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Resumen

Objetivos: Determinar la sensibilidad del TTPa con el reactivo Actin FSL para la deteccion de pacientes con déficit de factores
de coagulacién comparada con el estandar de referencia, que es la determinacion directa del nivel de actividad de factores
de coagulacion por método coagulométrico de un paso.

Métodos: Poblacién: pacientes del Hospital Militar Central (Bogota, Colombia) con determinacion de TTPa por Actin FSL y
de niveles de factores de coagulacion solicitados por sospecha de trastornos de hemostasia durante el periodo de junio del
2009 a febrero del 2011. Tipo de estudio: analitico de corte transversal de validacion de pruebas diagnésticas. A todos los
pacientes se les aplicé la prueba por evaluar, TTPa con Actin FSL y el estandar de referencia, de manera independiente a sus
resultados.

Resultados: De junio del 2009 a febrero del 2011, se incluyeron 133 pacientes con realizacién de TTPa por Actin FSL y
medicion de factores de coagulacién de manera concomitante. En la poblacion total estudiada, la sensibilidad del TTPa fue
del 98.7% con un LR- de 0.02. Ningun paciente con deficiencia severa de factores de coagulacion (definida como un valor
< 1%) presentod un valor de TTPa < 32.1 seg. El anélisis por regresion lineal demostré que no existe relacién entre el porcen-
taje de actividad de los factores de coagulacién y el valor del TTPa en segundos.

Conclusiones: El TTPa con Actin FSL bajo una técnica estandarizada tiene alta sensibilidad en la deteccién de disminucion
de factores de coagulacién, y un resultado normal hace muy improbable encontrar déficit de algun factor, por determina-
cion directa.

Palabras clave: Diagnostico, tiempo de tromboplastina parcial, factores de coagulaciéon sanguinea.

Abstract

Objectives: Determine the sensitivity of aPTT reagent with Actin FSL for the detection of patients with clotting factor defi-
ciency compared with the reference standard which is the direct determination of the level of coagulation factor activity by
a coagulometric method at one step.

Methods: Population: Patients from the Hospital Militar Central (Bogotd, Colombia) with aPTT determination by Actin FSL
and clotting factor levels requested for suspected disorders of hemostasis during the period June 2009 to February 2011.
Type of study: Analytic cross sectional of validation of diagnostic tests.

All patients were administered the test to evaluate for Actin FSL aPTT and the gold standard, independently of their results.
Results: From June 2009 to February 2011 were included 133 patients with aPTT by conducting Actin FSL and measure-
ment of clotting factors concurrently. In the total study population, the sensitivity of the aPTT was 98.7% with a negative
LR of 0.02. No patient with severe deficiency of coagulation factors (defined as a value < 1%) had a value of aPTT < 32.1
seg. Linear regression analysis showed no correlation between the percentage of activity of coagulation factors and the aPTT
value in seconds.

Conclusions: The sensitivity of aPTT with Actin FSL under a standardized technique has high sensitivity in the detection of
decreased coagulation factors and a normal result is very unlikely to find any factor deficiency, by direct determination.

Key words: Diagnosis, partial thromboplastin time, blood clotting factors.
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Introduccion

El uso del TTPa (tiempo de tromboplastina parcial
activado) como prueba de tamizacion para la deteccion
de pacientes con deficiencias de factores de coagulaciéon
ha sido ampliamente usado desde hace ya mas de 50
anos'.

Actualmente, es una herramienta importante al mo-
mento de valorar pacientes con sospecha de deficiencias
de factores, para monitorizar pacientes anticoagulados
con heparina y para deteccién de sujetos con sospecha
de anticoagulante lUpico?3.

Sin embargo, la sensibilidad de todos los reactivos
usados en esta prueba para detectar deficiencias de
factores es variable, por lo cual tradicionalmente se
ha recomendado que, ante la alta sospecha clinica de
trastorno hemorragico, se deberfa solicitar directamente
el nivel de actividad del factor de coagulacién, con-
siderando la posibilidad de resultados falsos negativos
con TTPa%.

