la deleccion del AL. El
059% (18/26) realiza los estudios en coagulémetros
automaticos o semiautomdticos. Entre los ensayos
utilizados predomina el APTT (25/26) con reaclivos
de reconocida sensibilidad para el AL, particularmen-
te el PTT-LA de Diagnostica Stago o el reactivo ca-
sero con cefalina-caolin. El tiempo de veneno de vi-
bora Russell diluido (dRVVT) es empleado por 25/
26 participantes. El 50% de ellos utiliza el reactivo
casero con cefalina y veneno de Sigma, el otro 50%
usa reactivos comerciales (LAC-screen, IL o DVV-
test, American Diagnostics), El iempo de protrom-
bina con tromboplastina diluida (dPT) es usado en
17 de los 26 centros, el 59% de los cuales utiliza
tromboplastina de origen recombinante (Innovin,
Dade Behring). El tiempo de coagulacion con caolin
(KCT) es utilizado por el 69% (18/26) de los labora-
lorios.

Ensayos de correccion: El 85% de los participan-
tes utilizan para las pruebas de mezclas, pool de

‘plasmas normales preparados en el propio labo-

ratorio, empleando mas de 5-10 plasmas norma-
les en el 86% de los casos. Los ensayos de mez-
clas son realizados principalmente para el APTT
v el dRVVT, en la proporcién 1:1 en el 96% de los
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centros. El 69% de los laboratorios realizan la
prueba de incubacién (1-2 horas a 37°C) para eva-
luar el efecto inhibitorio tiempo y temperatura
dependiente. _

- Ensayos de confirmacién: La variedad de ensa-
yos usados en esta etapa es mds amplia. La prue-
ba de neutralizacion con plaquetas (PNF) es uti-
lizada en el 77% de los casos en el APTT, el 62%
en el dRVVT y el 23% en el dPT. El lisado
plaquetario es fundamentalmente de preparacidn
casera. La prueba de neutralizacién con fosfo-
lipidos hexagonales del APTT (Staclot-LA, Stago)
es empleada por el 50% de los centros. El 46% usa
la prueba con alta concentracion de fosfolipidos
del dRVVT empleando reactivos comerciales
(LAC-confirm, IL o DVV-confirm, American
Diagnostics). El 39% de los laboratorios realizan
la comparacion del iempo de protrombina con el
reactivo estidndar con el dPT (TTI) y sdélo el 8%
utiliza el Hempo de Textarin/Ecarin (Stago).

- Criterios para definir el AL: La mayoria (>80%)
de los centros utiliza los criterios recomendados
por el S5C sobre AL/aFL de la ISTH.

Ensayos para aCL

- Métodos: Todos los participantes (24/24) usan
ensayos de ELISA para evaluar la presencia de
aCL. El método desarrollado es utilizado por 5 la-
boratorios (21%) y los 19 restantes usan equipos
comerciales de acuerdo al método indicado por
el fabricante: The Binding Site (n=9), Louisville
APhL Diagnostics (n=4), Inova Diagnostics (n=2),
Cogent Diagnostic (n=1), Diasorin (n=1),
Kallestad (n=1), y uno no especificado. Analizan-
do el protocolo de los ELISA desarrollados se
observa que sdlo 2 de los 5 laboratorios usa el
mismo tipo de placa de poliestireno que la utili-
zada en el ensayo de Harris". Los otros 3 labora-
torios utilizan placas de diferente marca comer-
cial con distinto tipo de superficie plastica
(poliestireno o cloruro de polivinilo). La concen-
tracién de cardiolipina bovina en etanol para la
inmovilizacién a la placa varié entre 1.5 a 3 pg/
pocillo. Las soluciones utilizadas en la etapa de
blogueo son suero bovine adulto (n=3) o fetal
{n=2) al 10% en tampdn fosfato. Estas mismas
soluciones son empleadas para la dilucion de las
muestras, excepto en un laboratorio que usa di-
lucién al 1% de suero fetal bovino; las muestras
de suero son diluidas 1:50 {n=4) o 1:100 (n=1).

- Calibracidén: 22 de los 24 (96%) laboratorios rea-
liza la curva de calibracién en cada ensayo, 1 cen-
tro indicé no usar calibracién y otro no dio infor-
macion. El 91% (20/22) de los centros usa
estindares comerciales. En los ensayos desarro-
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llados, 3 laboratorios utilizan el conjunto de
estindares comerciales (IgG e IgM} de Louisville
para aCL y los 2 restantes usan estindares pro-
pios. Todos los centros exceplo uno, emplean sue-
ros controles en cada ensayo. El 100% de los par-
ticipantes evaliia ambos isotipos IgG e IghM; en
cambio, sélo 4 determinan el isolipo IgA.