Esta asuncién puede cambiar en la medida en que
se han perfeccionado nuevos reactivos que brindan re-
sultados con alta sensibilidad y se ha sugerido que, con
el uso de estas pruebas, no es necesaria la realizacion
de estudios de factores de coagulacién si el resultado
es normal°.

La diversidad de métodos ha llevado a multiples
estudios comparativos que han demostrado diferencias
en la capacidad para detectar deficiencias segun el
reactivo empleado®. Estos han evidenciado que parece
existir una ventaja de Actin FSL comparada con otros
reactivos, especialmente por una mayor sensibilidad
para la deteccion de deficiencia de factor VIII (FVIII) y
factor IX (FIX)'.

De manera contraria, Lawrie y colaboradores® re-
portaron sensibilidades bajas para Actin FSL con falla
para la deteccién de deficiencias de factor VIII, IX, XI
y Xl del 5.6, 36.4, 30.4 y 72.2%, respectivamente.
No obstante, su metodologia es diferente a la actual-
mente usada en nuestro laboratorio. Recientemente,
Bowyer y colaboradores efectuaron un estudio con
mezcla de plasmas para obtener diferentes valores de
factores y compararlo con cuatro reactivos diferentes,
reportando una alta sensibilidad con Actin FS para
FVIILy FXI°.

Por lo tanto, esta claro que la calidad y tipo de
reactivo usado, ademas de un procedimiento estan-
darizado, son fundamentales al momento de interpretar

los resultados del TTPa cuando se solicita con fines de
tamizacion por sospecha de deficiencias de factores
de coagulacion.

Métodos
Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Determinar la sensibilidad del TTPa con Actin FSL en
la deteccion de pacientes con deficiencia de factores de
coagulacién comparada con el estandar de referencia,
gue es la determinacion directa del nivel de actividad
de factores de coagulacion por método coagulométrico
de un paso.

Objetivos especificos

Establecer el mejor punto de corte, de acuerdo con
curvas ROC, promedio y dos desviaciones estandar para
obtener una sensibilidad cercana al 100% del TTPa
en la detecciéon de un nivel de actividad del factor de
coagulacién menor del 50%.

Determinar si existe correlacién entre el valor del
TTPa en segundos y el nivel de actividad de factores
de coagulacion.

Tipo de estudio
Estudio analitico de corte transversal para validacion
de pruebas diagnosticas.

Seleccion de la muestra

Muestra por conveniencia de pacientes del Hospital
Militar Central con determinacién de TTPa y de niveles
de factores de coagulacion solicitados por sospecha de
trastornos de hemostasia durante el periodo de junio
del 2009 a febrero del 2011. La informacion se obtuvo
de la base de datos y por recopilacion de libros de re-
portes de estudios de coagulacion del Laboratorio de
Hemostasia y Coagulacion del Departamento de Hema-
tologia y Oncologia Clinica del Hospital Militar Central.

Criterios de inclusion

Pacientes con determinacion en la misma muestra de
TTPay de factores VIII, IX, XI, XIl concomitantes, o con
TTPay solo uno de estos factores, siempre y cuando el
valor de este Ultimo sea inferior al 50%, realizados en el
Laboratorio Especializado de Hemostasia y Coagulacion
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del Servicio de Hematologfa y Oncologia del Hospital
Militar Central. Se incluyeron todos aquellos pacientes
a quienes el médico tratante solicitd dichas pruebas
ya sea porque el paciente consultd por sintomas de
sangrado anormal o pacientes asintomaticos, pero con
prolongacién aislada del TTPa durante valoracion de
otras condiciones médicas o valoraciones prequirdrgicas
hechas en un laboratorio diferente.