- Resultados: Los resultados son informados en
unidades GPL, MPL o APL en 22 de los 24 cenlros
participantes. Quince laboratorios reportan ade-
mds los resultados en titulos o grados de
positividad, en tanto 2, no dieron informacién res-
pecto a la expresion de los resultados. Los valores
de corte usados por los participantes varian entre
menos de 10-15 unidades para el valor negativo,
de 10-15 a 20-40 unidades para el positivo débil,
de 21-41 a 25-80 unidades para el positivo mode-
rado y mayor de 25-80 para el positivo fuerte.

Aspectos generales: aproximadamente el 70% de
los centros indicaron que detectan al menos un es-
tudio posiliva para AL por mes, en los estudios de
rulina. El 80% de los laboratorios incluyen ambos
ensayos (AL y aCL) dentro del estudio de
trombofilia, el 16% solo AL y el 4% sélo aCL. Dos
centros informaron que usan las pruebas de ELISA
para detectar aFL totales; otros 2 laboratorios repor-
tan que detectan los anticuerpos dirigidos contra
otros fosfolipidos aniénicos (fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, fofatidiletanolamina, ete.). El 38%
(9/24) usa ademds ensayos para evaluar la presen-
cia de anticuerpos anti-proteinas con afinidad por
fosfolipidos: ab2GPI (n=9%) y anti-PT (n=4). Para
aﬁIGP‘L emplean métodos desarrollados 3 laborato-
rios y equipos comerciales los 6 restantes [The
Binding Site (n=2), Varelisa (n=2), Inova (n=1),
Genesis (n=1)]. Todos los participantes utilizan
ELISA desarrollados para anti-PT.

II. Distribucidn y andlisis de muestras para deteccion
de aFL

Veinticuatro centros respondieron afirmativamen-
te a la pregunta de participar en la evaluacién de
sueros incégnitas para aCL. Los sueros fueron dis-
tribuidos y se recibieron los resultados provenientes
de 20 laboratorios. Para el isotipo IgG, 1 laboratorio
envié resultados obtenidos mediante tres métodos
diferentes y por lo tanto hubo 22 datos para anali-
zar de este isotipo. Los métodos usados por los par-
ticipantes fueron: The Binding Site (n=10), APhL
(n=4), ELISA desarrollado (IgG n=3, IgM n=2), Inova
(n=2), Cogent (IgG n=2, IgM n=1) y Diasorin (n=1).

La Figura 1 muestra la distribucién de los resul-
tados en unidades GPL o MPL obtenidos para cada
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Fig. 1. Distribucidn de los resultados de anticuerpos anticardiolipma mfor-
maddps por los diferentes centroz participantes en loe 12 muestraz de suero
wsadas en el estudio. Los aCL son inforrmmados en unidades para [gG (uGPL)
o para IgM (uMPL). La linea horizontal indica el valor promedio obtenido
en el centro coordinador para cada muestra v canda isolipo,

una de las 12 muestras. Como puede observarse, la
gran dispersién de los datos hace imposible una
comparacidn directa de los resultados en unidades.
Se procedid entonces a analizar los datos, conside-
rando los resultados de cada muestra expresados en
titulos, de acuerdo a la interpretacién dada por cada
participante. El grado de concordancia individual de
cada muestra con el titulo obtenido en el centro coor-
dinador oscild entre 14-95% para el isotipo IgG v
entre 10-90% para IgM. El grado de concordancia
general (agrupando las muestras con el mismo titu-
lo) con el titule obtenido en el centro coordinador
oscild entre 23.8-66.7% para el isotipo 1gG vy entre
23.3-51.1% para IgM. Tomando en cuenta la informa-
cidn obtenida en el andlisis del cuestionario que res-
pondieron los participantes y los diferentes criterios
usados por los centros para definir los titulos de aCL,
se procedio a reanalizar los datos asignindoles un
titulo de acuerdo a los rangos de referencia mencio-
nados en materiales y métodos. Sin embargo el gra-
do de concordancia no mejord significativamente
(datos no mostrados).