Criterios de exclusion

e Pacientes con anticoagulacién oral con warfarina,
ribaroxaban o dabigatran.

e Pacientes con anticoagulacién con heparina no frac-
cionada y heparina de bajo peso molecular.

e Pacientes con prolongacion del INR mayor de 1.3.

Procedimientos realizados

Se definio disminucién del nivel de actividad del
factor de coagulacion como un valor menor del 50%,
medido por método coagulométrico de un paso. Se
consider6 deficiencia severa cuando el valor fue inferior
al 1% de actividad; deficiencia moderada entre 1-5% de
actividad; y deficiencia leve cuando el nivel de actividad
era mayor de 5%, pero menor de 40%, de acuerdo
con las recomendaciones de la Sociedad Internacional
de Trombosis y Hemostasia (International Society on
Thrombosis and Haemostasis, ISTH)™. La determinacion
de los niveles de actividad de los factores de coagu-
lacion se llevd a cabo de manera ciega e independiente
a los resultados del TTPa, con el fin de no influenciar
los datos de estos resultados.

Las mediciones se realizaron en el equipo CA1500
de Siemens. El TTPa con reactivo Actin FSL se definié
como el tiempo que tarda en formar la fibrina después
de adicionar una tromboplastina con un activador
que, en este caso, es el acido elagico, incubacién de
tres minutos y activacion del cronémetro cuando se
adiciona cloruro de calcio 0.25 M. Su valor se midio
en segundos.

Dosificacion de factores: se efectud utilizando
como base las pruebas de TTP dependiendo del factor
gue se vaya a titular, se emplea el plasma deficitario,
que se mezcla con el plasma del paciente que se va
a estudiar, luego se pasa un TTP y los segundos se
interpolan en una curva de calibracién previamente
hecha. El intervalo de referencia de normalidad se
establecié entre el 50% y el 150%.
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Célculo del tamafio de muestra

Considerando una sensibilidad esperada del 95%
con una especificidad del 60% dada por los falsos
positivos y pacientes con anticoagulante IUpico, los
cuales no analizaremos en este estudio, y asumiendo un
nivel de confianza del 95% con una precisién absoluta
del 90%, el tamafio de muestra esperado fue de 101
pacientes. Al considerar los errores en el laboratorio por
pérdida de muestras o datos incompletos, se considerd
apropiado un incremento del 10% para un tamafo de
muestra estimado de 111 pacientes.

Plan de anaélisis

Se establecio un valor de referencia del TTPa, definido
como la media de valores mas dos desviaciones estandar,
utilizando plasma de 20 sujetos sanos, asintomaticos,
sin antecedentes patoldgicos ni familiares de sangrado
y con un valor de FVIII, FIX, FXI, FXIl entre el 50-150%.
A partir de este valor, se consideré TTPa prolongado.

Con este valor de referencia de TTPa, se calculd en
la poblacién del estudio sensibilidad y LR- (negative
likelihood ratio, razén de probabilidades negativo),
especificidad y LR+ (positive likelihood ratio, razén de
probabilidades positivo).

Adicionalmente, se determiné el mejor punto de
sensibilidad por medio de curva ROC. Se realizé analisis
por regresion lineal entre el valor de TTPa en segundos y
el porcentaje de actividad de los factores de coagulacion
como variables de razon.

Se utilizo6 el programa Excel 2010 y Stata version
11.1 para el andlisis estadistico, calculando un intervalo
de confianza del 95% para todos los andlisis primarios.

Aspectos éticos

Estudio no intervencionista sin dafio a la salud del
paciente, a quien se guardd la confidencialidad de los
datos personales; al recolectar informacion de manera
retrospectiva con registros del laboratorio, no se re-
quirié consentimiento informado para la poblacion de
estudio. Los 20 sujetos sanos firmaron consentimiento
informado. El estudio fue avalado por el Centro de
Investigaciones de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad Militar Nueva Granada.