Posteriormente, decidimos evaluar si mejoraba la
concordancia al analizar los datos de un modo sim-
plificado, agrupando los titulos informados por
los laboratorios como resultados positivos o negati-
vos para el diagnostico del SAF (Tablas 2 y 3). Se
observé que el grado de concordancia con los titu-
los oblenidos en el centro coordinador mejoraba tan-
to en forma individual como general. Para aCL-IgG,
la concordancia general fue significativamente ma-

TABLA 2
Grado de concordancia entre los titulos informados por los participantes agrupados
en resultado negativo para SAF (titulo negativo o positivo débil) y resultado positivo
para SAF (titulo positivo moderado o fuerte) y los datos considerados de referencia
para el ensayo de aCL-IgG. Para ¢l isotipo 1gG se obtuvieron 22 resultados de cada
muestra.

Muestra Titulo de referencia

Concordancia individual

Concordancia general

n/ n, %o r|.1f n, %
3 N 22/22 100.0 51/66 773
9 et 9722 409
12 N 20/22 90.9
5 D 8/22 364 51/88 57.9
8 D 20/22 90.9
10 o 17/22 773
11 D 6/22 27.3
1 M 16/22 727 34/66 515
+ M 9722 40.9
7 M 9/22 409
2 F 2/ 100.0 39/44 B8.6
(&} F 17/22 77.3

Titulos: N negativo, D positivo débil, M positivo moderado, F positivo fuerte
o numero de resultados concordantes, n,; nimero total de resultados obtenidos
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TABLA 3
Grado de concordancia entre los titulos informados por los participantes agrupados
en resultado negativo para SAF (titulo negativo o positivo débil) y resultado positivo
para SAF (titulo positivo moderado o fuerte) y los datos considerados de referencia
para el ensayo de aCL-Igh. Para el isotipo IgM se obtuvieron 20 resultados de cada

muestra.
Muestra Titulo de referencia ~ Concordancia individual Concordancia general
n/n, %o n,/m, o
1 N 19/20 95.0 128/180 711
5 N 7/20 35.0
6 N 16/20 §0.0
7 N 19/20 95.0
8 N 10/20 50.0
9 N 10/20 50.0
10 N 19/20 95.0
11 N 8/20 400
12 N 20/20 100.0
2 M 11/20 55.0 32/60 53.3
3 M 15/20 75.0
4 M 6/20 300

Titulos: N negativo, M positive moderadao

n,: nimero de resultados concordantes, n,: nimero total de resultados obtenidos

yor para las muestras con titulo positivo débil (23.8%
vs 57.9%, p<0.0001) o fuerte (56.8% vs 88.6%,
p<0.002) y no alcanzé significacion estadistica para
aquellas con titulo negativo (66.7% vs 77.3%) o po-
sitivo moderado (42.4% vs 51.5%). Para aCL-IgM, la
concordancia general mejord significativamente para
las muestras con titulo negativo (51.1% vs 71.1%,
p<0.0002) y para aquellas con titulo positivo mode-
rado (23.3% vs 53.3%, p<0.002).

DISCUSION

El diagndstico del SAF requiere de criterios cli-
nicos definidos (trombosis y/o pérdidas inexplica-
bles de embarazo) en asociacidn con la presencia
persistente en el tiempo de aFL evaluados por ensa-
yos convencionales (AL y/o aCL a titulo moderado
o alto)*. En una revision reciente de la literatura se
muestra la gran diversidad encontrada por distintos
autores en la prevalencia de aFL en la poblacién
normal, pacientes con LES o con SAF", Esta diversi-
dad puede ser explicada por diferencias en la selec-
cién de los individuos, el origen étnico y también por
el tipo de métodos usados para evaluar a los aFL.

El hecho que los aFL pueden hallarse también
frecuentemente en pacientes con infecciones, a pesar
de no presentar complicaciones trombéticas, contri-
buye a la confusién en la interpretacién de un resul-
tado positivo en los ensayos convencionales para
aFL"™"™. Actualmente se reconoce que aquellos aFL
asociados con infecciones (sifilis, HIV, etc.) estan di-

rigidos contra estructuras fosfolipidicas y que los de
tipo autoinmune (presentes en LES, SAF y lepra) re-
accionan principalmente con proteinas (B,GPI y
protrombina) con alta afinidad por fosfolipidos'®.
Es importante la incorporacién de ensayos para de-
tectar especificamente anticuerpos dirigidos contra
estas proteinas, para una mejor caracterizacion de los
aFL; sin embargo, cabe recordar que estos ensayos
mds especificos, no estdn atin incorporados en los
criterios de laboratorio para definir el SAF'.