Resultados
Durante el periodo de junio del 2009 a febrero del
2011, se identificaron 133 pacientes con prueba de TTPa
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por Actin FSLy medicién de factores de coagulacion de
manera concomitante. De estos 133 pacientes incluidos
en el analisis, 117 pacientes tenian determinacion de
FVIII, 85 pacientes determinacion de FIX, 74 pacientes
determinacion de FXI 'y 68 pacientes determinaciéon de
FXIl, 54 de ellos tenian determinaciones simultaneas de
los cuatro factores. Las caracteristicas de la poblacion
se describen en la tabla 1.

Con la muestra de 20 pacientes sanos, se determiné
una media de 29.1 segundos con un limite superior
de normalidad de 32 seg. dada por dos desviaciones
estandar.

Tabla 1. Caracteristicas demograficas de los sujetos

Caracteristica (n = 133) % (n)

Género
Mujeres 56% (74)
Hombres 44% (59)

Edad 38 anos (18-83)

Manifestaciones clinicas

Sospecha de trastornos de la hemostasia por sangrado anormal
Asintométicos con TTPa anormal durante valoracién prequirirgica
Asintomaticos con TTPa anormal por otros motivos

30% (40)
40% (53)
30% (40)

Pacientes con deficiencia especifica de factores (n)

Factor VIII 32
Deficiencia severa factor VIl 5
Factor IX 5
Deficiencia severa factor IX 1
Factor XI 13
Factor XII 14

Rendimiento diagndstico

En la poblacién total estudiada, encontramos
que, al definir deficiencia de factores como un nivel
de actividad < 50% y un TTPa > 32.1 segundos, la
sensibilidad del TTPa fue del 98.7% con un LR- de
0.02 (tabla 2) para detectar cualquier factor bajo en
toda la poblacién.

Ningun paciente con deficiencia severa de factores
de coagulacién presentd un valor de TTPa < 32.1 seq.
El Unico paciente falso negativo entre los 133 pacientes
evaluados fue uno con disminucién de factor XII del
44.7%. Esto llevd a una sensibilidad del 100% para
deficiencia de factores VIII, IX'y XI.

La especificidad fue del 51.7 relacionado a que
nuestro estudio no evalué los resultados de anticoagu-
lante lUpico ni la presencia de inhibidores como causa
de la prolongacion del TTPa. Al realizar la valoracion del
rendimiento diagnéstico de los factores de coagulacion

Tabla 2. Rendimiento diagnéstico con TTPa para deficiencia de cualquier factor
VI, 1X, X1 o XII (< 50%)

Sensibilidad

Especificidad
98% 51.7% 204 0.03

1C 95% (92.8-99.8%) 1C 95% (39.2-64.1) 1C 95% (1.56-2.67) 1C95% (0.00-0.18)

Tabla 3. Rendimiento diagnéstico especifico de factores de acuerdo con los
criterios de la ISTH

Factor

(< 40%) Sensibilidad  Especificidad
Cualquier factor 100% 42.67% 1.7 < 0.00001
Factor VIl 100% 30.59% 144 < 0.00001
Factor IX 100% 26.25% 135 < 0.00001
Factor XI 100% 32.79% 148 < 0.00001
Factor XII 100% 33.33% 1.50 < 0.00001

especificos, siguiendo las definiciones de la ISTH, que
determina un umbral de anormalidad como un nivel
de actividad del factor de coagulacién como menor
de 40%, la sensibilidad fue del 100% en todos los
casos (tabla 3).

La evaluacion de solo los 54 pacientes con de-
terminaciones simultaneas de los cuatro factores de
coagulacion evidencié una sensibilidad del 95.5%,
con un falso negativo dado por una disminucién leve
de factor XII.

La evaluacion del rendimiento diagnéstico por curva
ROC (receiver operating characteristic, caracteristicas
operativas del receptor) determiné que, con un valor de
TTPa de 31.6 seg., no se encontré ninguin paciente con
deficiencia de factores de coagulacion, correspondiente
a una sensibilidad del 100% (figura 1).

El andlisis por regresion lineal demostré que no
existe correlaciéon entre el porcentaje de actividad de
los factores de coagulacién y el valor del TTPa en se-
gundos (figura 2).

Discusion

La prolongacién del TTPa en pacientes asintomati-
Cos 0 encontrar tiempos de coagulaciéon normales en
pacientes con manifestaciones hemorragicas son un
motivo frecuente de la consulta hematolégica. En el

1.00 +

0.75
Sensibjlidad

TTPa 31.6 seg. = sensibilidad 100%

0.50

0.25

0.00

T T
0.00 0.25 0.75 1.00

0.50
1 - Especificidad
Area bajo la curva ROC = 0.8732

Figura 1. Curva ROC TTPa vs. deficiencia de factores
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Regresion Lineal TTPa con Actividad de Factores de Coagulacién

y=-0,8779x + 108,23
R*=0,1199
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Factores de Coagulacién % Actividad

TTPa (Segundos)

Figura 2. Regresion lineal TTPa vs. factores de coagulacién

primer escenario, Chng y colaboradores encontraron
que, en pacientes con TTPa prolongado, la principal
causa fue la presencia de un anticoagulante ltpico en
hasta el 53% de los casos y solo el 16% de los casos
tenian alguna deficiencia de factores de coagulacion
como causa de esta prolongacion. De manera llamativa,
hasta en un 31% de los casos no se hallé una causa de
esta anormalidad™.

En el caso de deteccién de deficiencia de facto-
res, que fue el objetivo de nuestro estudio, Bowyer
y colaboradores reportaron que, de 587 muestras
evaluadas, solo 117 fueron anormales y, de estas, el
75% estaban dadas por deficiencias leves de factor
XI>. Estos resultados refuerzan la recomendacion de
medir los factores de coagulacion especificos solo
cuando una prueba de TTPa por un método alta-
mente sensible esta elevada. Mas alla de realizar una
evaluacion con diferentes pruebas de laboratorio, el
enfoque apropiado de los pacientes con verdaderas
manifestaciones hemorragicas anormales depende de
un excelente examen clinico, el cual muchas veces es
suficiente para orientar con fuerte grado de certeza
gue las manifestaciones de sangrado podrian deberse
a causas diferentes, ya sea de la funcién y/o cantidad
de plaquetas o problemas vasculares mas que a de-
ficiencia de proteinas especificas involucradas en el
proceso de coagulacion''3,

De igual modo, la evaluacién de un TTPa anor-
malmente prolongado debe seguir una aproximacion
diagnéstica estructurada basada en consideraciones
de la historia clinica, el examen fisico y una secuencia
de pruebas de laboratorio orientada conforme con
los hallazgos del abordaje clinico inicial, mas que la
realizacion de multiples examenes simultaneos, cuya
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interpretacion posterior puede complicar ain mas, de
forma innecesaria, el motivo de consulta del paciente'.

La principal limitacion de nuestro estudio esta
dada por el caracter retrospectivo en la toma de
datos, sin embargo, en este grupo de pacientes, la
aplicaciéon del estandar de referencia a todos los pa-
cientes independiente de los resultados de la prueba
de tamizaciéon (TTPa) refuerza la validez de nuestras
conclusiones. Nosotros tampoco consideramos un
analisis para determinar la sensibilidad y especificidad
en la deteccién del TTPa acortado por elevacion de
factor VIII, ni si esto pudiese ser un factor confuso en
la interpretacion del TTPa medido en segundos, un
aspecto que actualmente se esta investigando como
posible indicador de riesgo trombético’. No obstante,
nuestro analisis encontré una pobre correlacion entre
el tiempo de TTPa en segundos y el valor de los facto-
res de coagulacion (? = 0.11), un resultado diferente
al de Boekel y colaboradores, que demostraron una
importante asociacion entre el acortamiento del TTPa
y la elevacién del FVIII'e. Este objetivo requeriria una
metodologia de disefio y analitica diferente para cor-
roborar dichos hallazgos. En este mismo sentido, no
encontrar una relacién lineal entre el valor del TTPa
en segundos y el porcentaje de actividad del factor
de coagulacion desvirtia completamente el uso del
TTPa como método de monitoreo indirecto para paci-
entes con deficiencias confirmadas, por ejemplo, con
hemofilia, en quienes tomar conductas terapéuticas
basadas en el TTPa conllevaria a un enorme riesgo de
error. Otro punto por considerar es el cambio del TTPa
segun la edad de la poblaciéon analizada, un factor
que no se evalué en nuestro estudio, debido a que
tal prolongacion parece estar relacionada de manera
directa con diferentes causas de esta anormalidad,
mas que con un factor bioldgico primario entre edad
y valor del TTPa".