Los participantes en este estudio cooperativo uti-
lizan ensayos con reconocida sensibilidad para la
deteccién y confirmacién del AL. En general siguen
las recomendaciones dadas por la ISTH*. Sin embar-
go es de remarcar el alto porcentaje (55%) de centros
que realizan los estudios en muestras de plasmas
conservados en congelacién. Si bien es factible rea-
lizar los estudios de AL en plasmas congelados™, es
preciso considerar la posibilidad de informar un dato
falso negativo en pacientes con actividad de AL de
tipo débil. Las plaquetas presentes en el plasma, atin
en muy baja concentracidn (1x10°/1), luego del
congelamiento y descongelamiento pueden neutra-
lizar el efecto del AL en pruebas como el KCT*. Es-
tudios multicéntricos llevados a cabo recientemente
indican un alto grado de discordancia entre los la-
boratorios al evaluar plasmas con AL de actividad
débil. Es probable que en el futuro cercano se pue-
dan utilizar plasmas calibradores preparados con
anticuerpos monoclonales con actividad dirigida
contra f2GPI o protrombina, como estindares para
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que cada laboratorio pmeda seleccionar los mejores
ensayos a ulilizar em el o del AL”,

Los problesnas sefiexidos a ka falta de concordan-
cia interiaboralone paa los resultados de aFL, son
atun mayoees al amslizar el ensayo para aCL; varios
estudios mmliiofalvicns recientemente publicados
mursian esle imomwweniente™ . Las conclusiones del
presente eshadiie coinciden con aquellas obtenidas en
olwos paises, seflejando la existencia de problemas
sismillases paxa abtener datos satisfactorios. Los resul-
tadies de dos programas de control de calidad, desa-
maliados em Awstralia en un lapso de 4 afios, publi-
calles por Favaloro y col.”, mostraron una elevada
variacifin interlaboratorio y falta de consenso en mds
del 5% de las muestras evaluadas. En nuestro es-
badiio bos grados de concordancia para cada muestra
oscilaron entre 14%-95% para aCL-IgG y entre 10%-
9% para aCL-IgM. Desde el punto de vista clinico,
b importancia del resultado radica fundamentalmen-
te en si el mismo cumple o no los criterios para SAF
Por ese molivo agrupamos los datos de aCL de los
participantes en negalivo (titulo negativo o positivo
débil) o positivo (titulo positivo moderado o alla)
para SAF, encontrando que si bien el consenso me-
joraba significativamente tanto para aCL 1gG como
para IgM, el nivel alcanzado no es éptimo. Esto in-
dica que el resultado de aCL de un paciente puede
ser posilivo en un laboratorio y negativo en otro, de
tal manera que el paciente tendria criterios de SAF
o no de acuerdo al método y al laboratorio donde se
realiza el estudio. Surge de estos resultados la impor-
tancia de realizar los ensayos en forma estandarizada
v utilizando pruebas o equipos de probada sensibi-
lidad. Ademds, es necesario tener presente que la
deteccidn de aCL debe hacerse al menos en dos opor-
tunidades distintas separadas en el tiempo®, como
es recomendado en los criterios para SAF', dada la
posibilidad de efectos transitorios, por ejemplo en
padentes con procesos infecciosos.

Las causas probables de la falta de consenso ge-
neral son varias, y principalmente inherentes a las
diferencias en la metodologia usada para detectar
(1. Tincani y col.", han propuesto recientemente un
pwolocolo “consenso” para determinar los aCL por un
emsayo desarrollado. El método incluye las caracte-
mslicas de los ensayos utilizados por 6 de los 24 la-
bealorios europeos que tenfan la mejor concordan-
cia em los resultados. El mismo no difiere del pro-
pwesto imicialmente por Harris EN" y que fuera uti-
Erado como referencia en nuestro estudio. Esto
refwerza ka idea de la necesidad de seguir ciertas re-
comendaciones para lograr concordancia entre los
resultados ablenidos por los distintos laboratorios'.
La imcorparacidn al mercado de gran diversidad de
equipos comerciales ha incrementado la falta de con-

senso. En el estudio de Rever y col.” se compararon
9 equipos diferentes para aCL y se concluyé que sélo
se observaba concordancia entre los equipos en me-
nos del 60% de las muestras analizadas. Estos datos
coinciden con lo observado en el presente estudio.

La utilizacion de calibradores es fundamental
pero sin embargo hay discrepancias en la seleccién
de los mismos. El estudio europeo" sugiere reempla-
zar a los estindares comerciales de Louisville (anti-
sueros policlonales de pacientes con SAF) por los
anticuerpos monoclonales aCL o ap,GPI (atin no co-
mercializados). A pesar que la mayoria de los equi-
pos comerciales indican que sus calibradores fueron
estandarizados contra los de Louisville, al ensayar
estos estdndares en dichos equipos se observé que en
muchos casos los resultados no coincidian con los
valores preestablecidos”, Estas observaciones fueron
también corroboradas por uno de los autores ulili-
zando algunos equipos comerciales (RRF, comunica-
cién personal).

En nuestro estudio observamos que habia un alto
grado de sobreestimacién de los resultados en com-
paracién con los considerados de referencia y esto
era mads evidente para el isotipo IgM, particularmen-
te en algunas muestras. Consideramos que la union
no especifica podria ser responsable de los resulta-
dos sobreestimados; dado que la unidn inespecifica
no puede ser descontada en los equipos comerciales
como si ocurre al utilizar los ensayos desarrollados".
Otra de las causas que contribuyen a la falta de con-
senso es que los laboratorios usan valores arbitrarios
de unidades aFL para definir los puntos de corte de
los ensayos o los rangos de positividad al informar
los datos en forma semicuantitativa, como se obser-
va en el presente estudio y en otros previamente
publicados""". Se ha demostrado ademds que exis-
ten diferencias en el contenido de B,GPI de las pla-
cas de ELISA o en las soluciones utilizadas como
diluyente de las muestras en los diferentes equipos®™.
Esta variabilidad pedria ser uno de los factores que
contribuya en cierto grado a la falla de concordan-
cia de los resultados, especialmente considerando
que los aFL son heterogéneos y en un mismo pacien-
te pueden coexistir aCL dependientes e independien-
tes de ,GPL. Es probable que ciertos ensayos presen-
ten mayor sensibilidad para alguno de los dos tipos
de aCL.

En conclusién, la realizacién de este estudio
multicéntrico en algunos paises de Latinoamérica
nos permitié conocer los métodos y los criterios que
utilizan los laboratorios participantes para evaluar
la presencia del AL y de los aCL. A través del estu-
dio interlaboratorio de 12 sueros para la deteccidn
de aCL se constatd la falta de consenso entre los cen-
tros al informar los resultados de un mismo suero.
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Esto remarca la necesidad de una mejor estan-
darizacién del ensayo de aCL y de urgentes recomen-
daciones por parte del SSC de AL/aFL de la ISTH
para la realizacidn de este ensayo que forma parte
de los crilerios de laboratorio para el SAF
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ABSTRACT

The antiphospholipid syndrome (APS) is characterized
by venous or arterial thrombosis, and/or fetal loss or
recurrent abortions in patients with positive tests for
antiphospholipid antibodies (aPL). The evaluation of aPL
includes clotting assays for lupus anticoagulant (LA) activity
and immunoassays for detection of anticardiolipin
antibodies (aCL). Several attempts were made to standardize
these assays, but problems in obtaining comparable results
still exist. To get knowledge about this point in Latin
America, the Committee on APS from the gLA[I’T Group
performed an inter-laboratory survey in two steps. The first
was lo distribute a questionnaire focussing on the detailed
methodology for LA and aCL applied to patients with
suspicion of AFS, and the second was the distribution of 12
blind sera in order to compare the aCL results obtained by
the different centers with those determined by the
committee, Twenty-seven laboratories fulfilled the
questionnaire and 20 of 24 centers, which accepted to
participate, sent their results on aCL. There was an
impressive scattering of values for aCL 1gG and IgM (mainly
ubtained by commercial kits) from the different laboratories
compared lo those obtained in the coordinator center by the
standard in house ELISA method. The consensus improved
when results were compared considering negative (negalive
or low positivity for aCL) and positive (medium or high
positivity for aCL) criteria for APS. Our data show that due
to the lack of reproducibility observed for aCL, further
efforts to improve assay methodologies and international
guidelines are needed particularly considering that LA as
well as aCL are the laboratory criteria for APS.

Key words: anticardiolipin antibodies, lupus anticoa-
gulant, antiphospholipid syndrome, antiphos-pholipid
antibodies
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