La pobre especificidad de la prueba del 51% esta
explicada por la posible presencia de pacientes con
inhibidores especificos o anticoagulante IUpico. Esta
medicion, sin embargo, no se realizé en todos los
pacientesy, por lo tanto, no la reportamos, debido a
que el objetivo de nuestro estudio fue determinar la
sensibilidad de la prueba como método de tamizacion
para detectar deficiencia de factores de coagulacion
y no para evidenciar las causas de prolongacion de
TTPa.
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Nuestros resultados demuestran claramente que,
bajo una técnica estandarizada, el uso de TTPa con el
reactivo de Actin FSL tiene una sensibilidad cercana
al 100% en la deteccion de deficiencias severas y de
mas del 98% en deficiencias leves. Esta sensibilidad
menor del 2% de falsos negativos se observo espe-
cificamente para deficiencias leves de factor XlI, lo
cual, desde nuestra percepcion, tiene poca relevancia
clinica, debido a que este tipo de disminuciones no
ubican al paciente en riesgo incrementado de eventos
hemorragicos.

Desde un punto de vista aplicativo, considerando en
el peor escenario de rendimiento diagnéstico un LR- de
0.03, en pacientes con una probabilidad pretest del 5%
de tener un trastorno de coagulacién por deficiencia de
factores (hemofilia congénita o adquirida), la probabili-
dad postest seria menor del 1% si se obtiene un valor de
TTPa normal; en pacientes con probabilidad pretest del
50%, un TTPa normal cambiaria la probabilidad post-
est a solo un 2%; y Unicamente en el caso de una muy
alta probabilidad pretest del 90%, encontrar un TTPa
normal con Actin FSL resultaria en una probabilidad
postest del 15% (un escenario clinico extremadamente
improbable debido a que la sensibilidad para deficien-
cias severas fue del 100%).

Conclusiones

En pacientes con TTPa medido con Actin FSL bajo
una técnica estandarizada, un resultado menor de 32
segundos hace innecesaria la titulacion de ensayos
especificos de factores de coagulacién, y, por lo tanto,
no se recomienda de manera rutinaria. Si bien la in-
dicacién puede sonar controversial, estos pacientes
muy seguramente tendrian una causa diferente de
sus manifestaciones de hemostasia anormal, y, por
ende, su abordaje diagnéstico deberia considerar otras
etiologias y métodos diagnoésticos alternativos.

El valor del TTPa no se correlaciona con el porcen-
taje de actividad de los factores de coagulacién, por lo
cual el TTPa si bien es util como prueba de tamizacion,
no lo es para monitorizar pacientes con deficiencia de
factores.

Abreviaciones

TTPa (tiempo de tromboplastina parcial activado),
FVIII (factor VIII), FIX (factor 1X), FXI (factor Xl), FXII
(factor XlI), LR- (negative likelihood ratio, razén de
probabilidades negativo), LR+ (positive likelihood ratio,
razén de probabilidades positivo), curva ROC (receiver
operating characteristic, caracteristicas operativas del
receptor).
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